The role of surface membrane and sarcoplasmic retic  ular proteins in acquired and
hereditary muscle disorders

A triadin szerepe a szarkoplazmatikus retikulumbdl tortén 6 kalcium-felszabadulas
folyamataban harantcsikolt izmon

A szarkoplazmatikus retikulum (SR) kalcium csatornaja (rianodin-receptor, RyR)
tobb kilonb6zé fehérjével is kdlcsbnhatasban all, tébbek kozoétt a calsequestrinnel (CSQ),
a junctinnal, a mitsuguminokkal és a triadinnal. Az SR membranfehérjék e csoportjabdl
elészor a triadint fedezték fel. Els6ként nydl vazizom triadjabdl mutattak ki a 95 kDa-o0s
molekulasulya glikoproteint, majd szivizomban is igazoltak a jelenlétét. Alternativ splicing-
gal tobbféle molekulasulyu izoforméja johet létre mindkét izomtipusban, ugyanakkor mas
szOvettipusban eddig nem talaltdk meg. A vazizom triadinoknak (Trisk) eddig négy
izoformdjat klénoztak patkanybol. Minden izoforma azonos, révid citoplazmatikus N-
termindlis szegmentummal, transzmembran a-hélixszel, és valtozatos hosszusagu, egyedi
luminalis C-terminalis résszel rendelkezik. A triadinrdl el6szor azt feltételezték, hogy a T-
tubulus membran kalciumcsatornaja (DHPR) RyR-ral val6 Osszekotéséért, ezaltal az
elektromechanikai kapcsolatért felelés. Sajat munkank és masok kutatdsai alapjan
azonban mar tudjuk réla, hogy a Ca®'-felszabadulas szabalyozasaban vesz részt
vazizomban és szivizomban egyarant.

A ragcsalé vazizomban megtalalhat6 triadinokat a molekulasulyuk alapjan nevezték
el. A Trisk 95 (95 kDa molekulasullyal), és révidebb valtozatai, a Trisk 51, a Trisk 49 (49
kDa), és a Trisk 32. A funkcidjuk felderitésére létrehozott triadin knockout (KO) egérrél
megmutattuk, hogy in vivo és in vitro is gyengébb volt (1. 4bra), mint a kontroll egerek, de
ez nem befolyasolta a tulélésiket. Megvizsgéltuk a kalciumhomeosztazisban résztvevd
fehérjék expresszios szintjét és azt talaltuk, hogy a gyors tipusu harantcsikolt izmokban
nétt a DHP receptorok szama mikdzben jelentésen csokkent a calsequestrin fehérje
mennyisége. Elektron-mikroszkopos vizsgalatokkal a KO egerek izmaiban abnormalisan
elhelyezked§ tridd strukturdkat és a szarkoplazmatikus retikulum termindlis ciszterndinak
csokkent térfogatat talaltuk. Megvizsgaltuk az izomer6t él6 éallatokon fliggeszkedési
tesztekkel, elektromos ingerléssel kiegészitett NMR analizissel és izolalt izmokon
elektromos ingerléssel. Minden eredmény a KO egerek izmainak gyengulését mutatta, ami
bizonyitja a triadin fontos szerepét a harantcsikolt izmok struktarajdnak és funkciéjanak
megdrzésében. Eredményeink megmutattdk, hogy a triadin hidnya izom myopathiahoz
vezethez és az altalunk létrehozott allatmodellel ez j6l tanulmanyozhaté (Oddoux et al.
2009).
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1. &bra Er 6 tranziensek kontroll (WT) és triadin KO egér izola It harantcsikolt izman.

A és B, egyedi 6sszehlzédas 1 ms-os szupramaximalis (5V) ingerléssel kivaltva EDL (A) és Soleus (B)
izmokon (WT folytonos vonal; KO szaggatott vonal). D és E, tetanusz szupramaximalis (5V)
sorozatingerléssel kivaltva (200Hz 200 ms-ig EDL-en (D); 100 Hz 500 ms-ig Soleuson (E)). C és F, atlagolt
adatok 5 db WT és 6 db KO egérbdl. * szignifikans killdnbséget jeldl a WT és KO egerek kozott (p 0,05).

Az emberi triadin gén 420 kb hosszu, amibdl a leghosszabb, vazizomban eléforduld
izoforma, a Trisk 95, csak 2,2 kb-t tesz ki és az 6sszes triadin mennyiségének kb. 40%-at
adja. Az SR-ben, a triadokban talalhatd meg, és a RyR-ral és a CSQ-nel asszocialodik,
ezaltal a Ca®'-felszabadulasban részt vevd fehérjekomplexum fontos alkotéja.
Myoblastokban, szatellitasejtekben nem mutathatdé ki. A differencidlodas soran a

myotubulusokban kezd er6sebben expresszalddni és harantcsikolt festédést mutat.

Mi munkankban az elemi kalcium felszabadulasi eseményeket (ECRE) és a Ca*'-
tranzienseket tanulmanyoztuk konfokalis l1ézer pasztazé mikroszkGp segitségével C2C12
izomsejteken és primer vazizomtenyészeteken. LiposzOma és adenovirus medialt
overexpressziot, valamint RNS-interferencia modszert alkalmaztunk a Trisk 95 fehérje
expresszidjanak modositasara. A stabil overexpresszié csokkentette mind a Ca** sparkok
amplitudojat és frekvenciajat, mind a depolarizacio altal kivaltott Ca®*-tranzienseket C2C12
sejtekben. Ehhez hasonléan, a Trisk 95 adenovirus medialt overexpresszigjat kovetden
csokkent a spontan, egész sejtre kiterjedd Ca?*-tranziensek amplitidéja és eléfordulasi
gyakorisdga is. Ugyanakkor az endogén triadinexpresszi6 shRNS-el torténd gatlasa
ellentétes valtozasokat eredményezett. Kontroll, endogén Trisk 95-6t expresszald patkany,

primer vazizomtenyészetekben rendre megfigyelhetéek voltak spontan Ca?*-tranziensek,
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viszont ezen tenyészeteken sparkokat csak kis gyakorisaggal talaltunk. Az shRNS
transzfekcidt kovetéen a Trisk 95-specifikus immunpozitivitds jelentésen csdkkent. Ezen
sejteken az ECRE-k jelentésen nagyobb gyakorisagot mutattak (2. abra). Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a Trisk 95 fehérje negativan szabalyozza a RyR
miikodését, azaltal, hogy csokkenti a Ca*'-felszabadulasi eseményeket, valamint a
globalis Ca**-tranzienseket. Ezeknek az eredményeknek a magyarazata az lehet, hogy a
triadin ©sszekoti az SR-t és a Ca*'-felszabadité komplexet a mikrotubulus halézattal,
ezdaltal az SR és a triad struktirajanak fenntartdsaban is szerepe lehet, és a RyR-ra
gyakorolt szabalyoz6 szerepét e strukturdlis funkcion keresztul fejtheti ki. igy a triadin
expressziovaltozasa az SR felbomldsahoz, és a RyR és a DHPR szétvalasdhoz vezethet
(Fodor et al. 2009).
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2. abra Ca®" sparkok paraméterei kontroll és csokkentett Trisk 95 expresszioju patkany primér

myotubulusokban.

Tipikus Ca®* spark kontroll myotubulusban (A) és csokkentett triadin expressziéju sejtben (B). C, Ca**
sparkok amplitdd hisztogrammja (143 db kontroll korilmények kozott és 649 db csokkentett Trisk 95
expresszié esetén rogzitett esemény). D, Ca** sparkok hossz hisztogrammija.

A Trisk 32 egy 287 aminosavbol all6 fehérje, 32,1 kDa-os elméleti molekulasullyal.
Az emberi triadin elsé nyolc exonja utani alternativ splicing-gal keletkezik, és 23

aminosavbol allo, egyedi C-terminalis véggel rendelkezik. Ez az egyetlen olyan izoforma,
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amely vaz- és szivizomban is megtalalhatd. A Trisk 32 a tobbi izoforméaval ellentétben mar
myoblastokban is expresszalodik, differencialt izomcsdvekben pontozott festédést mutat.
Egérben és patkanyban az 6sszes triadin mennyiség 20%-at teszi ki, emberben nem
mutathatd ki. Nagyrészt nem a triadban, hanem az SR longitudinalis tubulusaban
lokalizalodik — a Z-lemeznél Osszpontosul, azon a részen, ahol az IP;R és a
mitokondriumok is megtalalhatbak —, de kisebb mennyiségben az egész SR-ben
megtalalhaté. Ezaltal nem kolokalizal a CSQ-nel, a Trisk 95-tel, a Trisk 51-gyel és a

DHPR-ral, de kolokalizal a Ca?*-ATPazzal, a dezminnel és az IPsR-ral.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a Trisk 32-nek lehet-e szerepe az
IPsR szabalyozdsaban - hasonl6éan, ahogy a Trisk95 részt vesz a RyR
szabalyozasaban —, a fehérjét L6.G8 myoblastokban termeltettiik tal. A Trisk 32-vel és az
Ures vektorral végzett transzfekcio nem befolyasolta a sejtek életképességét, ugyanakkor
mind az Ures vektorral transzfektalt, mind a Trisk 32-t tultermel6 sejtek proliferacios
képessége lecsokkent a kontrollhoz képest. Kimutattuk a Trisk32 és az IP3R
kolokalizaciéjat és kozvetlen fizikai kapcsolatat a transzfektalt sejtekben, valamint a
funkcionalis kapcsolatukat is bizonyitottuk. Az IP3 Utvonal aktivalasahoz bradykinint és

arginin-vazopresszint hasznaltunk.

Munkénk egyik f6 felfedezése az, hogy a Trisk 32 overexpresszidja szignifikansan
nagyobb amplitidéju és felszall6 meredekségii Ca**-tranzienseket eredményezett az 1P;
utvonalon keresztil. E megfigyelésnek legaldbb négy kilonb6zd, am funkcionalisan
0sszefiiggd magyarazata lehet. Az elsé lehetéség az, hogy a Trisk 32 megvaltoztathatja a
felszini membran receptorai és az IP; képzésével jar6 folyamatok kapcsoldédasat, ami
miatt nagyobb mennyiségli IP; keletkezhet a transzfektalt sejtekben. Masodik
lehetésegként a Trisk 32 kozvetlen fehérje-fehérje kélcsdnhatassal fokozhatja az IP3R
megnyilasat a receptor agonistaja jelenlétében. A harmadik lehetséges magyarazat az,
hogy a Trisk 32 overexpresszidja az ER Ca’'-tartalmanak emelkedéséhez, és ezaltal
nagyobb mennyiségii felszabadithaté Ca**-hoz vezethet. Végiil, a Trisk 32 szabalyozhatja
az intracellularis raktar uriilésének kapcsolédasat az extracellularis Ca®* belépéséhez
(SOCE), ami fokozott kalciumbelépést eredményezhet. Ezek mellett a RyR altal medialt
Ca’'-felszabadulasra gyakorolt, akar kdzvetlen, akar a felszabadulé6 Ca*-on keresztiili
kozvetett hatasa (Ca®*-indukalt Ca**-felszabadulas) sem zarhat6 ki elméletben teljesen.

Arra is bizonyitékokat szolgaltatunk, hogy az IP3R aktivacidja nem valtozik meg
abban az esetben, ha a receptorokat kozvetlenil, a jelatviteli atvonal kihagyasaval
stimulaljuk. Ezt az bizonyitja, hogy a thimerosal —egy széles korben hasznalt,
membranpermeabilis IPsR agonista (Vanlingen et al. 2001, Biochem Pharmacol, 61:803) —
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adagolast kovetd Ca*'-tranziensek amplitidéja és felszallasi meredeksége azonos
mérték{ volt a kontroll, Gres vektorral transzfektalt, és Trisk 32-t tlltermeld sejtekben. Ezek
alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a Trisk 32-t tultermelé sejtekben az IP3R
konduktanciaja nem valtozik meg (ezt megerdsiti az is, hogy mas, fuggetlen bizonyitékaink
arra utalnak, hogy a raktar Ca**-tartalma hasonlé volt ezekben a sejtekben) (Olah et al,
2011).
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3. dbra A Trisk 32 overexpresszidja L6.G8 myoblasto  kban

A, A Trisk 32 fehérje expresszidja kontroll és Trisk 32-t tlltermelé L6 sejtekben. B, Kontroll és transzfektalt
sejtekben a Trisk 32 mMRNS-ét RT-PCR-ral detektaltuk. [Ca*"]. hianyaban, 0,1 yM arginin-vazopresszin
(AVP) altal kivaltott Ca®*-tranziensek line-scan felvételei kontroll (C), tres pcDNA3.1 vektorral transzfektalt
(D), és Trisk 32-t tultermeld (E) myoblastokon.

A kanonikus tranziens receptorpotencial csatornadk 1 . altipusanak szerepe a
szarkoplazmatikus retikulumbdl tértén 6 kalcium-felszabadulas folyamataban

harantcsikolt izmon

Munkank kovetkez6 részében bemutattuk, hogy differencialéd6é izomsejtekben a
kanonikus tranziens receptorpotencial csatornak 1. altipusa (TRPC1) overexpresszioja a
SOCE fokozodasat okozza, ami a TRPCL1 eltérd viselkedésére utal a kifejlett vazizomban
leirtakhoz képest. El6sz6r szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy az overexpresszié hatasa
nem csak a szerhatdsra bekovetkezé raktaririilés utani emelkedett Ca®*-belépésben
mutatkozik meg, hanem a depolarizacié &ltal kivaltott Ca**-jelek utan megfigyelhetd
magasabb nyugalmi [Ca®']-ban is (4. &bra). Raadasul a TRPC1 overexpresszidja

csokkentette a STIM1 és a SERCA expressziés szintjet, azonban a RyR-ét, a



calsequestrinét és az Orail-ét nem, ami a TRPC1 az el6bbi molekuldkkal torténé
kdlcsOnhatasara utalhat az SR membréanjaban.

A belsé Ca?*-raktarak kiliritését kovetden a SOCE amplitiidéja és felszallo szaranak
meredeksége szignifikdnsan nétt a TRPC1-et tultermelé myotubulusokban, ami a TRPCL1

részvételét feltételezi a Ca®*-belépésben.
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4. dbra A TRPCL1 overexpresszidjanak hatasa a depola  rizacié altal kivaltott Ca **-tranziensekre .

Ismételt 120 mM KCI adagoldsa &ltal kivaltott Ca**-tranziensek reprezentativ gorbéi (A) kontroll és (B)
TRPC1-et tdltermeld C2C12 myotubulusokon. (C) A Ca**-tranziensek amplitidéja és a maximalis Ca**-
fluxus (a sejtekbe 1 masodperc alatt belépé Ca®* mennyisége) kontroll és TRPCl-et tultermeld
myotubulusokban. (D) A tranziensek utani nyugalmi Ca*-szint, és a SERCA pumpa aktivitasanak
megvaltozéasa kontroll és TRPC1-et tlltermeld myotubulusokban. A KCI altal kivaltott Ca**-tranzienseket YM-
58483-mal kezelt TRPC1-et tultermeld sejtekben is megvizsgaltuk. * a kontroll és a TRPC1-et tultermel6
sejtek kozti, mig a # az YM-58483 jelenlétében és hianyaban kapott adatok kozti szignifikans kilénbséget
jeloli. A zaréjelekben feltlintetett szamok a vizsgalt sejtek szamat jelzik.

Ez a fokozott SOCE kétféleképpen magyaradzhatd. Az elsd lehetéség szerint a
TRPC1 csatorna kozvetlenul részt vett a belépési mechanizmusban. A masodik
magyarazat az lehet, hogy az overexpresszié valahogy felerésitette a STIM1-Orail
utvonal hatékonysagat. Az elsé lehetdség tinik valészinibbnek, mivel a STIM1 expresszio
nem nétt, hanem csokkent, ami csokkent STIM1-Orail kdlcsonhatasra utal. Ezt az is

megerdsitette, hogy a megvaltozott STIM1 expresszid funkcionalis kdvetkezménye is
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megfigyelhet volt az YM-58483 alkalmazasat kovetéen. A szer géatolta a TRPC1
csatornakat, és igy a SOCE feltételezhetden csak az Orail csatornakon keresztul
mehetett végbe. llyen koriilmények kozott a Ca*-belépés valamivel kisebb mértéki volt,
mint a kontroll sejtekben, ami a STIM1-Orail Utvonal gyengébb mikodésére utalhat a
TRPC1-et tultermel6 tenyészetekben. Masrészrél a csokkent STIM1 expresszid ellenére a
raktarirtlést kbvetéen a STIM1 punktak tovabbra is megfigyelhetéek voltak, ami arra utal,
hogy a STIM1 aggregéacidja nem ké&rosodott. Ezek alapjan azt lehet feltételezni, hogy ha a
TRPC1 csatornak a raktarurilés soran valéban a STIM1 altal aktivalt ,SOCE komplexum”
részét képezik, akkor a TRPC1-et tultermeld sejtekben a csdokkent STIM1 expresszio a
sejtek kompenzaciés véalasza lehet a finoman szabalyozott Ca®*‘-homeosztazis
fenntartasaért. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a TRPC1 expresszidjanak novelése
a SOCE fokozodasat okozza. Ez negativ visszacsatolassal szabalyozza a STIM1-Orail
rendszert és a SERCA aktivalédasat, ami valészinlveé teszi ezen fehérjék

egyuttmiikodését a Ca**-homeosztazis fenntartasaban (Olah et al, 2011).
Mdédosult vazizom m Gkodés hiperkoleszterinémiaban és statin kezelést k6  vetéen

Habar a statinok a legelterjedtebb és biztonsagosnak tartott gyoégyszerek a
hyperlipidaemia kezelésében, egyre ndvekvé szamban szamolnak be a harantcsikolt
izmokon kifejtett mellékhatasaikrol. Eddig allatmodell hianyaban a statin okozta myopatiak
nem voltak tanulmanyozhatéak érdemben. Ezért kifejlesztettink egy magas veér-
cholesterol szinttel rendelkezé patkany modellt a fluvastatin harantcsikolt izomra kifejtett
hatasanak tanulmanyozasara. Ezekben az allatokban a vér cholesterol szintje a normalis
tobb, mint hétszeresére emelkedett (1,5 + 0,1-r6l 10,7 £ 2,0 mmol/l-re), amit az alacsony
slriségi lipoprotein/nagy siriiségl lipoprotein hanyados dramai névekedése kisért. Mig
az utobbi novekedés kivédhetd volt statin kezeléssel, a vér creatine kinase (CK) szint
novekedése izompusztuldsra utal. A m. extensor digitorum longus (EDL) izomrostjai
atlagos keresztmetszeti felllete szignifikansan csokkent a statin kezelt allatokban. A statin
adagolasa ugyancsak csokkentette az izom myotubulusok proliferaciés és flazios
képességét sejttenyészetben. Ezzel parhuzamosan a nyugalmi intracellularis
kalciumkoncentracid ([Ca*"]) csokkent a statin kezelt szatellita sejtekben és
myotubulusokban. Masrészrél, a felnétt allatokbdl izolalt harantcsikolt izomrostokban a
statin kezelés novelte a [Ca®*]-t (116 + 4 nM-rél 151 + 5 nM-ra), de csokkentette mind az
egyedi rangasok, mind a tetanuszok amplitiddjat EDL és soleus izmokban (5.4bra).
Tovabba soleus izomban mindkét 6sszehuzédas tipus rovidilt. Eredményeink tisztan
mutatjak, hogy a statin adasa ezekben az allatokban myopathiat okozott, amely csékkent
izomerdben és emelkedett plazma CK szintben nyilvanult meg (Fuzi et al, 2011).
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5. abra Er 6 tranziensek thiouracillal kezelt (TU), hiperkolesz  terinémias (HC) és statinnal kezelt
hiperkoleszterinémias (HC&S) patkanyok izmain

Egyedi 6sszehuzédasok 2 ms hosszu szupramaximalis ingerléssel kivaltva EDL (A) és soleus (B) izmon (TU
pontozott, HC szaggatott, HC&S folyamatos vonal). Tetanuszok szupramaximalis 200 Hz-es 200 ms hosszu
(EDL, C) és 100 Hz-es 300 ms hosszu (soleus, D) ingerléssel kivaltva.
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