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1. BEVEZETES

Az izomkutatas torténete Galvani 18. szdzadi kisérletéig nyulik vissza, amikor egy
viharos nyari éjszakdn egy kiprepardlt békaldbhoz futé gerincvelOi ideget egy
hosszu, vékony dréttal hosszabbitott meg, amit kivezetett a szabadba.
Virakozasdnak megfelelden villamldskor a békaldb er0sen Osszerdndult. Azéta a
téma Onall6 tudomanydggd fejlodott, melyen belill az izommikodés egyik
meghatédrozo 1épése, az elektromechanikai kapcsolat intenziven kutatott teriilet.

Az elektromechanikai kapcsolat az a jelatviteli mechanizmus, mely soran a felszini
membran (szarkolemma) depolarizacidja az intracellularis [Ca2+] atmeneti
megemelkedésén keresztill az izom kontrakcidjdhoz vezet. A folyamat a
szarkolemma transzverzdlis tubulusainak membranjdban 1évé L-tipusd Ca®'-
csatorndk, mads néven dihidropiridin receptorok (DHPR), €s a szarkoplazmatikus
retikulum (SR) Ca**-csatorndinak (rianodin receptor, RyR) az egyiittmiikodésével
valosul meg a sziv- és vazizomban kétféle modon. Mindkét harantcsikolt
izomtipusban az elektromechanikai kapcsolat kozos kulcslépése a RyR-ok
aktivaloddsa kovetkeztében bekovetkezé Ca’*-felszabadulds. Vazizom esetén a
DHPR, az izom akci6s potencidljahoz képest hosszu aktivacids iddallanddja miatt
nem nyilik meg, tehat nem mikodik funkciondlis csatornaként, de kozvetlen
alloszterikus viszonyban all az SR-ben vele szemben elhelyezkedd RyR-ok egy
részével. A DHPR a szarkolemma depolarizici6jakor olyan konformacié-valtozast
szenved, mely a depolarizacié dltal képviselt jelet az SR rianodin receptoraira
kozvetiti, és azok megnyildsit okozza. A RyR-okon keresztiil felszabadulé Ca**
aktivilja kornyez0, DHPR altal kozvetleniil nem vezérelt RyR-okat is. Ez utobbi
folyamatot Ca®*-indukdalt Ca**-felszabaduldsnak (CICR) nevezziik. Szivizomban
nincs direkt mechanikai kapcsolat a DHPR €és a RyR kozott, viszont a DHPR a
szivizomrost hosszi akciés potencidlja alatt megnyilik, és Ca**-t enged a
transzverzalis tubulus és az SR kozotti térbe, ami aktivalja a RyR-okat (CICR).

A Ca’*-felszabadulds folyamata az egyes termindlis ciszterndkra korldtozodik,

lokalis marad, mivel a transzverzdlis tubulus €s az SR szoros orientdlt kapcsolata



izoldlt miikodést tesz lehetdvé. Ezt, a Ca’**-felszabadulds termindlis ciszterna
szintjén megvaldsuld milkodési egységét sparknak (szikra) nevezziik. A fenitek
alapjdn az egész rostra kiterjedé globdlis Ca**-felszabadulds nem mds, mint az
akcids potencidl altal idoben szinkronizalt sparkok 0sszege.

A folyamat végeredménye mindkét harantcsikolt-izomtipus esetében az
intracelluldris [Ca®*] megemelkedése, és a kontraktilis rendszer Ca*'-fiiggd

aktivalodasa.

1.1. A rianodin-receptor

A rianodin egy novényi alkaloid, mely nagy affinitassal kotddik az SR Ca™-
csatorngjdhoz. A rianodin mesterséges lipid kettdsrétegbe €pitett RyR-on végzett
single channel drammérésekben félig nyitott szubkonduktiv allapotban rogziti a
csatornat. A jelenség annyira jellegzetes és specifikus, hogy az a rianodint a RyR
azonositasanak leghitelesebb eszkozévé teszi. A funkciondlis csatornakomplex
homotetramer, az alegységek ~5400 aminosavbdl allnak és molekulatomegiik
egyenként 565 kDa. Emlésokben a rianodin receptor hdrom izoformdja ismert
(RyR1, RyR2, RyR3), melyek elofordulédsa szovetspecifikus: a RyR1 elsdsorban a
vazizomban expresszalodik (vazizom tipusi RyR), mig a RyR2 a szivizomban és
szinte az agy teljes teriiletén (szivizom tipusi RyR). A RyR3-at el0szor
hamsejtekben €s az agyban irtdk le, de elo6fordulasa univerzalisnak mondhato.
Williams  munkacsoportjdanak eredményei szerint a RyR egy nagy
vezetOképességli, alacsony szelektivitisi kationcsatorna. A RyR dramdnak
amplitudoja fiiggetlen az dram iranyatol, azaz fesziiltségfiiggetlen médon, ohmikus
ellenallasként viselkedik, aramamplitudojanak fesziiltségfiiggése linedris. Annak
ellenére, hogy a szervezetben a RyR Ca**-csatornaként miikodik, a Ca**-on kiviil
mas élettani szempontbol relevdns kationokra is permeabilis. Az la focsoport
monovalens kationjaira vonatkoz6 konduktancidja példaul meglep6en magas, mig
divalens kationokra nézve alacsonyabb (K'-ra vonatkozé maximalis
konduktancidgja ~900, Ca®*-ra ~135 pS). A szervetlen egyértékii kationokra

vonatkoz6 permeabilitdsa alig kiilonbozik egymastdl, de jelentds szelektivitas



mutathatd6 ki a kétértékli kationok javdra, melyek kozott permeabilitds
szempontjabol nem tesz kiilonbséget. A viszonylag alacsony szelektivitasnak in
vivo nincs nagy jelentO0sége, mert a monovalens kationokra nézve nincs
transzmembrdn  koncentricié-gradiens, a Ca’*-felszabadulds sordn pedig
potencidlkiilonbség az SR K'- és CI -csatorndin keresztiil folyé nagymértékii
kompenzatorikus dram miatt nem, vagy csak atmenetileg generdlodik, igy a RyR-

on keresztiil nagyrészt Ca™ transzportalédik.

1.1.1. A rianodin receptor szabdlyozdsa

A RyR a transzverzdlis tubulus membranpotencidljdgnak (DHPR-RyR1 kapcsolat)
€s a citoplazma—SR lumen szolubilis faktorainak (Ca2+, a Mg2+, az ATP) kettOs
kontrollja alatt all.

A Ca®™ RyR-ra gyakorolt hatdsa kétfizisi: nanomélos és millimélos koncentracié-
tartomdnyban a RyR nyitvatartdsi valésziniisége kozel nulla, és ~100 pM [Ca*]-
nal maximdlis. A haranggorbe fel- és leszdllo szardt Hill-egyenlettel illesztve
mindkét gorbe Hill-koefficiense 1, ami két Ca**-kotShely 1étezésére utal. Az egyik
egy nagy affinitdsi (Kd=10 uM), jellegét tekintve aktivdld, a mésik pedig egy
alacsony affinitdsi (Kd~300 uM) gitlé (inaktivdlé) kotShely. A RyR Ca*-
érzékenységét az ATP és a Mg™* egyiittesen 4llitjak be.

Az ATP a RyR leghatékonyabb endogén agonistdja (Kd=350 uM, Ny;=2), mely
,Ca”*-mentes” oldatban is jelent6sen noveli a RyR nyitvatartdsi valészintiségét.
Jelentdsége abban éll, hogy a DHPR direkt aktivalé hatisa dnmagaban nem elég a
Ca**-felszabadulds kivaltasahoz, agonista szolubilis faktorok is sziikségesek. Az
izomrost citoplazmatikus ATP koncentraci6ja (8 mM) mellett a RyR nyitvatartasi
val6sziniisége nyugalmi [Ca**],-ndl (100 nM) is maximalis. Akkor vajon mi tartja
zarva nyugalomban a RyR-t?

A Mg** és (vdzizomban) maga a DHPR.

A DHPR 6t alegységbdl all (a;, ay, f, v, 6), melyek kozil az o, alegység II. és III.
transzmembran doménjat 6sszekotd intracellulédris hurok szerepe kulcsfontossagu a

vazizom tipusu (direkt) elektromechanikai kapcsolat kialakuldsa szempontjabol. A
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hurok 667.-696. aminosava kozotti szakasz peptid formdja (,,A peptid”) alacsony
koncentracioban aktivéalja mindkét RyR izoformat.

Az ,,A peptid” hatdsdnak kritériuma egy bazikus (Arg, Lys) aminosavakat hordoz6
szakasz, melyhez hasonl6 oldalldncmintdzat néhédny toxin elsddleges szerkezetében
1s megtalalhatd. A homoldgia miatt ezek a toxinok az elektromechanikai kapcsolat
vizsgalatanak jO eszkozei. Ilyen példaul a maurocalcine (MCa), melynek
harmadlagos szerkezetében a homoldg motivum mas bézikus oldallancu
aminosavakkal egyiitt egy nagy kiterjedésii pozitiv toltésl felszint hoz 1étre.
Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a MCa noveli a RyR P-jat, és a
csatorna maximaélis vezetoképességének ~40% -anak megfeleld szubkonduktancia-
allapotokat (LLSS) okoz. Az LLSS polaritasfiiggése az MCa és a porus
szajadékanak elektrosztatikus kolcsOnhatdsara utal. Ezt a feltételezést az is
igazolja, hogy a toltott felszin aminosavainak semleges toltésti alaninra torténd
lecserélésével a MCa hatékonysaga csokken. Az LLSS kivaltdsa szempontjabol a
24-es pozicioban 1év0 arginin kritikus jelentdségli, mivel alaninnal helyettesitve az
MCa noveli ugyan a csatorna P,-jat, de LLSS-t kivaltani képtelen.

Bar a RyR-t a DHPR vezérli, a RyR finomhangoldsdban szamos mas fehérje is

részt vesz. A kovetkezo rész roluk szol.

1.1.1.1. Az FK-506-koto fehérje (FKBP) a RyR karmestere

A RyR tetramer monomerenként egy FKBP-t kot, izoformatdl fiiggden kiilonbozd
tipust (RyRI-FKBP12 ¢és RyR2-FKBP12.6), melyek makrolidek (FKS506,
rapamicin, ciklosporin A) hatdsara disszocidlnak a csatornarél. Az FKBP-tdl
megfosztott  csatorndk  single channel  4ramregisztrituman  csokkent
vezetOképességli  szubkonduktancia-dllapotok jelennek meg, mintha a négy
alegység egymastdl fliggetleniil kapuzna. Emellett az FKBP-depletalt RyR P,-ja
magasabb, mint a kontrollé, mert a Ca** aktivalé hatdsdval szemben érzékenyebb.
Az FKBP tehat a RyR alegységek koordinalt miikodését biztositja, €s stabilizalja a
tetramer, nyitott €s zart konformdcids allapotat. Tovabbi irodalmi adatok szerint az

FKBP alloszterikus kapcsolatot teremt a szomszédos csatornakomplexek kozott is,
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miukodésiiket 0sszehangolja, lehetové téve ezzel a szomszédos csatorndk egyidejii
nyilasit, zarédasat (coupled gating). Koros koriilmények kozott az FKBP12.6
disszocidcija miatt a csatorndk kapuzdsa stochastikussd valik, az
elektromechanikai kapcsolat hatékonysdga és a Ca’'-tranziens amplitidéja
csokken, €s az SR diasztoléban is csurog. Emiatt a sziv pumpafunkciéja romlik és

arrithmogén hajlama no.

1.1.1.2. Foszforildcio

A szimpatikus idegrendszer aktivalodasakor (példaul izommunka vagy vészreakcio
esetén) felszabaduld katekolaminok hatasdnak eredményeként cAMP-dependens
protein kindz (PKA) aktivalédik. A PKA az izomrost Ca**-hdztartdsét szabdlyozé
fehérjék (DHPR, SERCA, RyR) foszforildldsaval aktivdlja azokat, igy novekszik a
Ca**-tranziens amlitddéja és a szivizom kontrakcids ereje.

Kroénikus szivelégtelenségben, a szimpatikus aktivitds és a keringd katekolaminok
szintje krénikusan magas, a Ca®*-tranziens amplitidéja alacsony, lassi, és a
SERCA pumpa aktivitisa alacsony. Ezért mind ara utal, hogy a sziv
funkciéromlasdnak hatterében a miokardium sériilésének okatol fiiggetleniil az
intracelluldris Ca’"-homeosztdzis- és az elektromechanikai kapcsolat zavara all,
ami a foszforilaciés mechanizmus hibas miikodésére vezethetd vissza. Egyes
eredmények szerint a fenti véltozdsok oka a Ca’*-transzport-fehérjék — koztiik a
RyR2 — tulzott PKA-fiiggd foszforilacidja. A RyR kronikus szivelégtelenségben a
fiziologids szinthez képest hiperfoszforildlt, mely az FKBP12.6 disszociacigjat
okozza. A RyR2 Ca*'-fiiggését leiré haranggérbe az FKBP12.6 depléciéja miatt
extrém modon kiszélesedik, ezért az SR diasztoléban is csurog. Szamos kézlemény
beszamol arr6l, hogy szivelégtelenségben az Ic,, CICR kivaltdsdban mutatott
hatékonysdga csokken, ami az elektromechanikai kapcsolat FKBP12.6
disszocidcigjdnak  kisérOjelensége, mivel ekkor a RyR  kapuzdsa
szinkronizalatlannd valik, mely igy csokkenti a Ca**-felszabadulds hatékonysagat
(EC-uncoupling) és a kontrakcis er6t. A Ca®’-felszabadulds amplitddéjanak

csokkenéséhez emellett még az is hozz4djarul, hogy az SR diasztolés csurgdsa és az



alacsony SERCA-aktivitds miatt csokken SR Ca’*-tartalma. A RyR diaszolés
aktivalodasanak kovetkezménye késoi utddepolarizicid, ventrikuléris tahikardia,
kamrafibrillacio €s a hirtelen szivhalal lehet.

A szivelégtelenségben szenvedd betegek terhelhetOségiik csokkenésérdl,
1izomgyengeségrol, faradékonysagrol €s 1€gszomjrol szamolnak be, de a tiinetek
sulyossaga nincs Osszefiiggésben a perctérfogat-csokkenés mértékével. A csokkent
terhelhet0ség valoszinlileg kronikus hatdsokra bekovetkezd madasodlagos
anyagcsere-, génexpresszios-, morfoldgiai- €s funkciondlis valtozdsok eredménye,
melyek tobbek kozott az SR Ca**-hdztartdsdnak zavardt okozzdk. A vazizmot
érintd tiinetek egy részét a RyR2-nél megismert analég folyamatokkal
magyardzzdk: a hiperfoszforilalt, FKBP12-mentes RyR1 az SR nyugalmi Ca*'-
csurgasat, deplécidjat okozza, és csokkenti a DICR hat4sfokat.

Az ilyen irdnyu tudomdanyos érdeklddés kozéppontjdba egy RyR-tdmadispontu
gyogyszerjelolt vegyiilet keriilt, a K201 (JTV519), mely noveli a RyR2 FKBP
iranti affinitdsét, ezzel stabilizdlja a RyR2 zart allapotat, megakadédlyozza az SR
diasztolés csurgdsdt, de szisztolé alatt nem gétolja a Ca’*-felszabadulést, ezzel

kardioprotektiv hatést fejt ki.

1.2. Célkitiizések

Munkdm sordn az SR kalcium csatorndjat, a rianodin receptort vizsgaltam
posztmiokardidlis infarktusos 4llatmodellen. Célom az elektromechanikai
kapcsolat €s a posztinfarktusos rianodin receptor funkcionalis eltéréseinek feltarasa
mellett egy gyodgyszerjelolt vegyiilet, a K201 rianodin receptorra gyakorolt
hatdsdnak vizsgalata volt, mely allatkisérletekben képes megel6zni a miokardidlis
infarktus utani izomgyengeség kialakulasat.

Munkacsoportunk figyelme az utébbi idOben a peptidtoxinok, kiilondsképpen a
MCa felé fordult, mivel a MCa a DHPR-RyR direkt mechanikai kapcsolatat
megvaldsité szakasszal (,,A szakasz”) homolog peptidmotivumai miatt az
elektromechanikai  kapcsolat  vizsgdlatinak j6  eszkdze.  Single-channel

kisérleteinkkel korabban mar részletesen jellemeztiik a MCA vdazizom tipusu RyR-
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re gyakorolt hatdsat, azonositottuk a RyR-MCa kozott kialakul6 elektrosztatikus
viszony kialakitdsdban kulcsfontossdgu aminosavakat, és becslést adtunk
jelentOségiik mértékére. A kisérletsorozatot szivizom tipusi RyR-en kivantuk
folytatni, mivel hatdsdval kapcsolatban kérdésként meriilt fel, hogy vannak -e a
MCa-nak izoformaspecifikus hatisai. Az esetleges kiillonbségekbdl a vazizom
tipusi elektromechanikai kapcsolatra vonatkoz6 kovetkeztetéseket reméltiink

levonni.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Single channel Arammérés mesterséges lipid-kettosrétegbe épitett RyR-on
Méréseinket mesterséges lipid kettOsrétegbe €pitett RyR1-en végeztiik fesziiltség-
clamp koriilmények kozott. Ez a mddszer egyetlen izoldlt RyR-on folyd dram
mérését teszi lehetdvé ugy, hogy kozben a csatorna citoplazmatikus €s luminalis
oldaldnak megfeleld oldattér Osszetétele szabadon véltoztathat6. A mesterséges
membrant foszfatidiletanolamin, foszfatidilszerin és foszfatidilkolin 5:4:1 ardnyu
keverékének 20 mg/ml koncentraciéju n-dekdnos oldatibol hoztuk Iétre két
szimmetrikus folyadékteret elvdlaszt6 250 um 4atmérOjii nyildson. A lipid
kettOsréteg kialakuldsa utdn az egyik oldalra RyR1-szuszpenzi6t adtunk. A
csatorna d4ltaldban ugy épiill be a bilayerbe, hogy erre az oldalra néz a
citoplazmatikus régidja. Ekkor a negativ membranpotencidlok a fiziologidssal
megegyezd dramirdnyt generdlnak, mig a pozitivak ezzel ellentétes, reverz
aramiranyt. Ha a csatorna orienticidja mégis ezzel ellentétes, a rajta folyé dramok
is ennek megfeleléen értékelend6k. A RyR dramét 250 mM [K']-ji pufferben
(pH=7,2), 50 uM szabad kalcium jelenlétében mértiikk 80 mV potencidlkiilonbség
mellett. A RyR orientdcidjanak megallapitdsdhoz a RyR Ca’*-érzékenységét
teszteltiik.

A membranon atfolyé dramot Axopatch 200 erdsitovel mértiikk, majd 8 pdlusu
alulateresztd sziirovel szirtik. Az elektromos jeleket 3 kHz-es mintavételi

frekvencidval digitalizaltuk, és szdmitogépen taroltuk. A mérések sordan kapott



rekordokat pClamp 6.02 programmal analizaltuk. A vizsgélt vegyiileteket minden

esetben a RyR citoplazmatikus oldalanak megfelel6 oldattérben alkalmaztuk.

2.2. Tisztitott rianodin receptor prepalalasa

Vizsgdlatainkat patkany vazizombol és kutya bal kamrabdl preparalt tisztitott RyR-
okon végeztik. A RyR-prepardlds elsO 1épésében termindlis ciszterna (TC)
vezikula frakciot allitottunk el6 differencidlcentrifugaldssal. A RyR-komplexeket a
TC membranjabol 1% detergenst (CHAPS) tartalmazé szolubilizalé oldat
felhaszndlasaval oldottuk ki. A szolubilizdlds utin a mintat linedris szachardz
gradiensre vittiikk fel. A 16 6rds centrifugdlds utdn a gradiensekbdl frakcidkat
szedtiink, €s az egyes frakciokban azonositottuk a RyR-t. Az igy tisztitott RyR-
preparatumot a felhasznéldsig —70 °C-on taroltuk.

A proteolizis elkeriilésére a preparaldas minden 1épését 4°C-on végeztik, €s a

hasznalt pufferek mindegyike protedz-inhibitorokat tartalmazott.

2.3. A single channel rekordok Kiértékelése

A rekordokat pClamp 6.02 programmal analizéltuk. A RyR miikodését a csatornan
atfolyd aram maximalis amplituidgjaval (vezetoképességével), €s a csatorna
dinamikus paramétereivel jellemezziikk (nyitvatartdsi valdszinliség-P,, atlagos
nyitvatartdsi id0-t).

A RyR megnyildsainak szamat az egyes megnyilasokhoz tartoz6 d4ram
amplitiddjanak fiiggvényében abriazolva amplitidd-hisztogramokat kapunk. A
K201-gyel végzett méréseink sordn olyan alacsony amplitiddju, rovid ideig tartd
aramokkal taldlkoztunk, melyek kvantitativ jellemzésére tobb perces szakaszokbol
szerkesztett amplitido-hisztogramokat hasznaltunk. A K201 4ltal indukalt, S1-nek
€s S2-nek elnevezett szubkonduktiv —allapotokhoz tartozé darabszamok
csucsértékeinek nyitott allapot eseményszdminak csucsértékére, vagy a
csucsértékek Osszegére (S1+S2+nyitott+zart) normalizdlt ardnya (NSx/NO és
NSx/6sszes) az egyes allapotok koncentracio-fliggd valtozasait konnyen

értelmezheto értékkel jellemzi.



A maurocalcine a rianodin hatasahoz hasonld hosszantarto szubkonduktancia-
allapotokat indukdl, melyeket atlagos hosszukkal (ms) ¢és megjelenési

gyakorisdgukkal (db/perc) jellemeztiink.

2.4. Ca**-felszabadulas

A HSRV a membrdnban taldlhat6 SERCA segitségével Ca**-mal aktivan
feltolthetd, €s onnan a RyR aktivilasdval felszabadithat6. Az extravezikuldris Ca**-
koncentricié-valtozds optikai médszerrel, Ca**-érzékeny abszorpcids festékkel
torténd kovetése RyR agonistdk ¢€s -antagonistdk kvalitativ- és kvantitativ

farmakologiai vizsgalatét teszi lehetdvé.

2.5. A modellalat

Kisérleteinkben posztmiokardidlis infarktusos patkany allatmodellt hasznaltunk.
Az infarktust a coronaria sinistra -arteria interventricularis anterior aganak
proximaélis elk6tésével indukéltak. A miokardidlis infarktuson atesett patkdnyokbol
(posztmiokardidlis infarktusos, PMI allat) nyert vazizombdl a mutétet kovetd ~24.
héten prepardltunk RyR-t. Erre a célra azokat a patkdnyokat valasztottuk ki,
melyek bal kamrafaldban az elhalt, fibrotikus teriilet ardnya legaldbb 50% volt,

tehat a kronikus szivelégtelenség egyértelmi jeleit mutattak.

2.6. Anyagok
A maurocalcinet (MCa) szilard fazisu peptidszintézissel J. M. Sabatier
munkacsoportja (Marseilles) készitette. A K201 az Aetas Pharma (Japan)

bocsatotta rendelkezésiinkre TMA keretében.
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3. EREDMENYEK

3.1. A vazizom tipusu RyR vizsgalata PMI allatmodellen

3.1.1. A RyR vezetoképessége

A kontroll €s PMI patkanyokbdl izolalt RyR-ok aram-fesziiltség karakterisztikdja
egyarant linedrisnak bizonyult, azzal a kiilonbséggel, hogy a kontroll RyR-ok
atlagos vezetdképessége a membranpotencidl eldjelétdl fliggetleniil 535+32 pS-nek
adodott — ami megfelel a korabbi eredményeinknek —, mig a PMI RyR-ok
egyharmadanak pozitiv (a fizioldgidssal ellentétes aramot gerjeszt0) potencialoknal
mért konduktancidja soha nem tapasztalt 785+28 pS-es dtlagot ért el. Ezek a
csatorndk enyhe egyenirdanyité miikodést mutattak, mivel negativ (a fizioldgidssal
megegyezO aramiranyt biztositd) tartofesziiltségeknél szadmolt vezetOképességiik
ennél sokkal alacsonyabb (575+31). Ez az érték azonban statisztikailag nem
magasabb, mint az egészséges patkdnyokbodl szarmazd csatorndké (535432 pS és
575431 pS p>0,2). A RyR-ok konduktancia-eloszlasi hisztogramjin egyértelmiien
két csatornapopulacié kiiloniil el: a 700 pS feletti vezetOképességli csatornak
csoportja, és az ez alattiaké. A gorbék szimpla, illetve dupla Gauss-fiiggvénnyel
torténo illesztése utan is hasonlé eredményt kapunk: a fiiggvény kontroll RyR-ok
esetén egycsucsu, 520,3+2,1 pS-es maximummal, mig a PMI RyR-ok
konduktancia-eloszlasat jellemzd gorbe két csucsa 519,5+3,2 és 793,1+5,7 pS-nél
taldlhatd. A negativ membranpotencidlnal kapott adatok elemzésekor is ugyanigy
jartunk el. Ekkor a kontroll csatorndkra az illesztés 529,2+3.8 pS-es, PMI RyR-re

pedig 573+4,3 pS-es maximumot eredményezett.

3.1.2. A RyR aktivitdsinak Ca’**-fiiggése

A RyR-ok szubmikromolos [Ca2+]—tartoményban zarva vannak, 50-100 uM [Ca2+]
a legaktivabbak, és ennél magasabb [Ca®*] a csatorna inaktivacigjat okozza, ami a
P, csokkenésében nyilvanul meg. Ez a kordbbrol jol ismert eredmény a mi
esetiinkben azért érdemel emlitést, mert a 100 uM feletti koncentracio-

tartomdnyban a kontroll és a PMI allatbél szarmazé RyR-ok P,-janak
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statisztikailag is jelentOs kiillonbségét tapasztaltuk (p<0,05). A Po-valtozas Hill-
egyenlettel torténd illesztésével a félaktivald koncentracié 9,3 (kontroll) és 5,8
(PMI) uM-nak, a félgatlé pedig 287 (kontroll) és 872 uM-nak adodik, azaz a
haranggorbe a RyR-t inaktivalé [Ca*]-6k felé a kontrollnoz képest jelentds
mértékben kiszélesedett. Ez utébbi eredmény arra utal, hogy a PMI RyR a Ca**
gatld hatasara kevésbé érzékeny. A gorbék Hill koefficiense a felszallo szaron 1,12
(kontroll) és 1,2 (PMI), valamint a leszall6 szaron 1,02 (kontroll) és 0,93 (PMI).
Az 1 koriili értékek korabbi — nyul vazizmon kapott — eredményeknek megfelelden

egy aktivalo és egy gatld kotohelyet feltételez.

3.2. A K201 hatasa a RyR miikodésére

Ezt kovetden RyRI-en végzett single channel kisérleteinkkel a K201-nek a
hatdsmechanizmusét kivantuk felderiteni, melyrdl ismert, hogy az SR nyugalmi
csurgdsanak megakadalyozdsaval kardioprotektiv hatast fejt ki, emellett
szivelégtelenségben eredményesen noveli a vazizom terhelhetdségét, munkatiird-
képességét, és csokkenti faradékonysagat, de hatasmodjat illetden ellentmondasos
eredmények lattak napvildgot.

Kontroll koriilmények kozott a RyR nyitott €s zart allapotai dominélnak, mig 10
uM K201 hozzdadasa utdn az dramregisztritumon a RyR mindségileg uj allapotai
jelentek meg. Ekkor a csatorna nem a kontrollban megszokott moédon kapuzik,
hanem a maximdlis konduktancia ~23% ¢&s ~13%-dnak megfeleld csokkent
vezetOképességli (szubkonduktiv) allapotot képviseld mértékig nyilik meg (ezeket
S1 és S2-nek neveztiik el). A K201 koncentracidjat 50 pM-ig novelve, az S
allapotok elofordulasi valoszintis€ge nd, a nyitott és a zart dllapotoké csokken, de
nem azonos mértékben: a nyitott dllapotok szamanak csokkenése jelentdsebb, mint
a zarté. Ennek megfelelden a K201 az 0Osszes alkalmazott koncentraciondl
csokkenti a RyR P,-jat. Az IC50 25,1+2,7 uM, a Hill-koefficiens pedig 1,74+0,28.

A szubkonduktancia-allapotokat csak a fiziologidssal ellentétes aramirdnyt
biztositd membranpotencial-értékeknél tudtuk kimutatni, de ekkor mar terdpias (1

uM) K201-koncentraciondl is jelentkeztek.
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A dozisfiiggést az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett modon, ,,all point”
hisztogramokbdl meghatdrozott értékek felhasznaldsiaval jellemeztiik ugy, hogy a
szubkonduktancia-allapotok maximum értékeinek nyitott allapot csucsértékeire
normalizalt  ardnydt (NSx/NO) minden egyes K201-koncentracional
meghatiroztuk. Az NS1/NO és a NS2/NO héanyadosok a K201 fiiggvényében
novekednek, de az NS2/NO nagyobb mért€kben, ami az S2 nagyobb el6fordulasi
valdszinliségét mutatja, és két kotohely jelenlétére utal.

Ezt a P,-véltozasra illesztett Hill-egyenlet Hill-koefficiense is megerdsiti (ngjy
kontrol=1,74+0,28: ngiy; pvi=1,98+0,17). A K201 IC50 értéke (IC50xonuon=25,1%2,7
uM és IC50py=22,0£1,0 uM), a szubkonduktancia-allapotok relativ amplitiddja
(S1pmi=22,320,27%  és  S2pmi=12,8320,39%  Slionwon=23,84+0,77%  és
S2ontron=14,47£0,59%) és a szubkonduktancia-allapotok relativ ardnyainak
dozisfiiggése a PMI RyR-okndl a kontrollhoz képest eltérést nem mutat.

Az S1 és az S2 4allapot valdszinliségének koncentracio-fiiggése bifazisos jellegili: az
S1 val6szintis€ége (NS1/0sszes) példaul 50 pM K201 koncentricidig no, és
0,259+0,053 értéket ér el a kontroll csatorna, és 0,196+0,041-et a PMI RyR
esetében. Ezzel parhuzamosan a csatorna Po-ja mellett a zart 4llapot valdszinlisége
is csokken, tehat az S1 ardnyanak ndvekedése a nyitott és a zart dllapotok rovasara
valosul meg. A K201 koncentricié tovabbi novelésével az S1 valdszinlisége
0,024+0,006-ra csokken, mikdzben a zart dllapotok relativ szdma emelkedik, és a P,
tovabb esik. Ez utébbi eredmény szerint a vegyiilet ebben a koncentracio-
tartomanyban valdszinilileg zart allapotokat indukdl. Az S2 valdszinliségének
koncentricio-fiiggése hasonld karakterisztikat kovet, €s a valoszinliségek kontroll-
PMI RyR vonatkozasban nem kiilonboznek.

Single channel eredményeinket HSR vezikuldn végzett kisérleteink is
megerdsitették. A Ca® pumpa aktivitdsdnak kihaszndldsdval aktivan feltoltott

vezikuldkb6l 10 uM K201-gyel Ca**-felszabadulést valtottunk ki.
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3.3. A maurocalcine (MCa) hatasa a szivizom tipusi RyR-ra

Munkdm mdésik felében a maurokalcin (MCa) RyR2-re gyakorolt hatasat
vizsgaltam. RyR1-en végzett kisérleteink mintdjara ezen vizsgalatainkban is 50 és
500 nM MCa-t haszndltunk a csatorna citoplazmatikus oldalanak megfeleld
oldattérben. A kisérleteket a toxin polaritasfiiggd hatdsainak tanulmanyozhatésaga
érdekében -80 €s +80 mV membrinpotencidlnal is elvégeztilk, ami a csatorna
beépiilésének iranyatol fiiggden a fizioldgidssal megegyezo, illetve azzal ellentétes,
reverz Aaramirdnyt indukdl. A peptid mar nanomdlos (5 nM feletti)
koncentricidtartomdnyban modositja a csatorna kapuzdsat: n6 a RyR P,-ja (P,
kontrol=0,03420,014 és Po 509 nm mca=0,068%0,023), €s megjelentek a csatorna mar
korabbrdl ismert hosszantart6 szubkonduktiv allapotai (LLSS), melyeket gyakran
hosszantart6 zart szakaszok (LLCS) szakitanak meg. A RyR-MCA elektrosztatikus
kolcsonhatasara utal, hogy LLSS és LLCS csak reverz aramirdnyt biztosito
membranpotencidlokndl jelentkezik. Munkdm soran az LLSS kvantitativ elemzését
is elvégeztem, melybdl kideriilt, hogy 50 nM MCa-koncentracional az LLSS
atlagos hossza 192,7+14,7 ms és megjelenési gyakorisdga 136,3+53,2 db/perc. A
MCa RyRl1-re és RyR2-re gyakorolt hatdsanak részletes Osszehasonlitdsat a

Megbeszél€s fejezetben teszem meg.

4. MEGBESZELES

4.1. A RyR1 funkcionalis valtozasai PMI allatmodellen

Az elégtelen szivmikodés — és a legjellemzObb tiineteként jelentkezd
vazizomgyengeség ¢és faradékonysidg — hatterében all6 okokként a legtobb
kozlemény szamos morfologiai- €s metabolikus elvéltozast jelol meg.
LegkézenfekvObb magyardzatuk az lenne, hogy a csokkend perctérfogat miatt
csokken a vazizom perfuzidja, és csokken az egységnyi munkdra juté oxigén- és
tdpanyagmennyis€ég. Emiatt csokken a mitokondriumok oxidativ kapacitdsa, ami az
aerob anyagcsere romldsdhoz vezet. Ez azt jeleni, hogy a kronikus

szivelégtelenségben szenved0 betegek ATP-termelése lassabb, mint az
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egészségeseké, és a vérplazma laktat-koncentracidja fizikai munkavégzés soran
gyorsabban nd, és magasabb csucsértéket ér el (a plazma laktat-szintje
Osszefliggésbe hozhat6 a faraddssal). A tiinetek részben talan az anyagcsere-
valtozdsoknak koszonhetoek, de az okok listdja még biztosan nem teljes, mivel a
fenti eredmények kiilon-kiilon és egyiitt sem szolgdlnak kielégitd magyarazattal a
periférids izomzat gyengeségének sulyossigit illetden. Az izomgyengeség mértéke
ugyanis fiiggetlen a kardidlis diszfunkci6 sulyossagatol, €s az izom perftizi6janak
lokalis novelése, vagy a rendszeresen végzett konnyll torna a tiineteket csak
részben enyhitik. Az ellentmondédsok miatt a szakirodalom az utobbi id0ben az SR
transzport-mechanizmusainak masodlagos karosodasét feltételezi.

A vazizom elektromechanikai kapcsolatinak vizsgdlatara intézetiinkben szdmos
modszer 4all rendelkezésre: vazizomrostokon a DHPR-ok fesziiltségfiiggd
intramembran t6ltésmozgdsabll szdrmazé dram (gating current), és a Ca’'-
tranziens mérése, valamint a spontdn elemi Ca’'-felszabaduldst tiikrozd
fluoreszcencia-valtozasok (sparkok €s emberek) analizise €s a RyR single channel
aramainak elemzése lehetOvé teszi az elektromechanikai kapcsolat teljeskorii
jellemzését. Az intézet munkatiarsainak PMI éallatmodellb6l  szarmazo
vazizomrostokon végzett kisérleti eredményei szerint a DHPR intramembran
arama nem tér el a kontroll allatokbodl szarmazo rostokon mértektol, viszont adott
membréanpotencidlnal az iltala kivaltott Ca**-felszabadulds a kontrollhoz képest
jelentOsen alacsonyabb és lassabb.

Ezeknek az eredményeknek legalabb harom lehetséges oka képzelheto el:

- a DHPR-RyR szignéltranszdukcié hatdsfokanak csokkenése miatt az
elektromechanikai kapcsolat miikodése médosul

- a RyR permeabilitdsa, és/vagy Ca’*-érzékenysége viltozik meg posztinfarktusos
allapotban

- vagy az SR Ca**-tartalmédnak csdkkenése miatt csdkken a Ca**-gradiens.

A valddi ok az elemi események és a single RyR-channel mérések értékelésekor
valt nyilvanvalova. A sparkok (szikrdk) mellett a szakirodalom az embereket

(parazsakat) tekinti elemi Ca**-felszabaduldsi eseményeknek, melyek a sparkoktdl
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joval ritkdbban el6fordulé alacsony amplitid6ji, hosszantarté események.
Munkatdrsaim kisérleteiben a PMI patkdnyokbdl szdrmazd vézizomrostokon
tapasztalt sparkok amplitiddja a kontrollhoz képest alacsonyabb, és az emberek
sparkokhoz viszonyitott relativ ardnya nagyobb. A sparkok térbeli kiterjedése és
felszallo szaranak meredeksége csokken, ami miatt egy atlagos elemi esemény
alkalméval felszabadul6 Ca®* becsiilt mennyisége is kevesebb, mint kontroll
esetben. Az utdbbi adatok teljes Osszhangban vannak Ward és munkatarsai
eredményeivel, akik a sparkok fenti morfoldgiai valtozasait azzal magyarazzak,
hogy kronikus szivelégtelenségben a RyR1 a PKA altal hiperfoszforilalva van és
ennek koszonhetden joval kevesebb FKBP12-t hordoz, mint az egészséges
patkdnyokbol szarmazd csatorndk. Ugyanez a munkacsoport single channel
kisérletekben kimutatta a RyR1 FKBP-hidnyéara utal6 kapuzasat: a PMI csatornak
P,-ja a kontrollhoz képest magas, €s szubkonduktiv-allapotokat mutatnak.
Munkédnk sordn mi is single channel 4dramméréseket végeztiink, €s a PMI
patkdnyokbol szdrmazo csatorndk kovetkezd mitkodésbeli médosulasait tartuk fel:
- a posztinfarktusos allatokbdl szarmazoé rianodin receptorok egy részénél reverz
aramirany mellett a megszokott, 520 ps koriili értéknél ~50%-kal nagyobb, 785 ps-
es atlagos vezetOképességet tapasztaltuk. Az I-V karakterisztikat leir6 gorbe
megtort, azaz a csatorna vezetOképessége polaritasfiiggdévé valt, ugyanis az
ellentétes fesziiltségeknél nem tapasztaltunk ilyen fokd vezetOképesség-
novekedést.

- a Ca™ egy nagy affinitdsd aktivdls-, és egy kis affinitdsi, gitlé kotShelyen
szabdlyozza a RyR aktivitdsat. A beteg patkdnyokbdl szarmaz6 RyR-ok esetében a
csatorndk nyitvatartdsi valészintiségének Ca**-fiiggését leiré haranggdrbe a magas
(>100 uM) [Ca**]-k felé kiszélesedett.

Aktivdlé (<100 uM) [Ca**]-kndl a kontroll és a PMI RyR P.-ja nem tér el
jelentOsen egymastol, azaz az aktivalo kotOhelyek affinitdsa hasonld. Tehat a PMI
csatorndk magas [Ca**]-kndl valdsziniileg az alacsony affinitdsd, gatlé kotohely
affinitas-csokkenése miatt aktivabbak a kontroll csatorndkndl, azaz a RyR kevésbé

Z z 2 . . / / / 7/ / . 2
érzékeny a Ca™ inaktivdlo hatdsdsidval szemben, ami arra utal, hogy a Ca™-
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felszabadulds termindciéja kevésbé hatékony, ezért magasabb [Ca**]-ndl
kovetkezik be, ami a spark idejének nyulasidt okozza. A sparkok nyuldsanak
kovetkeztében hosszutavon csokken az SR Ca2+—tarta1ma, ami a Ca’*-felszabadulds
hajtéerejének csokkenése miatt csokkenti a spark amplitidéjat, a Ca*-tranziens
nagysiagat és igy izomerO-csokkenéshez vezet. Single channel eredményeink
azonban nem magyardzzadk az emberek ardnydnak novekedését, mivel az FKBP

hidnyara utal6 szubkonduktiv allapotokat nem tapasztaltunk.

4.1.1. A RyRI funkciondlis vdltozdsainak lehetséges okai, avagy mi torténik a RyR-
ral kronikus szivelégtelenségben?

Marks €és munkatarsai kordbbi munkdjuk sordn kimutattdk, hogy kronikus
szivelégtelenségben a vazizom tipusi RyR hiperfoszforilacidja kovetkeztében az
FKBP disszocidl a RyR-r6l. Az FKBP-mentes csatorndk szinkrolizalatlanul
mukodnek (sériil a coupled gating), €s a monomerek Osszehangolatlan mitkodése
miatt szubkonduktancia-allapotokat produkdlnak. Ezek a véltozasok a CRU
szintjén a spark amplitiddjdnak csokkenéséhez, €s az emberek ardnydnak
novekedéséhez vezethetnek, ami megmagyardzza az izom kontrakcids erejének
csokkenését is. Eredményeiket azonban szadmos munkacsoport, koztiik Sitsapesan
¢s munkatarsai sem tudtdk megerdOsiteni. Tapasztalataik szerint a hiperfoszforilalt
RyR nem mutat szubkonduktiv dallapotokat, viszont aktivabb, mint kontroll
koriilmények kozott, és vezetOképessége is nagyobb. Ez utébbi eredmények
megerdsitik munkacsoportunk eredményeit, amennyiben -elfogadjuk, hogy a
modellélatainkbdl izoldlt csatorndk hiperfoszforildltak. Ebben az esetben viszont
felvetodik a kérdés, hogy miért nem tudtuk reprodukdlni Marks
munkacsoportjdnak eredményeit? Nagyon valoszinlinek latszik, hogy a RyR
mukodésének zavardhoz a hiperfoszforilacion kiviil mas tényezok is hozz4jarulnak.
Lehet, hogy a kisérletes megkozelités részletei masok, vagy a RyR egyéb
posztranszlaciés moédosulasai is szamitanak.

A RyR mukodését ugyanis a foszforilacion kiviil olyan kovalens poszttranszlacids

modosulasok is befolydsoljdk, mint az oxidaci6 és a nitrozildcid, melyek
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szabdlyoz6 szerepe hipoxids koriilmények kozott jelentoséget nyer, mivel a sejt
reaktiv oxigéngyok- és nitrogén monoxid-termelése ischaemia sordn emelkedik.
Régota ismert, hogy a RyR cisztein-oldallancainak oxidacidja vagy nitrozildcidja a
csatorna aktivaloédasdval jar, ugyanakkor az utébbi idoben olyan kozlemények
sziilettek, melyek azt 4allitjak, hogy az oxidacié €s a nitrozilacié csokkenti a RyR
FKBP iranti affinitdsat. Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy
szivelégtelenségben az SR Ca”*-transzportjanak zavarahoz nem, vagy nem egyediil
a RyR hiperfoszforilacija, hanem oxidacidja-nitrozilacidja is hozzajarul, és a
munkacsoportok altal vizsgalt RyR-ok oxidé4cids allapota mds, vagy az izolalas
sordn kiilonbozoképpen modosul, ami moddosithatja a RyR-FKBP kapcsolat
er0sségét. A magyardzatot az is neheziti, hogy egyetlen csatorna szintjén nem
ismert az FKBP sztochiometridja, és a kotohelyek kooperativitdsa, azaz nem
tudjuk, hogy pontosan hany FKBP molekula disszocidcigja vezet a RyR
dezorganizalt kapuzdsidhoz, €s mennyi elégséges a szomszédos csatorndk kapcsolt
miikodéséhez.

A masik lehetOség, ami az eddig rendelkezésre allé irodalmi adatok alapjan
szdmitasba jon, hogy az ellentmonddsok oka a kiilonbozd kisérleti
koriilményekben rejlik. Egyes friss kutatasi eredmények azt sugalljdk, hogy extrém
magas lumindlis [Ca**]-k (53 mM) csokkentik a RyR FKBP irdnti affinitdsat.
Kisérleteinkben a luminélis [Ca**] 50 uM, mig Marks munkatarsai afiziol6gidsan
magas, 53 mM-t haszndlnak. Ha ilyen magas [Ca’'] tényleg gyengiti a
hiperfoszforilalt RyR egyébként is gyenge FKBP-vel valé kolcsonhatasit,
elképzelhetd, hogy ez az ellentmondasok forrdsa, és rianodin receptorainkon az

alacsony lumindlis [Ca**] miatt — bar gyengén —, de asszocidlva marad az FKBP12.

4.2. A K201 hatasa az SR Ca**-transzportjara

Single channel kisérleteinkben a K201 a RyR szubkonduktiv allapotait indukalta,
melyek mar terdpidsnak tekinthetd (1 pM) K201-koncentraciondl is megjelennek.
10 uM feletti koncentriciéban gitolja a csatorna P,-jat, de HSR-vezikuldkbél Ca*-

t szabadit fel.
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4.2.1. Gdtldsnak, vagy részleges aktivdldsnak értékelendo-e a K201 RyR-ra
gyakorolt hatdsa?

Az S1 és S2-nek elnevezett K201-fiiggd szubkonduktiv dallapotok extrém
fesziiltségfiiggést  (polaritasfiiggést) mutatnak, mivel kizar6lag olyan
membranpotencidlokndl fordulnak el6, melyek a csatornan keresztiil reverz
gramirdnyt generdlnak. Munkatdrsaink a spontdn elemi Ca**-felszabaduldsi
események vizsgalatakor mar 1 uM K201 jelenlétében is markans valtozasokat
regisztraltak: a sparkok amplitudoja csokkent, az emberek sparkokhoz viszonyitott
ardnya nott, de az elemi események el6forduldsdnak frekvencigja valtozatlan
maradt.

Az irodalom egyontetli allaspontja, hogy az SR membrdan magas K'- és CI
permeabilitdsa miatt az SR membranpotencidlja 0 mV, de a Ca**-felszabadulds
soran tranziens membranpotencidl-valtozds generdlodhat. A fenti eredmények
ismeretében az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy az izomrost RyR-aihoz
sparkmentes allapotban (,,nyugalomban”), azaz 0 mV transzmembran potencialnal
nem kotddik a K201, tehat nem is indukédl Ca®*-felszabaduldst (ennek megfelelden
az elemi események frekvencidja nem valtozik). Azonban a soronkdvetkez0 elemi
esemény olyan elQjelli tranziens membranpotencial-valtozassal jar, ami kedvez a
K201 kotddésének és a szubkonduktancia-allapotok kialakitdsdnak, ami
megvaltoztatja az elemi események paramétereit (csokken a sparkamplitudo). Az
el6zOek alapjan a K201 hatdsa egyfajta hasznélatfiiggd (,,use dependens’) hatdsnak
1s tekinthetd.

Az irodalom nem foglal egyértelmii 4llasfoglalast az emberek (parazsak)
tekintetében. Egyes kisérleti eredmények arra utalnak, hogy egyetlen RyR
megnyildsdnak felelnek meg, masok arra, hogy tobb RyR megnyilasat tiikrozik.
Amplitadojukat tekintve sokkal alacsonyabbak, mint a sparkok, tehdt bizonyéra
kevesebb RyR nyilik meg egy ember, mint egy spark alkalméval, vagy
ugyanannyi, de kisebb vezetOképességgel. Barhogyan értelmezziik is Oket,

munkatarsaink eredményei — miszerint a K201 hozzdaddsa utidn az emberek
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részardnya no, €s az ember amplitido-ingadozdsokat mutat — egyértelmiien
alatdmasztjdk single channel eredményeinket (a K201 S1 és S2 allapotokat
indukal).

Bir kisérleteinkben a K201 HSR vezikuldkb6l Ca**-t szabaditott fel, (aminek egyik
lehetséges oka az lehet, hogy a negativ toltésti extravezikuldris Ca**-indikdtor miatt
membranpotencidl generdlodik) a fenti eredmények arra utalnak, hogy a K201 a
véazizomrost nyugalmi Ca**-csurgdsit biztosan nem fokozza, viszont csokkenti a
Ca**-felszabadulds mértékét, ezért hatdsa egyértelmii gatldsként értelmezendd. Ezt
tdmasztjdk ala Chen munkacsoportjanak eredményei is, akik a K201 hatasat az SR
tdltoltésével kivaltott Ca**-felszabaduldsra (store-overload-induced Ca**-release
SOICR,) gyakorolt hatasat vizsgélta, €s kardioprotektiv hatdsat azzal az
eredménnyel magyardzza, hogy az altalunk is vizsgalt koncentracio-tartomanyban
csokkenti a SOICR amplitddGjat, de a nyugalmi citoplazmatikus Ca**-

koncentraciot nem modositja.

4.3. A MCa RyR1-re és RyR2-re gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa

Bér a szivizom tipusu RyR és a DHPR kozott direkt mechanikai kapcsolat nem
mutathato ki, elképzelhetd, hogy a két fehérje kozotti kapcsolat elvileg lehetséges,
de ez in vivo azon izoformaspecifikus RyR- és DHPR szekvencidk miatt nem
valosul meg, melyek alkalmatlanok a vdzizom tipusu elektromechanikai kapcsolat
szempontjabol elengedhetetlen struktura szervezésére. Erre utal az is, hogy single
channel kisérletekben az ,,A peptid” mindkét izoforma aktivédldsara képes. Ronjat
¢s munkatdrsai kordbban azt is kimutattak, hogy az ,,A peptid”- é€s a MCa-kotdhely
a RyR1-en k6z6s, amit munkacsoportunknak single channel médszerrel, MCa—,,A
peptid” kompeticiés kisérletekkel sikeriilt megerdsiteni. Az ,,A peptid”’-del
igazoltan kozos kotdhely a MCa-t az elektromechanikai kapcsolat vizsgalatanak jol
hasznosithat6 eszkozei kozé emeli.

A MCa a RyR egyik leghatdsosabb aktivédtora, mely mir nanomdlos koncentracio-
tartomanyban noveli a csatorna nyitvatartdsi valoszinliségét €s a csatornat

szubkonduktiv dllapotban (LLSS) rogziti. A MCa felszinén bizonyos bazikus
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oldallanci aminosavak egy Kkiterjedt toltésfelszint hoznak 1étre, melynek
meghataroz6 szerepe van a RyR-MCa kozotti kapcesolat kialakuldsa szempontjabol.
A kapcsolat nagy valdszinliséggel elektrosztatikus jellegli, mivel a MCa pozitiv
toltésmezejét kialakitdo kulcsfontossagid aminosavak toltetlen alaninra torténd
cseréjével, azaz a toltott mezd zsugorodasaval a MCa hatdsossiaga is csokken, az
LLSS-ek atlagos hossza rovidiil, mert azokat gyakrabban szakitjadk meg zart, vagy
a megszokott kapuzast mutaté szakaszok.

Szerzotarsainkkal a MCa RyR2-re gyakorolt hatdsat vizsgéltuk, és arra az
eredményre jutottunk, hogy a MCa szivizombdl preparalt HSR-vezikuldkbdl nem
szabadit fel Ca™-t, mig vazizom-HSRV-bél igen, és a MCa nem serkenti a RyR2
H’ rianodin-kotését, mig a RyR1-ét igen. Single channel kisérleteink sordn
azonban azt tapasztaltuk, hogy pozitiv membranpotencidlokndl aktivdlja a
csatornat, és megjelennek a RyR2 hosszantarté szubkonduktiv 4llapotai is, ami a
MCa kotOhelyét a porusba josolja. Az LLSS-ek édtlagos hossza rovidebbnek,
frekvencidja pedig nagyobbnak adédott, mint RyR1 esetében, ugyanakkor a RyR1-
en tapasztalt hatasokkal ellentétben LLSS-ek kizardlag a reverz aramiranyt bizosito
tartofesziiltségnél jelentkeztek. Ez mind arra utal, hogy a MCa kotédik ugyan a
RyR2-h6z, de sokkal kisebb affinitdssal, mint a RyRI1-hez. Ennek egyik
magyardzata az lehet, hogy a RyR2-ben a RyRI1-gyel homoldég szakaszokon
szekvencia-eltérés van, mely csak kisebb erejli elektrosztatikus kdlcsonhatast tesz
lehetové, ami a zart dllapotok megjelenésében, €s az LLSS-allapotok rovidiilésében
nyilvdnul meg. Ronjat munkacsoportja a RyR-MCa interakcidjat molekularis
biologiai modszerekkel bizonyitotta. A MCa-nal kolcsonhaté RyR1- és RyR2-
szegmenseket azonositottak, és a két izoforma megfeleld szakaszain taldltdk meg
(F3 domén: 1033.-1622. aa és F7 domén: 3158.-3609. aa), melyek csupan 54% és
63%-0s homologiat mutatnak. Ez a nagyfoku kiilonbség amellett, hogy
megmagyardzza eredményeinket, jol érzékelteti a DHPR kétféle elektromechanikai

kapcsolatban betoltott kiillonbozo szerepét.
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5. OSSZEFOGLALAS

A szivinfarktust kovetO elégtelen szivmiitkodés kovetkeztében a periférids izomzat
tomegének és kontrakcidos erejének jelentds csokkenése figyelhetd meg. Az
izomgyengeség mértékét a romlé perfuzid és a hosszas dgynyugalommal jard
csokkeno fizikai aktivitds nem indokolja, ezért az elektromechanikai kapcsolat €s a
vazizomrost kalciumtranszport-mechanizmusainak molekuléris szintli sériilése
feltételezheto.

Munkédnk sordn az elektromechanikai kapcsolat egyik kulcsfehérjéjét, a
szarkoplazmatikus retikulum Ca®*csatorndjat (rianodin receptor, RyR) vizsgaltuk
miokardidlis infarktuson datesett patkdnyokon. Az éllatok vazizmabdol RyR-t
izolaltunk, majd mesterséges lipid kettosrétegbe é€pitésiikk utan fesziiltség-clamp
koriilmények kozott regisztraltuk a csatorndk dramat. Célunk a posztinfarktusos
RyR esetleges funkciondlis eltéréseinek azonositdsa mellett egy gyogyszerjelolt
vegyiilet, a K201 rianodin receptorra gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt, mely
allatkisérletekben miokardidlis infarktus utdn RyR tdmadésponttal javitja az izom
teljesitményét.

Eredményeink szerint a beteg allatokbdl szarmazd rianodin receptorok egy
részének vezetOképessége ~50 szazalékkal nagyobb, mint az egészséges
patkdnyokbdl izolaltaké, valamint a csatorndk a Ca®" inaktivdl6 hatdsdval szemben
mutatott érzékenysége alacsonyabb, mely a Ca®*-felszabadulds termindci6jdnak
zavarat és az SR deplécidjat okozhatja, ami az izom kontrakcids erejének
csokkenéséhez vezethet.

A K201 RyR-re gyakorolt hatadsaval kapcsolatban megallapitottuk, hogy a vegyiilet
a RyR-t dozisfiiggd mddon, kétféle csokkent vezetdképességli, szubkonduktancia-
allapotban blokkolja, ezzel csokkentve annak nyitvatartdsi valosziniiségét.
Munkénk masik felében egy skorpidtoxin, a maurocalcine (MCa) szivizom tipusu
RyR-ra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk. A MCa egy 33 aminosavbdl 4ll6 peptid, mely
homoldg elsOdleges szerkezetet mutat a DHPR azon szakaszaval, mely a
vazizomban a RyR-t kozvetlen mechanikai kapcsolat utjan megnyitja. Ez a
hasonl6sdg a MCa-t az elektromechanikai kapcsolat vizsgalatanak jo eszkozévé
teszi. Munkacsoportunk a MCa sziv- és vazizom tipusi RyR-ra gyakorolt
hatdsdnak kiillonbozoségeit kivanta jellemezni. Eredményeink szerint a MCa — a
vazizom tipusu RyR-ra gyakorolt hatdsahoz hasonléan — a szivizom tipusu RyR-t
is hosszantarté szubkonduktiv dllapotban rogziti, de azok atlagos hossza rovidebb
¢és frekvencidja nagyobb, mint vazizom esetében.
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