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1. BEVEZETES

Az izomkutatds torténete Galvani 18. szdzadi kisérletéig nyulik vissza, amikor egy viharos
nyari éjszakan egy kiprepardlt békaldbhoz futd gerincveldi ideget egy hosszu, vékony dréttal
hosszabbitott meg, amit kivezetett a szabadba. Virakozdsanak megfelelden villimldskor a
békaldb erésen sszerandult. " ? Azéta a téma 6ndllé tudoménydggd fejlédott, melyen beliil az
izommiikodés egyik meghatarozé 1épése, az elektromechanikai kapcsolat intenziven kutatott
teriilet.

Az elektromechanikai kapcsolat az a jeldtviteli mechanizmus, mely sordn a felszini membrin
(szarkolemma) depolarizdciGja az intracelluldris Ca®*-koncentraci6 dtmeneti megemelkedésén
keresztiil izomkontrakcidhoz vezet. Szorosabb értelemben véve tehdt az akcids potencidl
Ca2+—jellé alakuldsdnak folyamatét nevezziik elektromechanikai csatolasnak.

Az izom fesziilését meghatdrozé intracelluldris Ca**-koncentrdcié vézizomban és
szivizomban egyarant a felszini membrdn membranpotencialjanak kontrollja alatt all, de mig
a vdzizom Ca’*-mentes oldatban is képes Osszehiizoddsra, a szivizom nem. Ez a kiilonbség
kétféle elektromechanikai kapcsolat mikodését feltételezi, melynek morfoldgiai feltételeit
részben a szarkolemma és a szarkoplazmatikus retikulum (SR) eltérd kapcsolata teremti meg.
A szarkoplazmatikus retikulum az endoplazmatikus retikulum Ca®* raktdrozdséra és gyors
felszabaditdsara médosult valtozata, mely az
izomrostban csovekbdl (longitudindlis SR,
LSR) és zsdkokbodl (termindlis ciszterna,
TC) 4ll6 héalézatot képez. A termindlis
ciszterndk az izomrost belsejébe nyulo
csOszeri  szarkolemma-betir0désekhez, a
transzverzalis tubulusokhoz (TT)

illeszkednek  anélkiil, hogy a  két

membranrészlet  Osszeérme. (I.  dbra)

Elektronmikroszképos felvételeken ezek a

képletek vdzizomban mint harmas egységek,

ugynevezett triddok, szivizomban mint

1. dbra A vazizomrost szerkezete
a — miofibrillum
b — longitudindlis SR (LSR)

diddok jelennek meg. A két membran szoros

¢ — termindlis ciszterna (TC) térbeli  viszonya a  TT-membranban
d — transzverzalis tubulus (TT)
e — szarkolemma elhelyezkedd  fesziiltségvezérelt  elem



1. Bevezetés

(dihidropiridin receptor, DHPR) és az SR kalcium csatorna (rianodin receptor, RyR)
egyiittmiikodésére utal, ugyanis a Ca®* a TT-membrén depolarizicidjanak kovetkeztében, az
itt atadott informacié hatdsdra szabadul fel az SR termindlis ciszterndjabol. ** Ezek alapjan a
transzverzalis tubulus és a termindlis ciszterna junkcidjdban egymdssal szemben csoportosan
elhelyezkedd DHPR- és RyR komplexek funkciondlis egységét tekintjik az
elektromechanikai kapcsolat €és a kalcium-felszabadulds szerkezeti alapegységének (calcium
release unit, CRU). ' A Ca**-felszabadulds CRU szintjén megvaldsuld legkisebb miikodési
egységeinek pedig a lokdlis, 10-30 RyR egyszerre torténd megnyildsaként értelmezhetd elemi
Ca®*-felszabaduldsi eseményeket, a sparkokat tartjuk, mivel ezek tér- és id6beli

szumméci6javal jon 1étre az egész sejtre kiterjedd kalcium-felszabadulds (2/a-e dbra). ' 2
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2. dbra A CRU és a spark (szikra) A kalcium-felszabadulds szerkezeti egysége a CRU, miikodési egysége
pedig a spark. A tridd (a) és a didd (b) (vdzizom- illetve szivizom tipusi CRU) elektronmikroszképos képe, és
egy hipotetikus sejt sematikus rajza (¢) a termindlis ciszterna (TC) és a transzverzdlis tubulus (TT) szoros térbeli
kapcsolatat dbrdzolja. '° A nyilak a két membrdn junkciéjdban elhelyezkedd elektrondenz ,ldbakra” (RyR)
mutatnak.

A spark egyetlen CRU miukodését tiikrozé spontdn, vagy a szarkolemma depolarizaciéjaval kivéltott elemi
esemény (e), melynek paraméterei — relativ amplitiddja (szinskdla), térbeli kiterjedése (y-tengely), és iddbeli
hossza (x-tengely) — kalcium-érzékeny fluorescens festék és konfokdlis mikroszkép haszndlatdval line-scan
felvételeken kovethetdk. A line-scan mérés egy kitiintetett vonal mentén felbukkané sparkokat teszi lathatéva az
id6 fiiggvényében. A sdrga haromszog alatt 1évé CRU példaul a bekeretezett idészakban ~3 um atmérdjii, ~25
ms-ig tarté sparkokat produkal ~4/s frekvencidval.''
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A CRU elsOként leirt alkatrészei, az SR kalcium csatorna komplexek elektronmikroszképos
képeken nagy, négyszog alaku strukturakként azonosithatdoak, melyeket ,,foot”-nak (lab)
neveztek el (2/d dbra)."® A labak étérik az SR és a TT kozotti ~12 nm széles gatat és az SR
membréanjaban szervezett médon, egymadssal érintkezve, parhuzamos sorokban helyezkednek
el. Emlds vazizom esetén veliik szemben a TT DHPR-ai szintén sorokba rendez6d6é négyes
csoportokat, tetrddokat alkotnak ugy, hogy minden mdsodik RyR csatornakomplexszel

szemben helyezkedik el DHPR-tetrdd (3/a dbra). 510
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3. dbra A RyR- és a DHPR relativ viszonyanak vazlatos feliilnézeti rajza A RyR tetramerek (négy iires kor)
ugy alkotnak sorokat az SR membranban, hogy éleikkel részben atfedve érintkeznek egymdssal. A csatorndk
kozepét Osszekotd egyeneshez, igy a transzverzdlis tubulus tengelyéhez képest is ferdén helyezkednek el.
Viazizom TT-ban a DHPR (sziirke korong) tetrddokba szervezddik, melyek alterndlva, minden mdsodik RyR-rel

szemben foglalnak helyet. A tetrddok a TT tengelyével szintén szoget zarnak be (a). Szivizomban viszont a
DHPR kisebb siirtiségben és véletlenszerii médon szétszérva van jelen (b). > °

Ennek a kétféle térbeli viszonynak megfelelden a vizizom elektromechanikai kapcsolata is
kétféleképpen valosul meg: direkt mechanikai csatoldssal, amit depolarizicié indukalt
kalcium-felszabadulasnak is neveziink (DICR), valamint kalcium-indukalt kalcium-
felszabaduldssal (CICR). Direkt csatoldskor a tetrddokkal szemben 1évé RyR-okat a DHPR és
a RyR kozvetlen kapcsolddasa nyitja meg. A szarkolemma akcids potencidlja a T-tubuluson
keresztiil beterjed az izomrost belsejébe, ahol a TT membranjdban elhelyezkedd
fesziiltségfiiggd dihidropiridin-receptorok konformécid-véltozdsat okozza, ami a rianodin
receptorok megnyildsdhoz vezet. Rajtuk keresztiill a kalcium tobb mint tizezerszeres
koncentracié-gradienstdl hajtva aramlik ki az SR-bAl. A szigndltranszdukcié valdszinlileg ugy
torténik, hogy a DHPR 6t fehérjealegysége (a1, an, f, y, 0) koziil az a; alegység masodik és
harmadik szegmensét 0Osszekoté hurok a fesziiltségszenzor elmozduldsakor kozvetlen
mechanikai kapcsolatot 1étesit a RyR megfeleld szakaszaval (Leu-922-Aspl1112). A DICR
azonban onmagdban nem hozna létre akkora intracelluldris Ca**-koncentréciét, ami képes
lenne a kontrakci6 kivaltasara, de a DICR kalcium-indukélt kalcium-felszabadulassal egésziil

ki, ugyanis a direkt csatolds alkalméval felszabadul6 kalcium aktivélja a kérnyezd, DHPR-ral
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nem kapcsolt rianodin receptorokat. A folyamat a CRU-ra korldtozédik, tehét a globalis Ca**
felszabadulds nem mds, mint sparkok 6sszege. A DHPR, vagy mds néven L-tipusu Ca**-
csatorna — viszonylag hosszu aktivicids idéallanddja miatt — a vdzizomrost ~4 ms-os akcids
potencidlja alatt nem nyilik meg, tehat nem miikodik funkciondlis csatornaként, csak
fesziiltségszenzorként szerepel. Konformdcio-véltozdsdval az SR-membranra kozvetiti az
akcids potencidl éltal képviselt jelet, igy a kontrakciét kivalté Ca®* teljes mennyisége az SR-

bol szarmazik (4/a dbra). 7

a b NCX
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4. dbra Az elektromechanikai kapcsolat A vidzizom Osszehuzddasat idegi ingeriilet véltja ki azaltal, hogy a
szarkolemma akcids potencidlja a felszini membran tubuléris felszinén elhelyezked6 DHPR-ok konformdcio-
véltozdsat okozza. A konformdcié-védltozast a DHPR a; alegységének II-es és Ill-as doménjét Osszekotd
citoplazmatikus hurok kozvetiti a rianodin receptorra, és annak megnyildsét idézi el6. Az SR-bdl felszabaduld
Ca® megnyitja a DHPR-rel kozvetleniil nem kapcsolédé rianodin receptorokat is (CICR) (a). Ez a folyamat a
CRU-ra korldtorédik. A globdlis Ca**-felszabadulds tehdt sparkok osszege. > A depolarizacié idében
szinkronizdlja 6ket és noveli megjelenési gyakorisdgukat (c¢). A d panel a mellette 1év6, vazizomrdl szarmazé
line-scan felvétel 4tlagolt valtozata. Az 500 ms-ig tarté depolarizalé tesztimpulzusra adott fluoreszcencia-
véltozds vdzizomban kétfazisu: a kezdeti cstics a DICR és a CICR 6sszege, melynek CICR-komponense a RyR
Ca**-fiiggd inaktivaciéja miatt hamar lecseng. A fenntartott fazis alatt a DHPR tartja nyitva a RyR-t (DICR),
ezért az csak a tesztimpulzus kikapcsoldsakor ér véget. Ezek szerint fizioldgids koriilmények kozott a sparknak a
direkt kapcsolat megsziinése és a Ca®*-fiiggd inaktivacié egyiitt vet véget.'” Szivizom esetén a Ca* két forrasbl
szdrmazik: az extracelluldris térbdl és az SR-bOl. A kalcium-felszabaduldst a DHPR-en keresztiill bedramlé
kalcium viltja ki CICR dtjan (b). A felszabadult Ca**-t a SERCA pumpdlja vissza az SR-be. Az intracellularis
Ca”" eltdvolitdsaban szivizom esetén a felszini membran Na*-Ca”*- cseremechanizmusa (NCX) és kalcium ATP-
dza (PMCA) is segit. Szivizomban a DHPR-RyR kozvetlen kapcsolatdnak hidnya miatt a fesziiltségszenzor
helyzete a tobb szdz ms-os tesztimpulzus alatt nem befolydsolja a kalcium-felszabadulds kinetikdjat, ezért a
Ca**-felszabadulds a Ca®*-fiiggé inaktivici6 sebességével cseng le (e). '
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A DHPR-t tetraddokba szervezni csak a RyR véazizom tipusu izoformédja képes, a szivizom
tipusd nem, ezért a szivizom TT-membrdnban a DHPR random moédon helyezkedik el (3/b
dbra). > '° Ez még nem zarnd ki a két fehérje direkt kolcsOnhatdsat, de az alloszterikus
kapcsolat 1étezését funkciondlis mérések is cafoljak: Ca**-mentes oldatban, — bar a
fesziiltségszenzor transzmembran toltésmozgasa megmarad — a membran depolarizdldsa nem
hoz létre Ca**-felszabadulst.
Szivizomban tehat az extracelluldris kalciumtdl fiiggetlen elektromechanikai kapcsolat
strukturdlis feltételei nem adottak, viszont a DHPR a szivizomsejt hosszi akcids potencidlja
alatt megnyilik (L-tipusi Ca’*-dram, Icy) és létrehozza a gyors tipusd akcids potencidl
platgjat. Az extracellularis térbdl bedramlé kalcium CICR-t vélt ki, ami a kalcium jelet
tobbszorosére erdsiti (4/b dbra). '*'°

A mioplazmatikus Ca”*-koncentraci6

miozin \ megemelkedésekor (~1 uM) lehet6vé vilik a

_(ropomiozin troponin kontraktilis elemek Osszehizéddsa: nyugvo

izomban a troponin I erfsen rogziill az

aktinhoz, a tropomiozin pedig lefedi azokat a

helyeket, ahol a miozinfejek az aktinhoz

képesek kotédni. fgy a troponin (C, I, T) -

tropomiozin komplex mechanikailag gétolja
-ADP

+ATP az aktin és a miozin kapcsolédasit. Amikor a

-C aZ+

Ca”* a troponin C-hez kotédik, meggyengiil a
troponin I kotddése az aktinhoz, ezért a
tropomiozin az  aktinon oldalirdnyban
elmozdul. Ekkor szabaddd vdlnak az aktin

miozinfejre specifikus kotohelyei, az aktin és

a miozin kozott kereszthidak alakulhatnak ki,

a két filamentum ATP bontdsa kozben
5. dbra A kontrakci6  molekularis elcsiszik egymdson, és az izom megrovidiil
mechanizmusa Kalcium jelenlétében a miozin 3
ATP bontdsa kozben elcstiszik az aktinon, és a (5. dbra).
ciklus ismétlédésével az izom megrovidiil. . . .
A harantcsikolt izom megfeleld
valaszkészsége a gyors kontrakcids vélasz mellett a hasonléan gyors relaxécids képességet is
megkoveteli. Ennek érdekében a kalcium-felszabadulést hirtelen kell leallitani, és a kalciumot
gyorsan vissza kell juttatni az SR-be. Vdzizomban a kalcium-felszabadulds DICR

komponense — a DHPR és a RyR direkt fizikai kapcsolata miatt — a szarkolemma
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repolarizacidjakor automatikusan kikapcsol, de mi éllitja le a CICR-t, ami elméletileg egy
regenerativ pozitiv feedback-mechanizmus? "7 A kérdés szivizom esetén a kovetkezd
ellentmondédsban fogalmazddik meg: annak ellenére, hogy a DHPR és a RyR kozott nincs
kozvetlen kapcsolat, és a CICR egy dngerjeszté folyamat, a depolarizdciéval kivaltott Ca**-

felszabadulds nem a minden vagy semmi torvényt koveti, hanem vazizomhoz hasonléan

szivizomban is fesziiltségfiiggd médon graddlhat6 (6. dbra). ' '

a b

50 - 6. dbra A Ca*-felszabadulas

fesziiltségfiiggése vaz- és
szivizomban A Ca™-
felszabadulds gradalhat6 (a, b, @)
és fesziiltségfiiggése szivizomban
is (b, ®) az I, -indukalt
fluoreszcencia-valtozds (b, o )
fgesziiltségfﬁggéséhez igazodik.. '
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A sparkok felfedezése utdn igazolédott, hogy eléforduldsi valdszintiségiik az L-tipusd Ca**-
aram fesziiltségfiiggését koveti, ugyanakkor amplitiddjuk fesziiltségtol fiiggetlen és
homogén. Ez csak ugy lehetséges, ha a CICR-nek miitkddnek kikapcsolé mechanizmusai. A
Ca”*-felszabadulds szabalyozdsdnak ezen kettdsségét a Ca’*-felszabadulds paradoxonjaként
emliti a szakirodalom, melyre a lokélis kontroll elmélet kindl megoldast.

A spark lokdlis jellege, azaz, hogy térben €s idOben lecseng, még mieldtt a kozeli CRU-kat
aktivdlnd, a spark intrinsic sajitsdga. A szomszédos CRU-k elszigetelését a TT- és az SR-
membréan kozotti sziik rés biztositja, ahol a diffizié korlatozott (restricted space), igy az Icar
és Ca**-felszabadulds sordn itt jéval magasabb Ca**-koncentraci6 is elérhetd, mint a magas
Ca**-kotd kapacitassal rendelkez6 mioplazmaban. Ez lehetdséget nyujt arra, hogy az I, a
lokélis, minden vagy semmi torvényt kovetd elemi eseményeken keresztiil szabdlyozza a
globdlis Ca**-felszabaduldst és megszabja annak amplitidgjat. A két membran kozotti térben
az Ica akkora Ca**-koncentriciét hoz létre, mely a RyR aktivéldsdval kivaltja a sparkot
(CICR), ami valdsziniileg igy maradhat lokélis, hogy az elemi esemény RyR-t inaktival6
Ca®*-koncentraciot hoz létre a résben (~0,4-1 mM). Tehat egy t6bb tizezer digitalis elembél
felépiil6 finoman szabdlyozhaté analdg rendszerrdl van sz6. Az elmélet helyességét igazolja,
hogy a kalcium-felszabadulds felszall6 szdra a kalcium-gradiens megsziintetésével

megszakithaté. Ilyenkor a sparkok frekvencidja hirtelen a nyugalmi szintre csokken, azaz leall
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a kalcium-felszabadulds. Fiziol6gids koriilmények kozott a lokélis kontroll garantdlja, hogy a
CICR mechanizmusa a CRU-ra korlatozédjon, és a CRU-k egymdstol fiiggetleniil
mikodjenek. Ezt tdmasztja ald, hogy spontdn tovaterjedd kalcium hulldmok csak tdltoltott
SR-u szivizomsejteken tapasztalhatok. Ekkor a spontdn spark kibtdjik a lokdlis kontroll
feliigyelete al6l, azaz megszokik a junkciondlis résbol és diadrdl diddra terjedve sorra
aktivalja a CRU-kat, '8 13°

A Ca**-felszabadulds ledllitdsaért és a sparkok helyben tartdsdért nem kizar6lag a DHPR
inaktiviciéja, és a RyR Ca**-fiiggd inaktivdcibja a felelés, hanem olyan mechanizmusok is
szerepet jatszhatnak, mint a RyR-ok szinkronizdlt kapuzdsa (coupled gating), és az SR
deplécidja. Matematikai modellek joslata szerint a CRU milkodése sordn nagy a
valoszinlisége annak, hogy egyik- vagy masik RyR véletlenszerlien bezdr, ami a RyR-ok
kapcsolt miikodése esetén az egész CRU azonnali zdrédésdval jarna. ' *° RyR-on végzett
dramméréseink sordn (single channel mérés) is tapasztalunk hasonlét. A 7. dbra egyetlen
RyR-on keresztiil foly6 dram kontroll koriilmények kozott rogzitett regisztratuma. A RyR
egyes megnyildsait a felfelé mutaté dramtiiskék reprezentdljak. Az dllandésult dllapot (steady
state) ellenére a csatorna nyitvatartdsi valoszintisége (P,) nem allandd, hanem epizddszeriien
valtoz6 aktivitdsi mintdzatot mutat, kiilonb6z6 kapuzasi médokban miikodik (modal gating).
H-moédban a gyakori és hosszi megnyildsok miatt a csatorna nyitvatartdsi valdszinlisége (P,)
magas, L-mddban a ritka és rovid megnyilasok miatt alacsony, mig az I-mdéd a csatorna

inaktivalt 4llapota, tehat a csatorna nem kapuzik. *"*?

| L H I

nyitott

zart
7. dbra A RyR kapuzasi médjai A csatorna H, L és I médban nyitott és zart allapot kozott kapuzik.

A RyR-t befolydsold agensek a nyitott- és zart allapotok frekvencidjanak és hosszanak
valtoztatdsaval ugy véltoztatjdk meg a RyR aktivitdsat, hogy mddositva az egyes kapuzasi
modok eléforduldsi valdszintiségét, 1j dinamikus egyensulyt alakitanak ki. Gyorke és Fill
eredményei a Ca**-felszabadulés ledllitasdnak tovabbi lehetdségeként a RyR adapticidjat veti
fel. Kisérleteikben nitrophent haszndltak, ami egy olyan gyors Ca**-kelitor, melybdl a Ca®

UV-fénnyel felszabadithat6 (flash fotolizis). Ezzel a Ca**-felszabadulds sorén tapasztalhat6
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viszonyokat kivantdk szimuldlni a RyR kozvetlen kornyezetében, mikozben mérték a RyR
dramét. A szabad Ca**-koncentréci6 a fotolizis sordn 200 nM-os végkoncentraciét ért el, ami
allandésult koriilmények kozott (steady state) nem okozna értékelhetd P,-novekedést. Ennek
ellenére azt tapasztatdk, hogy a hirtelen felszabaditott Ca®* hatdsdra a RyR aktivitdsa egy
rovid ideig rendkiviil magas értéket ér el, majd néhdny madasodpercen beliill a megszokott
értékre csokken. A jelenséget a RyR adapticiés mechanizmusanak tekintették, ugyanis a RyR
egy kovetkezé impulzussal djra aktivalhat6. Feltételezésiik szerint a RyR a magasabb Ca**-
koncentraciéhoz torténd adaptdcidja soran H-médrél L-médra valt. 2% *

A kérdésrél a szakirodalomban pardzs vita bontakozott ki, mivel Laver €s munkatarsai
cafoltdk a RyR adaptacidjanak 1étezését. Méréseikre alapozott szdmitdsaik szerint ugyanis a
nitrophen Ca”*-kotésének kinetikai sajatsadgai miatt a 200 nM-os Ca**-koncentraciot egy 0,2
ms-ig tartd, 50 uM-os dtmeneti csics el6zi meg, amivel Gyorkéék nem szdmolnak. Ez a rovid
idé ilyen koncentracié mellet elég ahhoz, hogy a Ca®* kotédhessen a csatorndhoz, és aktivélja
azt. ** De mi indokolja a csatorna Ca**-csiics lecsengése utdni tobb 100 ms-ig tarté aktiv
allapotat? A RyR P,-maximuma is ebbe a tartoményba esik (50 uM [Ca?*]), ahol gyakran
kapuzik H-mdédban. A csatorna kapuzdsa sordn tapasztalt dllapotok (H, L, I) kozotti &tmenet
sztochasztikus folyamat, ami azt jelenti, hogy adott iddpillanatra csak az allapot statisztikai
jellemzdit tudjuk megadni, az adott allapot pontos értékét nem. A Ca**-csiics nagy
valészintiséggel H-m6dba kényszeriti a csatornét, aminek az idétartama a Ca”*-koncentraci6
altal meghatdrozott valésziniiségi valtozé eloszlasat koveti. fgy lehetséges, hogy a RyR a
Ca”*-cstics lecsengése utén is adott val6szintiséggel H-médban kapuzik. Laver szerint tehét az
adaptédcidnak leirt jelenség nem mds, mint a RyR deaktivacidja.

A fentiekkel szemben a RyR Ca®*-fiiggé inaktiviciGjara kétségtelen bizonyitékok allnak
rendelkezésre. Schiefer és munkatdrsai a hasonlé miitermékek kikiiszobolése érdekében olyan
modszert haszndltak, mellyel a RyR kozvetlen kozelében 1évo oldatrész milliszekundumokon
beliil kicserélhetd, igy a Ca**-koncentréci6 villdimgyorsan véltoztathat6. Fél masodperces
koncentracio-1épcsoket alkalmazva tobbszor egymds utdn a 10 nM — 1 uM — 10 nM Ca®
tartalmu oldatok cseréjét hajtottdk végre, de a RyR aktivacids — deaktivacios ciklusain kiviil
mds jelenséget nem tapasztaltak. Ha az 1 uM-os Ca**-oldat helyett 1 mM-osat (gatld
koncentracid) haszndltak, a RyR gyors aktivacié utdn inaktivalédott. Az allapotot inaktivnak
kell mindsiteniink, ugyanis a RyR ekkor ,refrakter stadiumban” van.*

Amennyiben elvetjilk a RyR-adaptacio 1étezését, a lokdkis kontroll elmélet altal tdmasztott

feltételeknek a kovetkezd kapuzasi modell felel meg: ® >
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Ca™ 8. dbra A RyR miikodését leiré séma.
—)E A Mivel egy adott jelenbeli dllapot mellett a csatorna jovébeni dllapota nem fiigg
a miltbeliektdl, tehdt a jelen lefrdsa minden olyan informdciét hordoz, ami
a befolydsolhatja a csatorna jovObeni helyzetét, a csatorna mitkodése Markov-
&) lancal modellezhet6. Single channel kisérleti eredmények aktivacié-fiiggd
* inaktivaciorol is beszamolnak, tehat az inaktivaciés 1épés nem feltétleniil Ca**-
" 5 fiiggd. A szaggatott nyillal jelzett folyamat valdsziniisége nagyon alacsony (de
RI B S I léteznie kell), mivel az inaktiv dllapotban a csatorna ,refrakter periédusban”
van, azaz agonistdkkal nem aktivalhato. 36-38
R - ,nyugalmi”, nem konduktiv allapot allapot, A — aktiv allapot, amikor a
RyR H-, vagy L médban kapuzik, I — inaktiv allapot
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A Ca**-felszabaduldst kovetden (és kozben) a kalciumot az SR lumenébe az SR kalcium
pumpija (SERCA-ATP4z) juttatja vissza, ahol a Ca®* jelentds része a kalszekvesztrin nevil
kalcium-koté fehérjéhez kotédik. Az mioplazmatikus Ca**-koncentracié csokkenése miatt a
Ca®* levilik a troponin C kotéhelyeirdl, a miozin €s az aktin kozotti kapcsolat megsziinik, és

az izom elernyed. 3

Munkdm sordn a RyR mikodését vizsgadltam, ezért szerkezetére, szabdlyozdsira a

tovabbiakban részletesen kitérek.
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1.1. A rianodin-receptor

A rianodin a Ryania Speciosa szardban és gyokerében
taldlhaté novényi alkaloid. Eldszor rovarirté szerként
alkalmaztak. Tudoméanyos palyafutdsa azzal a nehezen
magyardzhaté ellentmondédssal kezdddott, hogy a

vazizom merev-, mig a szivizom ,,petyhiidt bénuldsat”

okozza. Késobbi kisérletek kimutattak, hogy kalciumot

9. dbra A rianodin szerkezeti
képlete A rianodin az a-pyrol-
karbonsav és a ryanodol észtere

szabadit fel a bels6 raktarakbol, és a kétféle
izomtipuson megismert eltéré hatds oka a felszini
membran Ca®*-eltdvolité mechanizmusainak eltéré
aktivitdsa. A szivizom szarkolemmdjanak Na*-Ca**-cseremechanizmusa az SR-bl kicsurgé
Ca”*-t gyorsan eltdvolitja, ezért az SR rianodin jelenlétében hamar kiiiriil, és a sziv — dtmeneti
pozitiv inotrép vélasz utdn — diasztoléban megdll. Vazizomban a felszini membran Ca®*-
eltdvolité mechanizmusainak aktivitdsa jelentéktelen, és a folyamatos rianodin-indukalt Ca**-
felszababuldssal az SR Ca2+—pumpa onmagaban nem képes 1épést tartani, ezért a Ca®™
felhalmozddik a szarkoplazmdban, ami tetanikus 0sszehizodést okoz.

A rianodin-koté fehérjét egy 30 S
nyiott

szedimentdcios koefficiensti fehérje-

szubkonduktiv dllapot

T -

komplex formdjaban izolaltak, és

zart

10. dbra A rianodin hatasa a RyR miikodésére A
rianodin kotddése eldtt a csatorna nyitott és zart allapot

elektronmikroszképos vizsgalatokkal
igazoltdk, hogy azonos az SR ,.,foot”

struktdrgjaval. A rianodin hatdsdnak

kozott kapuzik (fekete), mig rianodin kotédése utdn
csokkent vezetdképességii dllapotban folyamatosan nyitva titkat
van (piros).

1986-ban Meissner és

munkatdrsai  fejtették meg, akik
eldszor végeztek single channel 4dramméréseket mesterséges lipid kettOsrétegbe épitett
rianodin receptoron, €s azt tapasztaltdk, hogy a rianodin félig nyitott szubkonduktiv
allapotban rogziti a csatornat (/0. dbra). Késobb a rianodin Osszetett dozisfiiggd hatasaira is
fény deriilt: alacsony koncentraciéban (<10 nM) noveli a csatorna nyitvatartasi valoszintiségét
(P,), de a szubkonduktancia-allapot mar 5-40 nM rianodinndl megjelenik, és 50 nM-ndl
magasabb rianodin koncentraciéndl dlland6sul, és irreverzibilissé valik. Magas
koncentraciéban (~100 uM) a maximdlis konduktancia negyedének megfelelé hosszantartd
nyitott allapotokat indukal, és ennél magasabb koncentraciondl teljesen bezarja a csatornat. 78
A jelenség annyira jellegzetes és specifikus, hogy az a rianodint a RyR azonositdsdnak

leghitelesebb eszkozévé teszi. A rianodin masik, metodikai szempontbdl hasznosithatd
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tulajdonsaga, hogy csak a nyitott RyR-hoz képes kotddni (use-dependens hatéds). Tehat egy
RyR-t nagy mennyiségben tartalmazé minta 4ltal egységnyi id6 alatt kotott rianodin
mennyisége megbizhatdan jellemzi a csatorndk atlagos nyitvatartasi valdszinliségét. A kotott
rianodin mennyisége radioaktiv izotoppal jelzett rianodinnal konnyen mérhetd, ami egy
radioligand kotédési teszt kidolgozésit tette lehetévé ([H] ° ryanodine-binding assay).

A funkciondlis csatornakomplex homotetramer, az alegységek ~5400 aminosavbdl allnak és
molekulatomegiik egyenként 565 kDa. A RyR tetramer gomba form4jd, melynek citoplazma
felé nézd 27x27x10 nm méretli kalapjat a négy alegység amino-termindlisdnak ~4000
aminosava épiti fel. A membranban elhelyezkedd szar mérete 12x12x7 nm, amit a négy
monomer 4-4 transzmembran (TM) szakaszt tartalmazé karboxi-terminalisa alakit ki. 5.6, 39,40

A RyR TM szegmenseinek pontos szdma még ma is ismeretlen, mert a fehérjelanc mérete
miatt az elsédleges szerkezetbdl nehezen josolhaté. Annyi bizonyos, hogy a TM domének
szdma paros, mert a RyR karboxi- és az amino-termindlisa is a citoplazmdban foglal helyet.
Potencidlis TM szekvencidkat az utolsé 1000 aminosav hordoz, melyben egyes
munkacsoportok 4, vagy 6, mdsok 10-12 olyan szekvenciat feltételeznek, melyek alkalmasak
lehetnek a membrant 4téré helikdlis struktirdk kialakitdsara. Elektronmikroszképos képek
alapjdn végzett szamitdsok szerint a monomer TM doménjdnak térfogata 1200 nm’, melyben
legfeljebb 10 TM szegmens fér el. A 12 szekvencidbdl viszont csak 6 olyan van, mely az
0sszes RyR izoformédban konzervativnak mondhat6, mig hirdofobicitasukat tekintve ezek
koziil csak 4 esélyes jelolt marad. Az ionvezetd pérus felépitésében szerepld struktirdk
azonositdsdhoz j6 tdjékozodasi pontot kindlnak az ilyen szempontbdl mar részletesen
feltérképezett K'-csatornadoménekkel homolég RyR-szekvencidk. Az ionvezetd porust
példaul valdsziniileg a harmadik és a negyedik TM régié kozotti hurok hozza 1étre, mely
bizonyos K" -csatorndk szelektivitdsi filterével homoldg szekvencidkat hordoz. Ezt tdmasztja
ald az az eredmény, hogy a hurok muticiéit hordoz6 RyR-ok vezetoképessége nagyon
alacsony, de farmakoldgiai befolydsolhat6sdga megmarad. 40-42

Egy ioncsatorna szelektivitasat relativ konduktancidja, -permeabilitdsa és -affinitdsa jellemezi.
A RyR ezen paramétereit Williams munkacsoportjanak eredményei alapjan az 1. tdbldzatban
foglaltam Ossze, mely szerint a RyR egy nagy vezetoképességli, alacsony szelektivitasu
kationcsatorna. Annak ellenére, hogy a szervezetben a RyR Ca’*-csatornaként miikodik, a
Ca®*-on kiviil més élettani szempontb6l relevans kationokra is permedbilis. Az 1a fécsoport
monovalens kationjaira vonatkozé konduktancidja példdul meglepden magas, mig divalens
kationokra nézve alacsonyabb. A szervetlen egyértékli kationokra vonatkozé permeabilitdsa

alig kiilonbozik egymastdl, de jelentds szelektivitds mutathat6 ki a kétértékii kationok javéra,
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melyek kozott permeabilitds szempontjdbol nem tesz kiilonbséget. A viszonylag alacsony
szelektivitdsnak in vivo nincs nagy jelentdsége, mert a monovalens kationokra nézve nincs
transzmembrdn  koncentracio-gradiens, a  kalcium-felszabadulas sordn  pedig
potencidlkiilonbség az SR K- és CI” -csatorndin keresztiil folyé nagymértékii
kompenzatorikus dram miatt nem, vagy csak dtmenetileg generalédik, igy a RyR-on keresztiil

nagyrészt Ca** folyik. 4! 434*

Ion konduktancia (pS) relativ permedbilitas
kétionos szimmetrikus pX"*pK* | pX"**/pBa** | Kp (mM) | G max (pS)

Ba™ 202 199 5.8 1 0,406 185
Sr*t 166 183 6,7 L1 - -
Ca™ 135 - 6,5 1,1 - -
Mg* 89 - 59 1,1 - -
K* - 723 1 - 19,9 900
Na* - 446 1,15 - 17,8 516
Cs* - 460 0,61 - 34 588
Rb* - 621 0,87 - - -
Li* - 215 0,99 - 9,1 248
NH,* - 623 1,32 - - -
Tris* - 17,4 0,22 - - -

1. tdbldzat A RyR konduktancidjara és permeabilitasara vonatkozé adatok osszefoglalasa. A RyR
fesziiltségfiiggetlen mddon, ohmikus ellendllasként viselkedik, és az dram amplitiddja fiiggetlen az dram
irdnyétol, tehat dramamplitidéjdnak fesziiltségfiiggése linedris. Vezetdképességét szimmetrikus oldatban felvett
(citoplazmatikus és lumindlis oldalon azonos iondsszetételll) dram-fesziiltség karakterisztika pontjaira illesztett
egyenes meredekségébdl hatarozzuk meg. A tdbldzat masodik oszlopdnak adatait Williams munkacsoportja 210
mM ionkoncentraci6ji szimmetrikus oldatban mérte. A Ca®* és a Mg”* ilyen koncentréciéban a citoplazmatikus
oldalon olyan mértékli gatlé hatdst fejt ki, hogy az dram maximalis nagysdga nem detektdlhatd, ezért nem
szerepel ott érték. Ilyen esetben a vezetéképesség kétionos kisérleti koriilmények kozott hatdrozhaté meg ugy,
hogy a lumindlis oldalon K* van ugyanolyan koncentrdciéban, mint Mg*, vagy Ca>* a mdsikon. Az ilyen
koriilmények kozott kapott eredmények Ba®* és Sr** esetén megegyeznek a szimmetrikus oldatban mért
értékekkel, ezért valészinileg a Ca®* és Mg™ -ra kapott értékek is megbizhatéan tiikrozik a valds
vezetOképességet (1. oszlop).

Két ion relativ permeabilitidsa, ha mindkét ion egy- vagy kétértékli, és X ion csak a lumindlis oldalon, mig Y
csak a citoplazmatikus oldalon van jelen, a reverzdlpotencidl és a két ion koncentrcidjdnak ismeretében a
Goldman-Hodkin-Katz dsszefiiggés segitségével szamolhaté ki: PxPy =[Y*)/[X"] exp(E.,F/RT). Ha Y mono-,
és X** divalalens, akkor a képlet bonyolultabb: PxPy = [Y*]/4 [X**] exp (E.,F/RT) [exp (E..F/RT)+1]. (RT/F
értéke 20°C-on 25,2 mV) Eredményeik alapjan a RyR permedbilitdsa Ca”*-ra ~6x akkora, mint a K*-ra.

A RyR vezetdképessége természetesen fiigg az ionkoncentraciotdl, és az ionkoncentracié névelésével bedll egy
maximalis értékre. Az utols6 oszlopban ezeket a maximalis vezetOképességeket adom meg, mig az utolsd
el6ttiben a maximalis vezetSképesség feléhez tartoz6 ionkoncentraciokat. *" 4+

Az, hogy a toltéshordoz6 koncentracidjdnak novelésével maximadlis single channel
aramamplitido érhet6 el, azaz a konduktancia telithetd, €s a RyR vezetoképessége a hasonld
relativ permeadbilitds-értékek ellenére iononként nagyon eltérd, arra utal, hogy a pérus az

Eyring-féle elméletet szellemében egy vagy tobb szaturdlhaté ionkoté-helyet hordoz. A
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kisérleti eredményeket az a modell irja le legpontosabban, mely szerint a pérusban az ionok
harom kotOhelyen ugrdlnak 4t a membran tudloldaldra. Miért pont hdrom? A RyR aram-
fesziiltség karakterisztikdja szimmetrikus oldatban linedris és szimmetrikus (nem
egyeniranyitd), vagyis a porus energiaprofiljdnak is annak kell lennie, és az ionkotd-
helyeknek is szimmetrikusan kell elhelyezkedniiik. Ugyanakkor egy csatorna ohmikus

viselkedése esetén a modell csak kettdnél tobb kdtohelyet enged meg. 41. 46

Nem permeabilis
csatornablokkolé kationok (tetraalkilammonium-ionok (TAAY): tetrametil- (TMA®) és
tetractilammonium ion (TEA™Y)) 4ltal kialakitott gitlds fesziiltség- és doézisfiiggésének
kvalitativ vizsgalata alapj4n a blokk effektiv vegyértéke (z8) (1. egyenlet) a TAA' méretétdl

fiiggben (TMA'<TEA™) 0,5 és 0,9.

-1

TAA"]

Po rel = 1+T - exp(z0-FV/RT) 1. egyenlet
0

Porel -relativ nyitvatartasi valosziniliség a tetraalkil ammonium ion jelenlétében
[TAA*] - tetraalkil-ammonium koncentracié

Kd, - disszociacios allandd, 0 mV-on
70 - a blokk effektiv vegyértéke
v - fesziiltség

RT/F  -20°C-on252mV

Ez az eredmény arra utal, hogy a TAA™-ok a pérus azon szakaszdn akadnak el, ahol a
fesziiltség az eredeti 90%, illetve 50%-ra esik, tehat itt kell keresni a kotohelyeket. 49,50 A
szimmetria azonban csak ugy maradhat sértetlen, ha a poérusra jutéd fesziiltségesés 10%-hoz
rendeliink egy harmadikat. A kétértékli kationoknak kedvezd szelektivitds a kozponti,
kozépsd kotdhelynek kdszonhetd, mely nagyobb affinitassal koti a divalens kationokat, mint a
monovalenseket. Ennek kovetkezménye, hogy a legnagyobb affinitdssal kotddd ionra a
legkisebb a konduktancia. 41,48

A RyR poérusdnak alakjira és hosszdra vonatkoz6 becsléseket annak ismeretében lehet tenni,
hogy az ionvezetd porusba egyszerre tobb toltéshordozé is kotddhet -e (multi-ion channel),
vagy a porusban egyszerre csak egy ion lehet jelen (single-ion channel). A két tipus eltérd
elektrofizioldgiai sajatsdgait figyelembe véve minden érv a mellett sz6l, hogy a RyR egy
single-ion csatorna:

- a konduktancia koncentraci6-fiiggése - a multi-ion tipusu csatorndkkal ellentétben -
Michaelis-Menten-féle telitési kinetikat mutat,

- kétionos koriilmények kozott, amikor a RyR lumindlis oldaldn Ca*t van, a

citoplazmatikuson pedig K*, a két ion relativ permeabilitdsa csak a két ion koncentracidjanak
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1. Bevezetés

aranyatol fiigg, tehat a reverzalpotencidl az abszolit ionkoncentracioktdl fiiggetlen és allando.
Hasonl6 kisérleti koriilmények kozott egy multi-ion csatorna esetén a reverzdlpotencidl az
ionvezetd porusban egyszerre jelen 1év0 ionok kolcsonhatdsa miatt koncentracio-fiiggd
moédon véltozik.

- egy szimmetrikus mérdoldat két kationjdnak koncentracidardnyat az Osszkoncentracid
valtoztatasa nélkiil médositva a RyR konduktancidja a single-ion tipusu csatornédkra jellemzo
modon a két ion ardnyédnak fliggvényében linedrisan véltozik.

- egyértéki szerves kationok dltal 1étrehozott gétlas effektiv vegyértéke (zd) mindig 1 alatti
értéket ad. Z az ion vegyértékét jeloli (jelen esetben 1), 6 pedig a kotéhely porus bejaratatdl
val6 tdvolsdgat adja meg a fesziiltséglejton. Ha péld4dul a harom kétOhely koziil az ion kett6t
is elfoglalhatna egyszerre, akkor a z értéke 2-re ndne, tehat a két érték szorzata (amennyiben &
valéban 0,5 és 0,9) nem adhatna 1-nél alacsonyabb eredményt. M

Ha a RyR pérusit egyszerre tényleg csak egy toltéshordoz6 foglalhatja el, akkor a
kotohelyeket egyszerre elfoglald ionok kozotti taszitderd nem segitheti az atkelést. A divalens
kationok rdaddsul nagy affinitdssal kotddnek a porusba. De akkor milyen mechanizmus
biztositja a RyR, a nem szelektiv porinokéndl is magasabb konduktancidjat? A kérdés
gyakorlatilag az 0sszes ioncsatorndndl felvet6dd alapkérdés atfogalmazott véltozata: hogyan

lehet egy csatorna egyszerre szelektiv, és nagy vezetoképességii?

)

2
Ta

Rp(')rus = P 2. egyenlet

Rysrus - @ porus ellendlldsa

p - az oldat fajlagos ellendllasa
l - a porus hossza

a - a pérus sugara

A csatorna vezetOképességét az ionvezetd porus hossza €s sugara hatirozza meg. (2.
egyenlet). Az RyR transzmembrdn doménjanak hosszdval (6,5 nm), 100 Qcm fajlagos
ellendlldssal és az ioncsatorndk prototipusdnak tekinthetd KcsA szelektivitdsi filterének
sugardval (1,5 A) szdmolva a RyR vezetOképessége csak 11 pS lenne. A RyR atmérdje
azonban ennél nagyobb, ami miatt csokken ugyan a csatorna szelektivitdsa (a belépd ionnak a
nagyobb térfogatban kisebb esélye van a kotddésre), de konduktancidja nd. A RyR
nagyméretli szerves egyértékli kationokra vonatkozd relativ permeabilitdsdbol a porus
legkisebb sugara kiszamithaté (3. egyenlet), és ~3,4 A-nek adédik. A gatlas effektiv

vegyértéke arra utal, hogy ez a keskeny szakasz 1 A-nél nem lehet hosszabb, és méret alapjan
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szUri az ionokat, a toltés szerinti szelekcidt inkdbb a kotdhelyek végzik. A pérus tehdt egy
nagy atmérdjli csatorna, rovid szukiilettel.
(Rc-Rx")’

PX/Kt'= ———— 3. egyenlet
(ReRx') &

PX*/K* - relativ permeabilitas
Rk, Rx" -aK"és aszerves kation 4tmérdje
Rc - a porus legkeskenyebb atmérdje

Hossza pedig joval rovidebb, mint a transzmembran szakasz teljes hossza, tehét a fesziiltség
nem a teljes szakaszon esik. A pontos poérushossz molekuldris mérdszalaggal a
kovetkezOképpen mérhetd: ha két trimetilammoniumot, (melyrdl tudjuk, hogy a TEA*-hoz
hasonléan a fesziiltséglejtd 90%-nal kotddik) novekvd hosszusagu alkil 1dnccal kotiink Ossze,
egy kétvegyértékll vegyiiletet kapunk, mely gatlé hatdsdnak effektiv vegyértéke 1 felett van,
mivel mindkét toltott fej belép a pdrusba (bar egyszerre csak az egyik kotddhet). A lanc
hosszdanak novelésével a mérdszalag rogzitetlen vége egyre kijjebb cstiszik a porusbodl, és a
blokk reverzélpotencidlja egyre csokken (/. egyenlet). Amikor az alkilldnc olyan hosszu, hogy
a toltott vége kiér a porusbdl, a gatlas effektiv vegyértéke 1 ald esik, és a két toltott csoport
kozotti tdvolsag megadja a porus hosszét, mely a RyR esetén 10,4 A-nek adédik.

A poérus bejarata eldtt a diffuzié szabad, mig a
porus kezdetétdl a keskeny 4tmérd miatt limitdlt,
és itt mar a fesziiltség a szadmottevd hajtderd.
Ennek  ellenére a  vezetOképesség  tig

fesziiltségtartomanyban linedris, tehdt a bejaratnal

luminalis

oldal tapasztalhaté  diffuzidsebesség-csokkenés nem
korldtozza az iondramot. Latorre és Miller
szamitdsai szerint ez csak ugy lehetséges, ha a

vezetOképességet nem csak a  legkisebb

poérusatmérd ellendlldsa hatdrozza meg, hanem a
11. dbra A RyR pérusanak szerkezete A ) . L L
RyR magas vezetSképességét a nagy csatorna teljes hosszdnak ellendlldsa szamit. Ha a
4atmérdjli, de rovid ionvezetd porus és a
tdgas  el6tér  biztositja. A pdrus
legkeskenyebb része a lumindlis oldal felé
esik. *' U — fesziiltség

porust egy nagy atmérdjli tolcsér koti Ossze a
diffizié szamdra szabad csatornarésszel, akkor a
fesziiltségesés kiterjed az dtmeneti szakaszra,
megvezeti a toltéshordozokat és a csokkend diffizidsebességet kompenzélva a (I1. dbra)

szajadék atmérdjével ardnyosan noveli a konduktanciat. Az ionok terelgetésében a tdlcsér
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toltott aminosav-oldallancai is segitenek. A nagy atmérdjii, rovid porus széles eldtérrel
kiegésziilve mar lehetévé teszik a nagy konduktanciat. *' A RyR hdromdimenziGs, nagy
felbontdsu rajza cryo-elektronmikroszkopos felvételek szdmitdgépes feldolgozasaval
elkészithetd. A rekonstrudlt képek alapjan Wagenknecht és munkatarsai felvetették, hogy a
RyR tetramer 4 pérussal rendelkezik, de a konduktancia novelésének ezen lehetséges eszkozét

molekuldris biolégiai eszkozokkel masok kizartak. *2

10 nm

12. dbra A vazizom tipusi RyR haromdimenzids, nagyfelbontasa cryo-elektronmikroszkopos felvételei
alapjan, szamitogépes képfeldolgozassal késziilt szerkezeti rajza. Az dbra a csatornit az SR lumene feldl (a),
a citoplazmatikus oldal feldél (b) és oldalnézetbdl (¢) dbrdzolja. A transzmembrin régié 12x7 nm nagysagu,
kdpalakd struktira (rézsaszin), mig a citoplazmatikus domén (z6ld) 28x12 nm. A kijelolt teriilet (b) a zar
(,,clamp™) struktirdnak felel meg. *°

Ugyanezeken a nagyfelbontdsi képeken a citoplazmatikus régi6 12 nm magas és
alegységenként 10 globuldris doménra kiilonithetd el (/2. dbra). Koziilik a legnagyobbat
kilincsnek (,,handle”) nevezték el, és az dbran a harmas sorszamot viseli. Az 5-10 szamu
domének a sarkok cstcsait épitik fel, amit ,,zdraknak™ (clamps) hivunk. A citoplazmatikus
régiot a transzmembrdn régidval valdsziniileg az 1-es szdmu domén koti 6ssze, mig a zdrak a
citoplazmatikus rész tobbi részéhez tugy rogziilnek, hogy a zir 5-0s és 9-es doménja
kozvetleniil, mig a 6-os a 4-esen keresztiil kapcsolddik egy-egy kilincshez (3). A 4 db 2-es
domén kozépen egy nagy lireget hoz létre, ami valdsziniileg a csatorna citoplazmatikus oldali
bejaratdnak felel meg, amihez a négy sarok (zar) az 5-0s és a 4-es domén kozvetitésével
csatlakozik. A RyR finomszerkezetének feltérképezése mellett a modszer lehetové teszi a
csatorna kapuzdsdhoz kotheté morfologiai véltozdsok vizsgdlatit ¢és az egyes
szabdlyozofehérjék kotohelyeinek térképezését is. A RyR zart, illetve nyitott allapotardl
késziilt haromdimenzids képek tanisdga szerint a RyR megnyildsakor egyes zar-domének

kiemelkednek a tobbi koziil, gyengiil a 9-es és a 10-es domén kozotti kapcsolat, a TM régid
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kicsit megnyulik, oszlopszeri doménjai szétdllnak, és néhdny fokkal elfordulnak a

citoplazmatikus részhez képest (13. dbra). 40

13. dbra A RyR nyitott és zart
allapotban A sziirke szinli  zért
csatorndra kékkel vannak vetitve a
nyitott és a zart dllapot kozotti
morfoldgiai kiilonbségek. Nyitott
allapotban a 6-os és a 10-es domén
kiemelkedik a tobbi koziil (a, piros nyil),
és gyengiil a 9-es és a 10-es domén
kozotti kapcsolat. A TM régié ekkor
hosszabb, mint zart dllapotban (a, fekete
nyil). A RyR nyilasakor a
b transzmembran-régio tomegslir(iség-

nyitott zart mintdzata is elmozdul (b, szaggatott

; vonal). 40

Emldsokben a rianodin receptor hiarom izoformdja ismert (RyR1, RyR2, RyR3), melyek
eléforduldsa szovetspecifikus: a RyR1 elsésorban a vazizomban expresszdlédik (vazizom
tipusi RyR), mig a RyR2 a szivizomban és szinte az agy teljes teriiletén (szivizom tipusu
RyR). A RyR3-at eldszor hamsejtekben és az agyban irtdk le, de eléforduldsa univerzalisnak
mondhaté. > * A RyR3 mindkét hardntcsikolt-izomtipusban kimutathat6, legnagyobb meny-
nyiségben a rekeszizom tartalmazza, de ardnya itt sem éri el az 5%-ot, mig gyors-tipusu
izomrostokban részardnya kevesebb, mint 0,2%. Miikodését és szabalyozhatdsdgat tekintve
alig tér el a tobbi izoformatél. > Izommiikodésben betdltott szerepe nem tisztizott, de
jelentdségét valdszintileg felértékeli, hogy a RyR1-el azonos triddokban, de a CRU szélén
(parajunkciondlisan) helyezkedik el, és hogy a RyR1 jelentds része nem vesz részt a Ca’*-
felszabaduldsban (szupresszalt dllapotban van). Igy miikodésével valGsziniileg a Ca**-indukalt
Ca**-felszabaduldst segiti. °" >

Az izoformakat harom kiillonboz6 gén kddolja, és a fehérjék ~70%-os homoldgiat mutatnak.
Az eltérések harom f6 régiéba tomériilnek (D1, D2, D3 régi6). **°® 7 Szdmos eredmény arra
utal, hogy ezek a régidok hordozzak az izoforma-specifikus eltérésekért felelds szekvencidkat.
Harmojuk koziil a legtobb informécié a D2-es régiordl 4ll rendelkezésre, mely az 1302. és az

1404. aminosav kozotti fehérjerészletnek felel meg. Ez a szekvencia a RyR3-bdl hidnyzik,
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RyR1-ben a 6-os domén felépitésében vesz részt és a RyR1-DHPR kozotti kozvetlen
kapcsolat kialakitasdban jatszik szerepet. 40

A RyR alternativ splicing varidnsait is azonositottak. Az ,,ASI” szekvencia splicingja példaul
az egyedfejlédés sordn valtozdst mutat: ujsziilott korban a szekvencia intronként keriil
felismerésre, kivagddik az mRNS-bol, mig a felndttkori varidnsban ugyanez a szekvencia
exonként szerepel, tehit a felndttkori RyR tartalmazza ezt a fehérjeszakaszt. A mioténids
disztréfia (Steinert-betegség) egy izomgyengeséggel, izomtonus-novekedéssel és lassu
relaxdcios készséggel jard oroklodo izombetegség, melyben a RyR splicingjanak zavara miatt
az ujszilottkori splicing varians felnétt korban tjra megjelenik. A tiinetek egy része azzal

magyardzhat6, hogy az djsziilottkori varidns kevésbé aktiv. 58,59

1.1.1. A rianodin receptor szabdlyozdsa

A RyR a T-tubulus membranpotencidljanak €s a citoplazma—SR lumen szolubilis faktorainak
kettds kontrollja alatt 4ll. Kapuzdsat a rd konvergdld szigndlok ereddje dllitja be. A
legfontosabb endogén moduldtorai a Ca®*, a Mg**, az ATP és a DHPR. **°

A Ca’ hatdsa kétfazisi: nanomélos és millim6los koncentracié-tartomanyban a RyR
nyitvatartasi valdszintisége kozel nulla, és ~100 uM-ndl maximadlis, a csatorna datlagos
nyitvatartdsi idejéhez hasonléan. A haranggorbe fel- és leszdllo szarat Hill-egyenlettel
illesztve mindkét gorbe Hill-koefficiense 1, ami két Ca2+—k6t6hely 1étezésére utal. Az egyik
egy nagy affinitdsi (Kd=10 uM), jellegét tekintve aktivalo, a mdasik pedig egy alacsony
affinitasi (Kd~300 pM) gétlé (inaktival) kotéhely. A RyR Ca**-érzékenységét az ATP és a
Mg?* szabdlyozza. > 7+ 061

Az ATP a RyR leghatékonyabb endogén aktivatora (Kd=350 uM, Nyj=2). A hatékonysig
sorrendjében a nukleotidok koziil az ADP, az AMP és a cAMP koveti. A CTP, GTP, ITP és
az UTP hatdstalan. Az ATP ,,Ca**-mentes” oldatban is jelent6sen noveli a RyR nyitvatartdsi
valoszinliségét, és a csatorna Ca**-nal maximalisan csak ATP jelenlétében aktivalhat6. > 862
Az ATP jelentdségét hangsulyozza, hogy alacsony (0,5 mM) ATP-koncentracié mellett, vagy
ATP antagonista adenozin jelenlétében a Ca’*-felszabadulds lényegesen alacsonyabb, mint
kontroll koriilmények kozott. Tehat a DHPR 6nmagdban nem elég a Ca®*-felszabadulds
kivaltdsdhoz, az agonista szolubilis faktorok is sziikségesek. Az izomrost citoplazmatikus
ATP koncentricidja (8 mM) mellett a RyR nyitvatartasi valdszinlisége nyugalmi Ca**-

koncentréciénal (100 nM) is maximalis. ®' Akkor vajon mi tartja zarva nyugalomban a RyR-t?

A Mg** és (vdzizomban) maga a DHPR.
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A Mg** millim6los koncentriciéban gitolja a RyR miikodését, ami megakaddlyozza a
nyugalmi Ca**-felszabadulést. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az intracelluléris
Mg**-koncentrdcié fiziolégids értékr8l (~1 mM) 200 pM-ra torténé csokkentése Ca®'-
felszabaduldst valt ki. A Mg”* hatdsét a ,kettSs gétlds elmélete” azzal magyardzza, hogy a
Mg®* az aktivdciés Ca**-kotShely kompetitiv antagonistdjaként és a gatlé Ca®*-kotShely
agonistdjaként a Ca**-nal verseng a kotOhelyekért (Kd=600 uM). 61.62

Lamb és munkatdrsai szerint a T-tubulus depolariziciéjakor a RyR Mg2+ gatld hatdsdval
szemben mutatott érzékenysége a tizedére csokken, azaz a RyR azért nyilik meg, mert
felszabadul a gatlds aldl. '

Schneider és Chandler 1973-ban a T-tubulus

| 1l 1l v
membrénjan az ismert iondramok
DHPR t-Tubule Lo . X L
gatloszereinek jelenlétében az
- izomkontrakciéhoz  szorosan  kapcsol6dd

toltésmozgast mért. Feltételezésiik szerint a
fesziiltségfiiggd  toltésmozgasért  felelds
molekula a hidnyzé lancszem a T-tubulus
depolarizdciéja és a Ca’*-felszabadulds
kozott. Gyandjuk akkor nyert megerdsitést,
amikor kideriilt, hogy a dihidropiridin-
szarmazékok gitoljdk a transzmembréin
toltésmozgdst és a Ca**-felszabaduldst is. ** A

DHPR 6t alegységbdl all (a;, as. f, y, 0),

melyek koziil az o, alegység 1873 aminosava
14. dbra A DHPR szerkezete és kapcsolata a
Rle-gyel A DHPR oy a]egysége négyszer négy, egyenként hat transzmembrén
ismétlédd, egyenként hat transzmembran

szakaszb6l felépiils doménnal rendelkezik. szegmenst tartalmazo domént, n. ,,repeat”-et

Mindegyik dom,?n ,negyedlk TM  szakasza alkot (/4. dbra). Funkcionidlis DHPR o
hordozza a fesziiltségszenzort (S4), melynek

hurok direkt kapcsolat utjan kozvetiti a RyR-re.

(pA - ,,A-szakasz”, pC — ,,C szakasz”) diszgenikus egerek vézizomrostjain végzett
A DHPR és a RyR azonban ennél joval tobb o . . )
szallal kapcsolédik egymdshoz. Feltételezhetd mérésekbol tudjuk, hogy az o; alegység
még az o, alegység C-termindlisdnak és a III- P L ”
IV. domén Kkozotti huroknak a RyR-rel alakitja ki a csatorna porusat, €és ez felelos a

kialakitott kapcsolata is. ©* 63,64

toltésmozgasért is. Diszgenikus egerekbdl
szdrmaz6 vazizomcsovekbe juttatott vizizom
tipusi DHPR- gén helyredllitja a vdzizom tipusud elektromechanikai kapcsolatot. A szivizom

tipusd DHPR azonban a Ca®*-tdl fiiggetlen vdzizom tipusi elektromechanikai kapcsolatot és
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annak morfoldgiai feltételét, a DHPR-tetradokat nem volt képes visszadllitani a sejteken, csak
a Ca”*-indukélt Ca**-felszabaduldst. A funkcionalis kiillonbségért és a DHPR-tetradképzésért
felelos szakasz sziv-vazizom tipust kimérdkkal tortén6 azonositdsa sordn kideriilt, hogy az o,
alegység II. és III. transzmembran doménjat 6sszekotd intracelluldris hurok kulcsfontossagu a
vazizom tipusu elektromechanikai kapcsolat kialakuldsa szempontjabol. Meglepd, hogy a sziv
tipusi DHPR is képes a vazizom tipust elektromechanikai kapcsolat rekonstrualasara, de csak
abban az esetben, ha a II-IIl TM hurok a 725.-742. aminosavig terjedd szakaszon vazizom
tipusi szekvencidt hordoz. ®® Ugyanakkor a szivizom és a védzizom tipusi hurok peptid
formdja egyarant aktivdlja a RyR1-et, mig RyR2-n mindkettd hatdstalan. A kisérletek
konnyebb értelmezhetdsége kedvéért a hurkot funkciondlis szempontbdl részekre osztottdk: a
724.-760. aminosavig terjedd szegmenst ,,C szakasz”-nak, peptidként szintetizalt megfeleldjét
,C peptid’-nek, mig a 667. és a 692. aminosav kozotti részt ,,A szakasz’-nak, illetve ,,A
peptid’-nek nevezték el. Ez utébbi peptid alacsony koncentrdcidéban aktivalja mindkét
izoformat, mig a ,[C peptid’ géatolja a csatorndt, kivédi az ,,A peptid’ hatdsit és a
depolarizdcié-indukalt Ca®*-felszabaduldst. ®* %  Ezen eredmények alapjén az
elektromechanikai kapcsolat a kovetkezoképpen képzelheté el: mindkét hurokszakasz
kozvetlen, nem izoformaspecifikus alloszterikus kapcsolatot teremt a rianodin receptorral, de
a DHPR fesziiltségszenzoranak elmozduldsat csak a ,,C szakasz” képes kozvetiteni a RyR-re.
Ez utébbi kapcsolat 1étesitésére azonban kizdrdlag a vazizom tipusu ,,C peptid” alkalmas.
Tehat a RyR valdsziniileg folyamatosan a ,,C szakasz” gatldsa alatt all, amit csak a
depolarizéci6 fiiggeszt fel. Ekkor az ,,A szakasz” RyR-re gyakorolt hatdsa felszabadul a gatlas
aldl, és a RyR megnyilik (/4. dbra). ©

Az elektromechanikai kapcsolat modelljének szerkesztésekor szamolni kell azzal a kisérletes
eredménnyel is, miszerint az ,,A peptid” reverz dramirdny esetén (amikor a toltéshordozé a
fiziol6gids Ca’*-felszabaduldssal ellentétes irdnyba mozog) a csatorna fesziltségfiiggd
gitlasat hozza létre, mivel ez felveti annak a lehetOségét, hogy a fesziiltségszenzor
elmozduldsa egyszertien kirdntja az ,,A szakasz’-dugét a porusbodl, utat engedve ezzel a Ca**-
nak.

Az A peptid” hatdsanak kritériuma egy béazikus (Arg, Lys) aminosavakat hordoz6 szakasz,
melyhez hasonl6 oldallancmintézat néhdny toxin elsddleges szerkezetében is megtaldlhat6. ™"
A homoldgia miatt ezek a toxinok az elektromechanikai kapcsolat vizsgalatdnak jo6
eszkozei. Ilyen példaul a Pandius imperator skorpié mérgébdl izoldlhaté imperatoxin A
(IpTxa), melynek harmadlagos szerkezetében a homolég motivum mads bazikus oldallanci

aminosavakkal egyiitt egy nagy kiterjedésti pozitiv toltésii felszint hoz létre.”> ™ Az IpTxa
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rianodin receptoron kifejtett hatdsa annyiban kiilonbozik az ,,A peptid” hatdsatél, hogy az ,,A
peptid” reverz dramirdny esetén bezdrja a RyR-t, mig az IpTxa a maximadlis daramamplitido
25%-4nak megfeleld hosszantarté szubkonduktancia-allapotokat (LLSS) indukdl. 576 A
mindossze 18%-ban megegyezd aminosavsorrend és az alapvetden eltérd harmadlagos
szerkezet ellenére kotohelyiik azonos, de a két peptid affinitdsa kozotti eltérés ezerszeres. A
kapcsolat kialakitdsa szempontjabdl valdsziniileg a Lyslg—Arg24 (IpTxa) és az Arg(’gl—Lys685
(,,A peptid”) aminosavak kozotti szegmensnek van kulcsszerepe, €s ugy tiinik, hogy a
kotdédéshez egy pozitiv toltésti aminosavakbdl felépiilo Osszefiiggd felszin sziikséges, mig a
masodlagos szerkezet szinte 1ényegtelen. Az IpTx, -ban a LysZO—Arg23 és a Lys‘go—Arg33 két,
antiparalell lefutdsi S-redét hoz létre, melyek a toxin feliiletén az Sket dsszekotd Arg™, Gly™,
Thr’®, Asn®’; és a His®, Lis®, Arg9, Lys'!, Lys19 aminosavakkal egyiitt egy 1900 A? feliiletii

681 685

bazikus felszint alkotnak. Az ,,A peptid” homoldg szekvencidja (Arg™ -Lys’ ) viszont az N-

termindlis végen rendezetlen szerkezeti, és felilete csupan 800 A (I5. dbra). A
toltésfelszinek teriilete kozotti eltérés a disszocidcios allandok kozotti kiillonbségben

tiikrozodik. > 74

»A peptid” ~~——__

/

15. dbra Az ,,A peptid”, az imperatoxin és a maurocalcine szalagmodellje és felszinprofilja A RyR-hez val
affinitds szempontjdbdl a pozitiv toltésli aminosav-oldallancokbdl felépiild toltésfelszin szdmit. A bdazikus
oldalldnci aminosavakat sirga szinnel jelolom, az Osszes tobbit fehérrel. A rajzok az 1DU1 (,,A peptid”), az
1IE6 (IpTx,) és az 1C6W (MCa) pdb (protein data base) fileok felhasznildsdval a GalaxoSmithKline Swiss Pdb-
viewer nevi szoftverével késziiltek (http://www.expasy.org/spdbv/).
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A Scorpio maurus mérgébdl izolalt toxin, a maurocalcine (MCa) szintén egy 33 aminosavbol
allé peptid, melynek aminosavszekvencidja az IpTxs-val 82%-ban azonos. > Ennek megfe-
leléen RyR-re gyakorolt hatdsa is nagyon hasonld: fiziol6gids dramirdny esetén néhany
nanomolos koncentraciéban alkalmazva (5 nM) noveli a RyR nyitvatartdsi valészintiségét
(P,), mig ezzel ellentétes aramiranyndl a csatorna maximalis vezetoképességének ~40%-anak
megfeleld szubkonduktancia-dllapotokat (LLSS) okoz. Az LLSS polaritasfiiggése az MCa és
a porus szdjadékdnak elektrosztatikus kolcsonhatdsdra utal. Ezt a feltételezést
munkacsoportunk eredményei is igazoljak, miszerint a toltott felszin aminosavainak semleges
toltésti alaninra torténd lecserélésével a MCa hatékonysiaga csokken. Az LLSS kivéltasa
szempontjdbol a 24-es pozicidban 1évo arginin kritikus jelentdségli, mivel alaninnal
helyettesitve az igy 1étrejott Arg24Ala szubsztituens-maurocalcine noveli ugyan a csatorna
P,-jat, de LLSS-t kivaltani képtelen. """

Bar a RyR-t a DHPR vezérli, a RyR finomhangoldsdban szamos mads fehérje is részt vesz. A

kovetkez6 rész roluk szol.

1.1.1.1. Az FK-506-kot6 fehérje (FKBP) a RyR karmestere

Az FKBP szamos szovetben el6forduld, a fehérjék harmadlagos szerkezetének kialakitasaban
és stabilizdlasaban szerepet jatszd, peptidylpropyl-cisz-transz izomerdz aktivitdsi enzim. Az
FK506 immunoszupressziv hatdsa az izomeraz-aktivitds gitlasan alapszik, a RyR-re gyakorolt
t kot, izoformatol fiiggden kiillonbozé tipust (RyR1-FKBP12 és RyR2-FKBP12.6), melyek
makrolidek (FK506 (tacrolimus), rapamicin (sirolimus) és cyclosporin A (sandimmune))
hatdsara disszocidlnak a csatornardl. Az FKBP-t0] megfosztott csatorndk single channel dram-
regisztratuman csokkent vezetOképességli szubkonduktancia-dllapotok jelennek meg, mintha
a négy alegység egymastol fiiggetleniil kapuzna (1/6/b. dbra). FKBP adédsaval a jellegzetes
kapuzéds megsziintethetd. Emellett az FKBP-depletdlt RyR P,-ja magasabb, mint a kontrollg,
mert a Ca™ aktivdlé hatdsdval szemben érzékenyebb. Az FKBP tehdt a RyR alegységek
koordindlt miikodését biztositja, €s stabilizdlja a tetramer konformadcidjat, nyitott és zart
allapotat. Tovabbi irodalmi adatok szerint az FKBP alloszterikus kapcsolatot teremt a
szomszédos csatornakomplexek kozott is, mikodésiiket 6sszehangolja, lehetové téve ezzel a
szomszédos csatorndk egyidejli nyildsat, zaroddsat (coupled gating, 16/c-g. dbra). 8083 A
coupled gating anatomiai feltételeit az teremti meg, hogy a RyR FKBP-kotOhelyei a

tetramerek egymdshoz szorosan illeszked§ sarkain helyezkednek el. '+
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16. dbra Az FKBP szerepe a RyR és az elektromechanikai kapcsolat miikodésében Az a és b dbrarészlet
egyetlen RyR1 dramdnak regisztrituma. Amikor az FKBP a RyR-hez asszocialt formdban van jelen, a csatorna
nyitott és zart dllapot kozott kapuzik (a). Ha az FKBP disszocidl réla, a négy alegység szinkronizélatlan
mitkodése miatt csokkent vezetOképességli, szubkonduktancia-dllapotok jelennek meg (b). A reprezentativ
rekordok mellett feltiintetett megnyildsi hisztogram ok a csatornamiikdodés sordn tapasztalt &ramamplitidékhoz
tartoz6 eseményszdmokat dbrdzoljdk. Az FKBP hidnydban észlelhetd szubkonduktiv 4llapotok a hisztogram
harom kozéps6 csticsanak felelnek meg (b). *

A csatornakomplexek a CRU-ban érintkeznek egymdssal, ezért el6fordul, hogy néhany egymashoz ragadt RyR
,multi-channel” dramat mérjik. A c jelli dbrarészleten példaul ketté darab szivizom tipusi RyR 6sszehangolt
mddon kapuzik. Rapamicin alkalmazdsa utdn ~25 perccel (d) a két RyR2 mikodésének 6sszhangja megbomlik
(egymastdl fiiggetleniil nyitnak-zarnak). Fél 6ra eltelte utdn (e) pedig megjelenek a csatorndk b dbrarészletbdl
megismert subkonduktancia-allapotai is. A kisérlet szerint tehit az FKBP nemcsak a monomerek
csatornakomplexen beliili koordinalt miikodését biztositja, hanem az egymds mellett 1évé RyR-ok szinkronizalt
miikodését is. A rekordok részletes kiértékelése utdn kideriilt, hogy a kapcsolt RyR-ok jéval nagyobb
nyitvatartsi valészintiséggel miikodnek, mint az egyediek. '

Az FKBP-nek koszonhetden tehat a CICR sordn a csatorndk egyszerre nyilnak, €s diasztolé alatt zarva maradnak
(f). Koros koriilmények kozott az FKBP12.6 disszocidcidja miatt a csatorndk kapuzdsa stochastikussd valik, az

elektromechanikai kapcsolat hatékonysaga és a Ca**-tranziens amplitidéja csokken, és az SR diasztoléban is
csurog (g). Emiatt a sziv pumpafunkcija romlik és aritmogén hajlama né. *'

0 500 1500
eseményszam
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1.1.1.2. A lumindlis Ca** szabdlyozé szerepe és a kalszekvesztrin

Az SR-ben a szabad (ionizdlt) Ca**-koncentrici6 ~1 mM. Az ennél magasabb Ca®*-
koncentraci6 nemcsak a transzmembran Ca2+—gradiens novekedése miatt noveli a Ca®*-
felszabadulds sordn kidramlé Ca’* mennyiségét, hanem a RyR Ca’*-érzékenységének
fokozdsdval is. '* A jelenség izoldlt csatorndkon végzett single channel mérések sordn is
megfigyelhetd: a RyR lumindlis oldalin millimélos tartomdnyban novelve a Ca®*
koncentracidjat, a csatorna nyitott dllapotanak valdszinlis€ége nd. Az SR tiltdltése koros
koriilmény, ami szivizomban silyos kovetkezményekkel jdr, mivel noveli a Ca®'-
felszabadulds amplitddéjat, de kisebb Ca®*-felszabaduldst akér diasztoléban is indukélhat. A

+

citoplazmatikus Ca”*-tobblet egyes K" -csatorndk Ca2+—fﬁgg6 gatlasdval nyujtja az akcids
potencidl hosszat és felgyorsitja a Na*-Ca®* cseremechanizmust, melynek tevékenysége
depolarizélja a membrant. A két tényezd egyiittes kovetkezményeként késdi utdédepolarizacid
(DAD), aritmia és extraszisztolé alakulhat ki.

A RyR Ca**-raktir feléli szabalyozdsdnak mechanizmusira ellentmonddsos kisérleti
eredményeken alapul6 feltételezések sziilettek. Az egyik a RyR luminélis oldalan is feltételez
regulatorikus Ca’*-kotShelyeket. Ezen kotéhelyek létezése azonban kérdéses, mivel a
luminélis Ca** hatdsa fesziiltségfiiggs, ami vagy azt jelenti, hogy a kotShely mélyen a
porusban van, vagy azt, hogy a Ca™ a poruson keresztiil atjut a tdloldalra, és ott az aktivalo
Ca2+—k6t6helyen fejti ki hatasat (feedtrough-szabdlyozas). 84-85 Mésok a luminalis hatdsokért a
kalszekvesztrint teszik feleldssé.

A kalszekvesztrin (CSQ) az SR termindlis ciszterndjanak Ca**-koté fehérjéje, mely nagy
kapacitassal (~40 db Ca"/ CSQ), de kis affinitassal (Kd ~1 mM) kéti a kalciumot, igy
biztositja a RyR kozvetlen kozelében a Ca**-koncentréci6 (igy a Ca2+—gradiens) allandésagét a
Ca’*-felszabadulds sordn. Szerepe nemcsak kalcium pufferként, hanem a RyR
szabdlyozdsdban is jelentds. © A RyR-hoz a triadin és junctin nevii transzmembrdn SR-
fehérjéken keresztiil kapcsolddik. Ez utébbit bizonyitja az a kisérlet, melyben hatdsét csak
triadin €s junctin egyiittes jelenlétében képes kifejteni. 8 A Ca®*-szenzor szerepére az teszi
alkalmassd, hogy térszerkezete Ca**-fiiggd médon viltozik: alacsony Ca’*-koncentraciénal
(<<1 mM) a CSQ monomer, az SR Ca**-koncentricié-viszonyai mellett pedig polimer-
formdban fordul el6. A RyR miikodését a monomer nem befolydsolja, mig a polimer gatld
hatést fejt ki, de csak ~1-4 mM-os Ca**-koncentrdci6-tartomanyban. 1 mM Ca®* foltt ugyanis

a CSQ (bar polimer marad) tjabb konformacié-valtozdson megy keresztiil, mely meggyengiti

------
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intralumindlis Ca**-koncentrdciéndl vagy azért aktivalédik, mert felszabadul a CSQ gétldsa
alél, vagy mert CSQ hidnyéaban érvényre juthat a lumindlis Ca®*-kotéhelyek aktivalé hatésa.

A Ca**-felszabadulds és -raktdrozds megfelelé mitkodése bizonydra a RyR kalszekvesztrinnel,
DHPR-ral és a tobbi citoplazmatikus- €s SR-integrans membran-fehérjével (kalmodulin,
sorcin, triadin, junctin, junctate, stb...) alkotott bonyolult komplexének épségét igényli. A
szabdlyozds bonyolultsigat fokozza, hogy a RyR olyan kovalens moddositdsoknak is a

célpontja, mint az oxidacid, a nitrozilacio és a foszforilacio.

1.1.1.3. Foszforildcio

A szimpatikus idegrendszer az ératmérd €s a sziv perctérfogatdnak szabdlyozdsdval a
szervezet pillanatnyi igény€hez igazitja az artérias kozépnyomast. A szimpatikus idegrendszer
aktivalédasakor (példaul izommunka vagy vészreakcid esetén) felszabadul6 katekolaminok a
sziv f-adrenerg receptorainak kozremikodésével Gy-fehérjéhez kapcsolt jelatviteli dtvonalat
hoznak miikodésbe, mely sordn az adenilat-cikldz aktivitdsa fokozddik, a sejt cAMP-szintje
emelkedik, ami a cAMP-dependens protein kindz (PKA) aktivdléddsdhoz vezet. A PKA az
izomrost Ca’*-hdztartdsit szabdlyozé fehérjék (DHPR, SERCA, RyR) foszforildldsdval
aktivilja azokat, igy novekszik a Ca®*-tranziens amlitidéja és a szivizom kontrakcids ereje. A
RyR defoszforilacidjaban a protein foszfataz 1 és 2A szerepel.

A folyamatnak korélettani jelentdsége szivelégtelenségben van, ekkor ugyanis a sziv
pumpafunkciéja elégtelen a szovetek igényének megfeleld perctérfogat biztositdsdra. Az
alacsony artérids kozépnyomadst a szervezet kronikusan magas szimpatikus aktivitassal
kompenzalja (baroreceptor reflex), ami segithet ugyan megfeleld szinten tartani a vérnyomast,
de hosszutavon hétranyos kovetkezményekkel jar (kamrai hipertrofia és/vagy dilaticid). A
sziv funkciéromldsdnak hatterében a miokardium sériilésének okatdl fiiggetleniil (ischaemia,
magas vérnyomds, kardiomiopdtia...) az intracelluldris Ca’*-homeosztizis- és az
elektromechanikai kapcsolat zavara all, ami a foszforilaciés mechanizmus hibds miikodésére
vezethetd vissza. Szivelégtelenségben a Ca**-tranziens amplitidéja alacsony, felszallé szdra
lassu és a SERCA pumpa alacsony aktivitdsa miatt lassan cseng le, azaz a relaxdciés id6
nyulik. Ez az dllapot magas szivfrekvencidnal kiilonosen veszélyes, mert ilyenkor a diasztolé
rovidsége miatt az SR kevésbé tud udjratoltddni, igy a kovetkezd szisztolé alkalmdval még
kevesebb Ca’* szabadul fel, ami a kontrakcids erd tovabbi csokkenéséhez vezet. 939 Az
irodalomban, az utébbi idében az a nézet terjedt el, hogy a ,remodeling” sordn tapasztalt
véltozasok oka a Ca’*-transzport-fehérjék expressziés mintdzatdnak megvaltozdsa mellett

bizonyos fehérjék — koztilk a RyR2 — tdlzott foszforildcidja. A RyR hiperfoszforilacigjat
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azonban nem fokozott kindz-aktivitds, hanem az alacsony foszfatazaktivitds (protein foszfataz
1 és 2A) okozza, mert a szivizomrostok cAMP-szintje a f-adrenerg receptorok adaptécidja
miatt nem magas. A RyR2 hiperfoszforilaciéjaért a RyR fiziol6gids szabédlyozdsat végzo két
kinazt, a PKA-t és a calmodulin-dependens protein kindzt (CAMKII) teszik felelOssé, de az
eredmények ellentmonddsosak. *"*®

A PKA a RyR2 foszforilalasat a 2809-es szerin aminosavon végzi. Marks €és munkatarsai
szerint a 2809-es szerin foszforilalasakor az FKBP12.6 részlegesen és dtmenetileg disszocial a
csatornardl. Ennek megfeleléen megjelennek a csatorna szubkonduktancia-allapotai, és a RyR
Ca”*-érzékenységének novekedése miatt a csatorna nyitvatartdsi valésziniisége is nd, mellyel
a RyR2 fizioldgias koriilmények kozott maga is hozzdjarul a katekolaminok pozitiv inotrép
hatdsdnak kialakitdsdhoz. Eredményeik szerint szivelégtelenségben a kronikusan magas
szimpatikus aktivitds miatt a RyR2 négy alegysége koziil a 2809-es szerinen atlagosan harom
van foszforildlva (hiperfoszforildlt RyR2), mig egészséges szivben, még vészreakcid
alkalmadval is ennél kevesebb. Elméletiik szerint a hiperfoszforildlt RyR2 Ca2+—ﬁ'1ggését leir6é
haranggérbe az FKBP12.6 deplécidja miatt extrém modon kiszélesedik, ezért az SR
diasztoléban is csurog, mig egészséges koriilmények kozott a foszforildlt (de nem
hiperfoszforildlt) csatorndin marad6 FKBP12.6 mennyisége diasztoléban elegendd a RyR2
zérva tartdsahoz. '™ Sitsapesan munkacsoportja azonban azt taldlta, hogy a RyR2
foszforilacidjanak bazdlis szintje 75%-os, €s f-adrenerg stimuldcié hatdsdra a maximalis
foszforilacid egészséges koriilmények kozott is bekovetkezik. Ez az dllapot azonban csak a
P,- és a konduktancia enyhe novekedésével jar, szubkonduktiv-allapotokkal nem. Sitsapesan
azzal magyardzza a két munkacsoport eredményeinek ellentmonddsat, hogy a f-adrenerg
stimuldcié fiziologias koriilmények kozott csak atmeneti, szivelégtelenségben viszont
hosszantart, mely felveti egy nemrég azonositott foszforiliciés hely (szerin-2030)
kérfolyamatban betoltott szerepét, mivel egyelére nem zarhaté ki, hogy a PKA krénikus
aktivalédasakor ez is foszforilalédik. '

Bers munkacsoportjdnak eredményei viszont a PKA szerepét a RyR2 szabédlyozdsaban nem
tudtdk megerdsiteni. Alldspontjuk szerint a pozitiv inotrép hatdsért csupdn az Ic,. PKA-fiiggd
novekedése felelds, mely fiziolégids koriilmények kozott magasabb CICR-t indukal. Leirték,
hogy szivelégtelenségben az Iy, CICR kivéltdsdban mutatott hatékonysédga csokken. *° Marks
kisérdjelenségeként értelmezi, mivel ekkor a RyR kapuzasa szinkronizalatlanna vélik, mely
igy csokkenti a Ca**-felszabadulds hatékonysagat (EC-uncoupling) és a kontrakcids erét (16/f,

g dbra). *' A Ca**-felszabadulds amplitddéjanak csokkenéséhez emellett még az is hozzéjérul,
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hogy az SR diasztolés csurgdsa és az alacsony SERCA-aktivitds miatt az SR Ca**-tartalma is
csokken.

Tehat az SR diasztolés csurgdsat az irodalom tényként kezeli, de tobbféle lehetséges okat
jeloli meg (SERCA aktivitds-csokkenés, RyR2 hiperfoszforilacié). A RyR aktivéldsa jo
megoldasnak tlinhet a pumpafunkcié helyredllitisara, de ez sajnos a CICR amplitiddjanak
csokkenésével és  diaszolés Ca’*-felszabaduldssal jar, ami a kordbban ismertetett
mechanizmussal (1.1.1.2.) késO6i utddepolarizdciét vélthat ki, aminek olyan sulyos
kovetkezményei vannak, mint az aritmidk, ventrikuldris tahikardia, kamrafibrillicié és a
hirtelen szivhalal. **> %1%

A szivelégtelenségben szenvedd betegek terhelhetdségiik csokkenésérdl, izomgyengeségrol,
faradékonysagrol és 1égszomjrdl szamolnak be, de a tiinetek sulyossdga nincs dsszefiliggésben
a perctérfogat-csokkenés mértékével, és a perctérfogat novelésével, vagy az izom
perfizidjanak lokdlis emelésével sem enyhiilnek. A csokkent terhelhetdség valdszintlileg olyan
kronikus hatdsokra bekdvetkezd mdsodlagos anyagcsere-, génexpresszids-, morfoldgiai- és
funkciondlis valtozdsok eredménye, mint a kronikusan magas szimpatikus-aktivitas, reaktiv
nitrogén- és oxigén gyokok (nitrozilacid, oxidacid) és gyulladdsos medidtorok keletkezése,
melyek mind a katabolikus folyamatoknak kedveznek és tobbek kozott az SR Ca®*-
haztartdsdnak zavarat okozzak. "' Bar a cAMP-jelatviteli dtvonal szerepe fizioldgids
koriilmények kozott a véazizom szabdlyozdsdban nem bir nagy jelentdséggel, a
szivelégtelenségben tapasztalt izomgyengeséget a RyR2-nél megismert analég folyamatokkal
magyardzzak: a hiperfoszforildlt, FKBP12-mentes RyR1 az SR nyugalmi Ca**-csurgdsit,
deplécidjat okozza, és csokkenti a DICR hatdsfokat. Ho-t

A szivelégtelenség terdpidjaban a p-blokkoldkat, a digoxint és az angiotenzin-konvertaz
enzim gatlokat alkalmazzak, jollehet eredményességiik esetleges és relativ. A fenti kutatasi
eredmények a RyR2 személyében 1j terdpids célpontot kindlnak. Az ilyen irdnyd tudomanyos
érdeklédés kozéppontjdba a kozelmiltban egy antiaritmogén hatdsi, RyR-tdmaddaspontu
gyogyszerjelolt vegyiilet keriilt, a K201 (JTV519) (I7. dbra). Kardioprotektiv hatdsat Ggy
fejti ki, hogy noveli a RyR2 FKBP12.6 irdnti affinitdsat, ezzel stabilizdlja a RyR2 zart
dllapotat, megakadalyozza az SR diasztolés csurgdsat, de szisztolé alatt nem gitolja a Ca**-

felszabadulast. 217126
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17. abra A K201 (JTV519) szerkezeti képlete

1.1.1.4. Kalmodulin (CaM)

A RyR2 Ca**/CaM-dependens protein kindz II (CamKII) 4ltali foszforiliciéja szintén a
hogy a CamKII-aktivitdsa valdsziniileg nem koveti a szivciklus Ca**-koncentrécié véltozésait
(mivel a CamKII nemcsak a klasszikus Ca**/CaM-fiiggé médon, hanem autofoszforildcids
mechanizmussal is aktivdlédik, ami egy fenntartott, Ca**/CaM-fiiggetlen hatdst kelt), a
szivmlikodés szabdlyozdsdban betoltott kozvetlen, é€s a génexpressziot modositdé hatdsan
keresztiil gyakorolt kozvetett szerepe 1is igazoltnak latszik. Errdl 4arulkodik, hogy
szivelégtelenségben aktivitdisa megnd, melynek koszonhetéen egy ,hipertréfids”
génexpresszi6s programot indit el, és ndveli az SR Ca**-csurgésit, ezért egyes szerzék a PKA
szivelégtelenségben betoltott szerepe helyett inkdbb a CamKII jelentdségét hangsilyozzak. 144
A CaM nem csak a CamKII aktivdlasdval befolydsolja a csatorna mikodését, hanem
kozvetleniil a RyR-on is hat. Hatdsa Ca®*-fiiggd és kettés: szubmikromélos Ca*-
koncentraciéndl (apoCaM) aktivalja a RyR-t, ennél magasabb (>0,2 uM) Ca**-koncentricié-
tartomanyban gatolja. Az apoCaM és a Ca®*-t koté CaM-forma két kiilonboz8, egymassal
atfed6 kozeli kotOhelyhez kotddik a RyR-en, melyek kozott a Ca®* -koncentraci6 ciklikus

véltozésakor cstszkal. *°
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1.1.1.5. Farmakologiai befolydsolhatosdg

A RyR miikodését médosité legismertebb vegyiileteket a 2. tdbldzatban foglaltam ossze. ’
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2. tdbldzat A RyR miikodését befolyasolé vegyiiletek hatasanak osszefoglalé tablazata ’

T - no, ¢ - csokken, — - nem valtozik, Ca2+—f - Ca2+-felszabadula’1s, Po -nyitvatartdsi valdszinliség,
G - vezetOképesség, H ry kotés - H rianodin-kotés, Kd - disszociicids konstans, a - hosszantarté jelenléte a
csatorna inaktivaci6jadhoz vezet, b - RyR2 szelektiv hatds, ¢ - RyR1 szelektiv hatds, d - ellentmondésos
eredmények, lehet, hogy bifazisos hatds, s - szubkonduktiv allapot
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1.1.1.5.1. Metilxantinok

A koffein a kalcium raktarak vizsgélatara iranyul6 kisérletekben a leggyakrabban alkalmazott
RyR agonista. A RyR1 és a RyR2 aktivaciés Ca**-kitShelyeinek érzékenységét fokozza, ezért
kalcium-fiiggd mdédon noveli a csatorna nyitvatartdsi valdszintségét, és kalcium-
felszabaduldst okoz. Intakt vézizomroston kontraktdrat valt ki. ' Gyenge oldhatésdga, magas
hatdsos koncentricidja (5-10 mM), és a vele végzett kisérletek nehéz reprodukélhatésiga
korlatozza agonistaként vald felhasznédlasit. Munkacsoportunk az elektromechanikai
kapcsolat vizsgalatdra a koffein helyett a timolt javasolja, mely j6 oldhatdsdga, a kisérletek
ismételhetdsége €s viszonylag alacsony hatdsos koncentraciéja (Kd=160 uM) miatt eséllyel
pélyazik az idedlis RyR agonista cimre. ''* '

A tobbi metilxantinnak a koffeinhez hasonld hatdsa van. Rousseau és munkatérsai szerint a

metilxantinok hatdsossdga csokkend sorrendben a kovetkez6: 1,7 methylxanthin, theobromin,

theophyllin, koffein, 3,9 dimethylxanthin. 7

1.1.2. A RyR mutdcioihoz kapcsolodo betegségek

A RyR-t szabdlyozé hatdsok a csatorna kapuzdsdban résztvevé doméneken 6sszegzddnek,
fokuszalédnak. A szigndlokat a RyR alegységei kozotti kdlcsonhatdsok €s a RyR interdomén
kapcsolatai  tovabbitjdk az ionvezetd poérus felé. Ezek az intramolekuléris
szigndltranszdukcioban szerepld kapcsolatok a RyR mutdciéi miatt sériilhetnek, és a RyR
kapuzdsa (és ezzel egyiitt a Ca**-felszabadulds) kéros irdnyba médosulhat. >

A RyR muticiéihoz tobb ritka, de kimenetelét tekintve silyos 0rokloddé betegség tarsul,
melyek sikeres kezeléséhez (ha ez egyaltalan lehetséges) a betegség genetikai hatterének
ismerete feltétleniil sziikséges. A RyR leggyakoribb mutdcidit a 3. tdbldzatban foglaltam
ossze (33. oldal). 3

A RyR1-et érintd betegségek koziil klinikai szempontbdl egy farmakogenetikai betegség, a
malignus hiperthermia (MH) a legjelentdsebb, mivel a pontmutacidkat homozigdta formaban
hordoz6 betegek rianodin receptora depolarizdlé izomrelaxdnsokkal és az altatoszerként
széles korben haszndlt halotdnnal szemben mutatott érzékenysége magas. Terdpids
koncentracioban alkalmazott halotdn is jelentdsen aktivdlja a mutdns RyR-t, mely olyan
mértékii mioplazmatikus Ca**-koncentrécié-novekedéshez vezet, ami kontraktarat hoz 1étre.
A teljes vazizomzatra kiterjedd fesziilés-novekedés miatt metabolikus acidozis €s
hiperkalémia alakul ki, és az izom fokozott hétermelése miatt gyorsan emelkedni kezd a
testhomérséklet. A test hiitése és a posztszinaptikus izomrelaxdns dantrolén alkalmazasa

nélkiil a folyamat végzetes kimenetelii. '™

30



1. Bevezetés

A mitéti kockazat csokkentése céljabol a malignus hyperthermia-gyanis betegek in vitro
szlirésére elterjedten haszndljdk a koffeint, mivel a mutdns receptorok koffeinnel szemben is
nagyobb érzékenységet mutatnak. Az MH-mutédciét hordoz6 csatorndk alacsonyabb Ca**-
koncentraciéndl aktivdlédnak, mint egészséges tdrsaik, ugyanakkor a Ca®* és Mg™ gitl6
hatdsdra kevésbé érzékenyek, ezért a CICR amplitiddja a megszokottndl magasabb és a
csatorna nyugalomban is aktivabb. Az MH mutacidk valdszinlileg a SERCA pumpa
kompenzalé hatdsa miatt mégsem okoznak olyan mértékli nyugalmi Ca2+—csurga’1st, mely
megemelné a vézizomrost nyugalmi Ca’*-koncentraci6jt, vagy kiiiritené az Ca*-raktérat,
ezért a betegek teljesen tiinetmentesek, mindennapi életiikre a malignus hiperthermia nincs
hatéssal.

Egy masik, a RyR1 mutacidjdhoz kotheté masik 6roklodd izombetegségben, a central core
disease-ben (CCD) szenveddk azonban sajnos olyan komoly tiinetekrél szamolnak be, mint az
izomfijdalom, a lassi kontrakcidés vélasz, az alacsony vérnyomds, és az izomtomeg
csokkenése. Nevét a betegség onnan kapta, hogy az izomrostok kozepén egy NADH-festéssel
nem festdd0 mag huzdédik végig. Ezeken a teriileteken nincs oxidativ enzim-aktivitas,
glikogén, és mitokondrium sem. CCD-mutéciét hordozé RyR1-et expresszalé tenyésztett
vézizomrostokban a DICR kiiszobe és amplitidéja csokken, az SR Ca’*-tartalma és a
nyugalmi intracelluldris Ca®*-koncentracié normalis, mivel az SR jelentSs csurgdsa csak
néhdny muticid esetén figyelhetd meg. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy CCD-ben a
DHPR-RyR1 kozotti kapcsolat épsége sériil (electromechanical uncoupling). > ' 11

A RyR1 mutécidinak egy része fenotipusosan malignus hiperthermidban és central core
disease-ben egyszerre jelentkezik. Ilyen RyR1-el transzfektalt sejteket a DICR alacsony
amplitiddja és alacsony kivalthatdsédgi kiiszobe mellett nagy nyugalmi Ca2+—csurgés és magas
nyugalmi Ca”*-koncentrécié jellemzi. Ilyen mértékli Ca®*-csurgdst a SERCA képtelen
kompenzalni, ezért az SR depletdlédik (dekompenzalt Ca**-csurgds). '

A RyR t6bb mint 80 muticidja okoz MH-t és/vagy CCD-t, melyek a RyR N-termindliséra, az
MHI1, MH2, és az MH3 régioknak elnevezett szakaszokra (Un. ,,sensitive domain’-ekre)
koncentralédnak (3. tdbldzat). °°> Ha a mutdciék a RyR kapuzdsi mechanizmusdnak zavarat
okozzdk, akkor logikus ezeken a ,forr6 pontokon” feltételezni a RyR kapuzdsét irdnyitd
interdomén kapcsolatokat. A muticidk tehat ezen kolcsonhatdsokban résztvevd doménekrol
arulkodnak. A kolcsonhatds nagyfoku specificitdsat kihasznédlva az interdomén kapcsolat
doménpeptidek alkalmazisaval felderithetd. A doménpeptidek a feltételezett interdomén

kolcsonhatasban résztvevd szakasz részletének peptidvéltozatai. A veliikk végzett kisérletek

munkahipotézise szerint a doménpeptid kolcsonhaté partneréhez kotdédik a RyR-en, ezzel
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felszakitja a nativ interdomén kapcsolatot, melynek hidnytiinetei ekkor nyilvanvaléva valnak.
Az egyik leggyakrabban el6forduld6 MH-mutaciét hordozé RyR-részlet vad tipusu
doménpeptid viltozata példaul Ca**-felszabaduldst valt ki, és csokkenti a RyR Ca®*- és Mg**-
gatlassal szembeni érzékenységét, tehdt szimuldlja az MH mutdcié hatdsiat. A hipotézis
helyességét — mely szerint MH-ban interdomén kapcsolatok sériilnek — bizonyitja, hogy a
doménpeptidek MH-mutéciét hordozé valtozatai hatdstalanok. 59. 116 117

A RyR2 mutaciéi a RyR1 mutacidk forré pontjaival homoldg szakaszokon fordulnak eld. Egy
résziik igazoltan katekolaminerg polimorf ventrikuldris tahikardiat (CPVT) okoz (3. tdbldzat).
18 Az ilyen mutdciét hordozo betegek szive strukturélis elvdltozdst nem mutat, nyugalomban
miikodését tekintve is €p, viszont aritmogén hajlama nagyfoku stressz vagy fizikai
igénybevétel esetén magas, ezért az ilyen betegek édltaldban nem érik meg a 40. életéviiket.
Marks és munkatdrsai kimutattdk, hogy bizonyos CPVT mutdcidkat hordozé csatorndk
mukodésiiket tekintve kontroll koriilmények kozott nem kiilonboznek az egészségesektol, de
PKA foszforilaci6 hatdsdra jelentosebb mértékben aktivalodnak. Eredményeik szerint az
FKBP12.6 affinitdsa a mutdns RyR-hez sokkal alacsonyabb, mint a vad tipustihoz, ami arra
utal, hogy f-adrenerg stimulédcié hatdsara az FKBP a beteg receptorokrol fokozott mértékben
disszocidl, ami az SR diasztolés csurgdsat okozza. Tehat a RyR2 mutédcidjaval jaré6 CPVT-ben
és szivelégtelenségben hasonl6 folyamatokat feltételeznek: az FKBP12.6 hidnya aritmidra és
hirtelen szivhaldlra hajlamosit. Elméletiiket inaktivdlt FKBP12.6 gént homozigéta (-/-), vagy
heterozigéta (+/-) formaban hordoz6 egereken végzett kisérletekkel igazoltdk. A heterozigéta
egérben az FKBP12.6 szintje ~60%-a a vad tipusénak. Intenziv fizikai terheléskor mindkét
egér — a vad tipusaval ellentétben — polimorf ventrikularis tachikardiat produkdl, és
kardiomiocitdikrol f-agonista kezelés hatdsara késoi utédepolarizciok vezethetok el. A RyR2
foszforilaciés szintje mindhdrom esetben (+/+, +/-, -/-) azonos. A foszforilélt csatornarél az
FKBP12.6 részben disszociél, a RyR2 P,-ja nd, de a +/- és a -/- egérbdl szarmazé RyR2 a vad
tipusu csatorndhoz képest joval nagyobb P,-novekedést mutat (a homozigéta egér esetében
példaul a kiilonbség ~10x-es). Egy hetes K201 (JTV519) kezelés a heterozigdta (+/-) egéren a
ventrikuldris tahikardidkat képes kivédeni, és a terhelés-indukdlt CPVT miatti ~90%-os
haldlozdsi aranyt nulldra csokkenteni. A vegyiilet a homozigéta egereken hatdstalan, ami arra
utal, hogy hatdsa valéban FKBP12.6-fliggd. Ezt in vitro kisérletek is bizonyitjak: a K201-gyel
kezelt heterozigéta egerekbdl izolalt rianodin receptorok nyitvatartasi valosziniisége alacsony,
és K201 jelenlétében a csatorna tobb FKBP12.6-ot kot. A K201 tehat valdszinlileg a RyR2
FKBP12.6 iranti affinitdsdnak fokozasdval akaddlyozza meg az SR diasztolés csurgdsat és az

aritmigkat. ''°1%6
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MHI RyR1 mutdcié

MH2 RyR1 mutdcié

MH3 RyR1 mutécié

C|35|R MH R [2117| L MH R |4136| S MH
R|44 | C MH D [2129| E MH R |4216| D |CCD
D|60|N| CCD [R|2163| C MH V4234 L MH
E|160/ G| CCD |[R|2163| H |[MH/CCD|L 4568| P |CCD
R|163| C |MH/CCD|R |2163| P MH Y |4631| N |CCD
D | 166 N |MH/CCD| V |2168| M MH E|4634| K |CCD
G|215|E| CCD | T|2206| M MH T 14637 A/l |CCD
G |[248 | R MH T 2206 R |MH/CCD |G |4638| D/S |CCD
R |328 | W MH V(2214 1 MH L4650 P |CCD
G|[341| R MH V[2280| I MH H|4651| P |CCD
R 1401 | C |MH/CCD |V |2346| M CCD |L|4665| P |CCD
R 401 | H MH E |2347| - MH P 4668 S MH
I 403|M |MH/CCD| R |2355| C MH K|4724| Q |CCD
Q|474|H| CCD |[A|2367| T MH R 14737 W | MH
Y |522| S |MH/CCD|| R [2401| H MH L4793 P |CCD
R |533| C MH A 2428 | T MH Y | 4796 C | CCD
R |552|W MH D (2431 N MH F|[4808| N |CCD
R|614| C |MH/CCD| G |2434| R MH R | 4825| C/P/1 | CCD
R|614| L MH R |2435| H |MH/CCD| T | 4826 I MH
R |2435| L CCD |L|4838| V MH

R |2452| W MH N|4858| D |CCD

I (2453| T | MH/CCD | P | 4860 - CCD

R [2454| C MH R 4861 | H/C |CCD

R [2454| H MH Y | 4864 C | CCD

R |2458| C MH G|4891| R |CCD

R (2458 | H MH R 14893 | W/Q | CCD

R |2508|C/H| CCD [ A|4894|Q/T/V|CCD

E |2545| D CCD 114898 T |CCD

R |2676| W MH G|4899| E/R |CCD

T |2787| S MH T]14920f N |CCD

L |3606| P CCD |R 4914 | G/T/Q | CCD

K |3367| R CCD | F|4921| S/T |CCD

I 3916 M MH V4927 - CCD

A|4940| T |CCD

P 4973 L MH

CPVTI1 szakasz CPVT2 szakasz CPVT3 szakasz
"MH1" RyR2 muticié || "MH2" RyR2 muticié || "MH3" RyR2 mutacié
R|176| Q| CPVT |[S|2246|L | CPVT |L|3778| F| CPVT
R{414|L | CPVT |V |2306| 1| CPVT ||G|3946| S | CPVT
1{419| F| CPVT |R|2311|D| CPVT [N |4097|S | CPVT
R|420|W | CPVT |[P|2328|S | CPVT |[N|4104|K | CPVT
L|433|P | CPVT [N|2386| 1 | CPVT [[E|4146|K | CPVT

A|2387| P | CPVT [T |4158| P | CPVT
Y |2392| C| CPVT [[Q|4201| R | CPVT
A|2403| T | CPVT |[R|4497|C| CPVT
R |2474|S | CPVT |[F|4499|C | CPVT
T [2504 | M| CPVT [N |4504| 1| CPVT
L|[2534|V | CPVT [|A|4510| T| CPVT
A 4608 | P | CPVT
V|4653| F | CPVT
G |4671 | R | CPVT
V|4771| 1| CPVT
114848 | V| CPVT
A 4860 | G| CPVT
114867 | M| CPVT
V|4880| A| CPVT
N |4895|D| CPVT
P |4902| L | CPVT
E|[4950| K| CPVT
R[4959| Q| CPVT

3. tdbldzat A RyR1 és a RyR2 muticiéi > '"* A RyR1 mutdciéi harom
régidba tomorilnek (MH1, MH2, MH3), és MH, valamint CCD
fenotipusban nyilvdnulnak meg. A RyR2 CPVT-t okoz6 mutéciéi a RyR1
mutéciok forré pontjaival homolég szakaszokon fordulnak eld.

A muticidk a szekvencidban elfoglalt helyiik alapjan harom (illetve 2x3)
csoportba sorolhatok (MH1, MH2, MH3). Az elsd oszlop mindig a vad
tipusi RyR aminosavdnak egybetlis kédjat, a méasodik az elsddleges
szerkezetben elfoglalt pozicidjét tiinteti fel, mig a harmadik oszlop a
mutdns aminosav kédjat tartalmazza. A negyedik oszlop a mutdciéhoz
kapcsolddé betegség roviditése.
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1.2. Az SR Ca** pumpa (SERCA)

A SERCA egy ~104 kDa molekulatomegli, 998-1001 darab aminosavbol all6 fehérje,
melynek szamos izoform4ja ismert: a SERCA?2a a lassti-, a SERCAla és a SERCAID a gyors
tipusi vazizomban, mig a SERCA2b a simaizomban fordul el6. A szivizom izoforméja
szintén a SERCAZ2a.

A Ca®* visszavétele az SR-be a SERCA révén, aktiv transzportmechanizmussal valosul meg.
Miikodése sordn egy ATP hidrolizise dran két Ca®*-t juttat az SR lumenébe. A citoszolikus
oldali Ca®*-kot6helyek magas affinitdsa miatt a SERCA az intracelluldris nyugalmi Ca®*-
koncentraciot 100 nM alatt képes tartani. A reakci6 kulcslépése a tobbi P-tipusu ATP-azhoz
hasonldan az enzim atmeneti foszforildlasa, ami a fehérje konformaci6-valtozasdhoz vezet. A
f6 konforméci6s dllapotokat E1-gyel és E2-vel jelsljiik. Ca** és ATP hidnydban a pumpa El
és E2 dllapotok kozott oszcilldl. A pumpa Ca**-affinitdsa E1 4llapotban magas (Kd ~1uM),
E2-ben alacsony (Kd ~1 mM), azaz az E1 dllapotban el8szeretettel kot Ca**-t. A Ca®*-kotott
forma (Mg2+ jelenlétében) ATP-t képes hidrolizalni, mely sordn a pumpa foszforildlodik, ez
stabilizdlja a pumpa E2-konformdciés éllapotat. E2 konforméciés dllapotban a Ca** kotShely
az SR-lumen felé nyitott, és affinitdsa is alacsony, ezért a Ca*" a lumen felé disszocidl a
SERCA-16l. (18/a dbra, 36. oldal). '*”'* A pumpa aktivitdsa ennek megfelelden Ca**-fiiggd
folyamat, melynek Ca®*-koncentricié-optimuma 2 uM koril van (I8 dbra).
Szubmikromdélos koncentrdcié-tartomdnyban az aktivitds azért alacsony, mert a Ca®*-
kotédésének a valdszinlisége alacsony, mig millimélos tartomanyban az E2-P dllapotrél nem
disszocidl le a Ca*, igy a pumpa E2-P allapotban rogziil. A folyamat energetikai hattere a vy-
helyzetli foszfor kotési energidja, mivel azonban a ciklus Osszes 1épése reverzibilis, a pumpa
in vitro (magas P; -koncentracid, valamint alacsony intralumindlis és magas citoplazmatikus
Ca”*-koncentréci6 mellett) ATP-szintézisre is birhato.

A SERCA1 legfontosabb fehérje természetli szabalyozdja, a szarkolipin ténusos gatldsa alatt
all, amit csak a szarkolipin PKA-fiiggd foszforilacidja fiiggeszthet fel. Ezen szabalyozast
szivizomban (SERCAZ2a) a szarkolipin helyett a foszfolamban végzi.

Az SR membrénjidban a pumpasiiriiség olyan magas (30000 db/um?), hogy a Ca®'-
felszabadulds utdn a nyugalmi intracelluldris Ca**-koncentrdcié visszadllitisahoz 1-2
pumpaciklus (50-100 ms) is elegendd. A transzportmechanizmus aktivitdsa az adott izomtipus

2 vz 2 2 2 . PP . L. - 127
relaxdcid-sebességével ardnyos: gyors tipust vdzizomban magasabb, mint lassu tipusiban. "
128
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1. Bevezetés

A molekula szerkezeti modelljén harom {6 régi6 kiilonithetd el (/8/c dbra): 127. 129

- a citoplazmatikus feji rész (mely az ATP-kotd, a foszforilidciés- és az tn. energia-
transzdukcidés domént hordozza),

- a 10 TM hélixbél 4116 intramembrdn régié (ami tartalmazza a Ca®* -kotdhelyet, és az E1-E2
atmenet konformacié-valtozasanak a szintere)

- valamint a pentahelikdlis szar (ami az el6z6 két régiot koti Ossze, €s a Ca2+—k6t6helyeket

tartalmazza)
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18. dbra Az SR Ca**-ATP-iaz miikodési- és szerkezeti modellje A SERCA ATP bontdsihoz kotott
reakcideiklusa sordn kalciumot juttat az SR lumenébe (a). A folyamat Ca**-koncentracié-optimuma ~2 pM (b).
A Ca®-t az intramembran régi6 koti, amit egy pentahelikalis szar kapcsol az ATP-k6t6 (N), foszforilcids (P) és
az energia-transzdukciés doménbél 4116 citoplazmatikus részhez (c). '*
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1. Bevezetés

1.3. Célkitiizések

Szivinfarktust kovetd szivelégtelenségben a végtagizomzat tomege és kontrakcids ereje
csokken, faradékonysdga nd, és a 1égzdizmok gyengesége miatt a 1égz€s felszinessé valik. Az
izomgyengeség mértékét a romlé perfiziéo és a hosszas dgynyugalommal jaré csokkend
fizikai aktivitds nem indokolja, ezért a vazizomrost kalciumhdéztartas-szabalyozdsanak
molekuldris szintli megvaltozésa feltételezhet6. Munkdm sordn az SR kalcium csatorndjat, a
rianodin receptort vizsgaltam kontoll és posztmiokardidlis infarktusos allatmodellen. Célom
az elektromechanikai kapcsolat és a posztinfarktusos rianodin receptor funkciondlis
eltéréseinek feltirdsa mellett egy gyogyszerjelolt vegyiilet, a K201 rianodin receptorra
gyakorolt hatdsanak vizsgalata volt, mely allatkisérletekben képes megel6zni a miokardidlis
infarktus uténi vazizomgyengeség kialakuldsat. '**

Munkacsoportunk figyelme az utébbi idoben a peptidtoxinok, kiilonosképpen a MCa felé
fordult, mivel a MCa a DHPR-RyR direkt mechanikai kapcsolatat megvalosito szakasszal (,,A
szakasz”) homoldg peptidmotivumai miatt az elektromechanikai kapcsolat vizsgdlatdnak jo
eszkoze. Single channel kisérleteinkkel kordbban mar részletesen jellemeztik a MCA
vazizom tipusi RyR-re gyakorolt hatdsdt, azonositottuk a RyR-MCa kozott kialakuld
elektrosztatikus viszony kialakitdsaban kulcsfontossdgd aminosavakat, és becslést adtunk
jelentdségiik mértékére. A kisérletsorozatot szivizom tipusti RyR-en kivéantuk folytatni. Mivel
kordbbi irodalmi adatokbdl ismert, hogy a széban forgé DHPR-szakasz egy részének
peptidként megszintetizalt formdja, az ,,A peptid” — annak ellenére, hogy a szivizom tipusd
RyR és a DHPR kozott direkt mechanikai kapcsolat nem mutathaté ki — a RyR mindkét
izoformdjéat képes aktivalni, felvetette a kérdést, hogy a MCa hatdsmechanizmusa RyR2-n a
RyR1-en tapasztalthoz hasonlé —e, és ha nem, milyenek a MCa izoformaspecifikus hatésai. **
879 Az esetleges kiilonbségekbél a vézizom tipusd elektromechanikai kapcsolatra vonatkoz6é

kovetkeztetéseket reméltiink levonni.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Single channel arammérések

Az SR intracelluldris elhelyezkedése miatt a RyR miikodésének direkt elektrofizioldgiai
modszerekkel torténd vizsgdlata csak izoldlt csatorndkon lehetséges ugy, hogy a tisztitott
csatorndkat mesterséges sik lipid kettOsrétegbe épitjiik és fesziiltség-clamp koriilmények
kozott mérjiik a rajtuk keresztiil folyd dramot. A mddszer elonye, hogy egyetlen rianodin
receptor kapuzdsdnak kovetését teszi lehetové, mikdzben a citoplazmatikus, illetve az SR

lumenének megfeleld folyadéktér osszetétele egymastdl fiiggetleniil, szabadon véltoztathato.

2.1.1. A mesterséges sik kettosréteg (bilayer)

Stephen H. White az Ion Channel Reconstitution
cimli konyv els6 fejezetének bevezetésében ezt
irja: ,,A sik lipid kettdsrétegek hihetetleniil

bosszantdak tudnak lenni. Alkalomadtan

mindannyiunkbdl tért méar ki miattuk irraciondlis,

M\;W‘

de nagy kielégiilést nyujté diih. Idegesitd voltuk
19. dbra A bilayer spontin formalédasa ' abbol  fakad, hogy tudatlansigunk  miatt
termodinamikailag valdszintitlen célt kergetiink. A
bilayerek fizikdjarol szerzett ismereteim boviilésével a falhoz vagott fézOpoharak szdma egyre
csokkent...” A fejezetet Finkelstein szavaival zdrja: ,,... a lipid kettdsrétegek készitésének
technikdjat a szakirodalom és a szdjhagyomdny utjan terjedd folklér lengi koriil, majd
hozzateszi: amikor minden megfeleléen miikodik, tetszés szerint készithetd korlatlanul stabil
bilayer. Mint minden mds mddszernek, ennek is megvan a maga misztikuma.” B! Munkank
eredményessége €rdekében tehdt ismerni kell a mesterséges lipid kettdsrétegek viselkedését.
A mesterséges membrant (bilayer) foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-szerin és |-foszfatidil-
kolin 5:4:1 ardnyd keverékének 20 mg/ml koncentraciéji n-dekdnos oldatdbol hozzuk létre
két, szimmetrikus folyadékteret elvélaszté 250 um atmérdjii nyildson. A lipidkoncentraciot a
kritikus micellaképzddési koncentracio folott kell tartani, kiillonben nem alakithaté ki bilayer.
Az elektrolitoldatba meriilé6 lyuk peremére egy vékony miianyagpdlca segitségével a
lipidoldatbdl felvisziink egy keveset, mely nedvesiti az apoldris felszint, aztan szétteritjiik a
nyilason. Ekkor a lipidréteg vastagsdga tobb um, de iddvel magatol kettdsréteggé vékonyodik.

A spontdn vékonyodast a furat szélén lipidoldatbol kialakuld gylirli, az annudlis fazis
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2. Anyagok és modszerek

gorbiilete indukalja (/9. dbra). LaPlace torvénye szerint a gorbiilt felszin alatt alacsonyabb a
nyomds, mint sik rétegben, ezért onnan a foszfolipid az olddszerrel egyiitt az annudlis fazis
felé folyik. Az apolédros olddszerre (dekdn) hat6 felhajtéerd miatt el6szor alul kezd kialakulni
a bilayer, az oldészer feldszik, és ezért az annudlis fazis feliil vastagabb. Amikor a lipidfilm
eléri a néhdny tiznanométernyi vastagsdgot, jelentdssé vélik az elvalasztott két vizes fazis
kozotti van der Waals kolcsonhatds, ami tovabb vékonyitja a membrant, mig ki nem alakul a
bilayer, és mechanikailag egyensilyba nem keriil a rendszer. *' A bilayer kialakuldsit a
transzmembran fesziiltség azaltal segiti, hogy az elektromos térerd noveli az annudlis fazis és
a lipidfilm nyomadasit, de nem egyenld6 mértékben: a vékony filmben a nyomds
nagysagrandekkel nagyobb, mint az annudlis fazisban, ezért az olddszer az annudlis fazisba
keriil, és a lipidfilm oldészertartalma csokken. A bilayer kondenzatorként viselkedik, melynek
kapacitdsa ardnyos a feliiletével, igy egy haromszog-impulzust alkalmazva (-5 — +5 mV) a
kapacitiv &ram nagysdgabdl kovetkeztetni lehet a bilayer felszinére, és kovetni lehet a bilayer
formaléddsat. A csatornafehérje beépiilésének hatékonysaga a lipid kettdsréteg Osszetételén,

feliiletének nagysdgan, és stabilitdsan mulik.

2.1.2. A csatorna beépitése, és a single channel drammérés

A megfelelden nagy feliiletli (C>100 pF kapacitdsui) €s stabil bilayer kialakitdsa utdn az egyik
oldalra RyR-szuszpenziét adunk. Ezt az oldalt citoplazmatikus (cisz) oldalnak nevezziik, mert
a csatorna altaldban ugy é€piil be, hogy erre néz a citoplazmatikus ,,foot" régiéja. A masik
oldal (transz) az SR lumenének felel meg, €s ebbe meriil a foldelektrod. A szolubilizélés
soran lipid-detergens ,,uszégumival” ellatott rianodin receptorok az annudlis fazis lipidjébe
ragadnak. A RyR az — annudlis fazis-bilayer fazishatar meredek drmenete miatt — magatdl kis
eséllyel Uszna a bilayerbe, ezért intenziv keveréssel probaljuk a két fazis hatdrara sodortatni,
A festett lipid kettdsréteg egy metastabil egyensilyi rendszer, abszolit energiaminimuma a
lehetd legkisebb feliiletli lipidcsepp lenne a lyuk peremén, ezért hajlamos a szakaddasra, €s a
fesziiltséglépcsOket is nehezen viseli. A siker érdekében a bilayerszakadds és a
csatornabeépiilés hatardn kell egyensilyozni. A hirtelen fesziiltségvaltozaskor a membréan
megremeg, hirtelen valtozik az annudlis-fazis-bilayer ardnya, és a ketté hataran 1évo csatorndk
nagyobb eséllyel ,,ugranak” a bilayerbe. A RyR beépiilését az dramjel nagy amplitidoja
ingadozasa jelzi. A méréseket szimmetrikus pufferben (250 mM KCl, 150uM CaCl,, 100 mM
EGTA, 20 mM Pipes, pH=7,2), 50 uM szabad (ionizdlt) kalcium jelenlétében,

szobah8mérsékleten végezziik. A tSltéshordozé nem Ca**, hanem K*, hogy a Ca®* szabdlyozd

39
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hatdsa ne zavarja a kisérletet. A bilayer két oldalan a mérdoldat ugyanolyan Osszetételii
(szimmetrikus), ezért az iondramot nem koncentricié-gradiens, hanem az Axopatch 200
erésitovel fenntartott membranpotencidl hajtja. A single channel-daramot fesziiltség-clamp
tizemmoddban regisztraljuk, 8 pdlusu aluldteresztd Bessel sziirdvel szlrjiik, majd 3 vagy 10
kHz-es mintavételi frekvencidval digitalizdljuk és szamitogépen taroljuk (20/a dbra).

A RyR orientici6jat a cisz oldal szabad Ca**-koncentraciéjanak csokkentésével, és a mérések
végén rianodin alkalmazdsdval ellendrizzik. A mérések kozben +/-80 mV
potencidlkiilonbséget tartunk fenn, a kisérleti koriilmények megvaltoztatdsa utdn legaldabb 3,
de jellemzden 5 percet varunk az dallanddsult (steady-state) dllapot kialakuldsdig, majd
legaldbb djabb 6t percig regisztraljuk a RyR miikodését, azaz a csatornédn atfoly6 dramot.

A szabad Ca’*-koncentréci6t a Fabiato 4ltal készitett szamitégépes programmal szdmoltuk,
mely az egy- és kétértékli ionok, az ATP és az EGTA koncentricidjanak ismeretében
valamint az EGTA-ra vonatkozé disszocidciés dllandok alapjdan megadja az oldat szabad
Ca**-koncentrici6jat. A RyR aktivitds Ca**-fiiggésének mérésekor a méréoldat ionizalt Ca**-
koncentraciéjat 1épcsdzetesen, 100 mM-os EGTA és CaCl, torzsoldatok hozzaaddsdval

médositottuk. ''* 7% 134

2.1.3. A single channel rekordok kiértékelése

A rekordokat a pClamp 6.02, 10.0 és a Microcal Origin 7.0 programokkal analizéltuk. A RyR
miikodését a csatorndn atfolyd dram maximadlis amplitidéjaval (vezetOképességével), és a
csatorna dinamikus paramétereivel jellemezziik. A konduktancia szdmoldsa néhdany esetben a
teljes dram-fesziiltség (I-V) karakterisztika egyenesének meredekségébdl  keriilt
meghatdrozasra (slope conductance), illetve egyetlen membranpotencidl értéknél mért dram
nagysagabodl szamolt kozelitd érték. A csatorna nyitvatartdsi valoszinlisége (a nyitott allapot
allapotban. Ertékét az elfogadott 50%-os kritérium és 2,5%-os holt zéna alapjan szamoljuk.
Ez azt jelenti, hogy azokat az eseményeket fogadjuk el megnyildsnak, amelyek a maximélis
dramamplitddé 50+2,5%-o0s savjaba esnek, vagy ennél nagyobbak. Erre a feltételre azért van
sziikség, mert a mintavételezés technikai okokbdl feloldatlan megnyildsokat eredményez
(20/b dbra). A csatorna alapvetéen vagy konduktiv (nyitott), vagy nem konduktiv (zart
(nyugalmi) vagy inaktivalt) allapotban van (20/b/i dbra). A termikus zaj és a mérOrendszer
altal felszedett elektronikus zaj megnehezitené a nyitott €s zart allapotok elkiilonitését (20/b/ii
dbra), ezért zajsziirésre van sziikség, amit Faraday-kalitkdval és aluldteresztd szlirdvel oldunk

meg.
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20. dbra A mérorendszer és a single channel arammérés A mesterséges lipid kettdsrétegbe épitett RyR single
channel-dramdt Axopatch 200 erdsitdvel fesziiltség-clamp koriilmények kozott mérjitkk. A bilayert egy Delrin
anyagu, 3 ml térfogatd mérdedény faldba fiirt 250 um 4tmérdjli nyildson alakitjuk ki PE, PS és PC megfeleld
ardnyu dekdnos oldatdbdl (a). A b panel sematikusan szemlélteti a csatorna idealizalt kapuzésat (i), a zaj (ii), a
zajszurés (iii) és a mintavételezés (iv) jelre gyakorolt hatdsat, valamint az igy kapott pontok 6sszekotésével nyert
dramregisztratumot (v). A ¢ dbrarészlet reprezentativ rekordja a P,-szdmolasndl hasznélt 50+2,5%-os kritériumot
mutatja, mig mellette egy dramamplitidé hisztogramot tiintettem fel.

MR
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Az aluléteresztd szlird alkalmazdsa azzal a héitrdnnyal jar, hogy a nyitott és a zart dllapotok
kozotti éles hatar elmosddik, gorbiil, mivel a szlird meghatdrozott szdmd mintavételi pont
sulyozott atlagat haszndlja a zajos gorbe simitdsahoz (20/b/iii dbra). A mintavételezés soran
ezekbdl az dtmeneti szakaszokbdl is vesziink mintat, ezért a regisztratumokon ,,tortdramok™ is
megjelennek (20/b/iv és v dbra). A RyR egyes megnyildsai a membranpotencidl polaritdsanak
megfelelden lefelé vagy felfelé mutatd dramtiiskéknek felelnek meg (20/c dbra). Ha a RyR
beépiilésének irdnya a 20/a dbra kinagyitott részletének megfeleld, akkor negativ
membranpotencidlokndl a csatorndn keresztiil a Ca**-felszabadulds irdnydval azonos irdnyd
(,,fizioldgids irdnyd”) dram folyik. Pozitiv membréanpotencidlokndl pedig az dramirdny ezzel
ellentétes (reverz dramirdny). Ha a csatorna orientdcidja forditott, azaz a foldelt oldal felé néz
a citoplazmatikus régiéja, a membranpotencidlt és az dramirdnyt illeten természetesen az
imént leirtak ellenkezdje teljesiil (20/a/i dbra). Kisérleteink sordn mindkét eset eléfordult,
ezért negativ és pozitiv dramgorbéket egyarant mutatok. A RyR beépiilési irdnydnak ismerete
nemcsak azért elengedhetetlen, mert a kisérlet sordn a RyR citoplazmatikus oldaldn kell
moédositanunk az oldatosszetételt, hanem a polaritasfiiggd jelenségek értékeléséhez és
értelmezéséhez is sziikséges. A RyR beépiilési irdnydnak meghatdrozasakor azt hasznéljuk ki,
hogy a rianodin-kotéhely csak a citoplazmatikus oldalrél érhetd el, és a Ca™ kotohelyek is itt
vannak, ezért a csatorna orienticidjdnak ellendrzéséhez minden kisérletben a Ca®*-
koncentracié valtoztatdsaval vagy 10 uM rianodin hozzdaddsdval ellendrizziik a csatorna
farmakoldgiai befolydsolhatdsagat.

Az atlagos nyitvatartdsi 1d0 (t) a megnyildsi hisztogram (a nyitott dllapotok hosszanak
felhasznaldsdval szerkesztett hisztogram) exponencidlissal illesztett egyenletének a 1-ja.

A RyR megnyildsainak szdmat az egyes megnyildsokhoz tartozé dram amplitidéjanak
fliggvényében dbrazolva amplitidd-hisztogramokat kapunk (20/c dbra). A K201-gyel végzett
méréseink sordn olyan alacsony amplitidéja, rovid ideig tarté dramokkal taldlkoztunk,
melyek kvantitativ jellemzésére tobb perces szakaszokbdl szerkesztett amplitido-
hisztogramokat hasznéltunk: a K201 4ltal indukélt S1 és az S2-nek elnevezett szubkonduktiv
allapotokhoz tartozé darabszdmok cstcsértékeinek nyitott &allapot eseményszaméanak
csucsértékére, vagy a csucsértékek Osszegére (S1+S2+nyitott+zart) normalizdlt ardnya
(NSx/NO és NSx/osszes) az egyes dllapotok koncentracio-fiiggd vdéltozéasait konnyen

értelmezhetd értékkel jellemzi (21. dbra). **
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21. dbra A K201-indukalt
allapotok kvantitativ jellemzésére
hasznalt aramamplitidé
hisztogramm Az dramrekordokbdl
hisztogrammokat szerkesztettiink,
melyek alapjdn  eseményszam-
ardnyokat szdmoltunk. A kapott

A értékeket a  K201-koncentracié
fiiggvényében abrazoltuk.
— T T T T T — T T T
0 10 20 30 40 50
aram (pA)

nyitott

eseményszam (darab)

A maurocalcine a rianodin hatdsdhoz hasonlé hosszantarté szubkonduktancia-allapotokat
indukdl (34. dbra), melyeket atlagos hosszukkal (ms) €s megjelenési gyakorisagukkal

(db/perc) jellemeztiink. "'+

2.2. HSR és tisztitott rianodin receptor prepalalas

Az SR- bél t6rténé Ca**-felszabaduds vizsgdlatdhoz nehéz SR vezikulafrakciét (HSRV), mig
a SERCA ATP-az aktivitds-mérésekhez konnyli SR vezikulafrakciét (LSRV) haszndlunk. A
single channel kisérletekhez haszndlt tisztitott rianodin receptorokat patkdny véazizombdl,

illetve kutya bal kamrabél preparalt HSRV-bél izolaljuk. '

2.2.1. HSR vezikula prepardldsa emlos vazizombol

A patkanyt éterrel torténd altatds utdn dekapitdljuk, a fehér
izmokat kimetssziik, apréra vagjuk, és 50 g izomra szamitott
480 ml Ca’*-mentes pufferben (100 mM NaCl, 20 mM
EGTA, 20 mM Na-Hepes, pH=7,5) késes homogenizitorral

6x25 mdsodpercig homogenizaljuk. A homogenizalds soran
az SR is darabokra torik és ujra vezikuldkkd zarul: a TC- bol
nehéz SR vezikula (HSRV), a longitudindlis SR-bdl konnyl
SR  vezikula (LSRV) keletkezik (22. dbra). A

%% homogenizdtumbdl centrifugdlassal (4500xg, 25 perc)

eltavolitjuk az alakos elemeket, majd a feliilisz6 30 percig

szolubilizalds

22. dbra SR-vezikulatipusok tartd, 40000xg-s centrifugdlasdval nyert mikroszéma frakciét
magas ionerdsségii kozegben (600 mM KCI, 10 mM K-Pipes,
250 mM szacharéz, 0,1 mM CaCl,, EGTA 0,09 mM, pH=7,0) egy 6rdn keresztiil inkubéljuk.

A minta aktomiozin-szennyezettsége igy csokkenthetd, mivel ilyen koriilmények kozott a
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vezikula felszinére tapad6 aktomiozin feloldddik, és a mikroszoma-frakcié 0sszegylijtése utdn
(109000xg, 30 perc) a feliilliszoban marad. Az tiledéket 100 mM NaCl, 10 mM K-Pipes és
485 mM szacharézt tartalmazé oldatban (pH=7,0) reszuszpendaljuk, szorosan zir6 kézi
homogenizatorral homogenizdljuk ¢és linedris (25-45%) szachardz-gradiens tetejére
rétegezziik. A minta 16 O6rds, 90000xg-s centrifugdldsa sordn a grddiensen a nyers
vezikulafrakci6 HSRV-re és LSRV-re vilik szét. A HSRV a gradiens 36-38%-o0s rétegében
vildgos gytiriiként jelenik meg, mig az LSRV homadlyos felhé formdjaban felette lebeg. Az
LSRV csak SERCA-t tartalmaz, ezért ATP-dz aktivitismérésekre hasznaljuk, mig a HSRV-
ben RyR és SERCA egyarant taldlhatd, ezért amellett, hogy a RyR izoldlds alapanyaga, Ca**-
felszabadulds mérésére is alkalmas.

A mikroszéma-frakciokat 6sszegytjtjiik, egy hig cukoroldat (475 mM szacharéz, 1 mM NaCl,
10 mM Pipes, pH=7,0) ~50 milliliterjével mossuk, majd tjra lecentrifugéljuk (124000xg, 60
perc). A pelletet izozmotikus (300 mM szachar6z, 10 mM K-Pipes, pH=7,0) pufferben
reszuszpenddljuk és ~20-30 mg/ml végkoncentrcidra higitjuk. Ezutdn a mintat folyékony
nitrogénben lefagyasztjuk, és a késobbi felhaszndlasig -70 °C-on tdroljuk, vagy a rianodin
receptor izoldldsénal azonnal felhasznaljuk. '** Sziv-HSRV preparaldsakor kutya bal kamrabol
indulunk ki, de ugyanezt a protokollt kovetjiik.

A proteolizis elkeriilése érdekében a preparalas 0sszes 1épését 4°C-on vagy jégen végezziik, és
a puffereket protedz-inhibitorokkal egészitjiik ki (200 uM pefabloc, 0,1 uM aprotinin, 1 uM
leupeptin, 0,2 uM pepstatin A, 500 uM benzamidin, 15 uM calpain inhibitor I, 15 uM calpain
inhibitor II). ''?

2.2.2. A rianodin receptor izoldldsa

A rianodin receptor komplexeket a membranbdl 3 ml, 27 mg fehérjét tartalmazé HSRV-oldat
é€s 6 ml 1% detergenst és foszfolipidet tartalmazé oldat (0,02 mM EGTA, 0,03 mM CacCl,,
0,45% PC, 1% CHAPS, 1x10* mM DTT, protedz inhibitorok, 20 mM Na-pipes, pH= 7,2)
elegyében szolubilizdljuk. A RyR késObbi azonosithatésiaga érdekében a minta egyharmadat
[H?] rianodinnal jeldljiik. A 2 6rds szolubilizdlds sordn a csatornakomplexek egy lipid-
detergens uszégumit kapnak, és kioldédnak a membranbdl, de kozvetlen lipidkornyezetiik
valészinlileg nem cserélodik le. A nem szolubilizalodott vezikuldktdl centrifugaldssal
szabadulunk meg (59000xg, 20 perc). A feliilisz6 a RyR mellett K*- és Cl'-csatorndkat is
nagy mennyiségben tartalmaz, amitdl a mintat linedris (10-28%) szachar6z-gradiensen torténd
centrifugdldssal tisztitjuk meg (90000 xg, 16 6ra). A nagy szedimentacids koefficiens miatt

(30 S) a csatornakomplex a gradiensen gyorsan vandorol. A gradiensen tugy taldljuk meg,
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hogy a tricidlt minta gradiensébdl 15 cseppes frakcidkat szediink, folyadékscintillacids
modszerrel meghatdrozzuk az egyes frakciok radioaktivitdsat és megmérjiik a hozzajuk
tartoz6 cukor-koncentraciét is. A beiitésszam-csics megmutatja, hogy melyik cukor-
koncentréci6jd frakciéban dusult fel a [H*]-rianodin. A jeldletlen gradienseken is a hasonl6
torésmutatdju frakciokban varhaté a RyR, ezért a nem jelolt gradiensbdl szedett frakcidok
torésmutatdinak meghatarozdsaval lehetové valik a jeloletlen RyR helyének azonositisa. Az
aktivitds-csicsnak megfeleld frakcidkat kisebb térfogatokra mérjiik szét, cseppfolyds
nitrogénben lefagyasztjuk és a késobbi felhasznéldsig -70°C-on tdroljuk. A RyR jelenléte
utélag 10%-os poliakrilamid gélelektroforézissel, Coomassie-blue festéssel is konnyen
ellendrizhetd, mivel nagy moltomege miatt a gélen egyértelmiien felismerhetd. A festodés
intenzitdsa szemikvantitativ informéciot ad a gélen 1évo fehérje mennyiségérdl és az esetleges
szennyezO0dés mértékérdl, igy kisérleteinkben azokat a frakcidkat haszndlhatjuk, amelyek a

legnagyobb mennyiségben tartalmaznak RyR-t (23. dbra). '**
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23. dbra A RyR detektalasa a cukorgradiensen, és a RyR jelenlétének ellenérzése SDS-poliakrilamid gélen.
A RyR gradiensen torténd tisztitdsa utdn a cukorgradiensekbdl 15 cseppes frakcidkat szediink, és a H’-
rianodinnal jelzett cs6bol szedett frakcidk radioaktivitasat folyadékszcintillaciés mddszerrel megmérjiik. Ezutan
a jelolt és jeloletlen gradiensekbdl szarmazé gradiensek cukorkoncentracidjanak ismeretében meghatirozhatd,
hogy a jeloletlen frakcidk melyikében dusult fel leginkdbb a RyR. Ehhez biznunk kell abban, hogy a jeloletlen
RyR a centrifugélds sordn ugyanolyan cukorkoncentriciéig jutott a gradiensében, mint a jeloletlen a sajatjaban
(a). Az aktivitds-csicsnak megfeleld jeloletlen frakcidkat ezutdn kisebb térfogatokra mérjiik szét, majd 10%-os
poliakrilamid gélen ellendrizziik a RyR jelenlétét (b). A gélen a piros nyillal jelolt siv a RyR-nek felel meg.
Szolubilizalast kovetden a RyR gradiensen torténd tisztitdsa sikeres, mivel a RyR prepardtumban a RyR relativ
ardnya a HSR-hez képest sokkal magasabb.

A szivizom tipusi RyR csatornakomplexet kutya bal pitvarbél, a patkdny vazizom tipusu

RyR-ral azonos médon izolaljuk.'*
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2.3. SERCA ATP-az aktivitas mérés

A pumpa mikodésének jellemzésére piruvat kindz kapcsolt enzim assay-t haszndlunk. A
mérés elve arra épiil, hogy a pumpa miikkodése sordin ATP-b6l ADP keletkezik, amit az
alkalmazott enzimlanc elsé tagja, a piruvat kindz szubsztratként hasznal: az ADP-t djra ATP-
vé alakitja, mikdzben foszfoenol-piruvatbdl piruvat keletkezik. A piruvatot a lanc kovetkezo
tagja, a laktat dehidrogendz laktattd redukdlja. Az utébbi reakcioban a sirga szinli NADH a
hidrogéndonor, mely a folyamat sordn szintelen NAD'-d4 alakul 4. A NADH fogyds
sebessége ardnyos a minta ATP-az aktivitdsdval, mely a szinintenzitds-valtozds mérésével,

fotometrias mdédszerrel 340 nm-en kovethetd (24. dbra).

El-P <—— EIl-ATP <«<—— EI

ADP ATP NADH NAD*
foszfoenol-piruvét \ J > piruvat \ J > laktat
piruvat-kiniz laktat-dehidrogendz

24. dbra Az SR Ca**-pumpa ATP-az aktivitisanak jellemzésére hasznalt kapcsolt enzim-assay miikodési
elve A pumpa miikodése sordn keletkez6 ADP NADH-fogyashoz vezet, mely az abszorbancia mérésével
fotometrids dton kdvethetd.

A mérooldatban biztositjuk a SERCA és az enzimrendszer optimalis miikodéséhez sziikséges
ionkornyezetet, szubsztrdtokat, (100 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 10 mM ATP, 7,5 U/ml
piruvat-kindz, 18 U/ml laktit-dehidrogendz, 0,42 mM foszfoenol-piruvit, 0,2 mM NADH,)
pH-t (20 mM Tris-HCI, pH=7,5) és hoémérsékletet (37°C). Az oldat ionizélt Ca’*-
koncentraciéjat ugy allitjuk be, hogy az lehetévé tegye a SERCA maximaélis aktivitdsat
([Ca2+]:2 uM). a végtermékgatlas (Ca2+—akkumuléci6) elkeriilése érdekében 2 uM calcimicint
(A23187 Ca®* ionofort) alkalmazunk. Az ionofor fokozza az LSRV Ca2+—permeabilita’1sét, igy
a mérés alatt a lumenbe pumpalt Ca®* kicsurog a vezikuldbdl, ami folyamatosan maximalis
SERCA -aktivitast biztosit.

Meérésenként 10 pg fehérjét tartalmazé LSRV-t hasznalunk 2 ml térfogati reakcidelegyben. A
minta ATP-4z aktivitasat a kapott gorbe meredekségébdl szdmoljuk (4. egyenlet), melybdl
kivonjuk a nemspecifikus aktivitidsnak tekintett bazdlis, specifikus SERCA antagonista
thapsigargin jelenlétében kapott értéket. Az igy kapott értékeket a kontroll szazalékaban adjuk
meg. A teljes ATP-dz aktivitds 4ltaldban ~90%-os gatolhatésdgot mutat, vagyis az

osszaktivitds ilyen hanyada tulajdonithaté a SERCA miikddésének. '
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mxV
S = [ST} / CLsR 4. egyenlet
S - meredekség (UMPi x min™ x mg fehérje™)
m - az abszorbancia-csdkkenésre illesztett egyenes meredeksége
V - térfogat
€ - extinkcios koefficiens (NADH349 nm = 0,618)
1 - fénynt

cLsr - fehérjekoncentracié (LSR) (mg/ml)

2.4. Ca**-felszabadulas

A HSRV a membrénban taldlhaté SERCA segitségével Ca**-mal aktivan feltolthetd, és onnan
a RyR aktivaldsdval felszabadithat6. Az extravezikuldris Ca**-koncentréci-valtozds optikai
modszerrel, Ca2+—érzékeny abszorpcids festékkel torténd kovetése RyR agonistdk és -
antagonistdk kvalitativ- és kvantitativ farmakoldgiai vizsgélatét teszi lehetové.

A mérdoldat osszetétele a pumpamiikodés idedlis feltételeit és a RyR zarva tartdsat biztositja
a toltés ideje alatt (92,5 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 7,5 mM Na-pirofoszfat, 18,5 mM MOPS,
pH=7,0). A Na-pirofoszfat a vezikuldba jut, ahol a Ca®* pufferelésével hozzajarul a kelld
mennyiségli Ca®* felvételéhez. A HSRV-t a Ca®* kis adagjaival fokozatosan toltjiik fel,
tigyelve arra, hogy a kiivettdban a Ca**-koncentricié adott koriilmények kozott ne haladja
meg a CICR kiiszobét. A toltés addig tart, mig a raktir a megfeleld intenzitasi jel
detektdlasdhoz elegendd Ca**-ot fel nem vesz, és az oldat ATP-tartalma el nem fogy, hogy a
pumpamiikédés ne ellensilyozza a Ca**-felszabadulds 4ltal kivaltott fényintenzitds-valtozas
meredekségét. A rendszer vezikula/ATP/Ca**-ardnya ennek megfelelden van bedllitva.
Meérésenként ~0,5 mg fehérjetartalmi HSR vezikulat toltiink fel tobb 1épésben, 6sszesen ~250
nmé6l Ca**-mal 0,5 mM ATP jelenlétében. Az oldat Ca**-koncentricid véltozdsét antipirilazo
IIT Ca**-indikitorral kisérjiikk nyomon tgy, hogy spektrofotométerrel 710 nm-en folyamatosan
mérjiik az atesO fény intenzitdsat.

A HSRV feltsltése utdn a vizsgdlandé vegyiilet hozzdaddsdval kivaltjuk a Ca®*-felszabaduldst.
Antagonista hatdsa ugy vizsgalhat6, hogy egy ismert hatdsu agonista (pl.: timol) hatdsossagat
0sszehasonlitjuk az alkalmazott antagonista jelenlétében, illetve hidnyaban.

A kisérletek Osszehasonlithatésdga és a vizsgdlt vegyiilet hatdsdnak kvantifikdlhatésdga
érdekében minden kisérletben azonos mennyiségii vezikuldt kell azonos mennyiségii Ca’**-mal
feltdlteni, hogy a transzvezikuldris Ca**-gradiens kisérletenként azonos legyen. A hatds
mértékét a Ca’*-felszabadulds sebessége jellemzi, amit a kapott gorbe meredekségébdl

szamolunk.
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Az izolélt rendszereken végzett kisérletek eredményeibdl a valds sejtszintli folyamatok
nehezen rekonstrudlhatok ugyan, de segitségiikkel az Osszetettebb rendszerek bonyolult

osszefiiggései — az eredmények j6 egyezése miatt — sokkal konnyebben értelmezheték. '

2.5. A modellalat

Kisérleteinkben posztmiokardidlis infarktusos patkdny allatmodellt hasznaltunk. Az infarktust
a coronaria sinistra -arteria interventricularis anterior 4gdnak proximadlis elkotésével
indukaltdk. A miokardiélis infarktuson atesett patkanyokbdl (posztmiokardidlis infarktusos,
PMI allat) nyert vdzizombdl a miitétet kovetd ~24. héten prepardltunk RyR-t. Erre a célra
azokat a patkdnyokat valasztottuk ki, melyek bal kamrafaldban az elhalt, fibrotikus teriilet

ardnya legalabb 50% volt, tehat a krénikus szivelégtelenség egyértelmi jeleit mutattak. > '**

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

keretében. Az Osszes tobbi vegyszer Sigma, vagy Fluka termék.

2.7. Statisztika

A megadott értékek altalaban legalabb 5 fiiggetlen mérési eredmény atlagai + SE. Az adatok
statisztikai analizisére kétmintds t-prébat haszndltunk (Microsoft Excel), a ddzishatds-
gorbéket pedig Microcal Origin 7.0 szoftver segitségével Hill-egyenlettel illesztettiik meg,

mig a konduktancia-eloszlasi hisztogramokat Gauss-fiigvénnyel.
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3.1. A vazizom tipusid RyR vizsgalata posztmiokardialis infarktusos (PMI) allatmodellen
3.1.1. A RyR vezetoképessége

A szolubilizélt csatorndkat 50 pM szabad Ca**-koncentraci6ji oldatban épitettiik be a lipid
kettOsrétegbe, ami adott koriilmények kozott maximalis nyitvatartdsi valoszinliséget biztosit,
igy megkonnyiti a csatorna beépiilésének észlelését. A RyR aram-fesziiltség Osszefliggését
ugy hataroztuk meg, hogy a csatorndk dramit 250 mM szimmetrikus KCl-oldatban,
Iépcsbzetesen valtozd pozitiv €s negativ membranpotencidl alkalmazdsa mellett mértiik. A
csatorna vezetOképességét a kapott pontokra illesztett egyenes meredeksége adja. A kontroll
€s PMI patkdnyokbdl izoldlt RyR-ok dram-fesziiltség Osszefiiggése egyarant linedrisnak
bizonyult, azzal a kiilonbséggel, hogy a kontroll RyR-ok atlagos vezetOképessége a
membranpotencidl eldjelétdl fiiggetleniil 535+32 pS-nek adodott — ami megfelel a korabbi
eredményeinknek —, mig a PMI RyR-ok egyharmadadnak pozitiv (a fiziol6gidssal ellentétes
adramot gerjesztd) potencidlokndl mért konduktancidja soha nem tapasztalt 785+28 pS-es
atlagot ért el. Ezek a csatorndk enyhe egyenirdnyité milkodést mutattak, hiszen negativ (a
fiziologidssal ~ megegyez6  dramirdnyt  biztositd)  tartéfesziiltségeknél — szamolt
vezetOképességiik ennél sokkal alacsonyabb (575+31). Ez az érték azonban statisztikailag
nem magasabb, mint az egészséges patkdnyokbdl szarmazé csatorndké (535+32 pS és 575+31
pS p>0,2). A 24. dbra egy kontroll és egy PMI patkanybdl szdrmazé RyR reprezentativ

aramrekordjét és dram-fesziiltség karakterisztikajat abrazolja. 133
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24. dbra A PMI RyR-ok egy részére jellemz6 magas amplitidoji aramrekord (a) és a RyR aram-fesziiltség
karakterisztikaja (b) A PMI csatorna vezetdképessége 797 és 547 pS, a kontrollé pedig 544 pS.
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A RyR-ok konduktancia-eloszlési hisztogramjan egyértelmiien két csatornapopulécié kiiloniil
el: a 700 pS feletti vezetOképességii csatorndk csoportja, €s az ez alattiaké. A gorbék szimpla,
illetve dupla Gauss-fiiggvénnyel torténd illesztése utdn is hasonlé eredményt kapunk: a
fliggvény kontroll RyR-ok esetén egycsucsu, 520,3+2,1 pS-es maximummal, mig a PMI RyR-
ok konduktancia-eloszldsat jellemzd gorbe két csticsa 519,5+3,2 és 793,1+5,7 pS-nél taldlhato
(25. dbra). A negativ membranpotencidlnél kapott adatok elemzésekor is ugyanigy jartunk el.
Ekkor a kontroll csatorndkra az illesztés 529,2+3,8 pS-es, PMI RyR-ra pedig 573+4,3 pS-es

maximumot eredményezett. '
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25. dbra A RyR-ok konduktancia-eloszlasi hisztogramjai Kisérleteink sordn meghatéroztuk a kontroll és PMI
allatokbol szdrmazdé rianodin receptorok konduktancidjat, melyekbdl konduktancia-eloszldsi hisztogramokat
szerkesztettiink. A posztinfarktusos patkdnyokbdl szdrmaz6 csatorndk egy részénél (88-bol 31-nél) a megszokott,
~520 pS koriili értéknél nagyobb, ~700 pS-es a vezetoképességet mértiink.

3.1.2. A RyR aktivitdsdnak Ca**-fiiggése

A csatorna-aktivitas Ca2+—ﬁ'1ggésének meghatdrozasakor a csatorna citoplazmatikus oldalanak
megfelel oldatrész szabad Ca**-koncentraciéjat EGTA és CaCl, torzsoldat hozzdaddsdval
valtoztattuk. A csatorna nyitvatartdsi valdszintiségét és dtlagos nyitvatartdsi idejét az uj
allapot allanddsuldsa utdni szakaszok elemzésével hataroztuk meg. A RyR-ok
szubmikromolos Ca2+—koncentrécié—tartoményban zarva vannak, 50-100 uM Ca™*-
koncentrdciéndl a legaktivabbak, és ennél magasabb Ca**-koncentraci6 a csatorna
inaktivacidjat okozza, ami a P, csokkenésében nyilvanul meg. Ez a kordbbrdl jol ismert
eredmény ebben az esetben azért érdemel emlitést, mert a 100 uM feletti koncentrécio-
tartomédnyban a kontroll és a PMI allatbol szarmaz6 RyR-ok nyitvatartdsi valdszinliségének
statisztikailag is jelentds kiilonbségét tapasztaltuk (p<0,05). A P,-valtozas Hill-egyenlettel
torténd illesztésével a félaktivald koncentracié (EC50) értéke 9,3 (kontroll) és 5,8 uM-nak

(PMI), a félgatlé (IC50) pedig 287 (kontroll) és 872 uM-nak (PMI) addédik, azaz a
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haranggorbe a RyR-t inaktival Ca’*-koncentracidk felé a kontrollhoz képest jelentOs
mértékben kiszélesedett. Ez utébbi eredmény arra utal, hogy a PMI RyR a Ca®* gatl6 hatdsara
kevésbé érzékeny. A gorbék Hill koefficiense a felszalld szaron 1,12 (kontroll) és 1,2 (PMI), a
leszallo szaron pedig 1,02 (kontroll) és 0,93 (PMI). Az 1 koriilli értékek kordbbi

eredményeknek megfelelen egy aktivalé és egy gatl kotdhely létezésére utal. '*
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26. dbra A RyR nyitvatartasi valésziniiségének Ca’* fiiggése Az a dbrarészleten kiilonboz6 ionizédlt Ca**-
koncentraciékndl mért dramgorbék reprezentativ részletei lathatéak, a b pedig tobb csatorna nyitvatartdsi
valésziniiségének normalizalt dtlagait és a hozzdjuk tartozé SE-t dbrazolja a citoplazmatikus Ca**-koncentraci6
fiiggvényében. (* - p<0,05)
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A csatorna atlagos nyitvatartdsi ideje 50 uM Ca**-ndl 0,436+0,057 (kontroll) és 0,473+0,041
ms (PMI), és ettdl jelentdsen 0,472 pM—[Ca2+]—na’11 sem tér el. (kontroll: 0,417+0,054 és PMI:
0,431+0,041 ms). A Ca**-koncentricié novelésével az dtlagos nyitvatartdsi id8 szignifikdns
(p>0,02) csokkenését tapasztaltuk, ami a kontroll és a PMI RyR esetében azonos mértékiinek
bizonyult (kontroll: 0,247+0,032 és PMI: 0,221+£0,027 ms). Ezek szerint a P, markdns
csokkenéséhez az dtlagos nyitvatartasi id6 csokkenése hozzajarul ugyan, de f6 oka a nyitott

dllapotok szdmdnak csokkenése. >

3.2. A K201 hatésa a szarkoplazmatikus retikulum Ca**-transzportjara

3.2.1. A K201 hatdsa a RyR miikodésére

Ezt kovetéen RyR1-en végzett single channel kisérleteinkkel az utébbi évek egyik népszeri
gyogyszerjelolt vegyiiletének, a K201-nek a hatdsmechanizmusat kivantuk felderiteni,
melyrdl ismert, hogy az SR nyugalmi csurgdsanak megakadalyozasdval kardioprotektiv hatast
fejt ki, emellett szivelégtelenségben eredményesen noveli a vdazizom terhelhetdségét,
munkatliré-képességét, €s csokkenti faradékonysagat, de hatdsmodjat illetéen ellentmondésos
eredmények lattak napvildgot. '**

A 27. dbrdn egyetlen rianodin receptoron keresztiil folyd aram regisztratuma l4that6 kontroll
koriilmények kozott és K201 jelenlétében. A RyR egyes megnyildsait az dram irdnyanak
megfelelden lefelé mutatd dramtiiskék reprezentdljak. A RyR megnyildsainak szdmét az egyes
megnyildsokhoz tartozé daram amplitiddjanak fiiggvényében dbrdzolva ugynevezett ,all-
point” hisztogramokat kapunk, melyeket az &dramregisztraitum tobb perces szakaszaibodl
készitettiink. A reprezentativ rekordok és a mellettiik feltiintetett hisztogramok alapjan
nyilvanval6, hogy kontroll koriilmények kozott a RyR nyitott és zart dllapotai domindlnak. 10
uM K201 hozzdaddsa utin a RyR mindségileg dj allapotai jelennek meg, amikor a csatorna
nem a kontrollban megszokott médon kapuzik, hanem a maximaélis konduktancia ~23% és
~13%-4dnak megfeleld csokkent vezetoképességli (szubkonduktiv) dallapotot képviseld
mértékig nyilik meg (ezeket S1 €s S2-nek neveztiik el). Az S1 és az S2 a hisztogramokon a
nyitott és a zart allapot kozotti csicsoknak felelnek meg. A K201 koncentraciéjat 50 uM-ig
novelve a szubkonduktancia-allapotok eléforduldsi valdszinlisége nd, a nyitott és a zart
allapotoké csokken, de nem azonos mértékben: a nyitott dllapotok szdmdnak csokkenése
jelentdsebb, mint a zarté. Ennek megfeleléen a K201 az 6sszes alkalmazott koncentracional

csokkenti a RyR Py-jat. Az IC50 25,1+2,7 uM, a Hill-koefficiens pedig 1,74+0,28. '**
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27. abra A K201 hatasa a kontroll allatokboél izolalt RyR1 miikodésére A K201 a nyitott RyR 13% és 24%-
dnak megfelel6 szubkonduktiv dallapotokat indukdl. Az &bra jobb oldaldn legaldbb 1 perc hosszisagi
aramrekord-szakaszokbdl készitett dgynevezett all-point hisztogramok l4thaték. Ezek tgy késziilnek, hogy a
RyR egyes eseményeihez tartozé dram értékét abrdzoljuk az adott dramamplitidéhoz tartozé eseményszidm
fliggvényében. A fenti dbrdn a hisztogramok a szemléletesség kedvéért 90°-kal el vannak forgatva.

A szubkonduktancia-dllapotokat csak a fiziologidssal ellentétes dramirdnyt biztosito
membranpotencidl-értékeknél tudtuk kimutatni, de ekkor mar terdpids (1 puM) K201-

koncentraciondl is jelentkeztek (28. dbra).

1 uM K201 Jart
Wl ‘l‘l‘”“ﬂ ‘w“ AN i "MM”" T

vd op

500 ms

28. dbra Az S1 és S2 allapotok terapias K201-koncentracional

A dozisfiiggést az Anyagok és modszerek fejezetben ismertetett médon (2.1.3.), a 21. és a 27.
dbrdn bemutatottakhoz hasonlé ,,all point” hisztogramokbdl meghatdrozott értékek
felhaszndldsaval jellemeztiik Ggy, hogy a szubkonduktancia-dllapotok maximum értékeinek

nyitott allapot csucsértékeire normalizalt ardnydt (NSx/NO) minden egyes K201-
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koncentraciondl meghataroztuk (29/a insert dbra). Az NS1/NO és a NS2/NO hanyadosok a

K201 fiiggvényében novekednek, de az NS2/NO nagyobb mértékben, ami az S2 nagyobb

eléforduldsi val6szintiségét mutatja, és két kotShely jelenlétére utal. '**
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29. dbra A K201 hatasa a RyR miikodésére A K201 a szubkonduktancia-dllapotok (S1, S2) megjelenésének
koszonhetden dézisfiiggd mdédon csokkenti a csatorna nyitvatartdsi valdszintiségét (a, b) (IC50yonuon=25,1£2,7
pM és IC50py=22,0£1,0 pM). Az S1 és S2 dllapotok ardnydnak K201-fiiggd valtozdsat az all-points
hisztogramokbdl szamolt paraméterek jellemzik (NSx/No). A hisztogramok alapjan szamolt eseményszam-
ardnyokat a K201-koncentricié fiiggvényében dbrazoltam (a insert). A két szubkonduktancia-allapot nyitott
allapot eseményszdmadra normalizalt értékei a kontoll és a PMI RyR-csoportok esetén azonos mértékben véltozik

(b insert).
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kontroll
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30. dbra A K201 hatasa a PMI patkanyok vazizmabdl izolalt RyR miikodésére A vegyiilet hatdsét illetéen a
27. abrdhoz képest 1ényeges kiilonbség nem figyelhetd meg, viszont ezen az dbrdn is szembetlind, hogy a PMI
RyR aktivitasa kontroll koriilmények kozott magasabb, mint a kontrollé volt (27. dbra).

Ezt a P,-valtozasra illesztett Hill-egyenlet Hill-koefficiense is megerdsiti (ngin kontron=
1,74+0,28: nminp pmi=1,984+0,17). A K201 IC50 értéke (ICS50konwon=25,1%2,7 uM és
IC50p\=22,0+1,0 uM), a szubkonduktancia-allapotok relativ amplitidéja
(S1pmi=22,320,27% €és S2pami=12,83%0,39% S 1kontron=23,84+0,77% és S2xonwron=14,47+0,59%)
€s a szubkonduktancia-allapotok relativ ardnyainak dozisfiiggése a PMI RyR-okndl a
kontrollhoz képest eltérést nem mutat.

Az S1 és az S2 éllapot valészintiségének koncentricid-fiiggése bifazisos jellegli: az S1
valészinlisége (NS1/Nosszes) példaul 50 uM K201 koncentracidig nd, 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 P,-ja mellett a zart 4llapot valdszinlisége is csokken, tehat az S1 ardnydnak
novekedése a nyitott és a zart dllapotok rovasdra valésul meg. A K201-koncentracié tovabbi
novelésével az S1 valdszintisége 0,02+0,006-ra csokken, mikdozben a zart allapotok relativ
szama emelkedik, és a P, tovdbb esik. Ez az eredmény arra utal, hogy a vegyiilet ebben a

koncentracio-tartoméanyban valdsziniileg zart allapotokat indukdl. Az S2 valdszinliségének
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koncentracio-fiiggése hasonlod karakterisztikat kovet, és a valdszinliségek kontroll-PMI RyR

vonatkozdsban sem kiilonboznek (p>0,4; 29. dbra).
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31. dbra A K201 hatasa az S1 és S2 allapotok eléfordulasi valésziniiségére 50 uM K201 koncentriciéig a
szubkonduktiv 4llapotok valdésziniisége n6, majd csdkken, mert 50 uM K201-koncentrici6 felett a zart allapotok
ardnya az S allapotok rovdsdra nd. Az iires szimb6lumok a kontroll-, a teli szimbélumok a PMI-RyR adatait
jelolik. Az egyes dllapotok valdszinfiségeit ugyanazon dramregisztratumok felhaszndldsaval szdmoltuk, mint azt
a 29. dbra értékeinél tettiik.
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3. Eredmények

Single channel eredményeinket HSR vezikulan végzett kisérleteink is megerdsitették. A HSR
vezikuldk feltoltése ATP jelenlétében, az SR Ca®™ pumpa aktivitdsanak kihasznél4saval, Ca®*
térzsoldat tobb részletben torténd adagoldsdval tortént. Az extravezikuldris tér Ca’*-
koncentrdciéjdnak véltozdsait APIII Ca”**-indikdtor segitségével kovettiik. A vezikula
feltoltése utdn a Ca**-koncentraci6 stabil. A SERCA aktivitdsa az alacsony Ca**-koncentréci6
miatt csekély, de egyenstlyban van a RyR-en keresztiili minimalis csurgéssal.

10 uM K201 hatdsdra az extravezikuldris Ca”*-koncentrdcié egyértelmii novekedését
tapasztaltuk, ami bizonydra a RyR permeadbilitds-fokozodasdnak eredménye, nem pedig a
SERCA géatldsaé, mivel a vegyiilet ilyen koncentriciéban nem gétolja a SERCA-t (3.2.2., 33.
dbra), de szubkonduktancia-dllapotokat mér sikeresen valt ki. A Ca’*-felszabadulds
sebességét a gorbe meredeksége jellemzi. Ennek konnyebb becslése érdekében a kisérlet
végén 500 puM timollal maximélis mértékii Ca**-felszabaduldst véltottunk ki (32. dbra).
Kisérleteink azt bizonyitjdk, hogy az S1 és az S2 a csatorna Ca2+—permea’1bilis allapotai (a

single channel mérésekben a toltéshordozé a K*). **
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32. dbra A K201 hatisa aktivan toltott HSR-vezikulidkra Méréseink soran az extravezikularis Ca®'-
koncentraci6t Ca**-indikator segitségével kovettiik. A HSR vezikuldkat ATP és Ca™ jelenlétében, a SERCA
segitségével toltottiik fel, majd a kiivettdba 10 uM K201-et mértiink. Ekkor a HSR-vezikuldkbél torténd Ca**
felszabadulds miatt az egyenes meredeksége nétt. A kisérlet végén timollal tovdbbi Ca*-felszabaduldst
véltottunk ki.
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3.2.2. A K201 hatdsa az SR Ca’*-pumpdjdra

A K201 SERCA-ra gyakorolt hatdsidt kontroll és PMI-patkdnyokbdl prepardlt LSR
vezikuldkon kapcsolt enzim assay-vel végeztiikk az Anyagok és mddszerek fejezetben kifejtett
moédon. Kisérleteink a K201 enyhe gatld hatdsdt mutattdk ki, de a kontroll és a beteg
allatokbol  szdrmazé  gatldas kozotti  kiillonbség  statisztikailag nem  szignifikédns
(IC50kontron=118,5£20,9 uM, ngi;=1,84+0,48 és ICS0pp= 121,5%£17,5 puM, npi=1,97+0,24,
p>0,4).
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33. dbra A K201 hatasa a SERCA miikodésére
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3.3. A maurocalcine (MCa) hatasa a szivizom tipusi RyR-ra

Munkdm masik felében a maurokalcin (MCa) szivizom tipusu rianodin receptorra gyakorolt
hatasat vizsgéltam. RyR1-en végzett kisérleteink mintdjara RyR2-n végzett vizsgdlatainkban
is 50 nM és 500 nM MCa-t hasznéltunk a csatorna citoplazmatikus oldaldnak megfeleld
oldattérben. A kisérleteket a toxin polaritdsfiiggd hatdsainak tanulményozhatdsdga érdekében
-80 és +80 mV membranpotencidlndl is elvégeztiik, ami a csatorna beépiilésének iranyatol
fliggden a fizioldgidssal megegyezd, illetve azzal ellentétes, reverz aramirdanyt indukal (20/a/i
dbra). A peptid mar nanomodlos (5 nM feletti) koncentracié-tartomanyban mddositja a
csatorna kapuzdsat: n6 a RyR Py-ja (Po kontron=0,034+0,014 €s P, 500 nm Mca=0,068+0,023), és
megjelennek a csatorna mér kordbbrdl ismert hosszantartd szubkonduktiv allapotai (LLSS),
melyeket gyakran hosszantarté zart szakaszok (LLCS) szakitanak meg. A RyR-MCa
elektrosztatikus kolcsonhatdsara utal, hogy LLSS és LLCS csak reverz aramirdnyt biztosito
membranpotencidlokndl jelentkezik, amit a 34. dbra reprezentativ dramregisztratuma
szemléltet.

Munkdm sordn az LLSS kvantitativ elemzését is elvégeztem, melynek eredményét a 4.
tabldzatban foglaltam Ossze. A tdblazatbdl kideriil, hogy 50 nM MCa-koncentraciéndl az
LLSS atlagos hossza 192,7+14,7 ms és megjelenési gyakorisdga 136,3+53,2 db/perc. A
maurocalcine RyR1-re és RyR2-re gyakorolt hatdsanak részletes Osszehasonlitdsat a

Megbesz€lés fejezetben teszem meg.

Po

MCa koncentraci6é (nM) | Fiziol6gids dramirdny reverz aramirany
0 0,034+0,014 0,007+0,005
50 0,061+0,021 0,009+0,003
500 0,068+0,023 0,010+0,008

LLSS szdam/perc
MCa koncentracié (nM)
0 0 0
50 0 136,3+£53,2
dtlagos LLSS hossz (ms)
MCa koncentracié (nM)
0 nincs LLSS nincs LLSS
50 nem mérhetd 192,7+14,7
500 nem mérheto 217,7+67,2

4. tdbldzat A MCa hatasanak kvantitativ analizise A MCa noveli a csatorna nyitvatartdsi valészintiségét és
~200 ms-os atlagos idStartamui LLSS-eket okoz ~136/perc frekvencidval.
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kontroll, +80 mV (reverz dramirdny)
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34. dbra A MCa RyR2-re gyakorolt hatasa A MCa pozitiv membranpotencidlndl a RyR2 hosszantarté
szubkonduktiv allapotait (LLSS) indukdlja, melyeket gyakran hosszi zart dllapotok szakitanak meg. Negativ
mebranpotencidlndl (az 500 nM MCa-koncentraciondl lathaté egészen rovid eseménytdl eltekintve) LLSS nem
fordul eld, ami egyértelmiien elektrosztatikus kolcsonhatdsra utal.
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4. MEGBESZELES

4.1. A RyR1 funkcionalis valtozasai PMI allatmodellen

Az elégtelen szivmiikodés — és a legjellemzObb tiineteként jelentkezd vazizomgyengeség és
faradékonysdg — hatterében all6 okokként a legtobb kozlemény szdmos morfoldgiai- és
metabolikus  elvaltozast jelol meg. A  kronikus szivelégtelenségben  kialakul6
vazizomgyengeség legkézenfekvobb magyardzata az lenne, hogy a csokkend perctérfogat
miatt csokken a vézizom perfizidja, és csokken az egységnyi munkdra juté oxigén- és
tdpanyagmennyiség. Emiatt csokken a mitokondriumok oxidativ kapacitdsa, ami az aerob
anyagcsere romldsdhoz vezet. Ez azt jeleni, hogy a krénikus szivelégtelenségben szenvedd
betegek ATP-termelése lassabb, mint az egészségeseké, és a vérplazma laktat-koncentréacidja
fizikai munkavégzés sordn gyorsabban nd, és magasabb csucsértéket ér el (a plazma laktat-
szintje Osszefiiggésbe hozhato a faraddssal). Szamos kozlemény szdmol be arrél, hogy az I-es
tipusud, oxidativ, kevésbé ,faradékony” izomrosttipus ardnya a Il-es tipusu, glikolitikus,
,faradékony” rostokhoz képest kronikus szivelégtelenségben csokken. A tiinetek részben
taldn az anyagcsere-valtozasoknak koszonhetoek, de az okok listdja még biztosan nem teljes,
mivel a fenti eredmények kiilon-kiilon és egyiitt sem szolgdlnak kielégit6 magyardzattal a
periférids izomzat gyengeségének sulyossagit illetden. Az izomgyengeség mértéke ugyanis
fiiggetlen a kardidlis diszfunkcié stlyossagatol, és az izom perfuzidjanak lokdlis novelése,
vagy a rendszeresen végzett konnyli torna a tiineteket csak részben enyhitik. 106109 A 7
ellentmondasok miatt a szakirodalom az ut6bbi idoben az SR transzport-mechanizmusainak
masodlagos kérosodasdt, illetve az intracelluldris Ca**-hdztartds egyensilydnak felboruldsat
feltételezi, amit olyan in vitro funkciondlis vizsgélatok is aldtdmasztanak, melyek a vazizom
erOtlensége ¢és faradékonysidga mellett azt is kimutattdk, hogy az izom lassabban
tetanizélhat6.'*

A vazizom elektromechanikai kapcsolatdnak vizsgdlatara intézetiinkben szamos moddszer all
rendelkezésre: intakt vazizomrostokon a DHP receptorok fesziiltségfiiggd intramembran
toltésmozgdsdbol szarmazdé dram (gating current), és a Ca”*-tranziens mérése, valamint
permeabilizdlt vdzizomrostokon a spontdn elemi Ca**-felszabaduldst tiikr6z6 fluoreszcencia-
valtozasok (sparkok és emberek) analizise €s a RyR single channel dramainak elemzése
lehetdvé teszi az elektromechanikai kapcsolat teljeskori jellemzését. Az intézet
munkatdrsainak ~ posztmiokardidlis  infarktusos ~ (PMI)  dallatmodellb6l  szarmazdé

vazizomrostokon végzett kisérleti eredményei szerint a DHPR intramembran drama nem tér el
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a kontroll allatokbdl szdrmazé rostokon mértektdl, viszont adott membrinpotencidlndl az
dltala kivéltott Ca**-felszabadulds a kontrollhoz képest jelentdsen alacsonyabb és lassabb.
Ezeknek az eredményeknek legaldbb harom lehetséges oka képzelheto el:

- a DHPR-RyR szigndltranszdukcié hatdsfokdnak csokkenése miatt az elektromechanikai
kapcsolat mitkodése médosul

- a RyR permeabilitdsa, és/vagy Ca2+—érzékenysége valtozik meg posztinfarktusos dllapotban

- vagy az SR Ca**-tartalmdnak csokkenése miatt csdkken a Ca**-gradiens. '

A valddi ok az elemi események és a single RyR-channel mérések értékelésekor valt
nyilvanvaléva. A sparkok (szikrdk) mellett a szakirodalom az embereket (parazsakat) tekinti
elemi Ca®*-felszabaduldsrdl tandskodd fluoreszcencia-véltozdsoknak, melyek a sparkoktdl
joval ritkabban el6forduld alacsony amplitiddju, hosszantarté események. "' Munkatérsaim
kisérleteiben a PMI patkdnyokbdl szdrmazé vazizomrostokon tapasztalt sparkok amplitiddja
a kontrollhoz képest alacsonyabb, és az emberek sparkokhoz viszonyitott relativ ardnya
nagyobb. A sparkok térbeli kiterjedése €s felszallé szaranak meredeksége csokken, ami miatt
egy atlagos elemi esemény alkalméval felszabaduld Ca® becsiilt mennyisége is kevesebb,
mint kontroll esetben. '** Az utébbi adatok teljes Osszhangban vannak Ward €s munkatérsai
eredményeivel, akik a sparkok fenti morfoldgiai véltozdsait azzal magyardzzdk, hogy
krénikus szivelégtelenségben (mely egy fokozott szimpatikus idegrendszeri aktivitdssal jard
allapot) a RyR1 a PKA foszforilacios helyén hiperfoszforilalva van (4-bdl 1 helyett tobb mint
2 alegység foszforildlt), és ennek koszonhetden ~45%-kal kevesebb FKBP12-t hordoz, mint
az egészséges patkdnyokbdl szdrmazé csatorndk. ''' Ugyanez a munkacsoport single channel
kisérletekben kimutatta a RyR1 FKBP12-mentességére utalé kapuzéasat: a PMI csatorndk P,-
ja a kontrollhoz képest magas, és szubkonduktiv-dllapotokat mutatnak. H0. 124

Munkénk sordn mi is single channel dramméréseket végeztiink, és a PMI patkdnyokbdl
szarmaz6 csatorndk kovetkezé miikodésbeli mdédosulésait tartuk fel:

- a posztinfarktusos allatokbdl szdrmazé rianodin receptorok egy részénél reverz dramirany
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 polaritisfiiggdvé valt, ugyanis az ellentétes fesziiltségeknél nem
tapasztaltunk ilyen foku vezetoképesség-novekedést.

- a Ca® a RyR egyik legfontosabb szolubilis szabdlyozé faktora, mely egy nagy affinitdsi
aktivalo kotohelyen és egy kis affinitdsd, gatld kotOhelyen szabdlyozza a RyR aktivitdsat. A
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beteg patkdnyokbdl szarmazé RyR-ok esetében a csatorndk nyitvatartasi valdszinliségének
Ca2+—fﬁggését leiré haranggorbe a magas (>100 uM) Ca**-koncentraciok felé kiszélesedett.

Aktivalé (<100 uM) Ca**-koncentracickndl a kontroll és a PMI RyR P,-ja nem tér el
jelentdsen egymastdl, azaz az aktivalé kotohelyek affinitdsa hasonld. Tehat a PMI csatorndk
magas Ca**-koncentraciéknal val6szinlileg az alacsony affinitasd, gatldo kotOhely affinitds-
csokkenése miatt aktivabbak a kontroll csatorndkndl, azaz a RyR kevésbé érzékeny a Ca®*
inaktivdlé hatdsdsdval szemben, ami arra utal, hogy a Ca”**-felszabadulds termindciéja
kevésbé hatékony, ezért magasabb Ca®*-koncentraciénal kivetkezik be, ami a spark idejének
nyudldsat okozza. A sparkok nyuldsanak kovetkeztében hosszitivon csokken az SR Ca**-
tartalma, ami a Ca’*-felszabadulds hajtéerejének csokkenése miatt csokkenti a spark
amplitddGjat, a Ca**-tranziens nagysdgét és igy izomeré-csokkenéshez vezet. Single channel
eredményeink azonban nem magyardzzdk az emberek ardnydnak novekedését, mivel az

FKBP12 hidnyéra utalé szubkonduktiv dllapotokat nem tapasztaltunk. 133

4.1.1. A RyR1 funkciondlis viltozdsainak lehetséges okai, avagy mi torténik a RyR-ral
kronikus szivelégtelenségben?

Marks és munkatarsai korabbi munkdjuk sordn kimutattdk, hogy a hiperadrenerg allapotnak
tekintett kronikus szivelégtelenségben a vazizom tipusi RyR hiperfoszforildcigja
kovetkeztében az FKBP12 disszocidl a RyR-r6l. Az FKBP12-mentes csatorndk a triddban
szinkronizalatlanul mukodnek (sériill a coupled gating), €és a monomerek Osszehangolatlan
milkodése miatt szubkonduktancia-dllapotokat produkdlnak. Ezek a véltozdsok a CRU
szintjén a spark amplitidojdnak csokkenéséhez, €s az emberek aranyanak novekedéséhez
vezethetnek, ami megmagyardzza az izom kontrakciés erejének csokkenését is. '
Eredményeiket azonban szamos munkacsoport, koztiik Sitsapesan és munkatéarsai sem tudtak
megerdsiteni. Tapasztalataik szerint a hiperfoszforildlt RyR nem mutat szubkonduktiv
allapotokat, viszont aktivabb, mint kontroll koriilmények kozott, és vezetOképessége is
nagyobb. 105 Bz utébbi eredmények megerdsitik munkacsoportunk eredményeit, amennyiben
elfogadjuk, hogy a modelléllatainkbdl izoldlt csatorndk hiperfoszforildltak. Ebben az esetben
viszont felvetddik a kérdés, hogy miért nem tudtuk reprodukdlni Marks munkacsoportjanak
eredményeit? Nagyon valdszinlinek latszik, hogy a RyR miikddésének zavardhoz a
hiperfoszforilacion kiviill mds tényezOk is hozzdjarulnak. Lehet, hogy a kisérletes
megkozelités részletei masok, vagy a RyR egyéb posztranszlaciés mdédosuldsai is szamitanak.
A RyR miukodését ugyanis a foszforilacion kiviil olyan kovalens poszttranszlacios

modosuldsok is befolydsoljdk, mint az oxidéacié és az S-nitrozilacid, melyek szabalyozo
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szerepe hipoxids koriilmények kozott nyer jelentOséget, mivel a sejt reaktiv oxigéngyok- €s
nitrogén monoxid-termelése ischaemia sordn emelkedik. Régbta ismert, hogy a RyR cisztein-
oldallancainak oxiddciéja vagy nitrozilacidja a csatorna aktivalédasaval jar, ugyanakkor az
utobbi idében olyan kozlemények sziilettek, melyek azt allitjdk, hogy az oxidaci6é és a
nitrozilacié csokkenti a RyR FKBP irdnti affinitdsat (és taldn a kettd Osszefiigg). Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy szivelégtelenségben az SR Ca2+—transzportjénak zavardhoz
nem, vagy nem egyedill a RyR hiperfoszforiliciéja, hanem oxidaciéja-nitrozilacidja is
hozzajarul, és a munkacsoportok dltal vizsgdlt RyR-ok oxidécids éllapota mads, vagy az
izoldlds sordn kiilonbozOképpen modosul, ami moddosithatja a RyR-FKBP kapcsolat
ersségét. 0% 130 38190 A magyardzatot ezen kiviil az is neheziti, hogy egyetlen csatorna szint-
jén nem ismert az FKBP sztochiometridja, €s a kotéhelyek kooperativitdsa, azaz nem tudjuk,
hogy pontosan hany FKBP molekula disszociicidja vezet a RyR dezorganizalt kapuzasahoz,
€s mennyi elégséges a szomszédos csatorndk kapcsolt mitkodéséhez.

A masik lehetdség, ami az eddig rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan szamitdsba jon,
hogy az ellentmonddsok oka a kiilonb6zd kisérleti koriilményekben rejlik. Egyes friss kutatédsi
eredmények azt sugalljdk, hogy extrém magas lumindlis Ca**-koncentrdciék (53 mM)
csokkentik a RyR FKBP irdnti affinitdsat. '*> Kisérleteinkben a lumindlis Ca**-koncentraci6
50 uM, mig Marks munkatarsai 53 mM-t hasznélnak. 124133 Hg ilyen magas Ca**-koncentra-
ci6 tényleg gyengiti a hiperfoszforildilt RyR egyébként is gyenge FKBP-vel val6
kolcsonhatésat, elképzelhetd, hogy ez az ellentmondasok forrdsa, és rianodin receptorainkon
az alacsony lumindlis Ca**-koncentrdcié miatt — bar gyengén —, de asszocidlva marad az

FKBPI12.
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4.2. A K201 hatasa az SR Ca**-transzportjara

Single channel kisérleteinkben a K201 a RyR szubkonduktiv allapotait indukalja, melyek mar
terdpidsnak tekintheté (1 uM) K201-koncentraciondl is megjelennek (5. tdbldzat). 10 uM
feletti koncentriciéban gétolja a csatorna Po-jdt, de HSR-vezikuldkb6l Ca®*-t szabadit fel. A
K201 SERCA-ra gyakorolt gitlé hatdsdnak terdpids jelentdsége a magas félgatlé koncentracid

(IC50>100 uM) miatt valésziniileg kizdrhato.

Kontroll PMI
S2 14,47 £ 0,59 % 12,83 £ 0,39 %
S1 23,84 +0,77 % | 22,3 +0,27 %
IC50 | 25,12, 7uM |22,0£1,0uM
nHill 1,74 £ 0,28 1,98 £0,17

5. tdbldzat A K201 hatasat jellemzé paraméterek osszefoglalasa

4.2.1. Gatlasnak, vagy részleges aktivdldsnak értékelendé-e a K201 RyR-ra gyakorolt
hatdsa?

Az S1 és S2-nek elnevezett K201-fliggd szubkonduktiv allapotok extrém fesziiltségfiiggést
(polaritasfiiggést) mutatnak, mivel kizarélag olyan membranpotencidloknél fordulnak eld,
melyek a csatorndn keresztiil reverz aramirdnyt generdlnak (20/a/i dbra). Munkatarsaink a
spontdn elemi Ca**-felszabaduldsi események vizsgdlatakor mar 1 uM K201 jelenlétében is
markdns valtozdsokat regisztraltak: a sparkok amplitiddja csokkent, az emberek sparkokhoz
viszonyitott ardnya nétt, de az elemi események el6forduldsdnak frekvencidja valtozatlan
maradt. '**

A irodalom egyonteti dlldspontja, hogy az SR membrdn magas K*- és CI” permeabilitdsa
miatt az SR membrinpotencidlja 0 mV, de a Ca’*-felszabadulds sordn tranziens
membranpotencial-valtozas generalodhat. A fenti eredmények ismeretében az a kovetkeztetés
vonhat6 le, hogy az izomrost rianodin receptoraihoz sparkmentes dllapotban
(,,nyugalomban”), azaz 0 mV transzmembran potencidlndl nem kotédik a K201, tehat nem is
indukél Ca**-felszabaduldst (ennek megfelelden a spontdn elemi események frekvencidja nem
valtozik). Azonban a soron kovetkez0 elemi esemény olyan eldjeli tranziens
membranpotencidl-valtozassal jar, ami kedvez a K201 kotédésének €s a szubkonduktancia-
allapotok kialakitdsanak, ami megvéltoztatja az elemi események paramétereit (csokken a
sparkamplitidd). Az el6zéek alapjan a K201 hatdsa egyfajta haszndlatfiiggd (,,use

dependens”) hatdsnak is tekinthetd.
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Az irodalom nem foglal egyértelmii dllasfoglalast az emberek (parazsak) tekintetében. Egyes
kisérleti eredmények arra utalnak, hogy egyetlen RyR megnyildsdnak felelnek meg, mésok
arra, hogy tobb RyR megnyildsat tikrozik. ' Amplitidéjukat tekintve sokkal alacsonyabbak,
mint a sparkok, tehit bizonyara kevesebb RyR nyilik meg egy ember, mint egy spark
alkalmaval, vagy ugyanannyi, de kisebb vezetOképességgel. Barhogyan értelmezziik is Oket,
munkatdrsaink eredményei — miszerint a K201 hozzaadésa utdn az emberek részardnya no, €s
az ember ~90 ms-os életideje alatt amplitidé-ingadozdsokat mutat — egyértelmiien
alatdmasztjak single channel eredményeinket (a K201 S1 és S2 allapotokat indukal).

Bir kisérleteinkben a K201 HSR vezikuldkbdl Ca**-t szabaditott fel, (aminek egyik lehetséges
oka az lehet, hogy a negativ toltésli extravezikularis Ca**-indikétor miatt membranpotencidl
general6dik) a fenti eredmények arra utalnak, hogy a K201 a vézizomrost nyugalmi Ca**-
csurgdsat biztosan nem fokozza, viszont csokkenti a Ca**-felszabadulds mértékét, ezért hatasa
egyértelmil gatlasként értelmezendd. Ezt tdmasztjak ald Chen munkacsoportjdnak eredményei
is, akik a K201 hatdsdt az SR tdltsltésével kivaltott Ca**-felszabaduldsra (store-overload-
induced Ca**-release SOICR, 1.1.1.2.) gyakorolt hatdsét vizsgdlta, és kardioprotektiv hatédsat
azzal az eredménnyel magyardzza, hogy az altalunk is vizsgélt koncentracio-tartomanyban
csokkenti a SOICR amplitadéjat, de a nyugalmi citoplazmatikus Ca”*-koncentrdciét nem

Ao 141
modositja.

4.3. A MCa RyR1-re és RyR2-re gyakorolt hatasanak dsszehasonlitasa

Bar a szivizom tipusd RyR és a DHPR kozott direkt mechanikai kapcsolat nem mutathat6 ki,
elképzelhetd, hogy a két fehérje kozotti kapcsolat elvileg lehetséges, de ez in vivo azon
izoformaspecifikus RyR- és DHPR szekvencidk miatt nem valésul meg, melyek
alkalmatlanok a vazizom tipusu elektromechanikai kapcsolat szempontjabdl elengedhetetlen
struktdra szervezésére. ° Erre utal az is, hogy single channel kisérletekben az ,,A peptid”
(1.1.1.) mindkét izoforma aktivédldsara képes. Ronjat és munkatdrsai kordbban azt is

142 amit

kimutattdk, hogy az , A peptid’- és a MCa-kotohely a RyRl-en kozos,
munkacsoportunknak single channel médszerrel, MCa—,,A peptid” kompeticios kisérletekkel
sikeriilt megerdsiteni. Az ,,A peptid’-del igazoltan kozos kotdhely a MCa-t az
elektromechanikai kapcsolat vizsgalatdnak jol hasznosithat6 eszkozei koz¢é emeli.

A MCa a RyR egyik leghatdsosabb aktivdtora, mely mar nanomdlos koncentracio-
tartomanyban noveli a csatorna nyitvatartdsi valoszinliségét és a csatornat szubkonduktiv
dllapotban (LLSS) rdgziti. ® A MCa felszinén bizonyos bazikus oldalldncd aminosavak egy

kiterjedt toltésfelszint hoznak létre, melynek meghatdroz6 szerepe van a RyR-MCa kozotti
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kapcsolat kialakuldsa szempontjabol. 07 A kapcsolat nagy valdszinliséggel elektrosztatikus
jellegli, mivel a MCa pozitiv toltésmezejét kialakité kulcsfontossdgii aminosavak toltetlen
alaninra torténd cseréjével, azaz a toltott mezo zsugoroddsdval a MCa hatdsossaga is csokken,
az LLSS-ek atlagos hossza rovidiil, mert azokat gyakrabban szakitjdk meg zart, vagy a
megszokott kapuzdst mutaté szakaszok. © A toltésmez6 kdzponti aminosavanak cseréjével
nyert szubsztituens teljesen hatdstalan, hiszen a RyR1-hez kotddni sem tud: a ,,vad” tipusu
MCa-t a receptorrdl leszoritani még nagy feleslegben alkalmazva is képtelen.

Szerzotarsainkkal a MCa RyR2-re gyakorolt hatdsat vizsgéltuk, és arra az eredményre
jutottunk, hogy a MCa szivizombdl prepardlt HSR-vezikuldkbdl nem szabadit fel Ca®*-t, mig
vazizom-HSRV-bdl igen, és a MCa nem serkenti a RyR2 H? rianodin-kotését, mig a RyR1-ét
igen (1.1.). Single channel kisérleteink sordn azonban azt tapasztaltuk, hogy reverz dramiranyt
biztositd (a 34. dbrdn pozitiv) membranpotencidlokndl aktivélja a csatornét, és megjelennek a
RyR?2 hosszantarté szubkonduktiv éllapotai is, ami a MCa kotOhelyét a pérusba josolja. Az
LLSS-ek atlagos hossza rovidebbnek, frekvencidja pedig nagyobbnak adddott, mint RyR1
esetében, ugyanakkor a RyR1-en tapasztalt hatdsokkal ellentétben LLSS-ek kizarélag a reverz
dramiranyt biztositd tartéfesziiltségnél jelentkeztek. (35. dbra.) Ez mind arra utal, hogy a
MCa kotddik ugyan a RyR2-h6z, de sokkal kisebb affinitdssal, mint a RyR1-hez. '** Ennek
egyik magyarizata az lehet, hogy a RyR2-ben a RyR1-gyel homolég szakaszok valdsziniileg
csak kisebb erejii elektrosztatikus kolcsonhatast tesznek lehetdvé. Ha a MCa pozitiv
toltésfelszinét mozaikosnak képzeljiik el (a mozaik részleteit az egyes aminosav-oldallancok
adjak) (15. dbra), a MCa-kotd zseb toltés és forma szempontjdbol ennek a mozaikos
felszinnek a negativja. Barmelyik oldal aminosavédnak cseréje a kolcsonhatds gyengiiléséhez
vezethet, ami a zart dllapotok megjelenésében, és az LLSS-allapotok rovidiilésében nyilvanul
meg. Ronjat munkacsoportja a RyR-MCa interakcijat molekuldris bioldgiai mddszerekkel
bizonyitotta. A MCa-nal kolcsonhaté RyR1- és RyR2-szegmenseket azonositottdk, és a két
izoforma homoldg szakaszain talaltak meg (F3 domén: 1033.-1622. aa és F7 domén: 3158.-
3609. aa), melyek csupdn 54% és 63%-os homoldgiat mutatnak. Ez a nagyfokua kiilonbség
amellett, hogy megmagyardzza eredményeinket, jol érzékelteti a DHPR kétféle

elektromechanikai kapcsolatban betoltott kiilonbdzd szerepét. '
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b .

+
MCa MCa,

35. adbra A MCa hatasanak polaritas-fiiggése A MCa hatasdnak szempontjabdl egy pozitiv t6ltésti aminosav-
oldallancokbdl felépiilé peptidszakasznak van jelentdsége. Az MCa kotédésének single channel kisérletekben
tapasztalt extrém fesziiltségfiiggése (illetve polaritasfiiggése) is az elektrosztatikus kolcsonhatdsnak koszonheto:
a RyR1 LLSS éllapotai a b dbrarészlet dltal modellezett esetben domindlnak, mig az a esetben az LLSS-ek
hossza sokkal rovidebb és eléforduldsi gyakorisdguk alacsonyabb. Ezek alapjan a RyR-MCa kapcsolat jellegét
erdsen elektrosztatikusnak gondoljuk, és a kotShelyet — a hatds fesziiltségfiiggése miatt — a porusba képzeljiik el.
A RyR2-re gyakorolt hatis ettdl annyiban kiilonbozik, hogy a b dbrarészlet dltal modellezett esetben az LLSS-ek
atlagos hossza rovidebb, mint a RyR1-nél, és fiziol6gids dramirdnyndl (a) a szukbonduktiv dllapotok szinte
teljesen hidnyoznak. A kiilonbségek okai a két RyR-izoforma MCa irdnti affinitdsanak kiilonbségében rejlenek.

A MCa RyRl1-re és RyR2-re gyakorolt hatdsdnak kényelmesebb Osszehasonlithatosaga
kedvéért a 4. tabldzat 3. oszlopét az 5. tdbldzatban megismétlem, és kiegészitem a RyR1-en

meért korabbi adatainkkal.

Po

MCa koncentraci6é (nM) | RyR2 reverz dramirdany | RyR1 reverz aramirany
0 0,007+0,005 0,02+0,007
50 0,009+0,003 0,21£0,016
100 0,011£0,007 0,24+0,021
500 0,010+0,008 0,310,047

LLSS szdm/perc
MCa koncentracié (nM)
0 0 0
50 136,3+53,2 19,7493
dtlagos LLSS hossz (ms)
MCa koncentracié (nM)
0 nincs LLSS nincs LLSS
50 192,7+£14,7 12037+875
100 186,2+33,5 10236+187
500 217,7£67,2 13371+245

5. tdbldzat A MCa RyR1-re és RyR2-re gyakorolt hatasanak dsszehasonlitasa reverz aramiranynal (35/b

dbra)
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A szivinfarktust koveto elégtelen szivmiikodés kovetkeztében a periférids izomzat tomegének
€s kontrakcids erejének jelentds csokkenése figyelheté meg. Az izomgyengeség mértékét a
roml6 perfuzid és a hosszas dgynyugalommal jaré csokkend fizikai aktivitds nem indokolja,
ezért az elektromechanikai kapcsolat és a vazizomrost kalciumtranszport mechanizmusainak
molekuldris szintl sériilése feltételezhetd.

Munkénk sordn az elektromechanikai kapcsolat egyik kulcsfehérjéjét, a szarkoplazmatikus
retikulum Ca**csatorndjat (rianodin receptor, RyR) vizsgéltuk miokardialis infarktuson atesett
patkdnyokon. Az dllatok vazizmdbdl RyR-t izoldltunk majd mesterséges lipid kettdsrétegbe
épitésiik utan fesziiltség-clamp koriilmények kozott regisztraltuk a csatorndk araméat. Célunk a
posztinfarktusos RyR esetleges funkciondlis eltéréseinek azonositidsa mellett egy
gyogyszerjelolt vegyiilet, a K201 rianodin receptorra gyakorolt hatdsanak vizsgdlata volt,
mely allatkisérletekben miokardidlis infarktus utdn RyR tdmadasponttal javitja az izom
teljesitményét.

Eredményeink szerint a beteg dallatokbdl szdrmazé rianodin receptorok egy részének
vezetOképessége ~50 szdzalékkal nagyobb, mint az egészséges patkdnyokbdl izolaltaké,
valamint a csatorndk a Ca®* inaktivalé hatdsdval szemben mutatott érzékenysége alacsonyabb,
mely a Ca’*-felszabadulds termindcijdnak zavardt és az SR depléci6jat okozhatja, ami az
izom kontrakcids erejének csokkenéséhez vezethet.

A K201 RyR-re gyakorolt hatdsdval kapcsolatban megdllapitottuk, hogy a vegyiilet a RyR-t
dozisfiiggd modon, kétféle csokkent vezetOképességli, szubkonduktancia-allapotban
blokkolja, ezzel csokkentve annak nyitvatartdsi valdszintiségét. A K201 hatdsanak jellege és
dozisfiiggése a beteg allatokbdl szarmazé RyR-ok tekintetében kiilonbséget nem mutatott.
Munkénk masik felében egy skorpidtoxin, a maurocalcine (MCa) szivizom tipusi RyR-ra
gyakorolt hatdsit vizsgaltuk. A MCa egy 33 aminosavbdl all6 peptid, mely homolég
elsddleges szerkezetet mutat a DHPR azon szakaszdval, mely a vazizomban a RyR-t
kozvetlen mechanikai kapcsolat 1uUtjdn megnyitja. Ez a hasonlésdig a MCa-t az
elektromechanikai kapcsolat vizsgdlatanak j6 eszkozévé teszi. Munkacsoportunk a MCa sziv-
€s vazizom tipusi RyR-ra gyakorolt hatdsdnak kiilonbozOségeit kivanta jellemezni.
Eredményeink szerint a MCa — a védzizom tipusti RyR-ra gyakorolt hatdsdhoz hasonléan — a
szivizom tipusi RyR-t is hosszantarté szubkonduktiv éllapotban rogziti, de azok atlagos

hossza rovidebb és frekvencidja nagyobb, mint vazizom esetében.

69



SUMMARY

In heart failure (HF) exercise intolerance characterized by skeletal muscle weakness and
fatigue develops that could not be explained by the reduced muscle perfusion but rather by
reduced Ca®* content of the sarcoplasmic reticulum (SR) and the consequent reduction of
calcium transients’ amplitude, both indicating impaired calcium transport mechanisms. Our
aim beside the identification of putative functional Ca**-release channel (RyR1) changes
contributing to the symptoms was to elucidate the effect of a new drug K201 on channel
gating. K201 has been suggested as a potential therapeutic agent in HF due to its
antiarrhythmogenic action and ability to avoid muscle weakness in HF model animals. For
these purpose single RyR1 channels from rats with HF were reconstituted into planar lipid
bilayer and the gating behavior was studied under voltage-clamp conditions.

Significant portion of RyRs showed ~50% higher conductance compared to RyRs from
control rats and the voltage dependence of the channel conductance was, showing still ohmic
but rectifying, polarity dependent conductance. Altered Ca**-dependency of channel activity
was also observed on RyRs from HF afflicted rats, such as reduced sensitivity to calcium
dependent inactivation, which can lead to SR depletion.

K201 induced two subconductance states corresponding to approximately 24% (S1) and 13%
(S2) of the maximum conductance. Dependence of event frequency and of time spent in S1
and S2 on the drug concentration was biphasic both in control and in PMI rats, with a
maximum at 50 uM. At this concentration, the channel spends 26+4% and 24+4%,
respectively, of the total time in these subconductive states at positive potentials, while no
subconductances are observed at negative potentials. Taken together K201 action on RyR1
can be interpreted as a definite inhibition.

I also investigated the effect of a 33 amino acid toxin maurocalcine (MCa) on the gating
properties of RyR from canine heart. MCa is a suitable research tool of electromechanical
coupling because it mimics a DHPR segment responsible for allosteric coupling between
DHPR and RyR in skeletal muscle. Our aim was to describe the potential differences of our
results obtained on skeletal (RyR1) and cardiac (RyR2) type RyR in the presence of MCa.
MCa induced long lived subconductive states (LLSS) of RyR2 channel, just like it did in the
case of RyR1 with a slight difference: the duration of LLSSs are shorter and the frequency of
LLSSs are higher compared to RyR1, indicating weaker electrostatic forces. These results
highlight a different role of the MCa-binding domains in the gating process of RyR1 and
RyR2.
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