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1. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A sejtek kalciumjelatviteli mechanizmusa meglepé modon egyszerre egyszerl és
Osszetett abban az értelemben, hogy az egyatomos kalciumion (Ca?t) az ismert
legsokoldaltbb bioldgiai hirvivé. Gyors, tranziens Ca?*-koncentraciévaltozasok
kbézvetlenll szabalyozzdk példaul az izomdésszehuzddast, a sejtmozgast, a
hormonszekréciot és az idegi jelatvitelt. Tartés Ca?*-koncentracibemelkedés
kulcsszerepet jatszik szamos biologiai folyamatban a megtermékenyitéstél a
génexpresszion at a sejthalalig. Mégis, mivel egy egyatomos kation, a Ca®* csak egy
biolégiailag relevans formaban létezik és bioldgiai informacidékddolo képessége szinte
telijes egészében a célfehérjékhez térténd kdtédésébdl és roluk levalasabdl szarmazik,
vagy mint biol6giai membranokon keresztili elektromos aramként jelenik meg. Mivel a
Ca?* a legjobban tanulmanyozott az 6sszes bioldgiai hirvivé kozil, a réla feltart
eredmények alapvetd ismeretekkel szolgalnak az intracellularis jelatvitel alapelveit
illetéen.

Az elmdlt harom évtizedoen élénk kutatdas folyt a lokdalis Ca?*-jelatvitel
megismerésére izmokban, idegsejtekben és mas ingerelheté és nem ingerelhetd
sejtekben is. Az elemi kalciumesemények elemzésébdl kapott ismeretek alapjan
eljutottunk olyan sokkal bonyolultabb rendszerek jobb megértéshez, mint példaul az
izomsejtek, neuronok, de még egyes nem ingerelhetd sejtek is.

A tézisekben leggyakrabban elfordulé két angol kifejezést nem a magyar
megfeleljeként fogom hasznalni. Az els6 a ,Ca®* spark’, amit a lokalizalt Ca?*-
felszabaduldsi események altalanos elnevezéseként haszndljak molekularis
eredetliktél vagy seijttipusuktdl flggetlentil. A masik ilyen kifejezés a ,Ca?* ember”,
amit agy definialnak, hogy alacsony intenzitasu megnyult spark. Mivel az ,ember” a
magyar nyelvben is megtalalhatd sz6, a félreértések elkerlilése érdekében a
tézisekben mind a spark, mind az ember szavakat délten fogom szedni, ha elemi

kalciumfelszabadulasrél lesz sz6.

1.1 Az elektromechanikai kapcsolas

Vazizomban az elektromechanikai kapcsolas (ECC) soran a szarkolemman
érkez6 elektromos jel (akcidspotencial) tdbb Iépésen keresztlil alakul at kontrakcids
valassza.

A motorneuronbdl érkezd akcidspotencial végig terjedve a szarkolemman bejut

a transzverzalis (T-) tubulusokba, ahol aktivalja a vazizom fesziliség érzékeldit, a
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négyes csoportokban (tetrad) elhelyezkedd L-tipusu kalciumcsatornakat (dihidropiridin
receptorok, DHPR vagy CaV1.1). Ezek konformé&cié valtozdsa idézi el6 a
szarkoplazmatikus  retikulum  (SR) terminalis  ciszterngjaban  talalhato
kalciumcsatorndk, a rianodin receptorok (RyR) megnyilasat és az SR-ben tarolt Ca®*
felszabadulasat. Tehat négy DHPR és egy RyR alkot egy kalciumfelszabadit6
egységet (Calcium Realease Unit, CRU), ami a két kilénallé membran (szarkolemma
és SR) talalkozdsanal j6n létre. Fiziolégids koéralmények koézoétt emlds
vazizomrostokban a kontrakcibhoz sziikséges kalcium telies egészében az
intracellularis raktarbdl (SR) szarmazik, kilsé, extracellularis kalcium belépésére nincs
szUkség.

1.2 Arianodin receptor felépitése és szabalyozasa

A rianodin receptor a ma ismert legnagyobb molekula tdmegi (kb. 2 MDa)
homotetramer szerkezetli alacsony szelektivitasi kation csatorna, nagy
konduktanciaval. A receptor névadd agonistaja a rianodin, egy mérgezd ndvényi
alkaloida, amit a Dél-Amerikai Ryania speciosa-bél izolaltak és mar régbta rovarirtd
szerként haszndljdk. Véazizomban elsédlegesen Ca?*-csatornaként funkcional,
feladata nagy mennyiségl Ca?* gyors kiengedése az SR-bél. A rianodin receptornak
emlésdkben 3 izoformaja ismert: a RyR1 legnagyobb szamban a vazizomzatban fordul
el6, a RyR2 a szivizomban, a RyR3 pedig déntéen az agyban, illetéleg az embrionalis
vazizomban is megtalalhaté. Ez utébbi a kifejlett izombdl szinte teljesen eltlinik, csak
a rekeszizomban és a szemmozgaté izomban marad meg kis. A RyR1 egy nagy
intracellularis és egy kisebb, az SR membranban elhelyezked6 részbdl all.

Vazizomban a RyR1-k sakktdbla-szerlien rendezédnek el: minden RyR1-hez
négy masik kapcsolddik a "sarkoknal”. Csak minden masodik RyR1 lép kapcsolatba
DHPR-rel. A vazizomban a CICR a DHPR kalciumcsatorna kézrem(ikbédése nélkil jon
létre, és a RyR1-n keresztili kalciumfelszabadulas aktivalja a szomszédos, a DHPR-
rel kapcsolatban nem all6 RyR1-ket.

A RyR1 nyitasat fiziolégiasan alapvetéen maga a kalcium szabdlyozza:
intracellularisan nM-os koncentracié aktivalja, uM-os koncentracié gatolja (a RyR1
nagy affinitdsu Ca?+-kotéhelye aktival, mig alacsony affinitdsu Ca?+-kotéhelye gatol).
Emellett az SR belsé Ca?*-koncentracidja is szabalyoz6 szereppel bir: a magas SR
Ca?*-koncentracié fokozza a RyR1 nyitvatartasi valdszinliségét a belsd (lumindlis)
oldalan talalhaté Ca?*-kétéhely telitettségén keresztiil.
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Szamos, f6leg a csatornahoz kdzvetlenll két6do fehérje szabdalyozza a rianodin
receptort. llyen példaul a Kalszekvesztrin (CSQ), ami az SR kalciumtarolé fehérjéje,
valamint a Triadin, ami egy transzmembran fehérje a SR-ben.

A kétéltiek RyR izoformai (RyRa és RyRp) hasonl6ak az emlés RyR1-hez és
RyR3-hoz, mind aminosavsorrendjik, mind funkcionalis szempontbdl. Az a izoforma
szorosan kapcsolédik a T-tubulus feszlltségérzékel6jéhez (DHPR-ek) és
feszlltségvezérelt. A B izoforma nem kapcsolodik DHPR-ekkel, de méar az

intracellularis kalciumkoncentracié kismértékli névekedése is megnyithatja.
1.3 Az elemi kalciumfelszabadulasi események fajtai és

tulajdonsagai

Az elemi kalciumfelszabadulasi esemény (ECRE, Elementary Calcium Release
Event) a jelenleg ismert kisebb részekre nem bonthatd, lokalis intracellularis Ca?+-
koncentraciéemelkedés: egy rianodin receptor-csoport megnyilasanak
eredményeként felszabadulé Ca?* mennyisége. A rovid ideig tartd, nagy amplitidéiju,
spontan Ca?*-felszabadulasi eseményt (spark) el6szor Cheng és mitsai irtak le
szivizmon 1993-ben. Késébb kétéltliek intakt harantcsikolt izomrostjain is nagyszamu
sparkot figyeltek meg. Emi&s intakt vazizomrostokon ellenben a spontan ECRE-k joval
ritkabban fordulnak elé. Az embrionalis emlés vazizomrostokon még lehet spontan
sparkot regisztralni, ennek oka a RyR1 és RyR3 egylttes jelenléte. Az izom fejlédése
soran a RyR3 eltlinésével a spontan elemi események is egyre ritkabban figyelheték
meg. Mivel a béka vazizomrostjaiban a RyR-nek két olyan izoformaja talalhaté meg,
amelyek hasonlitanak az eml&s izom RyR1-re (RyRa) és RyR3-ra (RyRp) izoformaira,
ezzel magyarazhatjuk, hogy rajtuk nagyszamu spark figyelheté meg. Vazizmon létezik
egy kis amplitidéju hosszan tarté spontan Ca?+-felszabadulasi esemény is (ember).

A jelenleg elfogadott elmélet szerint a szamos, térben és id6ben egyszerre
megjelené spark alatt mérhetd lokalis Ca?*-koncentracidemelkedés Gsszeadddasa
kovetkeztében jon Ilétre a globdlis intracellularis Ca?*-tranziens, ami a sejtek
extracellularis ingerekre adott intracellularis valaszanak egyik kézés jelatviteli utja. A
spark megjelenési formdja és gyakorisaga az egyuttmikdéddd RyR1-k kapuzasi
mechanizmusat kdveti, ezért kdzvetve a CRU-k mikddésérdl szolgaltat informaciot.

Mind kétéltlek, mind emlésdk vazizman a leggyakoribb elemi esemény a spark.
A spark a citoszolikus Ca?* -koncentracié idében rovid: altalaban 10-20 ms ideig tartd;

térben erésen lokalizalt (2-3 pm) atmeneti emelkedése. Jellemzéi a révid kialakulasi
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id6 (Time To Peak vagy Rise Time), az exponencialis lecsengés a csucs utan, és hogy
a térbeli kiterjedése Gauss-eloszlast kdvet. A sparkot kb. 20-30 db RyR1 egyszerre
térténd megnyilasanak eredményeként tekintjik, a nyitott csatornak szama egy elemi
esemény soran alland6. Megszlinésében szerepet jatszhat az SR lokéalis Ca?
kilrlése mellett az emelkedett Ca?*-koncentraci6 RyR1 csatorna-funkciot géatld
hatasa. Kétéltliek vazizomrostjain egy spark soran az SR termindlis ciszternai Ca?*-
tartalmanak kb. 7%-a szabadul fel.

Emlés vazizomrostokon az elemi kalciumfelszabadulasi események kb. 65%-a
spark, mig a tébbi ember, vagy a kett6 kombinacidja. Emlésdk esetén az emben
tekintjik az abszolut elemi eseménynek, mivel jelenleg egy RyR1 megnyilasanak a
kdvetkezményének tartjak. Az ember térbeli kiterjedése nagyon hasonlé a sparkhoz,
azonban idében sokkal hosszabb és kisebb az amplitudéja.

1.4 Automatikus ECRE keres6 algoritmusok

Az elemi kalciumfelszabadulasi esemény csak specialis, nagy térbeli és idébeli
felbontasu mérési technika mellett régzithetd és abrazolhaté: felfedezését a konfokalis
mikroszkopia fejlédése tette lehetévé. Ez a mérési mddszer kis térfogatban (0,2 x 0,2
x 0,4 um?3) képes kovetni fluoreszcencia valtozasokat. Emellett elengedhetetlen volt
olyan fluoreszcens kalciumindikatorok eldallitasa is, amelyeknek kelléen magas a
kalciumérzékenysége ahhoz, hogy a kis amplitidéji Ca?+-koncentraciéemelkedés is
mérhet6 fluoreszcencia-intenzitas-valtozast okozzon.

A nagyszamu elemi kalciumfelszabadulasi esemény konfokalis mikroszk6pos
képeken tO6rténd megtaldlasara mar a kezdetekidl automatikus felismerési
mddszereket fejlesztettek ki. A legtdbb ilyen médszer kettés kiiszébdlési algoritmuson
alapul (ezt hagyomanyos médszernek is nevezik). Azonban az eseménymorfoldgia
sokfélesége (pl. emlés vazizomrostokon az emberek és kevert tipusi események
jelenléte), valamint a mérérendszerenként valtoz6 zajmintazatok miatt striin el6forduld
megbizhatatlan észlelés miatt, az algoritmus fejlesztésének hangsulya az interaktiv
eljarasok felé fordult.

Az elébb emlitett nehézségek leklizdése érdekében kezdték el hasznalni a
wavelet-en alapulé mddszereket az utdbbi években a képek mindségének javitasa és
alakzat-felismerés miatt. A wavelet transzformacioval a mért jelek id6beli, térbeli és a
frekvencia-tartomanyon bellli elemzése a hagyomanyos modszerekkel szemben

egylépésben hajthatd végre. A wavelet médszert az 1980-as évek kbzepétél kezdve
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fejlesztették ki és az orvosi képalkotasban a képek javitasara, zajcsdkkentésre és
targyfelismerésre hasznaljak. Bar az ,a trous” (,lyukas”) wavelet transzformaciénak
kivalo képjavité és targyfelismerési jellemzdi vannak zajos képeken, ahhoz, hogy teljes
mértékben automatikus esemény észlelést biztositson, az algoritmus paramétereit
megfeleléen kell beallitani. A teljesen automatikus és felhasznal6i beavatkozast nem
igénylé képfeldolgoz6 algoritmusok fejlesztése tehat tovdbbra is napirenden van.

2. CELKITUZESEK

1. A vazizomrostok izolalasanak kidolgozasa izeltlaba (hazi méh), kétéltli (béka) és
emlds (egeér, patkany) vazizmaibdl. Az optimdlis mérési protokollok megtalaldsa.

2. Automatikus ECRE felismeré algoritmus és program kifejlesztése, ami lehetévé
teszi vonalmenti és kétdimenziés pasztazassal késziilt konfokalis mikroszk6pos
felvételeken nagyszamu esemény automatikus detektalasat és elemzését.

3. Az ECRE-k id&beliségének vizsgalata nagy idébeli felbontasi mérésekben.

4. Az ECRE-k tanulmanyozasa miotoniakban, hipermuszkularitdsban, embrionalis
DHPR jelenlétében és vazizmokban fizioldgiasan jelenlevé fehérjék hianyaban.

5. Az ECRE-k valtozasanak vizsgalata nem vazizom-betegségekben.

6. Az ECRE-k megfigyelése depolarizacié és farmakoldgiai befolyasolas esetén.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK, MODSZERTANI
FEJLESZTESEK

3.1 Vazizomrostok izolalasa fluoreszcens kalciumindikatorral
végzett konfokalis lézerpasztazé mikroszkdpos meérések
szamara

Az intracellularis kalciumkoncentraci6 mérésekhez minden esetben egyedi
vazizomrostokat hasznaltunk. EmI&sdkbdl elészér patkanybdl sikerllt egyedi
sérllésmentes (intakt) véazizomrostot elballitanunk. Masokkal parhuzamosan
beallitottunk egy enzimatikus emésztési eljarast, amit késébb sikeresen adaptaltuk
egerekre is. Patkany esetében az extensor digitorum communis, mig egérnél a flexor
digitorum brevis izmot hasznaltuk.

A haziméhek izomrostjainak preparalasahoz még répképtelen fiatal egyedeket
hasznaltunk. A tibia szemészeti olldval nyitottuk fel és enzimatikus emésztéssel
szabaditottuk ki az izomrostokat a kdtészdvetbél.

A mérésekben intakt vagy permeabilizalt rostokat hasznaltunk. Az intakt rostokon
a festékek AM (acetoxi-metilészter konjugalt) formajat alkalmaztuk. A permeabilizalas
soran az intakt rostokat detergenst (esetlinkben szaponint) tartalmazé kiilsé oldatba
helyeztiik. Amint a felszini membran kezdett atjarhatéva vaini, egyre tébb festék jutott
a rostok belsejébe és végul kialakult az egyensulyi allapot a rost belsé és kiilsé tere
k6z6tt. A mérés elétt a mérdkadat detergens mentes belsé oldattal t6ltéttik fel.

Az altalunk hasznalt vazizomrostok preparalasanak leirdsa és a méréseink
pontos moédszertana részletesen a kdvetkezd publikaciokban talalhaté meg: béka
(Cserne Szappanos és mtsai., 2020; Szentesi és mtsai., 2004; Sztretye és mtsai.,
2009), patkany (Szentesi és mtsai., 1997, 2004; Szigeti és mtsai., 2007), egér (Fodor
és mtsai., 2008; Sztretye és mtsai., 2009), haziméh (Collet és mtsai., 2021).

3.2 Kalciumkoncentracio valtozas merése konfokalis

lézerpasztazé mikroszkoppal

Az aldbbiakban bemutatasra kertl8 vizsgalatainkban a Zeiss LSM 510 Meta és
a Zeiss LIVE konfokalis l|ézerpasztazdé mikroszképokat (Zeiss, Oberkochen,
Németorszag) hasznéltuk. Mig a META rendszerben pont-szkenner pasztdzza a
preparatumot, addig LIVE rendszerben egy vonal-szkenner tapogatja le a mérendd
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targyat. Az utdbbi technika segitségével akar 100 szoros sebesség ndvekedés is
elérhetd a META rendszerhez képest. Méréseink soran kétfajta pasztazasi modot
alkalmaztunk: kétdimenzids (XY) képsorozatok, vonalmenti pasztazas (line-scan).

3.3 Az elemi kalciumfelszabadulasi események elemzése

3.3.1 A stationary wavelet transzformacio

A konfokdlis mikroszkoppal készillt mérési képek feldolgozdsara Waveletet
transzformaciés modszert hasznaltunk. Az stationary wavelet transzformacié (SWT),
vagy masik nevén a trous (,lyukas”) wavelet transzformacié a diszkrét wavelet
transzformaciék egyik fajtdja. A bemend jelet a transzformacié kilonbdzé
OsszetevOkre bontja, majd egy fellilateresztd sziir6 adja meg a wavelet-egyitthatdkat
az elsd szinten, mig egy alulateresztd szird alkalmazasa utan megkapjuk a bemend
jelet a kbvetkezd transzformacids ciklus szamara. A bemend jel (esetlinkben egy kép)
kilénb6z6 ,részletességi szintekre” vald bontasat a transzformaciés ciklus elére
megadott véges szamu futtatdsa utan kapjuk meg. Az algoritmus pontos leirasa a
tézisekben felhasznalt egyik cikkben talalhaté meg (Szabo és mtsai., 2010).

3.3.2 Az egydimenzios (line-scan) képek elemzése

Line-scan képek esetében a fluoreszcencia intenzitast [F(t)] az eltelt idd (1)
flggvényeként abrazoljuk. A mért értékeket a hattérfluoreszcenciara normalizalt
fluoreszcencia intenzitasként [F(t)/Fo] jelenitjik meg. Az alapfluoreszcencia intenzitast
[Fo] olyan id8intervallumban végzett atlagolasaval nyertik, ahol a vizsgalt
idGintervallumban nem tortént semmilyen intracellularis Ca?*-koncentraciévéaltozas. A
normalizalt képeken ezutan wavelet transzformaciéval zajszlirést végeztink. A
sparkokat a 2-es és 3-as, mig az embereket a 4-es wavelet szinten tudtuk detektalni.

A spark felszallo és a leszalld szérra is exponencialis fuggvenyt illesztettiink. A
spark térbeli kiterjedését Gauss fliggvénnyel irtuk le. Az illesztések utan a kapott
gorbék félérték-szélessége lesz a sparkokat jellemzd félérték-szélesség paramétere:
FTHM (idébeli, Full Time at Half Maximum); FWHM (térbeli; Full Width at Half
Maximum). Az id6 profil felszalld széranak illesztésébdl meghatarozhaté a spark
csucsanak eléréséhez szilkséges id6 (Time to Peak), mig a leszallé szar illesztésébdl
a megsziinésének ideje (Falling Time). A ketté 6sszege fogja megadni a spark idébeli
hosszat (duration). Végezetll kiszamolhatd az egy spark alatt az SR-bél kiszabadult
Ca?* mennyisége (Signal Mass), amit térfogati integralassal hataroztunk meg.

Az emberhez harom jellemzd paramétert rendellink hozza: atlagos amplitadd,
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térbeli félérték-szélesség (FWHM), id6tartam (duration). Az ember térbeli profiljara
Gauss fuggvényt illesztve megkaptuk az FWHM értéket. Az atlagos amplitud6 80%-at
meghaladd idépontok értékét pedig az idétartamnak (duration) tekintettik. Mindkét
tipusu eseményre vonatkoz6 szamolasok részletesen megtalalhatoéak a tézisek alapjat
képez6 cikkben (Szabd és mtsai., 2010).

3.3.3 A kétdimenzids (XY) képek elemzése

Az elemzés elsé 1épéseként meghataroztuk a képen a rost altal lefedett teriiletet
és eltavolitottuk a rost strukturalis részeit jelentd képpontokat. Az elemzés legelsé
lépésében a kép minden egyes képpontjadra meghataroztuk az adott képpontra
érvényes alap fluoreszcencia értéket. Ezutdn az egyes képpontokhoz tartozé
idésorokat az egydimenziés SWT-val komponenseire bontottuk, majd ennek
segitségével felllateresztdé szlrést végeztink. Az F4-es wavelet egyutthatéval
elosztva az id6sor Osszes adatat kiszirtlk az igen lassu kinetikaju nem elemi
kalciumfelszabadulasbdél szarmazdé kalciumszint-valtozasokat. A szamolasok
részletesen megtalalhatdéak a tézisek alapjat képezd cikkben (Cserne Szappanos és
mtsai., 2020).
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1 Elemi események fiziologias korilmények k6zo6tt emldsok,
kétéltliek és rovarok izomrostjain

4.1.1 ECRE-k patkanyok harantcsikolt izmon

Patkanyok enzimatikusan izolalt extensor digitorum communis izomrostjain
kezdtlk az ECRE-k tanulmanyozasat (Szentesi és mtsai.,, 2004). A patkany
sparkok mellett megtalalhatéak voltak a hosszu kis amplitudéju emberek és ezek
egylttes el6fordulasa is. Az 6nalld sparkok atlagos amplitudéja 0,92+0,01 F/Fo volt,
térbeli féléerték-szélességuk (FWHM) 1,81+0,03 um-nek, mig hosszuk id6ben 56+1 ms-
nak adddott. Az 6néll6 emberek atlagos amplitidéja a sparkoktdl joval kisebb volt
(0,210£0,004 F/Fo), térbeli kiterjedésik viszont megegyezett a sparkokéval (FWHM
1,76£0,03 um), azonban az atlagos hosszuk joval nagyobb volt (872 ms). Az ECRE-
k frekvencigja alacsony (0,059+0,002 1/s/szarkomer) volt és nagyjabol 60% volt 6nalld
spark, mig a tébbi az emberek valamelyik formaja.

4.1.2 ECRE-k békak harantcsikolt izmain

Az elemi kalciumfelszabadulasi események tanulmanyozasat békakon folytattuk
(Sztretye és mtsai., 2009).

Kecskebékak (Rana esculenta) semitendinosus izmabdl manualisan preparalt
intakt harantcsikolt izomrostjain lényegesen tébb sparkot talaltunk, mint patkany
izomrostokon. Viszont soha nem lattunk emben kontroll kériimények kézétt. A sparkok
atlagos amplitudéja a patkanyokéhoz hasonlé (0,84+0,01 F/Fo), de FWHM-je
szélesebb (2,16£0,02 um), mig hossza révidebb (34,8+0,3 ms) volt. Az események
frekvenciaja 0,19+0,02 1/s/szarkomer volt, ami nagyjabo6l haromszorosa a patkany
izomrostokon megfigyelteknek.

A Kkisérleteket megismételtiik a nagysebességl vonal-szkenner ZEISS LIVE
konfokalis |ézerpasztaz6 mikroszképpal északi leopard béka (Rana pipiens)
enzimatikusan izolalt intakt flexor digitorum brevis izomrostjain (Cserne Szappanos és
mtsai., 2020). Az igy mért sparkok atlagos amplitudéja 0,188+0,001 F/Fo, FWHM-X
1,725+0,005 um, FWHM-Y 1,508+0,004 um és frekvenciaja 0,19+0,02 1/ms/mm? volt
(6164 esemény). Ebb8l a méréssorozatbél meg tudtuk allapitani, hogy a sparkok

aszimmetrikusak és szélesebbek az izomrost hossztengelyével parhuzamosan.
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A két méréssorozat Iényegesen kiildnbdz6 atlagos spark amplitudot adott. Ennek
tébb oka is lehet. Az egyik Iényeges eltérést a preparatumban talaljuk. Intakt rostokon
kisebb sparkokat kaptunk, mint a permeabilizalt, vagyis a felszini membrantdl, igy a
dihidropiridin receptor kontrolljatdl felszabadult rianodin receptorokon keresztil
kialakul6 események esetében. A masik jelentds kilénbség a mérés metodikajaban
rejlik. A LIVE konfokalis mikroszkdp rendszer gyorsabb és igy tébb kisebb amplitudéju
esemeényt rogzit a képeken.

4.1.3 ECRE-k egerek harantcsikolt izmain

Mivel az izombetegségek tanulmanyozasara egyre tdbb egér modell valt
elérhetéve, az elemi kalciumfelszabadulasok patkanyokra kidolgozott meérési
mddszerét adaptalnunk kellett erre a speciesre (Bodnar és mtsai., 2014). Egerek flexor
digitorum brevis izmabol enzimatikusan izolalt rostokon végeztik az ECRE-k
vizsgalatat.

A sparkok mellett a patkanyokhoz hasonléan itt is megjelentek az emberek. Az
egyedul allé sparkok atlagos amplituddja joval kisebb volt (0,165+0,001 F/Fo), mint a
patkanyok esetében. A térbeli kiterjedésik (FWHM 1,92+0,01 pm) és hosszuk
(40,0£0,3 ms) azonban megegyezett a patkdnyokban mértekkel. Az 6nall6 emberek
atlagos amplitudéja (0,160£0,003 F/Fo) és térbeli kiterjedésik (FWHM 1,85+0,01 pum)
a sparkokhoz hasonlé volt. Viszont az atlagos hosszuk (159,415,2 ms) tébb mint
dupldjanak adodott, mint a patkanyok esetében. A sparkok el6fordulasanak
frekvenciaja 0,48+0,03 Hz, mig az embereké 0,38+0,03 Hz volt.

4.1.4 ECRE-k hazi méhek harantcsikolt izmain

Az elemi kalciumfelszabadulasi események mérései soran a kétéltieken és
emlésékdn felhalmozott tapasztalataink felhasznaldsaval megprébaltuk izeltlabuak
harantcsikolt izmainak preparalasat is (Collet és mtsai., 2021). A hazi méh harmadik
labparjabdl szarmazé tibiakbol enzimatikusan izolalt spontan aktiv izomrostokon mért
XY képsorozatokon klasszikus sparkokat talaltunk. A 25 db roston mért 4898 db
esemeény analizise alapjan az atlagos amplitudé elég alacsony (0,220+0,001 F/Fo) volt
a békakon tapasztaltakhoz képest. Azonban néhany spark esetében az amplitidé
elérte a 0,5 F/Fo értéket. Az események atlagos frekvenciaja nagyon nagy volt
(16961367 Hz/mm?). A rostra merdleges atlagos szélesség (FWHM-X, 3,73+0,02 um)
és a rosttal parhuzamos atlagos szélesség (FWHM-Y, 3,30+£0,02 um) nagyobbnak

adddott a béka és emlds izomrostokon megszokott értéknél. Taldltunk néhany
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eseményt, amely nagy teriletre terjedt ki (FWHM>10 um). A sparkok alakja nem volt
tokéletes kor, az atlagos FWHM-X/FWHM-Y hényados szignifikdnsan nagyobb volt,
mint 1 (1,22+0,01; p<0,001). Kiszamoltuk az események alatt felszabadult Ca?*
mennyiségét (Signal Mass, SM) is, amelynek atlagos értéke 14,52+0,29 um? volt.

is végeztink 22 db aktiv izomroston. Az emlés izomrostokon latottakhoz hasonléan,
talaltunk sparkokat és embereket is. Ezek aranya nagyjabdl 2:1 volt. Mig a kétfajta
esemeény atlagos amplitudéja azonosnak adddott, az emberek lassabban alakultak ki
és térben szélesebbek voltak, mint a sparkok, igy az atlagos Signal Mass is nagyobb
volt esetikben.

Osszegzés képpen megallapithatjuk, hogy a méhek lababol izolalt harantcsikolt
izomrostokon a gerincesek izomrostjain mért ECRE-khez hasonlé spontan sparkok és
emberek alakulnak ki. Igy feltételezhetjik, hogy méhekben is ezek az
elektromechanikai kapcsolat alap kalciumfelszabadulasi eseményei (Collet és mtsai.,
2021).
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4.2 A depolarizacio és kulonb6zé kalciumfelszabadulast
befolyasol6 anyagok hatasa az elemi eseményekre

4.2.1 Depolarizacio és koffein hatasa béka harantcsikolt izmon

A kétéltliek vazizomrostjain a sparkok egyarant lehetnek feszliltségfliggd és
feszlltségtél fluggetlen, ligandum altal aktivalt kalciumfelszabadulasi események.
Azonban, az hogy ezek tulajdonsagai és eredetik hasonlésagokat mutat-e, még
mindig vita targyat képezi. Ennek tisztazasara békak intakt izomrostjain megemelt KClI
tartalmu oldatokat hasznaltunk a nyugalmi membranpotencial kismértéki
depolarizacibjara és a dihidropiridin receptorok aktivalasara, mig koffeint a rianodin
receptorok (RyR) megnyitasara (Cserne Szappanos és mtsai., 2020). Mindkét kezelés

A sparkok amplituddja és a teljes szélességik a maximum felénél szignifikansan
nagyobb volt a koffeinkezelés utan, mint a depolarizalt sejteken. A depolarizacié
mellett alkalmazott koffein kezelés tovabb névelte az események szamat, de a tébbi
paraméter értékét mar nem valtoztatta meg lényegesen a depolarizacié nélkuli
koffeinadagolashoz képest. A depolarizalt rostokon észlelt sparkok nagyjabdl 10%-a
és a koffeinnel aktivalt sparkok egyharmada tovaterjedd volt (t6bb egymast kdvetd
mérési képen is megjelent). A sparkok vandorlasa — amit az egymast kdvetd képeken
a kdzeppontjuk elmozduldsaként hataroztunk meg — Iényegesen hosszabb volt az
egymast kdvetd képkockak kdzott koffeinkezelés utan, mint depolarizacié hatasara.

A depolarizalt vagy koffeinnel kezelt rostokon az XY mérésekben megjelené
nagyszamu spark lehetévé tette, hogy megvizsgaljuk, az események megjelenésének
helye hogyan oszlik meg az egyes rostokban. Ha sok esemény alakul ki egy
izomroston, akkor azok egyenletesen eloszlanak a vizsgalt tertleten.

Eredményeink arra utalnak, hogy a békak vazizmaban talalhat6é kétféle rianodin
receptor, a DHPR-ek &ltal szabdlyozott junkcionalis és a fesziltség flggetlen
parajunkciondlis RyR-ek, egymastdl figgetlenll aktivalodnak, alternativ médokon, de
fennallhat az egyittmikodés lehetésége (CICR) a szomszédos kalciumcsatornak
kdz6tt. Valamint a sparkok egyenletesen oszlanak el anélkil, hogy frekventalt tertletek

alakulnanak ki a vazizomrostokban (Cserne Szappanos és mtsai., 2020).
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4.2.2 A nehézfém-ion kelator TPEN hatasa az ECRE-kre

Bizonyos kortlmények k6zott a sparkok keletkezési helylikrél tovaterjedhetnek.
Ennek részletes vizsgalatara egy kalciumkelatort, a TPEN-t hasznéltuk (Sztretye és
mtsai., 2009). A TPEN (N,N,N,N-tetrakisz(2-piridil-metil)-etilén-diamin) egy
membranpermeadbilis nehézfém-ion kelatképzd, amelynek a Ca?*-ra vonatkoz6
Békak permeabilizalt vazizomrostjain 50 uM TPEN ndvelte a sparkok szamat és
tovaterjedé eseményeket okozott 27317 um/s atlagos terjedési sebességgel. Ez az
aktivalé hatas azonban patkany vazizomrostokon nem volt megfigyelheté. Az amugy
is alacsony frekvenciaval megjelend sparkokat a TPEN tovabb ritkitotta emlés
izomrostokon.

A tovaterjedd sparkok megjelenése békak vazizomrostjain bizonyitja, hogy a
CICR mikoédik kétéltliek vazizmaiban. Ez a megfigyelésiink tovabb erésiti azt a
feltételezést, hogy a CICR kialakulasanak feltétele a békak izmaiban megtalélhato,
nem fesziltség-vezérelt (parajunkciondlis) RyR-ek jelenléte. A sparkok altalunk
kiszamolt terjedési sebessége pedig j6 becslést ad a kalcium difflzids sebességére a
citoszélban (Sztretye és mtsai., 2009).

4.2.3 A fenol szarmazék timol hatasa az ECRE-kre

A TPEN-nel folytatott kisérleteinkben soha nem taldltunk embert a
kalciumfelszabadulasi események kdzétt patkany izomrostokon. Ezzel szemben,
amikor a fenol szarmazék timollal kezeltlk az emlds izomrostokat, nagyszamu
alacsony amplitudoju hosszu eseményt lattunk (Szentesi és mtsai., 2004).

Kontroll kériimények kdzétt az elemi események mintegy 63% volt spark, mig a
maradék események vagy tisztdn ember, vagy a két esemény tipus keverékeként
jelentek meg. Timol alig valtoztatta meg az események frekvencigjat (58,7+2,0
1/ms/szarkomer-rél 65,4+1,6 1/ms/szarkomer-re), de csdkkentette amplitiddjukat és
megndvelte a hosszukat. Timol jelenlétében nagyon hosszan tarté eseményeket is
regisztraltunk. Ezek az eredmeények kézvetlen kisérleti bizonyitékot szolgaltatnak arra
vonatkozoéan, hogy egyetlen rianodin csatorna megnyilasa embert eredményez, nem
pedig sparkot eml6s6k vazizomrostjaban. Tovabba a kulénbdz6 tipusu események
alatt felszabadult kalcium mennyiségébdél az is megbecsiilhetd volt, hogy kb. 30
csatorna egyidejli megnyilasa hoz létre egy atlagos sparkot (Szentesi és mtsai., 2004).
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4.2.4 A benzotiazepin szarmazék K-201 hatasa az ECRE-kre

A timolhoz hasonldan, a klinikai gyakorlatban hasznalt szamos vegydiletrdl irtak
mar le, hogy befolyasolja az intracellularis [Ca?]-t. Ezek kozil mi a antiaritmias hatasu
benzotiazepin szarmazék K-201 hatasait vizsgaltuk a RyR1-re (Almassy és mtsai.,
2008). A K-201 megvaltoztatta az elemi Kkalciumfelszabadulasi események
gyakorisagat emlés vazizomrostokban: a sparkok frekvenciaja lecsdokkent, mig az
embereké nétt. Tovabba kilénbdz6 amplitudéju illetve Iépcsés emberek jelentek meg
a szer hozzdadasa utan a RyR1 szubkonduktancia allapotainak megfeleléen.

1 uM K-201 szignifikdnsan csdkkentette a sparkok amplitudéjat, ami arra utal,
hogy az eseményhez hozzajaruld csatornak atlagos szama jelentésen csdkkent. Az
ismert, hogy az ECRE nincs jelen ép eml&s rostokon, ezért az aktivalédé csatorndk
szamanak csGkkenése ugy is értelmezhet, mint a szernek a csatornat stabilizal6
hatasa. Mivel a szerrél kimutattuk azt, hogy a SERCA-ra is hat, az ECRE-k szamara
A Kisérletsorozat zarasaként megvizsgaltuk a szert postinfarktusos patkanyok
vazizomrostjain is és a kontroll allatokhoz hasonlé eredményeket kaptunk (Almassy és
mtsai., 2008).

4.2.5 Egy skorpi6 toxin hatasa az ECRE-kre

Az ECRE-k farmakoldgiai befolyasolhatésaganak vizsgalatat egy skorpio toxinnal
folytattuk (Lukacs és mtsai., 2008). A Scorpio maurus palmatus toxinjabdl izolalt 33
aminosavbdl all6 Maurokalcin  (MCa) fehérje azért kerllt az izomkutatdk
érdekl6désének kdzéppontjdba, mert aminosav szekvencidja nagyon hasonlit a
dihidropiridin receptor azon részéhez, amivel a rianodin receptorhoz kétédik.

Munkank soradn patkanyok és békak vazizomrostjain vizsgaltuk a toxin
kalciumfelszabadulasra kifejtett hatasait. A MCa (50 nM) adagolasanak kezdetén, akut
hatasként fokozédott a csatorna megnyilasa, ami az elemi események megnévekedett
szamaban mutatkozott meg. A sparkok atlagos amplitudéja a kontroll 0,86+0,01 F/Fo-
ré6l 0,46+0,01 F/Fo-ra csdokkent MCa hatasara, mert a toxin egy csOkkentett
vezetBképességi, bar tartdsan meglévd csatornaallapotot hozott Iétre a RyR1-on,
mikézben az FWHM véltozatlan maradt (kontroll: 1,84+0,03 um; MCa adagolas utan:
1,84+0,02 pm). A toxin hosszan tartd6 alkalmazasa az izomrostokon olyan ritkdn
kialakuld, de hosszantarté (801+12 ms, n=102) kalciumfelszabadulasi eseményeket

hozott Iétre, amelyek egyaltalan nem voltak megtaldlhatéak kontroll kériimények
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kozott. Egy kordbbi kutatds felhivia a figyelmet a MCa 24. pozicidja korlli
aminosavakra, mint lehetséges kdélcsénhatasi helyekre a peptid RyR1-hez kdtédése
soran. Ezért megvizsgaltuk e pozicio és téle tavolabbi aminosavak Alaninra térténd
cseréjének hatasat a toxin aktivitasara. Az [Ala?*]MCa mutans még a magas 500 nM-
os koncentraciéban sem befolyasolta az elemi Ca®*-felszabadulasi eseményeket és
nem alakultak ki emberek sem. Ahogy tavolodott a mutacié a 24. aminosavtol, egyre
tobb ember alakult ki.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a Maurocalcin aktivalja RyR1-t, igy
fokozza a Ca?*-felszabadulast a bels6é kalciumraktarbél. Aminosavcserével
modosithatd a toxin hatékonysdga: példaul az [Ala®*)MCa mutansnak a
receptorkétédésben szerepet jatsz6 fehérjeszakasza annyira megvaltozik, hogy a
toxin elvesziti a RyR1 aktivalasahoz szilkséges képességét. Azonban ha a mutacié
helye tavolodik a 24. aminosavtdl, a toxin hatasa egyre jobban megkézeliti a vad tipusu
peptidét (Lukacs és mtsai., 2008).

4.2.6 A foszfatidilinozitol foszfat hatasa az ECRE-kre

Eddig bemutatott vizsgalatainkban exogén szerek hatasat tanulmanyoztuk az
ECRE-kre. Azonban néhany kérfolyamat hatasara egyes endogén ligandok szintje is
valtozhat és hatassal lehet az [Ca?']-ra, igy az elemi kalciumfelszabadulasi
eseményekre is. Egy sulyos genetikai izombetegségben, az X-kapcsolt miotubularis
miopatidban a MTM1-t (miotubularin) kodolé gén mutécioit irtak le. A foszfatidilinozitol
foszfat (PtdInsP) foszfatazok szubsztratjai vagy hidrolizalt termékei az MTM1-nek. igy
az egyik kézenfekvd magyarazat az ECC hibas mikdédésére, a MTM1 PtdInsP-
foszfataz aktivitas megvaltozasa lehet. Ezért megvizsgaltuk, hogy a PtdinsP-k
fiziologias korilmények kozott részt vesznek-e a [Ca?t] és ECC szabélyozasaban
egészséges izomban (Gonzalez Rodriguez és mtsai., 2014).

Permeabilizalt egér vazizomrostokon jelentésen csdkkent az észlelt ECRE-k
szama PtdIns(3,5) Pz, PtdIns(3) P és Ptdins(5)P jelenlétében és a legnagyobb hatast a
PtdIns(3,5) P2 esetén talaltuk. Az atlagos ECRE amplitudd enyhén, de szignifikdnsan
megndvekedett PtdIns(5)P jelenlétében, mig az FWHM mind az x, mind az y iranyban
~10%-kal csdkkent PtdIns(3,5)P> jelenlétében. Osszességében a tesztelt PtdinsP-k
csak kismértékben befolyasoltak az ECRE-k amplitudéjat és térbeli tulajdonsagaikat,
mikdzben jelentésen csbkkentették az események el6fordulasat. Az eredmények
alatamasztjak azt a lehetéséget, hogy az MTM1 szubsztratok kéros felhalmozddasa
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csOkkentheti a rianodin receptoron keresztlli Ca?*-felszabadulast, ezaltal
hozzajarulhatnak a csdkkent izommiikédés kialakulasahoz (Gonzalez Rodriguez és
mtsai., 2014).

4.3 Elemi események nem fizioldgias korulmények kozott

4.3.1 ECRE-k szivinfarktuson atesett patkanyok harantcsikolt izmain

Vannak olyan nem vazizmokat érinté kérfolyamatok, amelyek kézvetve kihatnak
az izmok mikbddésére és igy megvaltoztathatjdk annak kalciumhomeosztazisat is.
Ezek kodzlOl mi el6szdér a szivinfarktus vazizomra kifejtett hatasait vizsgaltuk egy
patkany modellben. Kronikus szivelégtelenségben a vazizmok olyan gyengesége
alakul ki, amely nem a keringési funkciok zavarahoz kapcsolddik, hanem maguknak a
vazizomrostoknak az elvaltozasdhoz. Ennek tanulmanyozésara baloldali koronaria
sz(ikitésen atesett patkanyokat hasznaltunk 24 héttel a beavatkozast kbvetéen (Szigeti
és mtsai., 2007).

Az infarktuson atesett (PostMyocardial Infarction: PMI) allatok vazizomrostjaiban
az elemi kalciumfelszabadulasi események morfolégidja megvaltozott, az emberek
relativ ardnya megnétt. A sparkok kisebb amplitidéjuak voltak és a csucs eléréséhez
sziikséges id6 meghosszabbodott, vagyis lassabban alakultak ki. Tovabba az egy
spark alatt kiaramlott Ca®* mennyisége lecsokkent a PMI allatokban.

Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy egy kalciumfelszabadulasi esemény
soran megnyil6 csatorndk szama lecsdkkent, és a RyR1 miikédése megvaltozott, igy
a kalciumfelszabadulas kisebb véazizomban szivinfarktus utdn. Eredményeink
magyarazatot adnak a karosodott vazizommuikddésre a PMI allatokban (Szigeti és
mtsai., 2007).

4.3.2 ECRE-k hiperkoleszterinémias patkanyok harantcsikolt izmain

Egy masik népbetegség, a hiperkoleszterinémia és a kezelésére hasznalt
statinok vazizmokra kifejtett hatdsat is vizsgaltuk szintén egy allatmodellben (Vincze
és mtsai., 2015). Vilagszerte a statinok a legelterjedtebb és leghatékonyabb
gyogyszerek a koleszterinszint csdkkentésére. A statin-kezelés j6tékony hatasai
mellett szamos mellékhatassal is jar, leggyakrabban a kulénféle izmokat érinték
fordulnak el6 (10%). A rabdomiolizis a statin-terapia legsulyosabb és potencidlisan
életveszélyes mellékhatdsa. Ezt az allapotot modellez6 allatkisérletben
tanulmanyoztuk az ECRE-k el6fordulasat és paramétereinek valtozasat a
hiperkoleszterenémia és a statin kezelés hatasara. A vizsgalatainkat kiegészitettik a
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koenzim Q1o (ubiquinon, CoQ1o0) szerepének tisztasaval, mivel a statinok gatoljak a
CoQ1o szintézisét is. Mig a hiperkoleszterolémia nem valtoztatta meg a sparkok
el6fordulasanak gyakorisagat, a fluvastatin névelte azt mind a normokoleszterinémias
mind a hiperkoleszterinémias patkanyok vazizomrostjain. Azonban a koenzim Qo
kezelés jelentésen csbkkentette a spontan kalciumfelszabadulasi események
gyakorisagat, de nem befolyasolta amplitidojukat és térbeli kiterjedésiket a
fluvastatinnal kezelt patkanyok izomrostjaiban. Viszont nem valtoztatta meg a sparkok
frekvenciajat normokoleszterinémias allatok vazizmaban. Ez azt jelzi, hogy a koenzim
Q1o kezelés megakadalyozta a sparkok frekvenciajanak fluvastatin hatdsara torténd
ndvekedését anélkll, hogy jelentdsebb hatasa lett volna az egy esemény soran
felszabadulé kalcium mennyiségre. Osszefoglalva, azt talaltuk, hogy a fluvastatin,
flggetlentl a vér koleszterinszintjétél, kdvetkezetesen és kifejezetten ndvelte a
kalcium sparkok gyakorisagat a vazizomrostokban, amely hatas talan megel6zhetd a
koenzim Q1o étrendbe t6rténé hozzaadasaval.

Eredményeink alatdmasztjak az intracellularis Ca2*-koncentracié szerepét a
statin kezelés altal kivaltott miopatiaban és egy lehetséges utat mutatnak a koenzim
Q1o hasznalatara a betegek vazizomtiineteinek enyhitésére (Vincze és mtsai., 2015).

4.4 Elemi események valtozasa génmodositas hatasara
vazizomban

441 A Triadin fehérje szintjének hatasa az ECRE-kre tenyésztett

harantcsikolt izomsejtekben

A génmddositas technika megjelenésekor és a genetikailag médositott allatok
széleskorl elterjedése el6tt sejttenyészeteken folytak a kutatasok. Mi is végeztiink
ilyen jellegl vizsgéalatokat immortalizalt vazizom eredetli sejtvonalon (C2C12) és
frissen izolalt vazizom sejtekbdl inditott tenyészeten (primer sejtkultira). Ezekben az
izomsejtekben végzett kisérletekben a vizsgalatok célja a Triadin nevi fehérje
szerepének tisztazasa volt (Fodor és mtsai., 2008). A Triadin, az SR membranban
talalhaté fehérje a vazizomban az SR terminalis ciszterndi junkciés membranjaban
helyezkedik el és a vizsgalatok alapjan a RyR1-hez.

El6szér shRNS technikaval csdkkentettlk a Triadin szintjét majd transzfekciéval
tultermeltettik a fehérjét (overexpresszaltuk) a miotubulusokban. A kontroll
miotubulusokon az ECRE-k csak elvétve voltak megtalalhatbéak, bar ritkan sparkokat
és embereket is megfigyelhettiink. A Triadin expresszidjanak csékkentése dramaian
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megndévelte az ECRE-k el6fordulasat a miotubulusokon. Mig a sparkok és emberek
amplitudéjaban emelkedést talaltunk, addig az események hosszaban nem volt
lényeges kllénbség.

A Triadin tultermeltetése a sejtekben az el6z6ekben bemutatotthoz képest
ellentétes hatast gyakorolt a kalciumfelszabadulasi eseményekre. A C2C12 sejtekben
is talaltunk sparkokat és embereket is Ugy, mint a primér vazizomsejteken. Mig a
fehérje tdltermeltetése csOkkentette a sparkok amplitudéjat (0,81+0,01 F/Fo-rol
0,5940,01 F/Fo-ra, p<0,001), addig az események tébbi paraméterén nem valtoztatott
jelentésen.

Hasonl6 eredményeket kaptunk Triadint overexpresszaldé primér patkany
miotubulusokon is. Mivel a fehérje tulzott expresszidja csbkkentette az SR-bdl a
kalciumfelszabadulast és a Triadin transzlaciéjanak gatlasa ndvelte a
kalciumfelszabadulasi események frekvenciajat és amplitudéjat, igy megfigyeléseink
egyértelmlen alatamasztjdk azt az elképzelést, hogy a Triadin a RyR1 nyitasanak
negativ szabdalyozédja lehet (Fodor és mtsai., 2008).

4.4.2 ECRE-k a természetes mutacioval Kkialakult hipermuszkularis

egerek harantcsikolt izomrostjaiban

Sejttenyészetek utan egy természetes mutaciéval kialakuld tulzott izomtémeget
mutaté (hipermuszkularis, miosztatin hidnyos) egértérzzsel folytattuk az elemi
események vizsgalatat (Bodnar és mtsai., 2014). A miosztatin (Mstn) széleskoriien
elfogadott nézet szerint nagyon fontos negativan szabalyoz6 szerepet télt be a
vazizom névekedésében. Mstn hianyos egereket (Cmpt mutacio) 6ésszehasonlitva a
kontroll allatokkal, jelentés izomtdmeg ndvekedést talaltak, azonban a megnévekedett
izomtdmeg nem jar nagyobb fizikai teljesitménnyel.

Hogy tisztazzuk a Cmpt egerekben megfigyelt gyengébb fizikai teljesitmény okat,
elemi kalciumfeszabadulasi eseményeket mértiink enzimatikusan izolalt FDB
rostokon. Habar a Cmpt vazizomrostokon is talaltunk spontan elemi eseményeket a
jellemzd paramétereik jelentésen eltértek a kontroll allatokhoz képest.

A Cmpt rostokon mért sparkok atlagos amplitidoja szignifikansan kisebb volt a
kontroll rostokon mértekhez képest. Tovabba nagyobb szamban taldltunk rajtuk
gyorsan kialakuld sparkokat a kontrollhoz képest, vagyis a csucs eléréséhez
szlkséges id6 atlagos értéke szignifikansan csékkent. Az atlagos sparkok frekvenciaja
és FWHM-je a Cmpt mutacié hatasara szignifikansan lecsékkent.
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A Cmpt izomrostokon talalt kevesebb ECRE és az eseményenként felszabadulé
kalcium csdkkent mennyisége megmagyarazzak, hogy miért kisebbek a globalis
kalciumtranziensek a mutans allatokban. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy a
Cmpt fenotipust kiséré valtozasok (pl. a csbkkent izomerd) részben a kalcium
felszabadulasi folyamatok redukalt mikédésének a kdvetkezménye. Ennek pedig a
legval6szinlibb magyarazata az SR kalciumtartalmanak csékkenése lehet (Bodnar és
mtsai., 2014).

4.43 Az embrionalis DHPR jelenlétének hatasa az ECRE-kre egerek

harantcsikolt izomrostjaiban

Harantcsikolt izomban a feszlltségfliggé kalciumcsatornak (DHPR vagy CaV1.1)
és a RyR1 fizikailag egymassal 6sszekapcsolédnak, igy a CaV1.1 fesziltségfliggd
aktivalasa kdzvetlendl megnyithatja a RyR1-t. A kifejlett izomban tébbségében jelen
levé CaV1.1a varidnson keresztll folyd aram kicsi és lassan aktivalodik, igy fiziologias
kérilmények koézoétt nem jatszik szerepet a kalciumfelszabadulas elinditasaban.
Erdekes médon emlésdkben a vazizomzat érése sordn a depolarizacid fliggd
kalciumbearamlas folyamatosan csdékken CaVi.1a varians mennyiségének
ndvekedése altal. A magzati izmokban még a CaV1.1e csatornavaltozat van
tébbségben, amelyen mérhetd nagysagu kalcium aram folyik keresztll, és ez részt
vesz az SR-bdl térténd kalciumfelszabadulads aktivalasaban. A sziletés utan az
izmokban a CaV1.1e varians szinte teljesen kicserélédik a felnétt, rosszul vezetd
CaV1.1a variansra. Megfigyelték 1-es tipusu miotdnias disztréfias (DM1) betegekben,
hogy az embrionalis kalciumvezetd CaV1.1e varians rendellenes expresszidjanak
nagysaga korrelal az izomgyengeségik mértékével. Lehetéségilink volt tanulmanyozni
a kalciumfelszabadulast harantcsikolt izomrostokban egy genetikailag moédositott egér
térzsén, amelyben a CaV1.1e csatorna felnétt izomban is jelen van (Sultana és mtsai.,
2016).

Nyugalmi allapotban fiziologias extracellularis kalciumkoncentracié jelenlétében
nem alakultak ki sparkok sem a kontroll, sem a CaV1i.1e csatornat expresszald
egerekbdl szarmazd izomrostokon. Azonban ha megemeltik az extracellularis
kalciumkoncentraciot csak a CaV1.1e csatornat tartalmazé izomrostokon jelentek meg
sparkok, melyek atlagos amplitudoja 0,140+0,001 F/Fo és frekvenciaja 0,724+0,211
1/ms/mm volt. Amikor az L-tipusu kalciumcsatorna blokkolé Nizoldipint hasznaltuk, a
sparkok eltintek.
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Ezek a megfigyelések igazoljak, hogy a sparkok kialakulasahoz, vagyis a kalcium
kidramlasahoz az SR-b6l a RyR1-en keresztil, sziikséges a CaV1.1e csatornan
bearamlé kilsé kalcium. Kisérleteink azt a korabbi megfigyelést is megmagyarazzak,
hogy a fejl6d6 izomsejtekben ahol még jelen van a CaV1.1e csatorna, miért alakulnak
ki sparkok, mig kifejlett izomrostokon ahol mar csak a CaVl.1a csatorna

expresszalodik, miért nem talalhatéak meg (Sultana és mtsai., 2016).

444 ECRE-k harantcsikolt izomrostokban a miotubularis miopatia

egérmodellben

Az elektromechanikai kapcsolat tokéletlentl mikddik miotubularis miopéatiaban,
amely betegségben a PtdInsP foszfataz miotubularint (MTM1) kddold gén mutalédik
(lasd 4.2.6 fejezet). Ezt az MTM1-hianyos egér segitségével allapitottdk meg, amely
modell jél reprodukalja az emberi miotubularis miopatia f6 jellemzéit: MTM1 hianyaban
az izomrostokban a triddok (az a régié, ahol egy T-tubulus két junkcionalis SR
terminalis ciszternaval néz szembe) szama lecsékken, megszakad a T-tubulus hal6zat
és csbkken a CaV1.1 és RYR1 mennyisége is.

Ezen el6zmények alapjan ugy gondoltuk, hogy érdemes megvizsgalni az elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeket az MTM1 hianyos izomrostokon (Kutchukian és
mtsai., 2019). A kontroll preparatumokkal ellentétben, a mutans rostokon jelentés
mennyiségl sparkot detektaltunk nyugalmi allapotban. Mig a 43 db kontroll izomroston
csak 34 db sparkot tudtunk regisztralni, addig 51 db MTM1 hianyos FDB-n 1008 db
elemi eseményt talaltunk. A sparkok atlagos amplitiddja nem valtozott meg a mutans
izomrostokban, de a rosttal parhuzamos térbeli kiterjedéstk jelentésen megnétt.

A sparkok térbeli kiszélesedését megvizsgaltuk line-scan kisérletekben is. Az
MTM1 hianyos rostok szokatlanul nagy amplitudoju és térbeli szélességli massziv
Ca?*-felszabadulasi eseményeket produkaltak. Ezek az 6sszes ECRE nagyjabdl 5%-
at tették ki. A széles események létezése csak ugy magyarazhaté ha egyid6ben
jelentds szamu RyR1 aktivalédik. Kiszamoltuk, hogy a 3,5 um-nél nagyobb FWHM-el
rendelkezé események mintegy 20%-anak 5 um-nél is nagyobb a térbeli szélessége.
A széles események elemzése lehetévé tette, hogy meghatarozzuk a szomszédos
kalciumfelszabadulasi csatornak feltehetéen CICR altali aktivalédasanak sebességét.
Ez 228+47 um/s-nak adddott, ami van ahhoz (2737 um/s,) amit a békak harantcsikolt
izmain kaptunk TPEN jelenlétében (4.2.2 fejezet). Ezek az eredmények azt bizonyitjak,

hogy a RyR1-ek egy junkcionalis egységben molekularis kapcsolatokon keresztil
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aktivalédnak, mig a szomszédos junkcionalis egységek aktivalodasat a CICR
mechanizmus kdzvetiti.

Az MTM1 hianyos izomrostokon végzett kisérleteink soran még egy érdekes
megfigyelést tettlink. A kalciumfelszabadulasi események az izomrostok kitlintetett
részein fordulnak el6, mivel a térbeli eloszlasuk nem illeszkedik az egymastol fliggetlen
eseményeket leird6 Poisson-eloszlasra (lasd 4.2.1 fejezet). Ezt azzal tudjuk
magyarazni, hogy az események valdszinileg a rost sérilt T-tubulussal rendelkezd
helyein alakulnak ki.

Osszességében ezek az eredmények azt mutatjgk, hogy az MTM1 gén
hianyaban a T-tubularis rendszerben kialakuldé valtozasok a RyR1-k abnormalis
aktivalédasat eredményezik, ami magyarazhatja, hogy miért csékken az SR-bél
térténd kalciumfelszabadulas és a mutaciét hordozé egerekben valamint a betegekben
az izomerd (Kutchukian és mtsai., 2019).

4.4.5 ECRE-k harantcsikolt izomrostokban a centronuklearis miopatia

egérmodelljében

Centronuklearis miopatiak az 6roklott izombetegségek csoportjaba tartoznak. A
betegek izommintajdban megtalalhatdé a sejtmagok kdzponti elhelyezkedése az
izomrostokban. A betegség el6idézésében szerepet jatszé legismertebb mutacidk a
miotubulint (MTM1) és a dinamin 2-t (DNM2) érintik. Ennek a betegségnek is
létrehoztak a DNM2-t mutaciét hordoz6 egérmodelljét, amit médunkban volt hasznalni
(Kutchukian és mtsai., 2017). A mutans egerek reprodukaljak az emberi betegség 6
tineteit: az éallatokban fokozatosan izomgyengeség, majd 2 hénapos koruk utan
izomsorvadas alakul ki.

Az MTM1 hianyos egereken latottakhoz hasonlé eredményeket kaptunk a DNM2
esemény jelent meg a nyugalomban levé FDB rostokon. Az MTM1 mutacidval
ellentétben ezek az események teljesen szimmetrikusak voltak térben és elenyész6
szamban talaltunk kdztik 3,5 um-nél szélesebb sparkokat. Viszont a sparkok minden
jellemzdé paramétere szignifikdnsan nagyobb volt a kontrol eseményeken talaltakhoz
viszonyitva. A DNM2 mutans egerek vazizomrostjain nyugalomban talalt jelentds
szamu ECRE és a depolarizaciéval kivaltott kalcium tranziensek csdkkent amplitudéja
is azt bizonyitja, hogy ezekben az allatokban megvaltozik az ECC mikddése, ami

magyarazhatja a genetikailag médositott egerekben és a betegekben is a gyengébb
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izommikddést (Kutchukian és mtsai., 2017).

44.6 Az Ankirin1 fehérje szintjének hatasa az ECRE-kre egér

harantcsikolt izomrosjaiban

Az SR megfelel6 elhelyezkedése a miofibrillumok koril és a T-tubulusokkal valé
kbézvetlen kapcsolat (triad) elengedhetetlen az izomdsszehuzédas hatékony
szabalyozasahoz. Az ankyrinek azon specialis kapcsolé fehérjék csaladjaba tartoznak,
amelyek részt vesznek membrandomének dsszeszervezésében. A sAnk1l hianyos
egerekben kimutattak, hogy a fehérje hidnya az SR mennyiségének valamint a RyR1
és SERCA fehérjeszintjiének jelentds csdkkenését eredményezi. Ezek alapjan
feltételeztlk, hogy a felsorolt valtozasok hatassal lehetnek az ECRE-k kialakuldsara
és paramétereire a mutans vazizomrostokban (Pierantozzi és mtsai., 2019).

Spontan kalciumfelszabadulasi eseményeket mértink fiatal (4 hénapos) és idés
(10 hénapos) kontroll és sAnk1 hianyos (sAnk1-KO) egerek szaponinnal kezelt FDB
izomrostjain. A képek analizisébdl kideriilt, hogy a sparkok frekvenciaja csdkkent a
fiatal sSAnk1-KO egerekben a hasonlé életkoru kontroll egerekhez képest. Az ECRE-k
gyakorisaga csdkkent a 10 honapos kontroll egerek rostjaiban is a fiatal kontroll allatok
FDB rostjaihoz képest, de a frekvencia mar nem csbékkent tovabb az idés sAnk1-KO
allatokban. A sparkok minden paramétere és a felszabadult kalcium mennyisége
(Signal Mass) is szignifikdansan csdkkent mindkét életkorban a sAnk1-KO allatok
vazizomrostjaiban.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy vagy az SR-bél felszabadithatdé Ca?*
mennyisége csdkken, vagy a kalciumcsatorndk nyitasa karosodott, vagy mindkettd
jelenség egyszerre okozhatja a sparkok paramétereiben talalt valtozasokat fiatal
sAnk1-KO egerekben. A Ca?*-homeosztazisban megfigyelt kilonbség kevésbé
nyilvanvalé id6s allatokban, mivel az életkor el6re haladtaval a Ca?*-felszabadulas
eleve csodkken a vazizomrostokban. Ez arra utal, hogy a fiatal sAnk1-KO
izomrostokban a kalciumhaztartdsban kialakult valtozasok mar nem mddosulnak
idével és a vad tipusu Oreg egerekben talalhatokhoz hasonl6é szintet érnek el
(Pierantozzi és mtsai., 2019).
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5. UJ MEGALLAPITASOK

Kisérleteinkben minden esetben a spontdn moddon kialakul6 elemi

kalciumfelszabadulasi eseményeket (ECRE) vizsgaltuk killénb6zé preparatumokon és

eltéré koérilmények kdzott.

1.

Kidolgoztuk az egyedi vazizomrostok enzimatikus preparalasanak médszeret
békakbdl, patkanyokbdl, egerekbél és hazi méhekbdl. Megvalodsitottuk az
ECRE-k optimélis mérési eljarasat egyedi vazizomrostokon konfokalis
lézerpasztazd mikroszképon. Leirtuk az ECRE-k jellemz6 paramétereit
mindegyik preparatumon.

Kifejlesztettlink két wavelet alapu automatikus ECRE felismeré programot,
amelyek lehetévé teszik egyrészt vonal-menti (line-scan), masrészt
kétdimenzios (XY) pasztazassal készult konfokalis mikroszkdpos felvételeken
nagyszamu esemény automatikus detektalasat és elemzését.

Megmutattuk, hogy békak harantcsikolt izomrostjaiban a kisfoku
depolarizacié és a koffeinnel valé kezelés kilénb6z6é hatdsmechanizmussal,
de emeli a sparkok frekvenciajat és amplitudéjat. Egészséges izomrostban a
sparkok egyenletesen oszlanak el, nincsenek kitlintetett helyek az elemi
kalciumfelszabadulasi események szempontjabél. A tovaterjedé események

27317 um/s atlagos terjedési sebességgel mozognak.

EmI6ésbk vazizomrostjain bebizonyitottuk, hogy egyetlen rianodin csatorna
megnyilasa embert eredményez, nem pedig sparkot. A kilénbdzé tipusu
események alatt felszabadult kalcium mennyiségébdél megbecsiiltik, hogy kb.
30 RyR csatorna egyideji megnyilasa hoz létre egy atlagos sparkot. A
kil6nbdzd amplitudéju sparkok illetve 1épcsés emberek megjelenésével

bebizonyitottuk, hogy a RyR1-nek szubkonduktancia allapotai vannak.

A human miopatidk egérmodelljeiben megallapitottuk, hogy az MTM1 gén
hianyaban a T-tubularis rendszerben kialakulé véltozadsok a RyR1-k
abnormadlis aktivalédasat eredményezik, ami megmagyarazza az SR-bdl
torténé kalciumfelszabadulas cstkkenését és a betegekben az izomerd
hanyatlasat. A sértlt belsd struktlraju izomrostokon a sparkok kialakulasanak

helyei nem egyenletesen oszlanak meg, a T-tubulusok hidanydban a RyR1
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kédnnyebben megnyilnak. A DNM2 gén mutécioja pedig jelentds szamu ECRE
kialakuldsat eredményezi a nyugalomban levé vazizomrostokon, ami szintén
megmagyarazhatja a betegekben a csdkkent vazizommikddést. A human
betegségre jellemzd PtdInsP-k kéros felhalmozédasardl megmutattuk, hogy
csOkkenti a rianodin receptoron keresztlli Ca?*-felszabadulast.

. A vazizmokat kézvetlentl nem érint6 két kérfolyamatot vizsgalva kimutattuk,
hogy az infarktuson atesett patkanyok vazizomrostjain az emberek relativ
aranya megn6tt, a sparkok amplitudojuak kisebb lett, lassabban alakultak ki
és az egy spark alatt kiaramlott Ca?* mennyisége lecsokkent. Ez
megmagyarazhatja a karosodott vazizommikddést szivinfarktus utan.
Bebizonyitottuk, hogy amig a hiperkoleszterinémia patkanyokban nem
valtoztatja meg a sparkok frekvenciajat, addig a fluvastatin fliggetlendl a vér
koleszterinszintjétél, néveli a sparkok gyakorisagat a vazizomrostokban, igy
okozva izomgyengeséget, amely hatas megel6zheté a koenzim Q1o étrendbe

torténd alkalmazasaval.

. A vazizmokat érint6é genetikai mutacidk vizsgalata soran egerek vazizmaiban
azt talaltuk, hogy a miosztatin gén karosodasa utan csdkken az ECRE-k
szama és kisebb az eseményenként felszabadul6 kalcium mennyisége.
Megmutattuk, hogy magas extracellularis Ca?+-koncentracio jelenlétében az
embrionalis CaV1.1e kalciumcsatornat tartalmazé vazizomrostokon
nyugalomban sparkok alakulnak ki. Az SR normalis elhelyezkedését biztosito
Ankirin1 fehérje hianyaban pedig kevesebb és kisebb amplitudoju sparkot
taldltunk. Vagyis minden vizsgalt mutacié az SR-bél felszabadithaté Ca?*
mennyiségét csdkkenti vagy a kalciumcsatornak nyitasat akadalyozza, ami
gyengult izommikédéséhez vezet.
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