Részletes szakmai beszamolé6 a 49151 szamu, OTKA palyazathoz, melynek cime
"lzomsejtek intracellularis kalciumraktarainak szerepe a kalciumhomeosztazis szabalyozasaban
fiziologias és kéros koriilmények kdzott"

Az izomsejtekben az intracellularis kalciumkoncentraciéo ndévekedése alapvetd szerepet jatszik a kontraktilis
fehérjék aktivalasaban. Az izomsejtek fejlédése, valamint a kéros folyamatokban bekévetkez6 adaptacios
folyamatok soran a kalciumhomeosztazist biztositd mechanizmusok jelentds atalakuldson mennek at.

A DHPR és a RyR ko6zotti kolcsdnhatas vizsgalata skorpié toxin, és annak mutansai segitségével.

Az utdébbi években kertlt az izomkutatok érdekl6désének kézéppontjaba a Scorpio maurus palmatus egyik
fehérje toxinja, a maurokalcin (MCa), melynek aminosav szekvencidja nagyfoku homolégiat mutat a
dihidropiridin  receptor rianodin receptorhoz két6dé részével. A MCa a vazizomrostokban
kalciumfelszabadulast hoz létre azaltal, hogy aktivalja a szarkoplazmatikus retikulumban (SR) talalhato
rianodin receptort. Munkank soran patkany vazizomban vizsgaltuk a MCa Ca®" felszabadulasra kifejtett
hatasait. Maurokalcin (20, 50 nM) hozzaadasaval a szulfattal és glutamattal kezelt rostban is megnétt az
elemi kalciumfelszabadulasok eseményszama. A MCa hatasara az elemi események amplitidodja csokkent,
mikézben a  kalciumfelszabadulds  térbeli
kiterjedését leir6, az amplitidd felénél mért
gOrbeszélesség valtozatlan maradt. A toxin tartés
alkalmazasa, a rostokon olyan kis frekvenciaju,
hosszantarté eseményeket hozott 1étre, amelyek
kontroll kérlimények koézott egyaltalan nem
voltak kimutathatéak (1. abra). Az Arg24Ala
mutdns még 500 nM koncentraciéban sem
befolyasolta az elemi kalciumfelszabadulasi
eseményeket. Ezzel szemben az Arg19Ala
mutans, hatasat tekintve a MCa-nal mutatott
hasonlésagot. Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy a MCa aktivédlja a
szarkoplazmatikus retikulumban talalhato
rianodin receptort, ezdaltal fokozza a
kalciumfelszabadulast, mig a Arg24Ala mutans,
az aktivator helyen létrehozott mutacioé miatt, erre

képtelen.
1. abra: A. Elemi események kontroll korilmények kozott
béka harantcsikolt izman. B. 50 nM nativ Maurocalcin hatasa.

Az elektro-mechanikai kapcsolat Iépéseinek vizsgalata kiilonb6z6 intraluminaris [Ca2+]-k esetén.

Kisérleteinkben béka és patkany harantcsikolt izomrostjaiban egy membranpermeabilis kalciumpuffer
(TPEN) adagolasaval valtoztattuk az SR szabad kalciumkoncentraciojat ([Ca®*]sg) és mértiik a spontan és
depolarizacié hatésara kialakulé kalciumfelszabadulast az SR-bdl. Konfokalis mikroszkép segitségével
spontan kialakuld elemi kalciumfelszabadulasi eseményeket (spark) rogzitettiink. Megallapitottuk, hogy a
TPEN nagy (>100 uM) koncentracidoban csokkentette a sparkok el6fordulasat, mig kis koncentracidban
alacsony intracellularis magnéziumkoncentracio ([MgZ+]i) mellett tovaterjed6 elemi eseményeket hozott létre,
melyek terjedési sebességére 365123 um/s értéket kaptunk (2. abra). Intakt rostokon a szer nagy
koncentraciéban nem okozott valtozast a depolarizaciéval kivaltott kalciumfelszabadulas jellemz paraméte-
reiben. Mig kis koncentraciéban mar 10 perc alatt lelassitotta az SR kalcium csatornajanak (RyR)
inaktivaciojat 5£1 ms-rél 10£3 ms-ra. Megfigyeléseink azt mutatjdk, hogy a TPEN magas koncentracidban az
SR kalcium visszavételi mechanizmusat

gatolva csokkenthette a
kalciumfelszabadulast. Mig alacsony
koncentracoban magnézium hianyaban a

felszabadulé kalcium megkotéseével
gatolhatja a RyR inaktivaciojat. Mindezek azt
bizonyitjak, hogy fizioldégias koriilmények
kozott a magas [Mg®'] gatolia a
kalciumindukalt kalciumfelszabadulas
tovaterjedését vazizomrostokon és
megfeleléen magas [Ca’‘|sg sziikséges az
elemi kalciumfelszabadulsasi események
spontan kialakulasahoz. 3F, 100 ms

2. abra: Harom jellemz6 formaja a tovaterjedd elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeknek.




C2C12 vazizomsejt tenyészetekben a TPEN kis koncentacioban a sejtek 60%-ban kalciumfelszabadulast
valtott ki. Ezzel ellentétben nagy koncentraciéban alkalmazva csdkkentette mind a depolarizaciéval és a
koffeinnel kivaltott kalcium tranziensek amlitidojat és a kalcium visszavételi rendszer sebességét. TPEN
nem a zZn* megkotése altal modositotta kalciumfelszabadulasokat, amit a Zn* mentes koérnyezetben
végzett mérések bizonyitottak. Ezen adatok bizonyitjak, hogy a TPEN direkt médon valtoztatja meg az SR-
bél torténd kalciumfelszabadulast és a Ca** eltavolitasat a myoplazmabol.

Harantcsikolt izomrostok mellett megvizsgaltuk a TPEN hatasat a szivizomsejtek Ca®" homeosztazisara is. A
szer alkalmazéasat kévetéen fokozodott a szivizomseg'tekben a spontan Ca** felszabadulasok frekvenciaja,
valamint ezzel szinkron 60%-al csdkkent az SR Ca”" telitettsége. Az izolalt és lipidmembranba beépitett
rionodin receptor (RyR) nyitasi valészinlsége kétszerése né6tt TPEN hatasara. Alacsony koncentracioban
alkalmazott TPEN nem befolyasolta az SR Ca®*-ATP miikodését az izolalt SR vezikulumokban.
Eredményeink igazoltdk a TPEN allatkisérletekben kimutatott kardioprotektiv és antiaritmias hatasait.

Az SR integrans fehérjéi szerepének tanulmanyozasa médositott expressziés rendszerekben.

Kifejlett vazizomrostokon a transzverzalis tubulusok membranjaban talalhaté dihidropiridin receptorok és az
SR membranjaban elhelyezkedd RyR-ok koélcsOnhatéasa vezet az intracellularis kalcium koncentracié
emelkedéséhez. Az SR membranban lokalizalodé triadin fehérje a Ca2+ felszabaditdé komplex tagjaként
képes befolyasolni a RyR-ok mikodését, az izom kontraktilitasban betdltott pontosO szerepe azonban
egyenldre tisztazatlan. Kisérleteinkben tanulmanyozni kivantuk az in vivo ill. in vitro géntranszfekcioval
létrehozott triadin overexpressziét kisér valtozasokat. Az in vivo kisérletekben plazmid vektorba klénozott
triadin cDNS-t injektaltunk elaltatott allatok steril korilmények kozott feltart végtagizmaba. A DNS
izomsejtekbe vald bejutasat 10 mg/ml cc. LevovistR egyideji alkalmazasaval oldottuk meg ami egy olyan
echografias szer, mely légbuborékokat képezve a szdvetben felrobban és a lérejové membransériilések
lehetévé teszik a DNS sejtbe jutasat. Transzfekciés markerként a kontroll labba injektalt zold illetve sarga
fluoreszcens proteint kodold plazmidot alkalmaztunk. A membransérilések regeneraciojat és a DNS
expressziot figyelembe véve a
vizsgalatokat 10 nappal a beavatkozas
utan végeztik fluoreszcens és konfokalis
mikroszkopia segitségével. Az in vitro
kisérletekben a fenntartott izomrostokat
adenovirus vektorral transzfektéltuk, az
eredményeket triadin ellenes antitest
felhasznalaséaval immuncitokémiai
modszerrel ill. konfokalis mikroszkdpiaval
értékeltlk (3. abra). Eredményeink alapjan
az izom géntranszfekcioja, a kontrollként
alkalmazott fluoreszcens gének
expresszidja sikeres. A triadinnal kezelt
izomban a RyR-ok mikddésének
valtozasat tapasztaltuk a kontrollhoz
képest, ami nagy valdszinliséggel a triadin

fokozott expresszidjanak kdvetkezménye.
3. abra: Egér m. flexor digitorum brevis izmanak
keresztmetszeti képe. A zdlden vilagité izomrostok a
triadint tultermeld sejtek.

Purinerg jelatvitel szerepe a vazizomsejtek differencialédasaban.

Kisérleteinkben bemutattuk, hogy az ATP P2X és P2Y purinoreceptorokon keresztil képes tenyésztett
vazizomsejtek [Ca2+]i-nak novelésére. Ramutattunk, hogy az ATP altal kivaltott kalciumfluxus korai, gyorsan
kialakulé majd megsz(in6é fazisaért a P2X receptorok aktivalédasat kisérd depolarizacié a felelés. Ezzel
szemben az ATP altal kivaltott kalciumfluxus kés6i komponensének 80%-a a P2Y receptorok és igy a
foszfatidil-inozitol (PI) dtvonal aktivalédasahoz koéthetd. Megallapitottuk, hogy az ATP jelenléte a tenyésztd
oldatban a proliferaciés rata jelentds csokkenését okozza. Kimutattuk, hogy a tenyészt6é oldat
szérumosszetételének megfelelé megvaltoztatasaval indukalt differencialédas soran C2C12 egér
myoblastokban a sejtek purinerg valaszkészsége fokozodik. A C2C12 sejtvonal esetében a Ca*'-
felszabadulas korai komponense csak a legfejlettebb sejteken jelenik meg, de ha a differencialédast a PKCa
izoenzim overexpresszidjaval inditjuk be, ez a korai fazis még ezen sejtek esetében is hianyzik. Ezzel
parhuzamosan a P2X7R expresszidjanak maskor tapasztalt fokozédasa is elmaradt. Ez utobbi kialakitasaért
az aktivalodd metabotrop P2Y receptorok altal az SR-bd| faziskéséssel felszabaditott Ca** a felelds.



A kolinerg-purinerg interakcié szerepe a tenyésztett simaizomsejtek kalcium homeosztazis
szabalyozasaban.

Kisérleteinkhez human és patkany hugyholyagbdl szarmazé simaizom sejteket tenyésztettiink, majd kolinerg
€s purinerg receptor agonista szerek kalcium homeosztazisra kifejtett hatasat vizsgaltuk. Patkany
hagyhdlyagbdl tenyésztett simaizomsejtek ingerlését kilséleg adagolt karbakol, nikotin és ATP adagolasaval
szimulaltuk. Kimutattuk, hogy az ATP ismételt adagolasa altal kivaltott kalciumtranziensekben nincs
szenzitizacio vagy deszenzitizacié. Az ATP-adagolas hatasara kialakulé kalciumtranziensek sem UTP, sem
a,B-metilén-ATP adasaval nem valthaték ki. ATP és karbakol egyittes alkalmazasakor életkor- és
terlletfiggd kuldnbségeket talaltunk. Eredményeink szerint a felnétt patkany bazisabdl tenyésztett
simaizomsejteken a karbakol és az ATP egyittes alkalmazasa esetén a karbakol szignifikdnsan
csOkkentette az ATP Aaltal kivaltott kalciumszint-emelkedést. Ez a gatld interakcié nem volt kimutathaté az
id6sebb patkanyok kupolajabol készitett simaizomtenyészeten. Az Ujszilott patkanyokbdl szarmazo
hagyhdlyag simaizomtenyészeten sem mutathaté ki a kolinerg-purinerg gatlas, sem a hugyhdlyag
bazisanak, sem a kupolajanak sejtjein. Kimutattuk, hogy a karbakol gatlé hatasat az atropin jelenléte nem
befolyasolja. A két jelatviteli rendszer kdzott kialakult keresztgatlas sem a retenciés hugyhdlyag kupolajanak
sejtjein, sem az egészséges hugyhdlyagban nem volt megfigyelhet6. Patkanyokban a kolinerg és purinerg
rendszerek kozotti interakcio egyértelmi életkorfliggést mutatott. A nikotinos receptorok alfa alegységének
immunfluoreszcens festéssel torténd kimutatasa egyrészt bizonyitotta a receptorok jelenlétét, masrészt a
human és patkany huagyholyag kézoétt jelentkezé kulonbségeket.

Human hugyholyagbdl tenyésztett simaizomsejtek ingerlését (a patkany simaizomsejtekhez hasonléan)
kiulséleg adagolt karbakol, nikotin és ATP adagolasaval szimulaltuk. Az ATP ismételt adagolasa altal kivaltott
kalciumtranziensekben nem mutattunk ki szenzitizaciét vagy deszenzitizaciét. Az ATP-adagolas hatasara
kialakulé kalciumtranziensek sem UTP, sem a,B-metilén-ATP adasaval nem valthatok ki. ATP és
nikotin/karbakol egyuttes alkalmazasakor
teruletfiggd,  valamint  obstruktiv. ~ panaszok
jelenlététdl fuggd kuldnbségeket talaltunk. Human
hagyhdlyag bazisanak simaizomsejtjein, ha a
betegnek obstruktiv panaszai voltak, a kolinerg
agonista minden esetben lényegesen csOkkentette
az ATP hatasat, az esetek nagy részében teljesen
megakadalyozta az  ATP  altal  kivalthatd
kalciumtranziens l|étrejottét (4. abra). A kolinerg-
purinerg gatlas szignifikansan kevésbé jelentkezik
az obstruktiv  panaszoktédl ~mentes  beteg
hagyhdlyagjanak bazisabdl szarmazo
simaizomsejteken. Human huagyhdlyag kupolajanak
simaizomsejtiein  a  kolinerg agonistak nem

100 nM

moédositjak az ATP hatasat.
4. abra: ATP-vel kivaltott intracellularis kalciumkoncentracié valtozasok kontroll esetben, karbakol és nikotin adagolasa mellett
egészséges (A) és obstruktiv (B, C) hugyhdlyag bazisanak simaizomsejtjein.

A TASK-3 receptor kimutatasa melanoma malignum sejtekben.

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a melanoma sejtekben is kimutathatdé az elsédlegesen
izomsejtekre jellemzé RyR, ami raadasul meghatarozza a sejtek malignus potencialjat. Ezért megvizsgaltuk
azt is, hogy egyéb, elsédlegesen nem melanoma specifikus fehérjék, kimutathatéak-e ezekben a sejtekben.
A beszamolasi periddusban kollaboraciés partneriinkkel (Sigma-Aldrich Izrael) kifejlesztettiink egy human
TASK-3-specifikus monoklondlis antitestet. Az ellenanyag hasznélhatésagat immunhiszto- és
immuncitokémiai kérilmények kézott vizsgaltuk, a specificitast tranziens és stabil transzfekcids rendszerek



és Western-blot technika alkalmazasaval ellenériztik. Megéllapitottuk, hogy mind a sejttenyészetben
fenntartott, mind a szoveti preparatumban talalhaté melanoma malignum sejtek erés TASK-3-
immunpozitivitast mutatnak. Az immunjel6lédés dontéen intracellularis volt, tovabba érintette a melanoma
sejtek nucleusat is. A fehérje ezen varatlan megoszlasat egy TASK-3-GFP fuzios fehérjét kodold vektor
konstrualasaval, és a szintetizalddott termék megoszlasanak vizsgalataval erdsitettik meg.

Az ASPERGILLUS GIGANTEUS eredetii antifungalis protein (AFP) hatasai.

A fonalas gombak nagy mennyiségben termelnek antifungalis fehérjéket, amelyek segitségével a
kérnyezetikben l1év6 egyéb gombak ndvekedését gatolni tudjak. Az AFP az Aspergillus giganteus altal
termelt ciszteinben gazdag antifungalis hatasu fehérje,
amely képes a fonalas gombak ndvekedését meggatolni,
mikbzben hatastalan az élesztégombdkra és a
baktériumokra. Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az
emlbs sejteken van-e az AFP-nek kimutathaté hatdsa. A
szernek nem volt kimutathatd citotoxikus hatasa a human
endothel sejteken, valamint nem aktivdlta az
immunrendszert. Ugyancsak nem tudtunk kimutatni
szerhatast sem az idegsejtek, sem az astrocytak kalium
aramain. A tenyésztett vazizomsejteken, igy az
izomsejtek  kalcium homeosztazisaban sem volt
kimutathaté  valtozds AFP hatasara (5. abra).
Eredményeink felvetik, hogy az AFP egy potencialis
antifungalis szer, amely in vitro rendszerekben nem
rendelkezik emlbs sejtekre kifejtett hatasokkal, ezért
tervezzik az AFP él6 allatokon torténd tesztelését is, a
szer lehetséges késdbbi klinikai alkalmazhatésaga

végett. &)

5. abra: Nyugalmi intracellularis kalciumkoncentracié szint és spontan
kalciumkoncentracié valtozasok kontroll allapotban (A) és 10 ug/ml AFP (B) adagolasat kdvetéen.

20 um

A triadin 95 expresszi6 gatlasa és fokozasa médositja az elektromechanikai kapcsolatot patkany
primer myotubulusokban.

Megallapitottuk, hogy patkany satellita sejtekbdl differencialtatott myotubulusokban az endogén triadin 95
fehérje a differencialddas megkezdését kdvetden a 3. naptdl mutathaté ki. A rodamin vordssel jeldlt shRNS-t
antitest alkalmazasaval, immuncitokémiai moddszerrel ellenériztik. Fluo-4-gyel feltltott kontroll primer
myotube-okban jellemz&en az akcids potencial hatasara az elektromechanikai kapcsolas révén bekdvetkezd
Ca”" felszabadulasi esemeények voltak megfigyelheték, mig triadin 95 hianyanak kdvetkeztében nagyszamu
spark jelent meg a sejteken. Feltételezhetd, hogy a triadin95 expresszidjanak csokkentésével az emlds
vazizomban a RyR géatlasa megsziinik és DHPR szabélyozas nélkill is Ca*" felszabadulas torténik.
A kisérleteink masik tipusaban a triadin 95 fehér;ét egér C2C12 vazizom sejtekben ill. primer myotube-okban
tultermeltettik és megvizsgaltuk a sejtek Ca°" homeosztazisban bekdvetkezd valtozasokat. A triadint
tultermel® myotube-okban a koffein indukalt Ca”" felszabadulas nem maédosult a kontrollhoz képest, mig a
KCl altal kivaltott Ca®* felszabadulas jelentdsen csokkent kiilsé Ca®* hianyaban. A spontan Ca®*
felszabadulasi események két formajanak, a ,spark’™ok és ,ember’-ek vizsgalatai alapjan megallapitottuk,
hogy a triadin tultermelés a kontrollhoz képest szignifikansan csdkkentette a ,sparkok” frekvenciajat és
amplitudéjat. Hasonld csokkenés volt megfigyelheté az ,ember’-ek frekvenciaban is, mig azok atlagos
amplitudéja szignifikansan nem valtozott (6. abra). Az adenovirus vektorral transzfektalt primer myotube-
okon végzett konfokalis mikroszkdpos vizsgalatok alapjan a spontan Ca”" felszabadulasi események
Spark Ember gyakorisaga szintén
szignifikdnsan csokkent a
kontrollhoz viszonyitva.
Mindezen  eredmények arra
utalnak, hogy a triadin 95 az
elektromechanikai kapcsolat
gatlasan keresztil szabalyozza a
vazizomban a szarkoplazmatikus
retikulumbol torténd

kalciumfelszabadulast.

6. abra: Elemi kalciumfelszabadulasi
események kontroll korilmények kozott
(A) és Triadin-t tultermel6 sejtekben (B).
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A posztmiokardialis infarktusban kialakulé vazizomgyengeség sejtélettani hattere

A szivinfarktust kovetd elégtelen szivmikddés egyes betegekben tébbek kozoétt a vazizomzat progressziv
diszfunkciojaval is egyltt jar. Ezekben a betegekben a periférias izomzat tomegének és erejének jelentds
csokkenése figyelhetd meg, amiben nem jatszik szerepet a csokkent fizikai aktivitas, hanem az ok a
harantcsikolt izomrostok intrinzik tulajdonsagainak megvaltozasa.

Mindezek ismeretében érthetévé valt az a megfigyelésiink, miszerint a posztinfarktusos (PMI) allatokbdl
szarmazo rostokban csokkent a Ca®* felszabadulas elemi eseményeinek amplituddja, amivel szinkron
megndtt a hosszuk és a komplexitasuk, utalva a szarkoplazmatikus retikulum (SR) kalcium telitettségének
csokkenésére, valamint a rianodin receptor (RyR) és a SR membran kapcsolatdnak megvaltozasara. Az
egyedi RyR mesterséges lipidmembranba vald beépitése és a csatorna funkcié médosulasainak vizsgalata
alapjan a posztinfarktusos allatokban a csatorna vezet6képességének ndvekedése volt kimutathatd
(7. abra). Medfigyeltik

tovabba, hogy Kontroll PMI
kalciumérzékenység
tekintetében a csatornak
populaciémegoszlasat
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