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.G fehérjék szerepe a hugyholyag simaizom-miikodésének
szabalyozasaban”

Szakmai Zdrdjelentés

Bevezetés

A muszkarinos acetilkolin (Ach) receptoroknak 6t altipusa (M;-Ms) ismert, melyek kiillonb6zo
mértékben vesznek részt az Ach hatdsainak kozvetitésében a kozponti és periférids
idegrendszer teriiletén, valamint a célszervekben [1]. Az elmilt évtizedekben sok
ellentmonddsos adat gytlt 6ssze a kiillonbozd receptor-altipusok specifikus szerepét illetden.
Az ellentmondasok legfobb oka az volt, hogy nem élltak rendelkezésre az egyes receptor-
altipusok specifikus ligandumai. E nehézség lekiizdésére az elmult években létrehoztik az
M;-M;5 receptorok knock-out egértorzseit [2-10], melyek segitségével szamos fontos kérdés
tisztdzasa sikeriilt. Tobbek kozott az is kideriilt, hogy az M, receptort kddolé gén delécidjat
kovetden kis mértékben, de szignifikdnsan csokken, mig az Msj receptort kddolé gén
deléciojat kovetden csaknem teljesen eltlinik a muszkarinos agonistdkkal kivélthaté
kontrakcié higyhodlyagokban [4]. A két receptor egyiittes delécidjat kovetden megsziinik a
hugyholyag vélaszkészsége muszkarinos stimulécidra [11]. Az M3 receptor dominans szerepe
a holyagkontrakcié kozvetitésében meglepd megfigyelés, hiszen sokkal kisebb mértékben
expresszalédik a simaizomzatban, mint az M, receptor [12]. Munkank célkitiizése az M, és
M3 receptorok aktivdldsanak hatdsdra kialakuldé kontrakcidé mechanizmusédnak vizsgalata
kiillonos tekintettel az intracelluldris jeldtviteli folyamatokra és ezek esetleges

kolcsOnhatasaira.

A simaizom-kontrakcio mechanizmusai

A receptor-aktivacié hatdsdra kialakulé simaizom-kontrakci6 l1étrejéttében eddig két reakciout
szerepére deriilt fény (1. 4bra). A klasszikus (in. Ca**-fiiggd) folyamat kiindulépontja a
receptorhoz kapcsolédé Gy fehérjék aktivalodasa, mely foszfolipdz C (PLC)-medidlta
inozitol-trifoszfat (IPs) képzddésen keresztiil intracelluldris Ca**-felszabaduldshoz és ezaltal a
miozin-konnytilanc-kindz (MLCK) aktivaloddsahoz vezet, ami katalizdlja az aktin-miozin
komplex kialakuldsét €s a simaizom-kontrakciét [13]. Emellett a klasszikus reakciéut mellett
mdr régebb 6ta ismert volt az a jelenség (Ca"-szenzitizacid), hogy bizonyos agonistdk
hatdsédra az intracellularis Ca*"-szigndl kontrakcids hatdsa feler8sodik, mégpedig a miozin-

konnytlanc-foszfataz (MLCP) gatldsan keresztiil. E folyamat kivaltasdban szerepe lehet a
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PLC aktivalodasakor felszabadulé diacilglicerolnak (DAG) és az éltala aktivalt proetin-kindz
C (PKC)-nek [14], de egyre tobb adat sz6l amellett, hogy a MLCP inaktivédldsaért a Gjy/3
heterotrimér G-fehérjék altal aktivalt kis G-fehérje Rho és altala a Rho-kindz (ROCK) enzim
felelds [15].
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Kisérleti terv

A/ A higyhdlyag simaizomzatidban a muszkarinos Ach-receptorok stimuldciéjat kozvetitd
heterotrimer G-fehérjék, és az altaluk aktivalt jeldtviteli utak azonositasa.

B/ A muszkarinos Ach-receptorok dltal kozvetitett Rho-aktivacioért felel6 Rho guanine-
nucleotide exchange factor (Rho-GEF) azonositasa.

C/ Az L-tipusi fesziiltség-fiigg$ Ca®*-csatorna szerepe a higyhdlyag simaizom-miikddésének

szabalyozdsaban.

Fobb kisérleti modszerek

Cisztometria

Mély éter anesztézidban elvéreztetett felndtt him egerek hugyhdlyagjat eltdvolitottuk, majd az
urethra feldl megkaniildltuk, és az ureterek lekotése utdn konstans (0,5 pl/sec) sebességli
eldmelegitett fiziol6gids soéoldattal infunddlva meghataroztuk a térfogat — intravezikélis

nyomds Osszefiiggést.

A hoélyag-simaizomzat valaszkészséeének meghatarozasa in vitro

Az irodalomban leirt technikat [31] alkalmaztuk. A projekt koltségvetésének terhére egy

négycsatornds miografot szereztiink be, melynek segitségével az egy higyhdlyagbol
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kontrakcio(%)

preparédlhat6 4 simaizom-szelet parhuzamosan vizsgalhatd, és ezéltal a kisérleti allatok szama
csokkenthetS. A carbachollal létrehozott simaizom-kontrakcids vélaszokat a 124 mM K*-mal
kivaltott referencia-kontrakcié szdzalékdban fejeztikk ki. Az M;- és Mj-receptorok altal
kozvetitett hatdsokat receptor-specifikus antagonistik (AFDX-116 és 4-DAMP) segitségével

probaltuk szétvalasztani.

A simaizom Rho-aktivitasanak mérése

Mély éter anesztézidban elvéreztetett egerekbdl kiprepardlt higyhdlyagrdl a serosét ill. a
mucosat eltavolitottuk, az igy maradt simaizmot 3 egyenld szegmentre daraboltuk. Az igy
preparélt kb. 10 mm hosszi simaizom szegmenteket Krebs-oldattal feltoltott szervfiirdobe
helyeztiik, legalabb 1 6rdig nyugalomban hagytuk, majd 30 masodpercig illetve 3 percig 30
microM carbachollal aktivaltuk. A mintak aktiv RhoA tartalmat a harmadik, nem aktivalt
simaizom-szeletéhez viszonyitottuk. A Rho-aktivitast egy pull-down elven miikodé ELISA

kit (G-LISA) segitségével hataroztuk meg.

Farmakologiai gdtloszerekkel nyert eredmények

Kisérleteinkben eldszor klasszikus farmakoldgiai moédszerekkel vizsgaltuk a muszkarinos
agonista carbachol (CBH) altal létrehozott simaizom-kontrakcié szignéltranszdukcios

folyamatait vad tipusu egerekbdl izolalt hugyhdlyag szegmenteken.

Azt tapasztaltuk, hogy az M, receptor gitld6 AFDX-116 nem befolydsolta a carbachollal
kivaltott kontrakcidt (2. dbra), hasonléan a pertussis toxinhoz, amely a G; fehérje miikodését
gatolja (3. abra). Ezen eredmények egyiittesen arra utalnak, hogy az M, receptorok ill. az
ehhez kapcsolt G; fehérjék nem jatszanak fontos szerepet a muszkarinos receptorok altal

kozvetitett simaizom-kontrakcidban élettani koriillmények kozott.

1 microM AFDX gatl6 hatasa i.p. petrussis toxin kezelés hatasa
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Megvizsgaltuk a Rho-kindz gatld6 Y27632 (10 uM) hatdsat a carbachollal kivaltott

kontrakciora. Jelentds gétlast tapasztaltunk (4. dbra), ami a Rho-kinaz jelentds szerepére utal a

simaizom-kontrakcidban.
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4. abra

Ennél is er8sebb gétldst okozott az L-tipusti Ca**-csatorna gatl6 nifedipin (5. 4dbra).

0,1 microM nifedipin hatasa
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5. abra

Az abrakon a carbachollal kivaltott kontrakcié a 124 mM K*-t tartalmazé oldattal kivaltott

referencia-kontrakcié szazalékaban van feltuntetve.

Jelmagyardzat a 2-5. dbrdkon: gitloszer beadasa elott: e; gatloszer beaddsa utdn: m



Genetikailag médositott egerek vizsgdlatdval nyert eredmények

Kisérleteink kovetkezd szakaszdban genetikailag moédositott egerekbdl (1. 6. dbra) izolalt
higyhdlyagokon vizsgaltuk a muszkarinerg receptorok szigndltranszdukciés folyamatait.
Célunk volt a Gg/11 és Giy/13 reakcidutak kondiciondlis inaktivdldsa a simaizomban a Cre-loxP
modszer alkalmazédsdaval [28, 29]. Ennek keretében el6szor 1étrehoztunk egy transzgenikus
egértorzset (SMMHC-Cre), melyben a Cre-rekombindz enzim expresszidja tamoxifennel
indukdlhaté a simaizomban. Ezutdn ezen egereket kereszteztiik olyan egerekkel, akikben a
heterotrimer G4 fehérje o alegységét kodold gén tartalmazza a Cre-rekombindz specifikus lox-

flox/lloxy s a Gy, fehérje a alegységeit kédold gének hidnyoznak (Gay;™).

P vagohelyeit (Gog
Ezen egerek tamoxifennel torténd indukciot kdvetden nem expresszéljak a Gy fehérjék o
alegységeit, igy a Gy reakciout kondiciondlisan inaktivdlhaté a simaizomban [30].
Hasonl6an a Cre-rekombindzt a simaizomban tamoxifen hatdsira expresszalé egértorzs és
Gy Goyy Vil egerek keresztezésével létrehoztunk olyan egereket, akikben a Giy3
reakciout kondiciondlisan inaktivalhaté a simaizomban [30]. Ezzel a génmanipulécids
modszerrel lehetdvé valt a Ggi1 €s Giois reakcidutak el6bbiekben felvdzolt szerepének

vizsgalata a simaizomtonus szabdlyozdsaban. Az transzgenikus egértorzsek 1étrehozasat és az

érfunkcioik vizsgélatdval nyert eredményeinket korabbi publikéacionk tartalmazza [30].

Keresztezés elotti Keresztezés utani Tamoxifen-kezelés utani
genotipus genotipus genotipus (a simaizomban)
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6. abra. A tobbszoros géndelécio 1étrehozasanak sematikus vazlata.

Ezutdn megvizsgéltuk, hogy a Gagi; ill. Gayo/13 fehérjék delécidja a simaizombdl kdrositja-e a
higyhdlyag miikodését. Ennek vizsgélatira eldszor cisztometridt alkalmaztunk, aminek
eredményeit az 7. és a 8. dbra mutatja. J6l lathatd, hogy WT holyagokban a hélyag fiziol6gids

sooldattal val6 feltoltése az intravezikalis nyomads ténusos emelkedését okozza, amire fazisos



nyomdsemelkedések tevodnek rd. Ez a kép a 11 KO dllatokban sem valtozik jelentdsen. A
Gog11 KO egerekben azonban a tonusos nyomdsemelkedés joval alacsonyabb, a fazisos
holyag-6sszehuzddasok pedig majdnem teljesen eltlinnek, jelezve a hoélyagmiikodés
diszfunkcigjat. Ezzel szemben a Gayy3-deficiens egerek higyhdlyagjai semmilyen
szignifikdns eltérést nem mutatnak a vad tipusi kontrollokhoz képest. A muszkarinerg
receptor antagonista atropin hatdséra a tonusos nyomédsemelkedés joval alacsonyabb, a fazisos

holyag-6sszehuzddasok pedig majdnem teljesen eltlinnek.

M 11 KO

1 min

BHWW 01

g/11 KO

12/13 KO atropinnal kezelt kontroll

7. abra. Eredeti cisztometrids regisztraitumok tamoxifennel kezelt SMMHC-Cre”; Gaqﬂox’ﬂox; Goy, ™"
(vad tipusu kontroll), vehiculummal kezelt SMMHC—Cre”’;Gaqﬂo"/ﬂox; Go,,” (11 KO) és tamoxifennel
kezelt SMMHC-Cre*"; Ga, ™", Gay,” (q/11 KO), ill. SMMHC-Cre™"; Gays™"; Ga,” (12/13 KO)
valamint atropinnal kezelt kontroll egerekbdl. Az urethra feldl kaniildlt higyhdlyagokat fiziologids
sooldattal toltottiik fel 0,5 pl/sec sebességgel és az intravezikdlis nyomast regisztréltuk.
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8. abra. A cisztometrids adatok statisztikai analizise. Az dbra bal oldalan a tonusos nyomasemelkedés,
a jobb oldaldn pedig a fazisos nyomdsingadozdsok amplitiddja van feltiintetve az 6t (vad tipusi
kontroll, 11 KO, g/11 KO, 12/13 KO valamint atropinnal kezelt kontroll) kisérleti csoportban.
*#*%p<0,001 vs. WT (ANOVA és Tukey-féle post-hoc teszt)

A cisztometrids eredményeket teljes mértékben megerdsitették a higyhdlyagbdl preparalt

simaizom-szeletek in vitro miografids vizsgalataval nyert adatok (9. dbra):

140 - =&—kontroll (n=38) 11 KO (n=20)

120 —8—g/11 KO (n=17) ——12/13 KO (n=24)

Kontrakcio (%)

0,1 0,3 1 3 10 30 100 300 1000

CBH (uM)

9. abra. A carbachol in vitro kontrakciés hatdsa higyhdlyag simaizom-szeleteken a négy (vad tipusi
kontroll, 11 KO, g/11 KO, 12/13 KO) kisérleti csoportban. ***p<0,001 vs. WT (ANOVA és Tukey-
féle post-hoc teszt)

Az eddig bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a higyhdlyag muszkarinos receptorok

altal kozvetitett kontrakcids valaszaiban dontd jelentdsége van a Gyi; jeldtviteli utnak, mig a
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Giy13 fehérjék nem jatszanak szdmottevd szerepet a szignaltranszdukcidban. Ez a
kovetkeztetés azonban ellentmondani latszik az 1. 4bran vazolt sémanak, hiszen a Rho kis G-
fehérje éltal aktivélt Rho-kindz (ROCK) enzim sajat (4. abra) és irodalmi [18, 27] adatok
szerint is részt vesz a higyhélyag muszkarinerg kontrakcids valaszaiban. Ugy tiinik teht,
hogy a higyhdlyag simaizomzatidban a Rho-ROCK utvonal aktivacidja fiiggetlen a Gjo3
fehérjéktdl. Ennek bizonyitdsdra, valamint annak eldontésére, hogy a Gy jelatviteli tt
szerepet jatszik-e a higyhdlyag simaizomzatiban carbachol hatdsdra kialakulé Rho-
aktivaciéban direkt, pull-down elven miikkodd assay-t allitottunk be a Rho-aktivitds mérésére.
Azt taldltuk, hogy a kontroll higyhdélyagokban carbachol hatdsara kialakul6 kb. 35 %-os Rho-

aktivalodds nem mérséklodik sem a Gy/11 sem pedig a Gyo/13 jelatviteli ut hidnyaban (10 dbra).
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10. abra. A carbachol hatdsdra a higyhdlyag simaizomzatdban kialakul6 Rho-aktivacié a
harom (vad tipusu kontroll, 11 KO, g/11 KO, 12/13 KO) kisérleti csoportban.

Ezen eredményeink egyértelmiien bizonyitottdk, hogy a higyhdlyag simaizomzatdban létezik
egy Rho-aktivaciés mechanizmus, amely fiiggetlen mind a Gy/11 mind pedig a Gi3 jelétviteli
utaktol. Feltételeztiik, hogy ennek kozvetitésében szerepe lehet az M,-receptorok altal aktivalt
Gi-fehérjének. Ennek eldontésére megvizsgéltuk, hogy a Gagi-deficiens hugyhdlyagokban
megmaradé kontrakciés vélasz gatolhaté-e pertussis toxinnal (PTX), a G; fehérjék specifikus
gatloszerével. Azt taldltuk, hogy a pertussis toxinnal kezelt Gogi-deficiens higyhdlyagok

kontrakcids vdlaszai szignifikdnsan lecsokkentek a kezeletlenekéhez képest (11. abra):
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11. abra.
Osszefoglalas

Eredményeink szerint élettani koriilmények kozott a Gy jelatviteli ut (vélhetleg az Ms-
receptorok altal aktivdlva) dontd szerepet jatszik az acetilkolin simaizom-kontrakciét okoz6
hatdsdnak kozvetitésében ¢és ezdltal a hugyholyag miikodésének szabdlyozdsdban. E
szignaltranszdukcids mechanizmus mellett a Rho-ROCK tutvonal is hozzdjarul a muszkarinerg
simaizom-kontrakcié kialakuldsdhoz, azonban — az eddig leirt simaizom-miikodésekkel
ellentétben — nem a Gj/13 hanem a G; fehérjék kozvetitik e hatast a receptorok feldl. Ez felveti
az Mp-receptorok szerepét a jeldtvitelben. Mivel a Rho-ROCK utvonal tulzott aktivalodasat
feltételezik egyes hugyhdlyag-diszfunkciok (pl. overactive bladder szindréma)
kialakuldsaban, az M,-G; jelatviteli Ut 4j terdpids célpont lehet e betegségek kezelésében. E
hipotézis tesztelésére kutatdsi egyiittmikodést kezdeményeztink Dr. Jirgen Wess
munkacsoportjaval (National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, NIH)
aminek keretében tobbek kozott M- és Ms-receptor deficiens egértorzseket fogunk vizsgalni

2010 janudarjaban.
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