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ROVIDITESEK JEGYZEKE

[Ca?*]ec extracellularis kalciumion koncentracié

[Ca?*]ic intracellularis kalciumion koncentracié

CaM kalmodulin

CaMKIl Ca?*/kalmodulin-figgé protein kinaz Il

CaVvl.l feszultségfliggd kalciumcsatorna, vazizom izoforma

CaVvl.2 feszultségfliggé kalciumcsatorna, szivizom izoforma

CHF pangasos szivelégtelenség (congestive heart failure)

CICR Ca?*-indukalt Ca?*-felszabadulas, (Ca?*-induced CaZ*-release)

cisz citoplazmatikus oldal

CPVT katekolaminerg polimorf ventrikularis tachycardia

CsQ kalszekvesztrin

DHPR dihidropiridin receptor (L-tipusu Ca?* csatorna, CaV)

DP1 N-terminalis domén peptid 1

DR1, DR2, DR3 divergens régi6 1-2-3

ECC elektromechanikai-kapcsolas

Eus* eurdépiumion

lcaL L-tipusu kalciumaram

krio-EM krio-elektronmikroszkép

L-tubulus longitudinalis tubulus

MHS malignus hipertermia szindroma

NCX Na*/Ca?*-exchanger

PKA protein kinaz A

PMCA plazmamembran ATPaz

Po nyitvatartasi valésziniiség

RyR rianodin receptor

RyR1 vazizom tipusu rianodin receptor izoforma

RyR2 szivizom tipusu rianodin receptor izoforma

SERCA szarkoplazmas retikulum kalcium pumpa

SOICR raktar tultéltés-indukalt Ca?*-felszabadulas (store overload-induced Ca?*-
release)

SR szarkoplazmas retikulum

TC terminalis ciszterna

™ transzmembran

transz SR-fel6li-, luminalis oldal

T-tubulus transzverzalis tubulus



|. BEVEZETES

A megfelel6 sejtmiikddés fenntartasahoz elengedhetetlen az intracellularis kalciumion koncentracié
([Ca?"]ic) preciz szabélyozasa. A szabélyozas fontos eleme a szarkoplazmas retikulum (SR) Ca?*
csatorndja, a rianodin receptor (RyR), ami szamos sejttipus [Ca?*]ic-nak a megemelésében szerepel.
Fontossagat jol mutatja, hogy a RyR genetikai hianya az élettel 6sszeegyeztethetetlen, pontmutacioi
pedig olyan rendellenes csatornamiikodést eredményeznek, amely szivritmuszavarokhoz,
izomgyengeséghez, vagy éppen fokozott izomténushoz, malignus hipertermia szindromahoz (MHS)
vezethetnek. Ezeket a korképeket tsszefoglald néven rianopatiaknak nevezzik.

Munkank soran azt probaljuk megérteni, hogy a RyR mikddését érinté, molekularis szinti
elvaltozasok hogyan fliggenek dssze a vazizmokat és a szivet érint6 tinetekkel, és hogy ezek a
koros folyamatok gyogyszeres terapidval hogyan fordithatok vissza.

Az irodalomban elfogadott tény, hogy ha a kardiomiocitdak SR Ca?toltéttsége meghalad egy
bizonyos kuszdbértéket, akkor a szivizom tipusu RyR (RyR2) diasztoléban megnyilik, ami aritmiak
kialakulasahoz vezet. Jelenleg azonban nem tisztazott, hogy a vazizom tipusu RyR (RyR1)
pontmutaciéi miatt kialakuld leggyakoribb korkép — az MHS — hatterében szintén hasonld molekularis
mechanizmus all-e. Ezért vizsgalataim ennek kideritésére iranyultak. Az MHS a mutans RyR1-ek
illekony altatégazokkal szembeni halalos kimenetell, tulérzékenységi reakcidja. A legelterjedtebb
nézet szerint a rianopatiak kozos jellemzéje a RyR SR [Ca?]-ja iranti tulérzékenysége, de az ezzel
kapcsolatos eredmények ellentmondasai miatt a hipotézis MHS esetén ellenérzésre szorult. Az
ellentmondasok oka a SR lumen felé nézé Ca?*-kétdhelyek szelektiv vizsgalatanak nehézsége,
ugyanis a Ca*" a RyR porusan keresztiil a citoplazmatikus oldalra atjutva az ott talalhatd Ca?*-
koétdhelyeken keresztll is befolyasolhatja a csatorna mikodését, ami megneheziti a luminalis
kotéhelyek szerepének elkilonitését. A probléma athidalasa érdekében a RyR Ca?" altali
szabalyozasanak vizsgélatara a Ca®* helyett egy masik specifikus, de impermeabilis ligandot, az
Eu®*-t hasznaltuk, ami a RyR Ca?-kot6helyeinek oldalszelektiv vizsgalatat tette lehetévé, igy az
MHS kérélettani folyamatanak részleteit segitett tisztazni.

Az egyetlen, MHS krizisben alkalmazhaté forgalomban lévé gyogyszer a nem-depolarizald
izomrelaxans dantrolen, aminek a klinikai bevezetése az MHS miatti haldlozasok szamat
latvanyosan lecsokkentette. Bar a szert 1967 ota hasznaljak, pontos hatasmechanizmusa
részleteiben maig tisztazatlan. A RyR1-hez val6é specifikus kotddését mar régen igazoltak, a
hatasaval kapcsolatos tudomanyos bizonytalansag oka az a régi megfigyelés, hogy mig intakt
vazizomrostokban a dantrolen RyR1-specifikus modon képes gatolni a Ca**-felszabadulast, a
csatornafehérje tisztitasaval és mesterséges lipid membranba épitésével a dantrolen iranti
érzékenység latszolag elvész. Munkank soran feltartuk az érzéketlenség okat és megmutattuk, hogy

a dantrolen altali gatlashoz Mg?* és ATP egydittes jelenléte sziikséges.



[I. IRODALMI ATTEKINTES

A Ca?" harantcsikolt izomm(ikodésben betoltott szerepének vizsgalata kozel 140 évvel ezel6tt
Londonban kezdddoétt. Sydney Ringer izolalt békasziveket tanulmanyozott, melyeket
sooldatos kdzegben (amihez bevallasa szerint londoni csapvizet hasznalt) egy eréméréhoz
csatlakoztatott és vizsgalta a sziv Osszehuzédasat. A szivek a csapvizben tokéletesen
kontrahaltak, am amikor a csapvizet desztillalt vizre cserélte megddbbent felfedezést tett. A
szivek ,dobogasa” fokozatosan gyengult és néhany Utés utan teljesen leallt. Az 6sszehuzodas
fenntartasahoz sziikségesnek taldlta, hogy Ca?' sdkat adjon a kozeghez. Ringer tehat
felfedezte, hogy az addig kizarélag szerkezeti elemnek tekintett Ca2* egy ujszer( funkciot lat
el; a sziv 6sszehuzodasat elinditd jelet hordozza. Ez mérfoldkének szamitd megfigyelés volt,
azonban évtizedekig nem keltett kiilondsebb figyelmet. A Ca?* hirvivé szerepét ezutan csak
néhany korat megel6zd élettanasz uttéré kisérletei erésitették meg. llyen volt példaul Lewis
Victor Heilbrunn, aki békak izomrostjait ugy stimulalta, hogy Ca?" sokat csepegtetett a
végeikre. Heilbrunn helyesen kovetkeztetett arra, hogy a Ca?* a belsd kontraktilis elemekhez
diffundal és igy valtja ki azok Osszehuzédasat. A 20. szazad kézepén Kenneth Bailey
kimutatta, hogy a Ca?" a miozin ATPaz aktivitdsat fokozza és arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy a miozin a Ca?"-nal egydtt iranyitja az izomosszehlzodast. A Ca?* mellett ekkorra
elegendd bizonyiték allt rendelkezésre, de csak néhany ember volt képes atlatni a felfedezés
jelentéségét, mint példaul Otto Loewy (,lgen, a kalcium, az minden!”). Ezeknek a korai
felfedezéseknek koszonhetéen a Ca?* izomban betoltott szerepe iranti tudomanyos
érdeklédés fokozatosan nétt [1][2].

[I/1. A harantcsikolt izmok élettana

A szervezetlinkben talalhaté vaz- és szivizom harantcsikolt izmok, amelyek szamos szerkezeti
és milkodésbeli hasonlésaggal rendelkeznek. A harantcsikolt izmok mikddésének
megnyilvanuldsa az izmok kontrakcidja, amely membranpotencial-figgd jelenség és
fizioldgias korulmények kozott akcidos potencial hatasara torténik. Azt a folyamatot, amely
soran az akciés potencialbdél, mint elektromos jelb6l mechanikai valasz, azaz
izomdsszehuzédas lesz, elektromechanikai-kapcsolasnak (excitation-contraction coupling,
ECC) nevezzik [3]. Az elektromos informacié atalakuldsanak feltétele egy harantcsikolt
izmokban megtalalhatd specialis membranstruktura megléte, amit szivizomban diadnak,
vazizomban pedig triadnak nevezink. Kialakitasaban az izomrost plazmamembranjanak
(szarkolemma) kesztylujjszerl betiremkedései, azaz a transzverzalis tubulusok (T-tubulus),

valamint az SR vesz részt. Harantcsikolt izmokban az SR csdvecskéi (longitudinalis tubulusok



= L-tubulusok) a T-tubulusok mentén kiszélesednek és ugynevezett terminalis ciszternakat

(TC) hoznak létre. Vazizomban egy T-tubulust két SR terminalis ciszterna élel kérbe, és hozza

létre a triadot (71.abra), mig szivizomban egy T-tubulus egy TC-vel alkotja a diadot [4].

A triadok, illetve diddok azok a pontok, ahol a membrandepolarizacié SR-bél torténé Ca?*-

felszabadulashoz vezet, ezért Ca?*-felszabadulasi egységeknek is nevezik 6ket. Ennek soran
a T-tubulusokban elhelyezkedd

2 = feszlltségérzékeny L-tipusi Ca?" csatornak
—— szarkolemma

(CaV), vagy mas néven dihidropiridin

receptorok (DHPR) érzékelik a membran

SR depolarizaciojat és aktivaljak a terminalis
TC ciszternakban l|évé rianodin receptorokat,
T-tubulus amely aktivacié az SR-bdl torténé Ca?'-
Triad felszabadulashoz  vezet. A  RyR-ek

aktivacidja a két izomtipusban eltéré6 moédon
torténik (3.abra) [5].

Clay Armstrong és munkatarsai békakbdl izolalt vazizmon végzett kisérleteiben bemutattak,

1. gbra. Triad struktura vazizomban [169].

hogy a vazizom kontrakcidja — a szivizommal ellentétben — az extracellularis Ca?* EGTA-val
torténé megvonasa utan is fennall, azaz nem fligg az [Ca?*]ec-tdl. Az [Ca?*]ec-tdl valo fliiggés
kllénb6z6sége a vaz- és a szivizomban |évd fesziltségfiiggd kalciumcsatornak eltérd
tulajdonsagaiban rejlik, valamint abban, hogy ezek hogyan kapcsolédnak az intracellularis
raktarakbdl torténd Ca?*-felszabadulashoz. A szivben a hosszu akcids potencidlok jelentés
Ca?" dramokat (Icar) indukalnak a CaV1.2 kalciumcsatorna izoforman keresztil, amely
oénmagaban is hozzajarul a citoplazmatikus Ca?* jelhez, és mindemellett aktivalja a szivizom
tipusti RyR-eket is. igy az ECC szivben Ca2*-indukalt Ca2*-felszabadulas (CICR, Ca?*-induced
Ca?*-release) mechanizmus révén valésul meg [3][6].

Ezzel szemben a vazizmokban az L-tipusu kalciumcsatorna CaV1.1 izoformaja elsésorban
nem Ca?* csatornaként, hanem fesziiltségérzékel6ként miikodik, amely alloszterikus modon,
fizikai kontaktus révén aktivalja a hozza térben kdzel elhelyezkedd RyR1-eket. 1980-ban Clara
Franzini-Armstrong laboratériumaban, fagyasztva téréses preparatumokon
elektronmikroszképpal tartak fel a CaV1.1 és RyR1 fizikai kapcsolatanak ultrastrukturalis
alapjat. Kimutattak, hogy a T-tubulusokban a CaV1.1 szabalyosan, tetradokba szervezd6dik.
Ez a fajta elrendez6dés a vazizom CaV1.1-RyR1 jelatviteli egység sajatossaga, a szivizomban
nincs jelen ilyen szervezettség (4. abra). A két csatorna alloszterikus kapcsolatara utal, hogy
a CaV1.1l génhianyos izomrostokban hianyoznak a tetradok, de megjelennek a CaV1.1
heterolog expressziodja esetén [6]. Jelenleg még nem elddntott kérdés, hogy a CaV1.1 és RyR1
kozvetlentl kapcsolédnak-e, vagy egy, vagy tobb kiegészit6 fehérje kdzvetitésével (2.abra). A

CaV1.1 pérusformalé (a1) alegységét 4 transzmembran (TM) domén alkotja, amelyeket hurkok
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kotnek ossze. Ezek kozul a Il. és lll. domén

kozotti citoplazmatikus hurok .. —

elengedhetetlendl fontos az ECC-hez. 2013-

ban két laboratérium egymastél fluggetlenil

egy kis fehérjét; a STAC3-at, mint a vazizom [T17H00000000000000¢ e
ECC fontos Osszetevéjét azonositotta ooccooooooicionn

zebrahalakban és egerekben. Horstick és

munkatarsai egy olyan autoszéomalis recessziv
modon 06roklodé zebrahal mutaciot talaltak,
amely kovetkeztében a halembridk
immobilisak lettek és izmaik nem tudtak a vad ?

tipust izmokhoz hasonlé [Ca?*]ic névekedést ALY ""'\J O "N\
létrehozni ingerlés hatasara. Az izmok aC ) 7 '

ultrastrukturgja, ingerlékenysége, és az SR-
RyR1

funkcié normalis volt, ezért a szerz6k arra a pessensss > 2l 3000000000009
NG,

kovetkeztetésre jutottak, hogy a fehérjének az Al i / o AATOAL

0008 0,5 #46 TOO00ODO0O000000

ECC-ben lehet szerepe. A mutalodott gént RiHnen

o o . 2. dbra. A vazizom ECC komponensei [10].
STAC3 génként azonositottak, ami a CaV1.1-

gyel és RyR1-gyel kolokalizaciét mutatott [6][7]. A STAC3 gén mutaciojat emberben is leirtak.
Az els6ként Lumbee indianoknal leirt, ,indian miopatia” (Native American Myopathy=NAM)
néven ismert autoszomalis recessziv modon 6rokl6dé betegség hatterében szintén ennek a
gennek egy pontmutacidja all. A NAM tlunetei kdzé tartozik a velesziletett izomgyengeség, a
progressziv scoliosis, a légzési elégtelenség, a sajatos arckifejezés lefelé forduld
szajszogekkel, az alacsony termet és a malignus hipertermia-hajlam [8].

Osszeségében tehat elmondhatd, hogy vazizomban a CaV1.1 egyes alegységeinek-, illetve a
CaVl.1-gyel és RyR1-gyel asszocialt fehérjéknek az allosztérikus 6sszjatéka vezet a RyR1-
ek aktivalasahoz. Bar vazizomban a CaV1.1 nem vezet Ca?* aramot, a CICR-nek itt is fontos
szerepe van, mivel a RyR1-ek fele nem kapcsolédik CaV1.1-hez. Ezeket a maganyos RyR1-
eket a CaV1.1-ek altal aktivalt RyR1-eken keresztil felszabadult Ca?* aktivalja.

A megemelkedett [Ca?*],c az aktomiozin cikluson keresztlil az izmok kontrakcidjahoz vezet. A
relaxacios folyamat soran helyreall az [Ca?*]ic. Szivizomban a bearamlé Ca?* korilbeliil 30%-
a extracellularis eredetli, amit a Na*/Ca?" exchanger (NCX), illetve kisebb mértékben a
plazmamembran Ca?* ATPaz (PMCA) tavolit el a sejtbél. A Ca* 70%-a pedig az SR-bdl
szabadul fel, amelynek visszavételét az SR membranban lévé SERCA pumpak miikddése
biztositja. Vazizomban — mivel a rangas Ca?* tranzienseiért kizarélag az SR-bél szarmazé Ca?

felelés — az [Ca?*]ic nyugalmi szintre vald visszaallitasat kizarolag SERCA pumpak végzik.
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3. dbra. Az elektromechanikai kapcsolat egyszeriisitett abraja vazizomban (A) és szivizomban (B).

(www.biorender.com felhasznalasaval kesziilt abra.)

vazizom

szivizom

[I/2. A rianodin receptor

T-tubulus
membran

SR
membran

100A

4. gbra. A RyR-CaV komplex. Az abra ,A”
paneljén fagyasztva téréses modszerrel
elb6készitett vazizomrostrél, a ,B” panelen
pedig szivizomsejtrél lathato
elektronmikroszkopos felvétel. A ,C” és ,D”
panelek a RyR1-CaV1.l, valamint RyR2-
CaV1.2 mintazat grafikus abrazolasai. A
vazizomban a CaV1.1 tetrddokba
SszervezOdik, mig a szivizomsejtekben
elszortan talalhato meg. Az ,E” panel a
CaV1.1 és RyR1 kozoétti fizikai kapcsolat
modellje vazizomban az extraceullaris oldal
feldl, valamint oldalnézetbdl [21][170].

A RyR-ek intracellularis Ca?* csatornak, amelyek a sejtek SR/ER membranjaiban talalhatoak,

és feladatuk, hogy Ca?*-ot szabaditsanak fel ezekbdl az intracellularis Ca?* raktarakbol, ezzel

fontos sejtfunkciokat aktivalva.

A RyR-ek alacsony szelektivitasi (PCa?'/PK* ~6, P=permeabilitas), nagy konduktanciaju

(=700 pS K*-ra nézve és ~100 pS Ca?* esetén) ligand vezérelt Ca?* csatornak [9].
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A rianodin eurdpai felfedezése a 18. szazadra nyulik vissza, amikor Martin Vahl daniai
botanikus John Ryantél egy addig ismeretlen dél-amerikai névénybél kapott mintat, amit a
megtalalorél Ryania speciosa-nak nevezett el. A névény gyokerébdl hatasos rovarélé oldat
készithetd, amib8l 1948-ban izolaltak el6szér a hatdbanyagot, ami a rianodin nevet kapta.
Kés6bb a radioaktivan jeldlt rianodin tette lehetévé a RyR azonositasat és tisztitasat [10].

A rianodin kettds hatast fejt ki a RyR-re. Szubmikromolos koncentraciéban alkalmazva a RyR-
t hosszantartd félig nyitott allapotban rogziti. Az 5. abran ezt a hatast mutatom be egy, a
laborunkbdl szarmazo, mesterséges lipid kettésrétegbe épitett RyR-rél felvett elemi (single
channel) aram regisztratumon (5. abra). Az aramon jelentkez6 valtozas annyira jellegzetes és
specifikus, hogy a rianodin segitségével a csatorna funkcionalisan egyértelmiien azonosithato.

Nagyobb koncentracioban alkalmazva a csatorna teljes zarodasat okozza [9][10][11].

nyitott allapot

0,5 uM rianodin hatasa
L e ]

<E
[oX
2 zart allapot

1 mp

5 dbra. A rianodin hatdsa a RyR1-re single-channel darammérés sordn. A rianodin hatasat
megel6zben a csatorna nyitott és zart allapotai jellemzéek. 0,5 uM rianodin hozzaadasat kévetéen
viszont a RyR szubkonduktiv allapotba keriil, melyre jellemz6 az alacsonyabb aramamplitidé és a
magasabb nyitvatartasi valészinliség (Po).

A rianodin a két harantcsikolt izomtipusban eltérd hatasu, aminek oka a sziv- illetve a vazizom
kilonb6zé Ca?*-eltavolitasi mechanizmusa. A szivizomban petyhlidt bénulast okoz, mivel a
RyR2-ket félvezetd allapotban rogzitve folyamatos Ca?*-szivargast biztosit az SR-bél, amit a
felszini membran transzporterei az extracellularis térbe juttatva eltavolitanak a sejtbél, igy az
intracellularis raktarak veégul kiurilnek. Ezzel szemben a vazizomrostokbdl nagyrészt
hianyoznak ezek a Ca?"-eltavolit6 mechanizmusok, igy a rianodin altal kivaltott Ca?'-
felszabadulas citoplazmatikus Ca?*-felhalmozddast okoz, ami a vazizom merev bénulasat
idézi eld [11].

Eml6s szervezetekben a RyR-eknek harom f6 izoformaja ismert (RyR1, RyR2, RyR3),
amelyek harom kilonb6z6 gén termékei. A kulénbdzd izoformak kifejez8dése
szovetspecifikus. Vazizomban dontéen RyR1 expresszalodik nagy mennyiségben, ezért
vazizom tipusi RyR-nek is nevezik. A RyR2 fehérje els6sorban a szivizomban eléforduld
izoforma (szivizom tipusu izoforma). A RyR3-at el6sz6r az agyban fedezték fel, de szintén
megtalalhaté emlésdk harantcsikolt izmaiban kis mennyiségben. A RyR3 fehérje példaul a

rekeszizomban a teljes RyR-populacié 0,6-5%-at képviseli. A RyR3 élettani szerepe kevésbé
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jelentés, hianya mas mechanizmusokkal kompenzalhaté mind a fejlédés soran, mind felnétt
korban [9].

A RyR-ek létezése mar azok izolalasa el6tt is régdéta ismert volt, ugyanis a vazizmok
strukturajanak elektronmikroszkopos vizsgalata soran a SR és a T-tubulus betliremkedései
kozott elektrondenz teriiletekre, ,labakra” figyeltek fel. Ma mar tudjuk, hogy ezek a ,labak” nem
masok, mint a ma ismert legnagyobb ioncsatornak, azaz a RyR-ek. A RyR négy azonos
alegységbdl all (homotetramer), amelyek a csatornanak egy gombahoz hasonlithatd alakot
kblcsdndznek. A négy alegység egyenként >550 kDa toémeggel rendelkezik, melyeket
alegységenként >5000 aminosav épit fel, igy egy teljes receptor >2,2 MDa nagysagu
[10][11][12]. A KkUldnbdzd izoformak aminosav szekvenciai k6zott ~65% homoldgia van, az
eltérések pedig nagyrészt harom divergens régioban (DR1, DR2, DR3) helyezkednek el [12].
A csatorna citoplazma felé tekint oldala a gomba feje, mig a gomba tdnkje a transzmembran
régio, vagy mas néven transzmembran domén (TMD). Miéta a RyR-ek izolalasa és tisztitasa
lehetbvé valt, a RyR-ek szerkezetét is vizsgaljak. Szamos krio-elektronmikroszképos (krio-EM)
technikaval készitett 3D-s szerkezet talalhatd meg az adatbazisokban, melyek a RyR-t
kllénb6z6 konformaciokban mutatjdk be, ezért a csatorna kapuzasi mechanizmusaira,
mozgasaira is kdvetkeztethetlnk beldlik. Bar a 3D-s szerkezetek felbontasa az utébbi idében
ugrasszer(ien javult, jelenleg is problémat okoz az egyes régiok ,rugalmas” természete, ami
miatt a RyR kulénbdz6 részeinek pontos helyzete koril tovabbra is bizonytalansagok vannak.
A RyR1 és RyR2 krio-EM strukturai meglepéen hasonléak, igy a funkcidban mutatkozo
izoforma-specifikus kulénbségek tdbbségét tovabbra is homaly fedi [10].

A jelenleg ismert szerkezetli doméneket az alabbi abra mutatja (6. abra). Az egyes domének
funkcidjanak-, egymashoz val6é viszonyanak-, valamint a csatorna szerkezetében valo
elhelyezkedéslknek a megértése fontos lépés a RyR szabalyozasanak megismeréséhez. A
domeének elnevezései az irodalomban nem kdvetnek egyseéges nevezéktant, ezért igyekeztem
a leggyakrabban hasznaltakat, illetve a funkcidjukat legjobban leir6 elnevezéseket feltiintetni.
A kovetkez6 oldalon 1évé tablazat tartalmazza a roviditéseket és azok jelentését. Az egyes
doménekhez tartozé szekvenciak csak kozelitbleges elhelyezkedést biztositanak a csatorna
szerkezetében. A kiildnb6z6 mddszerekkel meghatarozott doménszekvenciak nem fednek at
telies mértékben, néhany aminosavnyi eltérés emiatt eléfordul a szakirodalomban megjelent
cikkekben. Az 06sszehasonlithatésag érdekében a tablazatban a RyR1-re és RyR2-re
vonatkozd szekvencia adatok is szerepelnek, azonban a RyR2 szerkezetével kapcsolatos

ismeretek jelenleg nem teljesek, ezért a hianyzé adatokat a tablazatban ,?”-lel jeldltem.
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6. dbra. A RyR1 domének sematikus abrdja [171)].

< ATP
e Ca?*
+ Caffeine

RyR domén neve Réviditése Klasszikus RyR1- RyR2-
elnevezés** szekvencia szekvencia
Citoplazmatikus rész
NH2-terminélis domén NTD 1-627 1-642
NHz-terminalis domén A* NTD-A 2. domér 1-208 1-222
NH2-terminélis domén B* NTD-B 209-392 223-407
NH2-terminélis szolenoid* NSol/NTD-C 393-627 408-642
SPla és rianodin receptor domén 1 SPRY1 628-849 643-837
(clamp = ,fogé” domén része) 1459-1484
1606-1641
SPla és rianodin receptor domén 2 SPRY2 1055-1241 838-856
1084-1254
SPla és rianodin receptor domén 3 SPRY3 1242-1656 1255-1458
1485-1605
Tandem ismétlédé domén 1,2 Repeatl12/P1 10. domén 850-1054 861-1066
(clamp = ,fogé” domén része)
Junkciondlis szolenoid (handle = JSol/Handle 3. domén 1656-2144 1642-2110
Lnyél” domén)
Hidszolenoid/Helikélis domén 1 BSol/HD1 4. domén 2145-2712 2111-2679
Tandem ismétlédé domén 3,4 Repeat 34/P2 6. domén 2735-2938 2701-2907
Helikalis domén 2 (clamp = ,fogd” HD2 8a, 8, 7. domén 3016-3572 2982-3528
domén része)
Ko6zponti-, és pérus domén
Shell-core linker peptide, SCLP 3614-3666 ?

kalmodulin (CaM)-, és JSol
kétéhelyek




Kézponti (centrallcore) szolenoid CSol/CENTRAL 3667-4174 3613-4207

EF-hand domén EF 11. domén 4060-4134 4036-4082

Thumb-and-forefinger domén, U- TaF/U-motif/ 4175-4253 4134-4207

alaku domén

Kiegészitd transzmembran hélixek TMx 4322-4370 4281-4381

1. transzmembran szegmens S1 4559-4579 ?

S1 és S2 k6zétti luminélis hurok S1-S2 loop 4580-4638 4538-4550

2. transzmembran szegmens S2 4639-4662 ?

Fesziiltségérzékel6 domén pVSD/VSL 4541-4819 4552-4831

S2 és S3 k6zétti hurok*, a (S2S3)*/ VsC 4666-4786 ?

fesziiltségérzékel6 domén

citoplazmatikus szubdoménje

3. transzmembran szegmens S3 4787-4805 ?

4. transzmembran szegmens S4 4806-4819 ?

S3-S4 kézétti luminalis hurok S3-S4 loop ? ?

S4-S5 6sszek6tdé szegmens S4-5 linker 4821-4831 ?

5. transzmembran szegmens S5 4834-4858 ?

S5-S6 kozétti luminalis hurok S5-S6 loop 4859-4878 ?

Pérus domén Pore domain 4820-4956 / 4832-4966
4879-4893

Szelektivitasi filter SF 4894-4900 ?

S5-6 linker* 4832-4956 4790-4840

6. transzmembran szegmens 4940-4956 ?

S6 citoszolikus kiterjedése™ (S6c)*/s6 4938-4956 ?

Kapu 11le4937 1le4868

COOH-terminéalis domén CTD CTD 4957-5037 4967-5048

Calstabin-2/FKBP12.6 Cs2

* A sorban felette lIévé domén aldoménje.

** A szinkod a 7. abranak felel meg.

RyR1 szerkezeti adatok: [13][14][15][16][17], RyR2 szerkezeti adatok: [18][19][20].

Ha a RyR1 tetramerre ugy tekintink, mint egy gombara, akkor a ,fejet" az elsé ~3600
aminosav alkotja, mig a porus az Ureges ,tonk" ~1400 aminosavabdl all 6ssze. A szekvencia
utolsé kb. 600 aminosava az SR membranba agyazédik, mig a legutols6 100 aminosavbdl allo
szegmens visszafordul a citoplazmatikus tér felé és a C-terminalis domént hozza létre (6. abra)
[17][14][23].

A csatorna citoplazmatikus része, amit eleinte az elektronmikroszképos tanulmanyok soran
Jabaknak” vagy ,foot” régidnak neveztek, egy 275Ax275Ax120A nagysagu, négyzet alaku,
Uregekkel szabdalt rész, amely a kiuldénb6z8, szabalyozé ligandok szamara biztosit szamos

kotéhelyet [21][16]. A kdvetkez6kben a csatorna strukturajat tekintem at, kiemelve a
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disszertaciéo eredményei szempontjabol fontos doméneket, amelyek nyomon kdveteséhez a
6. abra nyujthat segitséget.

Szerkezetileg a csatorna citoplazmatikus oldalanak nagy része négy ismétlédé a-hélixbdl all
O0ssze, amelyek maguk is szuperhélix szalagokat (a-szolenoidokat) alkotnak. Ide tartozik az N-
terminalis szolenoid (NSol, NTD-C), a hidszolenoid (BSol), a magszolenoid (CSol), illetve a
junkcionalis szolenoid (JSol). Ezek a szolenoidok egyfajta allvanyzatot adnak a csatornanak.
Erre az allvanyzatra épllnek a globularis szerkezetli domének [17][14][13].

A CSol a csatorna aktivacios domén része, amely dsszekoti a pérusdomént a citoplazmatikus
héjjal. A CSol-t, BSol-t és az NSol-t — nevéhez hiien — a junkcionalis szolenoid (JSol) fogja
Ossze [14][13]. A kiilénbdzé szolenoidokba épuild domének kdzé tartoznak az SPRY-domének
(SPRY1-SPRY3), az EF-kéz (EF) domén, a tandem ismétl6dé domének (RY12 és RY34) és
az N-terminalis domének (NTD-A és NTD-B) [10][17][14][13][16].

A homotetramer RyR alegységei kdzotti kapcsolatokat harom f6 kapcsolédasi felllet alakitja
ki, amelyek az SPRY2 és a BSol, az NTD-A és az NTD-B, valamint az NTD-A és a BSol k6zott
jonnek létre. Ezek a kapcsolddasi pontok szerepet jatszanak a csatorna kapuzasaban, és
Osszekapcsoljak a citoplazmatikus oldali héj mozgasait (ligandkdtéskor) a porusnyitassal, amit
alatdmaszt, hogy az ezeken a pontokon bekdvetkez6 pontmutaciok rianopatiak kialakulasahoz
vezetnek [17][14].

A porust alegységenként 6 transzmembran (6TM) szegmens veszi korll, ami egy pszeudo-
feszlltség-érzékeld domént (pVSD) tartalmaz [17][14][13]. A RyR-ek a hagyomanyos 6TM-
csatornakhoz hasonlé transzmembran szerkezettel rendelkeznek. Az ezektdl vald eltérést az
adja, hogy az S6-hélixek nagyon hosszuak és a citoplazmatikus térbe nyulnak (S6c). Az S6c
a cink-ujat tartalmaz6é C-termindlis doménhez (CTD) kétédve kapcsolatot létesit a
citoplazmatikus héjjal [10][14]. Ez a kapcsolat biztositja az allosztérikus csatolast a pérus és a
citoplazmatikus héj k6zott. A csatorna zart allapotaban az S6 kézépsé része elhajlik és ~45°-
os szdgben allva, kialakitia a RyR kapujat [15][13]. A citoplazmatikus kapu, azaz az S6
helixekbél allo koteg legsziikebb pontja az [1e4937-nél van a RyR1-ben. A feszlltség altal
vezérelt ioncsatornakéhoz hasonlé felépités ellenére a RyR1 nem fesziltség-vezérelt
csatorna, mivel az S4-nek nincsenek pozitiv toltési aminosavai [16].

A RyR luminalis oldalan, az egyes transzmembran szegmensek kozott tobb hurok is talalhato,
melyek az SR lumenébe nyulnak. Ezek a hurkok tdbbszérdsen negativ téltéssel rendelkeznek.
A luminalis hurkok vesznek részt példaul azon negyedleges kolcsonhatasokban, amit a RyR
horgonyzo fehérjéken keresztiil a kalszekvesztrinnel (CSQ), az SR f6 Ca?*-pufferfehérjéjével
alakit ki [16].
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7. dbra. A RyR1 citoplazmatikus oldali doménjeinek elhelyezkedése a csatorna 3D-s
szerkezetében. A domének szin- és szamkoddal vannak ellatva, amelyekre a korabbi tablazatban
hivatkozom. (A,B) citoplazmatikus oldal fel6li nézet. (C,D) luminalis oldal (SR fel6li) nézet. (E,F)
oldalnézet. A (G,J) panelek a belsé doméneket mutatjak [16].

[I/3. A RyR szabalyozasa

Egy Ca?"-szelektiv porus kialakitdsahoz minimalisan elegendé lenne néhany membranon
ativel6 a-hélix is, ennek ellenére a RyR a legnagyobb ioncsatorna. Felmertl a kérdés, hogy
miért volt szilkség egy ekkora fehérje kialakitasara. A valasz talan a kifinomult alloszterikus
szabdlyozasban rejlik, ami kmaapcsolt strukturakat is igényel. A Ca?* kiemelked6éen fontos
masodlagos hirvivéként szolgal a sejtek életében, ezért a RyR-eken keresztili citoplazmaba

jutasat szigoruan szabalyozni kell [11].
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11/3.1. A legfontosabb ligand; a Ca**

A RyR-ek ligand-fliggé ioncsatornak, melyek legfontosabb endogén ligandja maga a Ca?".
Ezért a Ca?* valtozd koncentracidja a CICR mechanizmus révén donté szerepet jatszik az
ECC-ben. A Ca?* RyR mikodésben betoltott kdzponti szerepe miatt a RyR fizioldgias
0.6 ~ szabalyozasanak megeértéséhez elengedhetetlen volt a
05— RyR Ca?*-fliggé miikodésének pontos leirasa [22].

04 Mar az els6 elemi aramméréseket tartalmazé
03 koézlemények beszamoltak arrél, hogy a citoplazmatikus

0.2

Open probability

Ca?* megemelésére a RyR rovid élettartami (<1 msec)
01 megnyilasokkal reagal. Ez mind a RyR1-re, mind pedig

0.0 a RyR2-re igaz, bar a RyR2 esetén eléfordulnak

s hosszabb megnyilasok is [23][24][25]. A csatorna

5 4
cis pCa
8. dbra. A RyR1 nyitvatartasi nyitvatartasi valdszinisége (P,) a [Ca?'|c-val
valészinlisége a citoplazmatikus
[Ca?"] fliggvényében [26].

haranggorbe alaku Osszefliggést mutat (8. abra)
[12][26][27]. Ezért ugy gondoljuk, hogy a Ca?*-fliggésért
két citoplazmatikus Ca?*-kotéhely a felel6s; egy nagy affinitasu aktivald (RyR1 esetén ECso =
10 uM, RyR2 esetén ECso = 1 uM) és egy alacsony affinitasu gatlé (RyR1 esetén I1Cso = 250
UM, RyR2 esetén ICso= 10 mM) kotdhely. A citoplazmatikus aktivald kotéhely a RyR Ca?*-
indukalt megnyilasaért, igy a CICR-ért, mig a gatlo kotéhely a csatorna inaktivaciojaért felelés,
A citoplazmatikus aktivald Ca?*-kotdhely kialakitasaban 6t aminosav vesz részt, amelyek a
CSol és CTD domének kapcsolddasi pontjan helyezkednek el. A CSol 3893. glutamatjanak
(E3893), valamint a 3967. glutamatjanak (E3967) karboxillancai és a CTD 5001. treoninjanak
(T5001) a karbonilcsoportjai hozzak létre a kbtézsebet. Az ion koordinacidjahoz szikséges
még a 3970. glutamin (Q3970) és a 3895. hisztidin (H3895) is [14]. Az inaktivacids kdtdhelyet
az EF-kézben azonositottak [20].

A RyR-nek valészinlileg egy harmadik Ca?*-kotéhelye is van, ami az SR-feldl, luminalisan
helyezkedik el [28][29][30][31]. Az SR [Ca?']-ja éltali szabalyozas mechanizmusa jelenleg is
ismeretlen, raadasul az ezzel foglalkozd kutatdcsoportok két ellentétes taborra oszlanak. Az
egyik tabor szerint a lumindlis [Ca?*] valtozasai a csatorna lumindlis oldalan valodi Ca?*-
kétéhelyekhez vald kétddéslikkel modositjak a csatorna kapuzasat. Mas kutatdk szerint a
luminalis Ca?* atfolyik a csatorna porusan és a citoszélikus Ca?*-kétéhelyeken keresztll hat
[32]. Utdbbit a tovabbiakban ,feed-through mechanizmusnak” nevezem.

A RyR lumindlis Ca?* altali szabalyozasara el6szor 1977-ben Makoto Endo kisérletei utaltak,
aki vazizomrostokon kimutatta, hogy az SR bizonyos foku toltéttsége sziukséges ahhoz, hogy

a RyR-en keresztll a Ca?'-felszabadulas megtorténhessen [33]. Ezutan Alexandre Fabiato
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kardiomiocitakon végzett kisérletei alapjan leirta, hogy az SR toltéttségével né a CICR [34]. A
RyR2 luminalis oldal fel8li aktivaciéja intenziven kutatott kérdés, mivel a raktar taltoltés altal
vezérelt Ca?'-felszabadulas (angolul: store overload-induced calcium-release, SOICR)
Osszefliggésbe hozhaté szivritmuszavarokkal. Az irodalomban szamos forras talalhato,
amelyekben kardiomiocitakon végzett kisérletekben igazoltak, hogy ha az SR Ca?-toltéttsége
meghalad egy bizonyos kiiszdbértéket, akkor a RyR2 diasztoléban megnyilik, ami pedig
aritmiak kialakulasahoz vezet [28][29][35][36][37][38]. A mechanizmus molekularis szintl
vizsgalatara elemi (single-channel) aramméréseket végeztek, amelyek igazoltak, hogy a [Ca?]
novelése a csatorna luminalis oldalan fokozza annak Po-jat [30][31][33][39][40]. Ezek az
eredmények egy széles kdrben elfogadott modell megalkotasahoz vezettek, amely szerint a
RyR2 megnyilasat a Ca?* luminalis oldali kotéhelyéhez valo kétédése inditja el, és ezt a
csatornaporuson atfolyd és a citoplazmatikus oldali aktivalé Ca?*-két6helyhez kotédé Ca?t
fokozza [39][41][42].

Ezzel szemben kutya szivizombél szarmazé RyR2 esetén azt talaltak, hogy amikor a csatorna
kizardlag citoplazmatikus Ca?*-nal volt eléaktivalva, akkor a luminalis Ca?* altal tovabbi
aktivacié nem volt megfigyelhetd. A szerzék szerint a Ca?* luminalis oldali aktivalo hatasa csak
akkor jelentkezik, ha valamilyen mas RyR agonistat, példaul ATP-t, vagy koffeint is
hasznalnak. Azaz, ha a citoplazmatikus oldalon nincs jelen valamilyen mas agonista, akkor a
RyR2 magas luminalis [Ca?*] mellett sem fog megnyilni. Tehat a magas luminalis [Ca?']
onmagaban nem vezethet a csatorna nyitasahoz, de csékkenti a citoplazmatikus oldal fel6li
Ca?* altali aktivaciohoz szikséges kliszobot [33][29].

A vazizom tipusu rianodin receptor esetén a luminalis oldal fel6li szabalyozast illetéen a
szakirodalomban egymasnak ellentmondé eredményeket talalunk. A vazizomrostokban nehéz
SOICR-t kivaltani, ezért az 0sszes RyR1-re vonatkozé6 eredmény overexpresszald
sejtvonalakbol szarmazik. Ezeknek a vizsgalatoknak a hidnyossagat az adja, hogy a
sejtvonalak nem expresszalnak izomspecifikus jarulékos fehérjéket, amelyek szikségesek
lennének a RyR1 nativ kdrnyezetben megfigyelt mikédéséhez. Mindeneserte, ilyen
expresszios rendszerekben a RyR1 SOICR-érzékenysége a csatorna betegséghez vezetd
pontmutacidi esetén jelentésen megndvekedett [43][44].

Mas tanulmanyok szerint a RyR1 esetén a luminalis [Ca?*] ndvelése szintén novelheti a Po-t,
éppugy, ahogy a RyR2 esetén [45][46][31][47]. Tripathy és Meissner, valamint Herrmann-
Frank és Lehmann-Horn azonban nyul RyR1-en végeztek méréseket és azt tapasztaltak, hogy
a luminalis [Ca?*] novelése alacsony [Ca?*]-ndl a P, ndvekedéséhez vezet, viszont magasabb
koncentracioknal éppen az ellenkezdje torténik, azaz a P, csokken. A luminadlis Ca?* gatlé
hatdsat fesziltségfuggdnek talaltdk, amibdl mindkét kutatécsoport azt a kdvetkeztetést vonta
le, hogy a lumindlis Ca?* atjut a csatorna tuloldarara és a citoszélikus Ca?*-kétéhelyekhez

kotédik [31][45]. Masok hasonlét tapasztaltak sertés vazizombdl izolalt RyR1 esetén is [48]. A
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nyul RyR1-en végzett kisérletekkel szemben juh RyR1 esetén a lumindlis Ca2*-nak semmilyen
hatasa nem volt a P,-ra, ha a csatorna kizarolag citoplazmatikus Ca?*-nal volt el6aktivalva
[45][31]. Ha Ca?" mellett ATP-t is adtak a RyR citoplazmatikus oldalara, akkor a RyR2-h6z
hasonldéan az ATP érzékenyitette a csatornat a luminalis Ca?*-ra. Az igy aktivalt csatornak
nem mutattak feszlltségfiggést, ezért azt valoszinlsitették, hogy a luminalis oldalon
alkalmazott Ca?*, a lumindlis oldal feldli valédi Ca?*-kotéhelyekhez kotédik, azaz nem jut
keresztil az elektromos erétéren [33][47].

A folyamat megértését tovabb bonyolitia, hogy a szabalyozdsban nem csak a Ca?'-
kotéhelyeknek lehet szerepe, hanem mas RyR-hez asszocialt szabalyozo fehérjéknek is. llyen
példaul a CSQ.

A CSQ Ca?*-koté fehérjéje, az SR f6 pufferfehérjéje, és a RyR-ek fontos szabalyozéja mind a
két harantcsikolt izomtipusban. Az SR-hez mas fehérjék (triadin és junctin) révén
horgonyzodik ki, és a lumindlis [Ca?] ndvekedésével reverzibilis polimerizacion megy
keresztll. Feladata, hogy a folyamat soran folyamatosan magas helyi [Ca?]-t biztositson a
RyR kozvetlen kdzelében, és kozvetitse a luminalis [Ca?*] valtozasait a RyR-ek felé [49].
Kawasaki és Kasai szintén a RyR1 lumindlis oldal fel6li szabalyozasat vizsgaltak és azt
talaltak, hogy a lumindlisan novelt [Ca?*] a P, nGvekedését okozta, de csak abban az esetben,
ha a csatorna luminalis oldalara CSQ-t is adtak. Ebbél azt a kbvetkeztetést vontak le, hogy a
CSQ fontos lehet a RyR1 luminalis oldali szabalyozasaban [50]. Qin és munkatarsai a RyR1
és RyR2 lumindlis Ca?*-érzékenységét vizsgaltak vazizom- (CSQ1), és szivizom (CSQ2)
tipusi CSQ izoformak jelenlétében. Eredményeik szerint a RyR2-k luminalis Ca?* iranti
érzékenysége jelentds volt, ha barmelyik CSQ izoforma jelen volt. Ezzel szemben RyR1-ek
esetén nem tapasztaltak jelentés lumindlis Ca?*-érzékenységét egyik CSQ izoforma
jelenlétében sem. igy arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a RyR2 Ca?*-CSQ-fliggé luminalis
szabalyozasanak nincs CSQ izoforma specifitasa, és hogy a Ca?*-CSQ-fliggé szabalyozas a
vazizomban valdszinileg viszonylag kis szerepet jatszik (ha egyaltalan jatszik), ami arra utal,
hogy a CSQ1 szerepe ebben a szOvetben a Ca? pufferelésére korlatozodik [51].
Szivizomsejtekben egyetlen akciés potencial hatasara a RyR2-kon keresztil az SR
felszabadithatd Ca?*-készletének ~50%-a keril a citoplazmaba [52][28]. Ez jelentds
csOkkenést eredményez az SR szabad [Ca?']-ban, ami aktivalhatja a luminalis Ca?* altali
szabalyozé mechanizmusokat [51][53][54][55]. Vazizomban viszont egy akciés potencial
hatadsara az SR Ca?*-tartalmanak csupan ~10%-a szabadul fel [56][57]. Ez az SR-en belili
[Ca?*] kismértékl valtozasat eredményezi, ami valoszinlileg nem elégséges a luminalis oldali
szabalyozas aktivalasahoz. Ebbél is az kdvetkezik, hogy a CSQ-fliggd szabalyozas fontosabb
a szivben, mint a vazizomban [51][58].

Qin és munkatarsai szerint a RyR-ek agonistakkal val6 elékezelése (ATP, koffein) nem jo

megkozelités, ugyanis ennek hatasara abnormalisan érzékennyé valik a csatorna. Ez
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fogékonnya teszi a RyR-t a luminalis oldalrdl a citoszolikusra csurgd Ca?* altali szabalyozasra,
ami megneheziti a ,feed-through” szabalyozas és a luminalis Ca?*-kétéhelyeken keresztili
szabdlyozas elklilonitését. Méréseikben a lumen-citoszdl iranyd Ca?* aram nagyséaga kicsi,
~0,2 pA volt, ami korulbelll a fele, mint ami fiziolégias kérilmények kdzott is megfigyelhetd a
sejtekben, és amir6l ugy gondoltak, hogy elégtelen ahhoz, hogy ,feed-through”
mechanizmusokat inditson el [51][59]. Ezért a szerz6k valodi luminalis oldali szabalyozast
feltételeznek [51]. A lumindlis Ca?* kozvetlen, RyR2-n valo hatasat alatdmasztja tovabba az
is, hogy CSQ KO egerekben a luminalis oldali aktivalhatésag megmarad, valamint hogy a
tisztitott (azaz CSQ mentesitett) RyR2-k is megérzik ezen tulajdonsagukat [60][61][33].

Wayne Chen és munkatarsai szerint az E4872 aminosav cseréje alaninra megszinteti a RyR2

lumindlis Ca?* altali aktivalhatosagat, de nem befolyasolja a citoplazmatikus oldal fel6li

- KJ,\@{@, o szabalyozast. Ezért azt feltételezték,
f‘\ L hogy ez az aminosav kulcsfontossagu
;'&' 5 y lehet a luminalis Ca?*-kotdézseb
| @‘%ﬁﬁ o e AR kialakitdésaban. Azonban, a RyR2 3D-s

strukturajanak publikalasaval, kiderult,
Cytosolic Ca?*

Binding Sites hogy az E4872 nem a csatorna luminalis,

hanem citoplazmatikus oldalan

Caffeine
Binding Sites 7% 1 _

— helyezkedik el. Ennek ellenére mégis
-moti

ATP Binding Sites fontos lehet a RyR2 Iluminalis oldali

- szabalyozasaban. A szerzék a kdvetkez6
E4872 Ca®* binding },\r‘ ra/ mechanizmust feltételezik. Amikor a
pocket ’}

RyR2 zart &llapotban van, az E4872
9. dbra. A RyR2 akﬁVéciéjéban fontos Strukturé”s Séh|dat képeZ az R4874 éS E4878

elemek. A W. Chen altal javasolt luminalis szabalyozasi

mechanizmusban az E4872 aminosav kiemelt aminosavakkal, = valamint  hidrogén-
fontossagd [30] kotésen keresztiil kapcsolodik a Q4879-
hez. Nyitott allapotban viszont az R4874 tavolabb kerul az E4878-16l, és ezzel parhuzamosan
az E4872, E4878 és Q4879 egymashoz kbzelebb keriilve Ca?*-kotézsebet formal. Emellett a
csatorna 3D-s szerkezetében van egy glutaminokbdl allé gydrli (Q4863) kozvetlendl a
csatorna kapujanak luminalis oldalan, aminek kisérletes mutacidja csokkenti a RyR2 koffeinnel
valé aktivalhatésagat. Ezért ugy gondoljak, hogy amikor az SR téltotisége elér egy bizonyos
szintet, a luminalis Ca?* belép a csatorna pérusiiregébe, ahol koélcsdnhatasba keriil a Q4863
aminosavval. A kdlcsOnhatas eredményeként meggyenglilnek bizonyos, zart allapotot
stabilizalo sohidak, ami révid megnyilasokhoz vezet, igy a Ca?* atjut a poruson és kotédik az
E4872 aminosavat tartalmazo Uj Ca?*-kétéhelyre. Ezek szerint a folyamat a luminalis oldalon
torténd kotédéssel indul, ami végll a citoplazmatikus Ca?*-kotéhelyek aktivacidjahoz vezet.

Ennek ellenére a lumindlis Ca?*-kotdhely létezésének egyértelmii bizonyitasa tovabbra sem
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tortént meg, ennek ugyanis gatjat képezi az a tény, hogy a RyR-ek a citoplazmatikus [Ca?*]
hatasara aktiv és inaktiv allapotba is keriilhetnek, igy nem lehet kizarni, hogy a luminalis Ca?*
hozzaférhet a citoszdlikus kotéhelyekhez. Li Lien Ching és munkatarsai ezért egy Uj
megkozelitést alkalmaztak. A mesterséges lipid kettésrétegbe épitett RyR2-k luminalis oldalat
tripszines emésztésnek vetették ala. A tripszin a pozitiv t6ltési oldallancokkal rendelkez6
aminosavak mellett hasit. A RyR-ek szamos lizint és arginint tartalmaznak a C-terminalis
doménben, amelyek szomszédsagaban nagy gyakorisaggal foglalnak helyet negativ toltési
aminosavak is, amelyek potencialis Ca?*-koté régidkat alkothatnak. Azt tapasztaltak, hogy a
tripszines kezelést kdvetéen a luminalis oldalon névekvé koncentraciéban alkalmazott Ca?*
csokkentette a csatorna Po-jat, azaz a luminalis aktivaciés koétéhelyek karosodtak. Mivel a
tripszin nem hasitja a CSQ-t, kizarhatd, hogy a P, csOkkenését a CSQ karosodasa okozta
volna [32].

A fentiekben szerettem volna bemutatni az irodalomban fellelheté ellentmondasokat. Ezek
hatterében eltéré izolalasi modszerek és kisérleti koriimények, példaul a kisérletekben
hasznalt allatfajok kozoétti kildnbségek, a mérések soran beallitott eltér6 membranpotencial
értékek és a RyR-ek kulénb6zé mddon torténd elbaktivalasa allhat, amelyek megnehezitik a
helyes konklizié levonasat. Az is lathatd, hogy a Ca?" (és a tobbi divalens kation) nem
alkalmas eszkoz a luminalis oldali Ca?*-kotéhelyek szelektiv vizsgalatara, hiszen nem zarhato
ki, hogy a hatasokért nem a tuloldalra csurgé Ca?* a felelés. Mindezek miatt a luminalis Ca?*-
kotéhelyek vizsgalatara egy olyan ion lenne alkalmas, ami nagy affinitassal kotédik a Ca?*-
kotbhelyekhez, azonban a csatorna nem vezeti. Munkacsoportunk eredményei alapjan ezen
kovetelményeknek az eurdpiumion (Eu®") eleget tesz, igy alkalmas a Ca?"-kotéhelyek

oldalszelektiv vizsgalatara [22].

11/3.2. A ,szuperkalcium”

A periddusos rendszer f-mezéjének elemei; a lantanidak hasznos eszkozei a Ca?*-koté-, és
transzportfehérjék vizsgalatanak, ugyanis képesek a Ca?-t a kotéhelyeirdl leszoritani. Az
1970-es években jelent meg az elsé kézlemény, amelyben leirtak, hogy a gadolinium gatolja
a vazizom kontrakciojat. Hatasa a RyR1 gatlasan keresztil valésul meg, amelyet mind a
citoplazmatikus, mind pedig a luminalis oldal fel6l egyarant és egyenl6 Komellett (Kq = ~ 5 uM)
ki tud fejteni. A gadolinium mellett a tébbi lantanida is hasonlé tulajdonsagokkal rendelkezik
[22][62].

Egy masik lantandia, az Eu®* kémiai tulajdonsagai, valamint ionradiusza hasonlé a Ca?*-éhoz.
A Ca?*-kotéhelyekhez nagy affinitassal kotédik, azonban a membranon képtelen atjutni. Ezen
tulajdonsagai alkalmassa teszik a Ca?"-kotGhelyek szelektiv vizsgalatara, és igy a RyR
lumindlis oldali lehetséges Ca?*-kotéhelyének a kérdése is megvalaszolasra kerilhet.

Munkacsoportunk korabbi kisérletei kimutattak, hogy az Eu®" koncentracio- és Ca**- fligg6
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moédon hat a RyR1-re citoplazmatikus oldali kezelés esetén. A tapasztalt hatasok
feszliltségfliggésének elemzése arra utalt, hogy a citoplazmatikus aktivald Ca?*-kétéhely a
porusban talalhaté (mint ahogy azt a 3D struktira is igazolta) [22]. Ezen kisérletek mentén
elindulva Gaburjakova és munkatarsai Eu®*-nal vizsgaltdk a RyR2 luminalis oldal feldli
szabalyozhatésagat szintén mesterséges lipid kettésrétegbe épitett egyedi csatornakon. Az
altaluk kapott eredmények két, térben elkiilonilé Ca?*-kétéhelyre utalnak a csatorna luminalis
oldalan. Az egyik feltehetéen az els6é luminalis hurokban talalhaté (I. és Il. TM szegmens
kozott), mig a masik a csatorna pérusaban helyezkedhet el. ElSbbi alacsony [Ca?*]-nal
modositja a RyR2 koffein érzékenységét, mig a pdérusban 1évé kétéhely a kapuzasra lehet
hatassal [63].

11/3.3. A Mg?* gétolja a RyR-t

A harantcsikolt izmok nyugalmi allapotaban a RyR-ek zarva vannak, amiért részben a Mg?",
felelés. A Mg?*-nak nincs kilon kotéhelye a csatornan belll, a citoplazmatikus aktivalo Ca?*-
kotéhelyek kompetitiiv antagonistgja, valamint a gatlé kotéhelyekhez is képes kotédni, igy
csOkkenti a RyR Po-jat. A killonb6z6 RyR izoformak eltéré érzékenységet mutatnak a Mg?*-nal
torténé gatlassal szemben, ami a Ca?*-kot6helyeik eltérd affinitadsaval van dsszhangban. A
RyR2 és RyR3 Ca?'-kotéhelyeinek affinitasa Ca?* irdnt magasabb, mint a RyR1 esetén és
nagyobb Ca?* koncentracidt igényelnek az inaktivacidjukhoz is, igy ezzel 6ket a Mg?* kevéssé
gatolja [12][26]. A RyR1 a Mg?*-gatlas aldl a CaV1.1 éltali aktivacidja soran szabadul fel, ekkor

a RyR1 Mg?* iranti affinitasa a tizedére csokken [64].

11/3.4. A koffein egy Ca?*-érzékenyit6 agonista

A koffein az dsszes RyR izoforma széles kérben hasznalt agonistaja. Hatasat ugy fejti ki, hogy
noveli a RyR-ek Ca?* iranti érzékenységét. Kétdhelye RyR1-ben a CTD (14996) és az S2S3
(W4716) domén kozott talalhatd, kdzel a citoplazmatikus Ca?*-kétéhelyhez (10.4bra), ami
RyR2-ben az F3715, W4646 és 14927 aminosavak altal létrehozott koffein kotd zsebnek felel
meg [14][65]. A CTD a Ca?**-kotéhely és koffein kdtéhely kozott talalhato. A koffein kétédése a
CTD-t a Ca?-kotdhely felé tolja, ami Ca?* iranti megnovekedett affinitast és igy a Ca?'-
érzékenység novekedését eredményezi [65].

Egy csésze kavé 100 mg koffeint tartalmaz, ami korulbelil 20 pM-ra emeli a plazma
koffeinszintjét [66]. Ez elegend6 a koffein jol ismert idegrendszeri hatasanak kivaltasahoz,
azonban magasabb (>75 yM) plazmakoncentracioknal karos mellékhatasok jelentkezhetnek.
Szivet érint6 mellékhatasai kozil a leggyakoribb a fokozott szivfrekvencia, illetve a pro-
aritmias hatéas. Egészen a kdzelmultig ugy vélték, hogy a koffein pro-aritmias hatasa annak

kdszonhet6, hogy a koffein eltolja a RyR2 citoplazmatikus Ca?*-érzékenységét egy olyan
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pontra, ahol a diasztolés Ca?* is elegend6 a csatorna aktivalodasahoz. Nemrégiben azonban
Kong és munkatarsai kimutattak, hogy a jelenség hatterében nem a RyR2 megvaltozott
citoplazmatikus Ca?*-érzékenysége all, hanem a lumindlis oldali Ca?"-kotéhelyek feldli
aktivacio érvényesilése [61]. Ezt alatamasztottak Porta és munkatarsai eredményei is, akik
azt talaltak, hogy nagy dozisu koffein (22,5 mM) valéban érzékenyiti a RyR2-t a lumindlis Ca?*-
ra, ahogyan arr6l Kong és munkatarsai beszamoltak. Ezen felll (vice-versa) a magasabb
luminalis Ca?*-szintek a csatornakat koffein-érzékenyebbé teszik [61][67][68]. Ezek az
eredmények tehat arra utalnak, hogy a RyR2 koffein-aktivaciés mechanizmusanak valdban
van luminalis komponense. Portaék szerint azonban ez a komponens jelentéktelen a
citoszolikus Ca?'-ra érzékenyitéshez képest. 1 mM koffein egyértelmiien olyan nagy
mértékben valtoztatia meg a RyR2 citoszdlikus Ca?*-érzékenységét, hogy ehhez képest a
luminalis Ca2*-érzékenységre gyakorolt hatasa elenyészé. igy tehat valdsziniisithetd, hogy a
RyR2 koffein altali aktivaciot féleg a citoplazmatikus- és csak kismértékben a luminalis Ca?*-

kétéhelyek kdzvetitik.

11/3.5. Az ATP és mas adenin nukleotidok

A RyR-t az ATP aktivalja. Az ATP-kotéhely az S6c, CTD és TaF domének talalkozasi
pontjdban foglal helyet (10.abra) [14]. Tekintettel a harantcsikolt izmok nagy
az ATP, vagy valamelyik analdgja konstitutiv médon kotédik a csatornahoz [12][14][69]. Az
adeningy(ri fontosnak tlinik a receptorhoz val6 kétédéshez, mivel sem a GTP, sem pedig az
inozin-monofoszfat nem aktivalja a RyR-eket [14][70]. A receptor-agonista kdlcsdnhatas soran
az ATP adenin bazisa az M4954, F4959, T4979 és L4985 altal bélelt hidroféb hasadékba bujik,
mig a ribdzgylrl és a trifoszfat farok kolcsbnhatasba |ép az S6c¢-vel és a TaF domén
"mutatéujjaival” [14].

Az adenin nukleotidok hatdsossaga a RyR-en a ribézgylriikh6z kapcsol6dd foszfatok
szamaval aranyos; ATP > ADP > AMP > adenozin > adenin. Az adenin és az adenozin csak
minimalis mértékben ndveli a csatorna P,-jat [14][70].

A RyR1 esetén az ATP 6nmagaban is képes ndvelni a Po-t, de maximalis aktivitds csak Ca?*
jelenlétében érhetd el [71]. Ezzel szemben a RyR2 Ca?* hianyaban nem aktivalhaté ATP-vel,
és az ATP joval kisebb mértékben képes fokozni a RyR2 Ca?*-altali aktivacidjat mint a RyR1-
ét [72]. A sejtekben az ATP komplexet alkot a Mg?*-nal, ezért feltételezhetéen a RyR
szabalyozasa a MgATP komplex altal torténik. A magas intracellularis [Mg?*] viszont erételjes
gatlo hatéast fejt ki a RyR-re, ami megneheziteni az ATP és a MgATP hatasanak elkulonitett
vizsgalatat [12].

23



Ca?*-kotéhely

ll E3967 : b

cat

E3893

.

b3 14996

W4716
§ ¢Y5014
Caf

Koffein-kétéhely

ATP-kétShely

Cytosolic

"N\, S6c-pore helix™<:

- \\\ ~~\~ i ~*
FN e OTD
N\ TMD

Pore domain

10. dbra. Ca?*-, koffein- (Caf) és ATP-k6téhelyek helyzete a nyitott dllapotban lévé RyR1 3D-s
szerkezetében (Protein Data Bank: 5TAL) [172].

11/3.6. RyR-t szabalyozo fehérjék és poszttranszlacios modositasok

Az ionok altali-, valamint a farmakoldgiai befolyasolhatéosagon kivil, a RyR-hez asszocialtan

talalhatunk szamos olyan kiegészit6 fehérjét is, amelyek a csatorna miikodését szabalyozzak.

llyen példaul a RyR1 esetén a CaV1.1 megfeleld hurokszekvencidja, vagy az SR-ben talalhaté

pufferfehérje, a kalszekvesztrin, melyekrél a korabbi alfejezetekben mar esett sz6. A RyR nagy

citoplazmatikus fellilete lehet6séget biztosit szamos mas fehérje-fehérje kdlcsdnhatasra is,

valamint tébb kinaz szamara tartalmaz foszforilaciés helyet is, amelyeket j6I mutat, ha

megnézzik ezen fehérjék komplex interaktomjat (771.abra) [73]. A tovabbiakban csak a

leglényegesebb szabalyozdkat szeretném kiemelni.
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11. dbra. A RyR1 és RyR2 ismert interakcios partnerei. HOMERL1,2 = homer protein homolég 1,2,
MYPN = myopalladin, PTN = pleiotrophin, FKBP1C, 1A = FKBP prolil izomeraz 1A, 1C, XIRP2 = xin
actin-binding repeat-containing protein 2, CALM3 = kalmodulin, MYH1, 4 = miozin-1, 4, S100A1 = S100-
A1 fehérje, ATP2A1, 2A2, 2A3 = SERCA 1,2,3, CACNALS = L-tipust Ca?* csatorna ais-alegység,
PRKACA = cAMP-fliggé fehérje kinaz a-alegység, CKMT2 = S-tipusu kreatin-kinaz, AKAP6 = A-kinaz
horgonyzé fehérje 6, PDE4D = cAMP-specifikus 3',5'-ciklikus foszfodiészteraz 4D [73].

[1/3.6.1. Az FK-506-k6t6 fehérje
Az FK-506-kétd fehérjék (FKBP, calstabin) az immunofilinek csaladjaba tartozo, peptidil-prolil
cisz-transz izomeraz aktivitassal rendelkez6 enzimek, amelyek izomeraz aktivitasat az
immunszupresszansok (FK506=Tacrolimus, Rapamycin) gatoljak. Kézulik kettd; a 12 kD és
126 kD nagysagu FKBP-k a RyR-ekhez szorosan asszocialtak. A RyR1-en
FKBP12/calstabinl, RyR2-n pedig FKBP12.6/calstabin2 és FKBP12 is talalhato, oly médon,
hogy minden alegységhez egy kétédik, igy a csatorna négy alegységén dsszesen négy FKBP
foglal helyet. F6 feladatuk azonban nem az enzimaktivitasukon alapszik, hanem a RyR négy
alegységének 0Osszehangolt mikodését biztositjak azaltal, hogy a szomszédos RyR
alegységek kapuzasat szinkronizaljak [9][14][74][75]. Az FKBP a RyR SPRY doménjei
kdzelében, a csatorna sarkainal, a ,fogd/clamp” doméneknél talalhatok. A RyR nyitasa és
zarasa soran az SPRY domének lefelé billennek, és az éramutato jarasaval ellentétes iranyba
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forognak, igy a ,clamp”’-ek mentén érintkez6 egymassal szomszédos RyR-ek kozott
szinkronizalt kapuzas johet |étre [75].
Ezen felil Marks és munkatarsai szerint a RyR-FKBP interakcié fontos a csatorna zart

allapotban tartasahoz, valamint a félig vezet6 allapotok elkertléséhez is [76][77].

[1/3.6.2. Kalmodulin

A kalmodulin (CaM) az EF-kézzel rendelkezd 1975-1999

Ca?*-kot6 fehérjecsalad tagja, amely a RyR-hez s N
kotédve kozvetlenul szabalyozza az SR-bdl :,:;)Eég@ il cg
torténd Ca?*-felszabadulast. A CaM hatasa RyR- 3614-3643

re izoforma specifikus, és a [Ca?']-tdl flgg.
Alacsony [Ca?"] (nM) mellett gyengén aktivalja
(apoCaM), mig magas [Ca?'] (uM) mellett gatolja
(Ca-CaM) a RyR1-et és RyR3-at. A RyR2 esetén
kizarélag gatlé hatasu [9][65][14].

Az apo-CaM és a Ca-CaM kotéhelyei atfedik

egymast a ,nyél/handle’-, HD1- és kdzponti *e*

domeének altal alkotott hosszukas hasadékban
[65][14].

A CaM egy sulyzé alaku molekula, egy N-, és 2art pérus
egy C-doménbdl all, amelyek két-két Ca?*-

kotdhelyet tartalmaznak. ,Apo” koérdlmények
kozott a CaM a C-doménjén keresztul a RyR1 12 ¢bra. CaM és RyR1 kélcsénhatédsa ,,apo”
3616-3643.  aminosavak  KOzbMti  CaM- horusr oK K020l és emelkedett [CaT]
kotéhelyhez  kotédik. A [Ca?"]  tovabbi

emelkedésekor a Ca?"-nal telitett N-domén az 1975-1999. aminosavak altal alkotott masik
CaM-kotdhelyen keresztil kapcsolatot létesit a RyR1 alegységek kdzott, és 6sszezarva 6ket
a csatorna gatlasat okozza (12.4bra) [78].

A Ca?" kotédése a CaM-hoz ezen kiviil aktivalja a Ca?*-kalmodulin-fliggé protein kinaz Il-t

(CaMKIl), ami foszforildlja a RyR-t és ezzel noveli az SR-bdl torténd Ca?*-felszabadulast [79].

11.3.6.3. Foszforilacié
A fehérje-foszforilacié alapvetd szabalyozé mechanizmus, a kinaz- és foszfataz aktivitas
szamos biologiai folyamatot szabalyoz. Ezek koézé tartozik az ECC is. A szimpatikus
idegrendszer aktivalédasa, példaul a klasszikus Cannon-féle stresszvalasz soran katekolamin
felszabadulashoz és az izmok (3-adrenerg stimulaciojahoz vezet. A 3-adrenerg receptorok Gs-

fehérjéken keresztll aktivaljak az adenilat ciklazt és névelik a cAMP intracellularis szintjét, ami
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pedig aktivalja protein kindz A-t (PKA). A PKA foszforildlja a Ca?*-haztartasaban résztvevé
fehériéket (CaVvl.1l, RyR, SERCA) ezzel aktivalva Oket, ami az [Ca?']c fokozott-, és
hosszantartd emelkedésén keresztiil ndveli az izom kontrakciés erejét.

Ezel kézll a RyR1 foszforilalasa a 284 3-as szerinen térténik, a RyR2 pedig a 2808-as szerinen
foszforilalodik PKA, valamint CaMKII altal [77][80]. Mas kinazok, mint példaul a protein kinaz
C és protein kinaz G szintén foszforilalhatjak a RyR-eket in vitro, am ezeknek a foszforilaciés
eseményeknek az élettani jelentéségét még nem sikerilt megallapitani [80]. A RyR-ek
defoszforilaciojaért a protein foszfataz 1A és 2A felelds [77].

A RyR2 foszforilacidjanak korélettani vonatkozasaban megemlitendé, hogy Marx és
munkatarsai szerint szivben a RyR2 PKA-figgd hiperfoszforilacioja a S2808-nal az FKBP12.6
a kontraktilitast és aritmiak kialakulasahoz vezet [61][62]. Ugyanez a csoport szamolt be a
RyR2 fokozott foszforilaciojarol szivelégtelenségben (heart failure, HF), valamint allati HF-
modellekben is [62].

Il/4. Rianopatiak

A RyR rendellenes miikodése kovetkeztében a Ca?*-homeosztazis zavara alakul ki, ami olyan
betegségek kialakulasahoz vezet, mint a kronikus szivelégtelenség, szivritmuszavarok,
miopatiak, és kilénb6zd neurodegenerativ betegségek [2]. Ezeket Osszefoglald néven
rianopatiaknak nevezzik.

Bizonyos rianopatiak 6roklédé betegségek [81]. A RyR1 génben mara tébb mint 650 mutaciét
azonositottak (Human Gene Mutation Database) [82][83]. Ezek kdzll a legtdbb (>200 mutacid)
malignus hipertermia szindroma (MHS) kialakulasahoz vezet. Ezen kivll szintén gyakoriak a
miopatiak, illetve a central core disease (CCD). A 650 mutaciobdl tébb mint 80%
missense/nonsense tipusu pontmutacio [82].

Az adatbazis a RyR2 gén kdzel 370 mutacidjat tartalmazza, melyek tébbsége (>160 mutacio)
katekolaminerg polimorf ventrikularis tachycardiat (CPVT) okoz. Emellett gyakoriak a
pangasos szivelégtelenséggel (CHF), 2-es tipusu aritmogén jobb kamrai diszplaziaval
(ARVD?2) és az ugynevezett ,Ca?*-release Deficiency Syndrome”-mal (CRDS) jar6 korképek
[84][85]. Ahogy a RyR1-nél, ugy a RyR2-nél is szinte a teljes mutacios paletta hatterében

missense/nonsense mutacio all [84].
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A RyR1 és RyR2 mutacioi miatt médosuld

A molekularis mechanizmusok jelenleg
tisztazatlanok.  Altalanossagban igaz,
hogy a mutacibk a csatorna

g szerkezetének kitlintetett helyein,

Hot-spotl Hot-spot2 Hot-spot3

ugynevezett forré pontokon, ,hot-spot’-

hRyR1

okban talalhatéak meg, melyek az N-

1 1K 2K 3K 4K 5K

neye2 [N terminalis regioban, a csatorna kdzponti

c sz

13. dbra. Mutdciés hot-spotok a humédn RyR1 és régiojaban és a C-terminalis régiokban

e e ol SOeLen, RO 980529 foglanak helyet (13.abre) [12]E3]E6], Az
human RyR1- és RyR2-szekvenciakban [86]. utobbi idében szamos olyan RyR1
mutaciot ismertiink meg, amelyek e tertletek k6zott helyezkednek el, igy a hot-spot klaszterek
inkdbb a RyR2-re alkalmazhatdéak. RyR2 esetén az egyre ndvekvé szamban megismert
mutaciok tovabbra is a hot-spot klaszterekre lokalizalédnak [82][83][84].

Dolgozatomban kiemelten foglalkozom a két leggyakoribb rianopatiaval, a malignus

hipertermia szindrémaval és a katekolaminerg polimorf ventrikularis tachycardiaval.

I1/4.1. Malignus hipertermia szindroma

Az MHS egy farmakogenetikai betegség, az altatas okozta halalozas egyik f6 okozoja. Az MH-
mutaciot hordozo egyének latszdlag egészségesek, viszont fokozottan érzékenyek az illékony
altatoszerekkel (pl. halotan, isofluran sevofluran), valamint a depolarizalé izomrelaxans
szukcinil-kolinnal szemben, ezért ez a rendellenesség csupan altatdsakor jelentkezik. A
betegség autoszomalis dominans maédon 0Oroklédik, eléfordulasi gyakorisagat gyerekeknél
15000 altatasbdl 1-re, felnétteknél pedig 50000-100000-bé8l 1-re becsiilik, a halalozasi rata
pedig 1,4-10% kozé tehet6 [86][87][88].

Az altatdszerek mar terapias koncentracioban is nyitjdk a mutans RyR1-et, ami a mioplazma
[Ca?']-janak fokozott megemelkedéséhez vezet, ami tartds izomosszehuzddast, kontraktarat
okoz. A folyamatos izomosszehtiizodas és az emelkedett [Ca?*]ic komoly metabolikus igényt
tamaszt a sejtekkel szemben, ami lactoacidézishoz vezet. Az elhuz6dd hipermetabolikus
allapot nagyfoku hétermeléssel jar, igy MH krizis soran a testhémérséklet akar 43°C-ra is
emelkedhet. Ezek az események jellemz&en gyorsan jelentkeznek és kezelés nélkul halalhoz
vezetnek. A kezelés magaban foglalja a beteg hltését minden lehetséges modon (4 °C-os
intravénas fizioldgias soéoldat adasa, a bér jeges hiitése), valamint a dantrolen nevii gyégyszer
adasat, amely az egyetlen életment6 szer MH krizis soran (lasd: 11.4.3. fejezet) [86][89].

A korallapot in vitro diagnosztikajat gyanu esetén végzik el (pl. csaladtorténet), mely soran a
betegtél izombiopsziat vesznek, amelyen agonistak (jellemz&en koffein, halotan, rianodin) altal

indukalt kontraktura valaszt vizsgalnak [90][91][92]. Az MH mogd6tti molekularis
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mechanizmusok megértéséhez kezdetben ilyen izombiopsziak CICR-érzékenységét
vizsgaltak, és megallapitottak, hogy az MH mutaciék fokozzak a RyR1 érzékenységét és
aktivalhatosagat.

megértésében. A legszélesebb koérben hasznalt kisérleti allatok bizonyos sertésfajtakbdl
szarmaztak, amelyek MHS-ben szenvedtek. Bar a sertésmodell rendkiviil hasznos volt példaul
a terapiaban hasznalt dantrolén preklinikai vizsgalataiban, ennek a modellnek szamos
hatranya van. A leggyakrabban sertésekben vizsgalt mutacio; az R615C példaul az dsszes
human mutacionak csak 2%-at képviseli [43][93][94]. Ezért a késdbbiekben a genetikailag
modositott egérmodellek vizsgalata terjedt el, amelyek kdzétt mind a harom mutacios hot-
spotot lefed6 tipusokat talalunk. Jelenleg négy MHS-RyR1 knock-in genotipus all
rendelkezésre: Y524S, R163C, G2435R és T4826l. Az Y524S volt a human MHS (Y522S)
els6 egérmodellje. A homozigéta egerek sulyos vazizom rendellenességeket mutatnak, és a
méhen bellli élet korai szakaszaban (17. nap) vagy nem sokkal a szlletés utan elpusztulnak.
A heterozigota egerek életképesek és szaporoddképesek. A human MHS-hez hasonléan az
Y524S mutaciét hordozdé egerekben az illékony anesztetikumok, valamint az emelkedett
kérnyezeti hédmérséklet MHS-szer(i valaszreakciét valt ki, amit egész testre kiterjedd
kontraktura, hipertermia, hiperventillacioé, rabdomiolizis és végul halal jellemez. Az ilyen
egerekbdl szarmazo izomrostokra jellemzd az emelkedett nyugalmi [Ca?*],c [93][94]. Az R163C
(emberben is R163C) egy dominans heterozigéta mutacié, amely nem mutat fenotipust,
mindaddig amig nem érintkezik valamely kivalté agenssel. A homozigdta egyedek
életképtelenek. A G2435R mutaciot hordozé egér a leggyakoribb human MHS mutacio
(G2434) modellje. Mind a homozigéta, mind a heterozigdéta egerek életképesek és
termékenyek, bar néhany homozigéta him spontan elpusztult. A T48261 mutaciéra nézve
heterozigéta vagy homozigéta knock-in egerek egyarant tulélnek, bar a homozigoéta allatok
érzékenyebbek voltak a halotanra és a héstresszre [94].

Az MHS okozta RyR1 rendellenességek masik széles korben alkalmazott vizsgalati modelljei
a heteroldg expresszidos rendszerek. Ezen vizsgalatok alapjan a legtdbb MH mutacio
funkcionyerd, ami azt jelenti, hogy az MH-RyR1 nyugalmi allapotban is aktivabb, mint a vad
tipusu RyR1, ami Ca?*-szivargast eredményez az SR-bdl [44][95][96]. Chen és munkatarsai
kimutattak, hogy az MHS-RyR1-csatorndk a vad tipushoz képest alacsonyabb kuszdbértéket
mutatnak a raktar tultoltés altal vezérelt Ca?*-felszabaduldas (SOICR) soran, és azt
feltételezték, hogy a halotan azaltal valtja ki a Ca?*-felszabadulast, hogy tovabb csokkenti ezt
a kiszobértéket. A szerz6k az alacsony SOICR kiisz6bdt az MH rohamok kialakulasi
feltételeként irjak le [43]. Korabbi tanulmanyok ezzel ellentmondasos patomechanizmust
feltételeztek, ami azon alapult, hogy az MHS-RyR1-ek nemcsak az illékony anesztetikumok,

hanem mas fontos agonistak, példaul a citoplazmatikus Ca?* irant is tulérzékenyek. A magas
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agonistaérzékenység viszonylag nagy nyugalmi SR Ca?'-szivargassal jar egyitt, amely
tinetmentes maradhat mindaddig, ameddig az illet6 szervezetébe nem keril MH-rohamot
kivaltd agens, mivel a szivargast az SR Ca?* pumpéja kompenzalja. Ezt a Ca?*-egyensulyt a
halotankezelés megzavarja, igy a gyogyszer potencirozza a szivargast és koros Ca?*-
felszabadulast okoz, amit sulyosbit az MHS-RyR1 fokozott érzékenysége a citoplazmatikus
Ca?'-ra (azaz a Ca?* feed-through aktivacio) [44].

Ezzel szemben mas, elemi aramméréses vizsgalatok azt mutattak, hogy a [Ca?'] ndvelése a
RyR1 luminalis oldalan gatolja a csatornat. A gatlas membranpotencialtol valé figgése alapjan
ezek a kutatok gy magyaraztak eredményeiket, hogy a lumindlis Ca?* atjut a péruson, és eléri
a csatorna citoplazmatikus oldalan talalhaté gatléo Ca?*-kétéhelyet [45][31].

Ugy tiinik, hogy az irodalomban zavaros az adatok értelmezése, ami az dsszes ilyen kisérlet
kozOs alapproblémajabol ered, vagyis abbdl, hogy a feltételezett luminalis Ca?*-kotéhely

funkcidjat nem lehet szelektiven vizsgalni, mert a Ca?* atjut a csatorna pérusan.

11/4.2. Katekolaminerg polimorf ventrikularis tachycardia

A RyR2-t a szisztolé soran az L-tipust Ca?* csatorna altal szallitott Ca?* aktivalja. A Ca?* aram
a Ca?'-felszabadulas elinditojaként szolgal, de az 6sszehlzodashoz szikséges Ca?* nagy
része az SR-bdl szarmazik. Fizioldgias korlilmények kozott a diasztolé kezdetén a Ca?* -
felszabadulas megszilinik, és a RyR2-k a teljes relaxacié alatt zarva maradnak [3]. A sziv
kontraktilitdsa a szisztolés [Ca?']ic csUcsértékétdl fligg, amit az SR Ca?* tartalma, az lca.
nagysaga és a RyR2 Ca?-érzékenysége hatarozza meg. A szarkolemman, és az SR-en
keresztll torténé Ca?'-aramlasok dinamikus egyensulya védi a kardiomiocitat a
citoplazmatikus Ca?*-tulterheléstél, mikozben fenntartja a Ca?*-felszabadulas amplitudojat.
Ennek az autoregulacionak az alapja, hogy (1) a RyR2 aktivalédik az SR [Ca?']
novekedésével, (2) az L-tipusu Ca?*-csatorna inaktivaciéja Ca?*-fliggd, és (3) az NCX altal
kozvetitett Ca?* eltavolitds sebességét az emelkedett [Ca*']c fokozza [97][98]. Az
autoregulacio hatterében allé mechanizmus az NCX aktivitasaval magyarazhaté: a magasabb
[Ca?*]ic tranziensek nagyobb Ca?*-kidramlast biztositanak az NCX-en keresztiil, ami végll az
SR Ca?-tartalmat alacsonyabb szintre csokkenti. Ez az autoregulacié bizonyos
szivbetegségekben sérll; példaul pangasos szivelégtelenségben (CHF) vagy katekolaminerg
polimorf ventrikularis tachycardiaban (CPVT). Ezekben az esetekben az SR-bél kiszivargd
Ca?* és az ebbdl eredd [Ca?*]c novekedés befelé iranyuld aramot indukal az NCX-en
keresztll, ami két problémat okoz: (1) késéi utdédepolarizaciét (delayed afterdepolarization,
DAD) general, ami aritmiak kialakulasahoz vezet, és (2) az SR Ca?'-tartalmat vészesen
alacsony (az autoregulaciét megakadalyozo) szintre csokkenti, ami pedig lecstkkenti a Ca?*-
felszabadulas amplitudéjat [99][100]. Latszolag ez a két pont logikailag ellentmondasos, mert

bar az alacsony SR Ca?-szint megmagyarazza a csOkkent Ca?*-tranzienseket és
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kontraktilitast CHF-ben, ennek alacsony aritmogén hajlammal kellene tarsulnia (mivel az SR-
deplécido miatt csokkenne a diasztolés Ca?*-csurgas is). Ezzel szemben azonban a Ca?*-
szivargas paradox médon tartésan fennmarad a CHF-ben, ami magas aritmogenitassal jar
[85].

A kovetkezdkben a RyR2 azon funkcionalis valtozasait mutatom be, amelyek a Ca?-
felszabadulas autoregulaciéjanak sériiléséhez vezetnek szivbetegségekben. A RyR2-h6z
kothetd leggyakoribb betegség az 1-es tipusi CPVT, ami a hirtelen szivhalal ismert oka. A
betegeknél kamrai tachycardia csak katekolaminerg ingerlés soran (pl. testmozgas vagy
emocionalis stressz) jelentkezik, egyébként tinetmentesek és nyugalomban normalis EKG-t
mutatnak. A szivik morfolégiai eltérést nem mutat, ami azt jelzi, hogy az ECC alaphelyzetben
ép [101][102][103][104]. Ezen tulmenden a fiziolégiasan mikddsé ECC azt jelenti, hogy CICR
és igy a RyR2 citoplazmatikus Ca?* iranti érzékenysége is valtozatlan. Katekolaminerg
stimulacio alatt azonban, amikor a foszfolamban foszforilacié miatt az SR Ca?*-tartalom
megnd, CPVT alakul ki. Chen csoportja kimutatta, hogy a magas SOICR-hajlam a RyR2
lumindlis [Ca?*]-ra vald alacsony nyitasi kiiszobének koszonhetd, és ez felelés a CPVT-ért
(gain-of-function) [35][105]. A tulérzékeny RyR2-ket diasztolé soran a megndvekedett SR
Ca?'-tartalom Ujra nyitja, ami diasztolés Ca?*-felszabadulast, korai utédepolarizacidkat és
tachycardiat okoz. Egy alternativ hipotézis szerint a mutans RyR2-k akkor is fokozott aktivitast
mutatnak, ha PKA altal foszforildlédnak. Egy masik munkacsoport szerint a mutans
csatornaknak alacsonyabb az FKBP12.6 iranti affinitasa, és a RyR2 PKA altali foszforilacioja
miatt az FKBP12.6 disszocial a RyR2-rél, ami szivargé csatornakat hoz létre [106]. Ezt
azonban mas munkacsoportoknak nem sikerult alatamasztaniuk [107][108][109][110][111]. Az
FKBP12.6 disszociaciés modellt alatamasztva Marks csoportja kimutatta, hogy az FKBP12.6
knock-out egerekben gyakori a fizikai terhelés okozta hirtelen szivhalal el6fordulasa, valamint
megné a késdi utddepolarizaciok aranya is [106]. Ezzel ellentétben, Chen és munkatarsai
ugyanilyen genetikai hattérrel rendelkez6 egereknél nem figyeltek meg CPVT fenotipust (vagy

barmilyen mas rendellenességet) [112].

11/4.3. A dantrolen alkalmazasi lehet6ségei rianopatiakban

»Valoszinlileg mar megkapta a Dantrolent miel6tt elolvassa ezt a betegtajékoztatot. A siirgés
kezelés sziikségessége mindennél fontosabb volt, amikor kapta ezt a gydgyszert.” — olvashato
az OGYEI altal kiadott betegtajékoztaton [113]. A dantrolen az egyetlen olyan ismert
hatéanyag, amely malignus hipertermia roham esetén életmentd szerként alkalmazhato. A
gyogyszer 1979-es bevezetését kovet6en az altatas miatti halalozasok szama drasztikusan
lecsOkkent [114].
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Jelenleg kétféle készitmény all rendelkezésre. A hagyomanyos
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kapszula formaban, ami 25 vagy 100 mg dantrolen-natriumot  ndtrium  szerkezete
tartalmaz és a vazizomzat krénikus, sulyos spasticitasanak (1731
kezelésére szolgal [115]. A dantrolen mellékhatasai rovid tavu alkalmazas esetén enyhék; az
esetek 9%-aban vénagyulladas, 21%-ban atmeneti izomgyengeség, 4%-ban gyomor-
bélrendszeri zavarok jelentkezhetnek [92]. A megfelel6 dantrolen-kezelés ellenére az MH-
betegek korilbellil 5%-anal a roham letalis kimenetelli, ezért a gyobgyszer terapias
hatékonysaganak javitdsa fontos kihivas, amelyhez ismerni kell a gydgyszerhatas idealis
feltételeit is. Ezt az azonositasi folyamatot azonban hatraltatta a dantrolen
hatasmechanizmusara vonatkozé ismereteink hianya, amely tobb kutatécsoport egymasnak
ellentmondd eredményeibél eredt [116][117][118]. Paul-Pletzer és munkatarsai 2002-ben
azonositottak a lehetséges dantrolen-kotdéhely szekvenciat a RyR1 primer szerkezetében
[119]. Palnitkar és munkatarsai mar 1997-ben publikaltak, hogy a dantrolen gatolja a Ca?*-
felszabadulast SR vezikulakbdl, valamint gatolja a [*H]-rianodin kétédését az SR membran
frakciokhoz [120]. Kés6bb azonositottak egy 160 kD nagysagu SR membranfehérjét, ami nagy
affinitassal kototte a [*H]-azidodantrolent, emiatt felmerdlt, hogy ez toltheti be a dantrolen-
kotdhely szerepét [121]. A feltételezett kotdhelyrél végul kiderllt, hogy ez a RyR1 N-
termindlisaval (DP1, N-terminal domain peptide) azonos szakasz [122]. A dantrolen a RyR1
N-terminalisan talalhaté 590-609-es pozicidban talalhaté aminosavak altal alkotott helixbe
kotédik [119]. Ez a szakasz megegyezik a DP1 régidval, amelyrél ismert, hogy dontd
fontossagu bizonyos interdomén kapcsolatok kialakitasdban, és ezaltal a csatorna
szerkezetének stabilizalasaban [123]. Fizioldgiasan, a RyR aktivalasakor ez az interdomén
kapcsolat meggyengll, ami lehetdvé teszi a csatorna nyitott konformacioba billenését. Az ezen
a szakaszon 1évé MH mutacidk tehat kdzvetlenll destabilizalhatjak a csatorna szerkezetét. A
modell szerint a dantrolen ezeket a pontokat allosztérikus mechanizmus révén Gjra rogziti, és
ezzel biztositja a zart szerkezetet [123][124][125].
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Az MH és a szivizom ridanopatidk molekularis patomechanizmusa kdz6tti hasonldsag
felvetette annak lehet6ségét, hogy a dantrolen hatékony lehet antiaritmias gyégyszerként is.
MH rohamok soran alkalmazott dantrolennél nem tapasztaltak szivgatlé mellékhatasokat, de
Ujabb vizsgalatok kimutattak, hogy a gydgyszer csokkenti a kamrai tachycardiak kialakulasat
[126][127]. Nyul kardiomiocitakon végzett kisérletekben a dantrolen (1 uM-ban alkalmazva,
mig a terapias plazmakoncentracié MH-ban =10 yM) antiaritmias hatast fejtett ki, és
szivelégtelenségben fokozta az inotropiat. Ezen hatasa mogoétt valdszinlileg a diasztolés
Ca?*-szivargas gatlasa, a SOICR kiiszobértékének nodvelése és az SR Ca?*-lrllés
mértékének csdkkentése allhat. Erdekes moédon a dantrolen egészséges szivizomsejtekben
hatastalan maradt [128]. Szamos mas kutatécsoport szolgaltatott bizonyitékot arra, hogy a
dantrolen hatasos a CPVT knock-in egerekben, valamint gatolja a nyugalmi Ca?*-szivargast
és a spontan Ca?*-tranziensek kialakulasat CPVT mutacioét hordozé indukalt pluripotens
Ossejt eredetll kardiomiocitakon [129][130][131][132][133]. Ezek az eredmények azonban
felvetik a kérdést, hogy hogyan hat a dantrolen a két kilonb6z6 RyR izoformara. A dantrolen
kétéhely RyR1-ben azonositott szekvenciaja megtalalhaté a RyR2 azonos régidjaban is. A
kisérletes adatok viszont arra utalnak, hogy ez a feltételezett kétéhely a RyR2-ben rejtve
marad egészséges csatorna esetén, de a fehérje bizonyos patolégias modositasai utan
hozzaférhet6vé valik a dantrolen szamara. A mutaciok és a poszttranszlaciés moédositasok
szivizom eredetl rianopatiakban is azon domének kozotti kolcsdnhatas fellazitasan
keresztul hatnak, amelyek fontosak a zart allapot stabilizalasaban. Vélhetéen a dantrolen
ezeket a fellazult interdomén kapcsolatokat stabilizalja [134][123]. Egy alternativ magyarazat
a dantrolen hatasmechanizmusara az lehet, hogy helyreallitia a CaM koétédését a RyR2-hez,
ami lehetséges valaszt adna arra a kérdésre is, hogy miért csak a beteg szivekben hat
[135][136]. A dantrolen kronikus alkalmazasa soran hepatotoxicitas lIéphet fel, ami kizarja a
hosszutavu terapias alkalmazas lehet6ségét. Egy biztonsagosabb és RyR2-szelektivebb
dantrolen-szarmazék kifejlesztése az antiaritmias gyogyszerek hasznos, Uj osztalyat

eredményezhetné.
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IIl. PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZES

l1/1. A RyR luminalis oldali Ca?*-kotéhelyének szelektiv vizsgalata

Bar az irodalomban szamos adat all rendelkezésre a RyR lumindlis oldali Ca?" altali
szabalyozasarol, az eredmények értelmezését megneheziti, hogy a luminalis kétéhelyek
vizsgalatara hasznalt kétérték( ionok a csatorna pdrusan atjutva a citoplazmatikus Ca?*-
kot6helyekhez kotédve is kifejthetik hatasukat. Ennek kizarasara kisérleteinkben Eu®*-t
hasznaltunk, ami nagy affinitassal képes kotédni a Ca?*-kétéhelyekhez, viszont a csatornan
atjutni képtelen.

Szivizom tipusu rianopatiakban Ca?'-felszabadulas a mutans RyR luminalis magas Ca?*-
érzékenysége miatt alakul ki, igy az SR Ca?*-toltéttségének adott fokan a RyR diasztoléban
megnyilik. A felszabaduld Ca?* és az NCX tevékenysége miatt a membran depolarizalddik és
extraszisztolé alakul ki. MHS esetén is hasonlé molekularis korfolyamatot feltételeznek. A RyR
nyugalomban itt is aktivabb, de jelenleg nem tisztazott, hogy ezért a kéros aktivitaseért valéban
a RyR1 SR fel6li, luminalis oldali Ca?*-kothelyeinek tulérzékenysége a felelés, vagy a
citoplazmatikus oldali Ca?*-kotéhelyeké, amit a Ca?* a poruson atfolyva ér el, kotédik és ezzel

aktivalja a csatornat.

1. Munkank soran célul tiztik ki annak megértését, hogy hogyan szabalyozza a luminalis
Ca?"-kotéhely a RyR1 és RyR2 miikodését.

2. Kisérleteink masodik csoportjaban arra a kérdésre kerestuk a valaszt, hogy MHS-ben
— a szivizom rianopatidkhoz hasonléan — a raktar taltoltés altal indukalt Ca?*-

felszabadulas mechanizmus all-e a fokozott csatornaaktivacié mogott.

3. Funkcionalis adataink és in silico analizis segitségével célunk volt azonositani azokat

a RyR szekvencidkat, amelyek tartalmazhatjak a luminalis Ca?*-két6helyet.

[1l/2. A dantrolen hatasmechanizmusanak nyomaban

Bizonyitottnak tekinthet6, hogy a dantrolen koézvetlendl vagy kézvetve RyR1-en hatva gatolja
Ca?'-felszabadulast. A hatas intakt vazizomrostokban és SR vezikuldkban is nyilvanvalo,
single-channel kisérletekben azonban a tisztitott RyR1-eket a dantrolen képtelen volt gatolni
[116][44][85][117][122][127]. Ebbél arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a dantrolen
hatasanak egy fontos tényezéje elvész a RyR tisztitasi eljarasa soran. igy annak ellenére,
hogy a dantrolen az egyetlen MHS kezelésében alkalmazott szer és mar kétéhelyét is ismerjik
a fehérje primer szekvenciajaban, pontos hatdsmechanizmusa még mindig ismeretlen. Ennek

tisztazasahoz azonositani kell a RyR gatldsahoz szikséges hianyzé tényezd(ke)t [82][83].
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A disszertaciom alapjaul szolgalo témat egy kozelmultbeli tanulmany motivalta, amely célja
ezen ismeretlen dsszetevék azonositasa volt. Choi és munkatarsai arra figyeltek fel, hogy a
korabbi single-channel kisérletekben a mérdoldatbdl hianyzott a Mg?*, ezért feltételezték, hogy
ez lehet a hatashoz szikséges hianyzé faktor. Kimutattak, hogy 10 uM dantrolen mellett
legalabb 1 mM Mg?" sziikséges ahhoz, hogy a Ca?'-felszabadulast gatolja permeabilizalt
izomrostokban. A szerz6k azonban nem szolgaltattak single-channel mérési adatokat az
eredményeik megerésitésére, igy a kdzvetlen bizonyiték arra, hogy a dantrolen hatasat a Mg?*

kozvetiti a RyR1-re, tovabbra sem nyert bizonyitast [137].

1. Ezért a jelen munka célja volt a tisztitott (jarulékos fehérjéktél mentes) RyR1-ek
vizsgalata annak kideritésére, hogy a csatorna dantrolen-érzékenységéhez valéban a

Mg?* kbzvetlen kotésére van-e sziikség.

2. Célunk volt tovabba a gydgyszer hatasanak ellenérzése kiilonbozé [Mg?*] mellett SR

vezikulakbdl torténd Ca?*-felszabadulasra.

3. Vizsgalni kivantuk az ATP szerepét a dantrolen hatdsmechanizmusaban a fent emlitett

mobdszerek segitségével.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV/1. Terminalis ciszterna vezikula-frakcié és tisztitott rianodin receptor
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15. gbra. TC-vezikula és tisztitott
RyR izolalas Ilépései (Biorender

felhasznalasaval kesziilt abra).

Munkam soran terminadlis ciszterna vezikulakbdl (TCV)
tisztitott
(single-channel)

Ca?*-felszabadulas kisérleteket, valamint

rianodin receptorokon elemi
aramméréseket végeztem. A TCV-ban megtalalhato
mind a SERCA, mind pedig a RyR1 (15.abra). A TCV
differencial  centrifugalassal a  kdvetkezdképpen
izolalhaté. A nyulbdl/egérbdl kimetszett 50 g fehér
izomhoz (musculus longissimus dorsi) vagy 50 g kutya
kamrai szivizomhoz 480 ml puffert (100 mM NacCl, 20
mM EGTA, 20 mM HEPES, pH=7,5) adunk és 6x25
masodpercig konyhai turmixgépben homogenizaljuk. A
homogenizalas soran az SR is darabokra térik, majd
vezikulakka zarul. A vezikulaknak két tipusat
kulénboéztetjik meg. Az egyik (konnyl SR vezikula, vagy
LSRV) a keletkezik. A
méréseinkhez a frakciora,

ciszternakbdl kialakulé nehéz SR vezikuldkra (HSRV),

longitudinalis tubulusokbdl
masik terminalis
vagy mas néven termindlis ciszterna vezikulakra volt

szukség. A  homogenizatumbdl  centrifugalassal
(4500x%g, 25 perc) eltavolitjuk az alakos elemeket, majd
a fellluszét gézen keresztil sz{irjik és tovabbi 30 percig
centrifugaljuk 40000xg-n. Az igy nyert Uledéket az
aktomiozin-szennyezettség csokkentése érdekében 1
oran keresztil magas ionerésségi pufferben (600 mM
KCI, 10 mM PIPES, 250 mM szachar6z, 0,1 mM CaCly,
0,09 mM EGTA, pH=7,0) inkubaljuk. Ennek soran a
vezikulak felszinéhez tapadd aktomiozin feloldédik és
fellluszéban marad. A mintat ezt kdvetéen centrifugaljuk

(30 perc, 100000%g). A centrifugalas végén az LSRV és

TCV frakciok jol lathatoéan elkuléniinek, oly médon, hogy a TCV centrifugacsé aljan sététebb

réteget képez, az LSRV pedig felette halvanyabb réteg formajaban ulepszik le. Az LSRV-t ezt

kovetben eltavolitjuk, majd a TCV frakciot izoozmotikus (300 mM szachar6z, 10 mM K-PIPES,
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pH=7,0) pufferben vesszik fel és korulbelil 20-30 mg/ml végkoncentraciéra higitjuk. A
preparalas minden lépését 4°C-on vagy jégen végezziik, proteaz inhibitorok (200 uM pefabloc,
0,1 uM aprotinin, 1 uM leupeptin, 0,2 uM pepstatin A, 500 yM benzamidin, 15 uM calpain
inhibitor I, 15 uM calpain inhibitor Il) jelenlétében. Ezutan a mintat folyékony nitrogénben
lefagyasztjuk, és -70 °C-on taroljuk. Az igy elkészitett TCV-t Ca?*-felszabadulas mérésre és

RyR1 izolalasra hasznaljuk fel.

11l71.1. Tisztitott rianodin receptor izolalasa

A rianodin receptorokat 3 ml, 27 mg fehérjét tartalmazé TCV-szuszpenzio, valamint 6 ml 1%
detergenst és 0,45% foszfolipidet tartalmazé oldat (0,02 mM EGTA, 0,03 mM CaCl,, 0,45%
PC, 1% CHAPS, 1x10“* mM DTT, proteaz inhibitorok, 20 mM Na-PIPES, pH=7,2) elegyében
szolubilizaljuk. A minta egyharmadat tricialt rianodinnal jeldljuk, amelynek a késébbi
azonositasban lesz szerepe. A szolubilizalds soran a csatornakomplexek kioldédnak a
membranbél és egy detergens-uszégumit kapnak. A nem szolubilizalt vezikulakat
centrifugalassal eltavolitiuk (59000xg, 20 perc). A fellilusz6 RyR1 mellett K*- és CI-
csatornakat, valamint SERCA pumpakat is tartalmaz, ezért a mintat linearis (10-28%)
szacharoz gradiensre rétegezzik fel és

centrifugalassal valasztjuk szét komponenseire

(90000x%g, 16 6ra). Ahhoz, hogy megtalaljuk a RyR1- yiin-og -2 —- ! ! !
et a gradiensen, a tricialt-RyR1 minta gradiensébél 15
cseppes frakcidkat szedlink, majd szcintillaciés
modszerrel meghatarozzuk az egyes frakciok -
radioaktivitasat, valamint a hozzajuk tartozé cukor- A B P Nl d S Wl

koncentraciot is megmérjik  refraktometrias
16. dbra. A RyR1 jelenlétének

maodszerrel. A beltésszam-csucs alapjan  gjlenérzése SDS-PAGE mddszerrel.
kévetkeztethets, hogy a jeldlt minta, mely frakcidiban 7 7estodés intenzitasabol a gelben

lévé fehérje mennyiségére
dusult fel a RyR. A jeloletlen gradiensek esetén is  kovetkeztethetlink, a tovabbi

L i L i 3 kisérletekhez csak azokat a frakciokat
hasonlé térésmutatdju  frakciokban varhatéak a hasznéljuk, amelyek a legnagyobb
mennyiségben tartalmaznak RyR1-et.
A RyR1 nagy molekulasulya miatt a
10%-0s SDS-poliakrilamid gélen végzett  gél felsé harmadaban fut.

rianodin receptorok. A RyR1 jelenléte a késdbbiekben

gélelektroforézissel, valamint Coomassie-blue
festéssel is ellen6rizhetd (16. abra). A RyR-ban dus mintdt 50 pl-es porcidkra osztjuk,

folyékony nitrogénben fagyasztjuk, és -70°C-on taroljuk.

IV/2. Ca?*-felszabadulas mérés

A nyul vazizombdl izolalt TC vezikuldban megtalalhaté mind a SERCA pumpa, mind a RyR1,

ezért a SERCA segitségével Ca®"-nal feltolthetd, majd pedig a RyR1 aktivalasaval ismét
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felszabadithatd bel6le a Ca?*. Az extravezikularis oldat Ca?*-koncentracioja Ca?*-érzékeny
festék (antipirilazo lll) segitségével, spektrofotometrias méréssel 710 nm-en kovethetd
nyomon. A vezikula feltdltése soran hasznalt oldat tartalma: 92,5 mM KCI, 0,5 mM MgCls, 0,5
mM ATP, 7,5 mM Na-pirofoszfat, 18,5 mM MOPS, 250 uM antipirilazo Ill, pH=7,0. A kell6
mennyiségli Ca?* felvételét elGsegiti a Na-pirofoszfat, mely a vezikulaba jutva a Ca?*
pufferelésében jatszik szerepet. A toltés a Ca?* kis adagjaival, fokozatosan torténik, ameddig
a TCV a késdbbi Ca?*-felszabadulas detektalasahoz elegend6 Ca?*-ot vesz fel. Miutan a toltés
megtortént, a transzmittancia konstans értéken marad, ugyanis ekkor a vezikulabdl torténé
Ca?*-szivargas, valamint a SERCA 4éltali kompenzalas egyensulyban van. A TCV feltoltése
utan vizsgalni kivant vegyuletet adjuk hozza, majd mérjik a Ca?*-felszabadulast. A dantrolen
hatasanak vizsgalatahoz a mintahoz a preinkubacids fazis soran 10 yM dantrolent adtunk a
pufferhez, majd a RyR agonista 4-klor-meta krezol (4CMC, 400 uM) segitségével Ca?'-

felszabadulast valtottunk ki.

IV/3. Single-channel arammérés sik lipid kettoésrétegbe épitett RyR-on

A RyR SR-beli elhelyezkedése miatt direkt elektrofizioldgiai vizsgalata csak izolalt csatornakon
lehetséges. A szolubilizalt RyR molekulakat ezért mesterséges lipid kettésrétegbe épitjuk és
feszlltség-clamp koridlmények kozott mérjik a rajtuk keresztil folyd aramot. A lipid
kettésréteget foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-szerin és foszfatidil-kolin 5:4:1 tdmegaranyu
keverékeébdl készitjlik, majd n-dekanban 20 mg/ml lipidkoncentracidjura oldjuk. A mesterséges
membrant egy erre a célra tervezett kivetta 200 pm atmérdji nyilasan hozzuk létre. Ehhez
elséként a nyilas peremét egy mllanyagpalca segitségével lipidoldattal nedvesitjuk, és hagyjuk
megszaradni. A kiivettat ezt kdvetéen behelyezzik a 17. abran lathaté kamraba, majd mind a
két oldalra magneses keverdrudat helyezink. A nyilas igy két azonos térfogatu folyadékteret
valaszt el, amelyekbe azonos dsszetételli (250 mM KCI, 100 uM EGTA, 150 uM CaClz, 10 mM
HEPES, pH=7,2) oldatot tesziink. A médszer egyik elénye az, hogy ezen két szimmetrikus
folyadéktér Osszetétele a mérés soran tetszdlegesen valtoztathatd. Az egyik oldalt cisz

(citoplazmatikus), a masik oldalt transz (SR lumene felé nézd) oldalnak nevezzik.
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17. ébra. A mérérendszer. A lipid kettGsréteget egy 200 um atmérdji nyilason hozzuk létre. A
lipidkettésrétegbe épitett egyedi RyR aramat Axopatch 200 erdsitével fesziiltség-clamp kérilmények
kbzott merjlk. Az abra aljan a RyR1 reprezentativ arama lathato. A csatorna a zart és nyitott allapotok
kozott kapuzik. A lefelé mutato aramtiiskék a RyR1 megnyilasait jelzik.

Miutan osszeallitottuk a mérérendszert (17. abra), a membran felfestése kovetkezik. A lipid-
festés soran egy miianyagpalcat hasznalunk, amellyel lipidoldatot vesziink fel, majd a 200 ym-
es nyilashoz érintjuk. Ekkor a lipidréteg vastagsaga tobb pm, de id6ével magatdl kettGsrétegge
vékonyodik. Ezt a folyamatot a lipidfilmre hatd hidrosztatikai nyomas indukalja, amely miatt a
lipidréteg korul ugynevezett annualis fazis (vastag oldoszer-lipid keverék) alakul ki. Az annualis
fazis kialakulasa miatt a kbzépen elhelyezkedéd lipid kettsréteg olddszertartalma csdkken. A
membran alakulalasat a kovetkez6képpen koévetjik nyomon. A lipid kettdsréteg
kondenzatorként viselkedik, azaz elektromos téltést tarol, amelynek kapacitdsa aranyos a
felliletével. igy, ha egy haromszdg-impulzust kapcsolunk ra (-5 — +5 mV), a kapacitiv aram
nagysaga aranyos lesz a lipid kettésréteg felszinével. A festés soran folyamatosan
ellendrizzik a lipid membran feliletét. A lipid kettésréteg ,nyulasa” a transzmembran
feszlltség novelésével segithetd, az elektromos térer6 ugyanis ndveli az annualis fazis és

membran nyomasat, utdébbiban méghozza nagysagrendekkel jobban, ami elésegiti a lipidréteg
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megfeleléen nagy fellletlre val6 nyulasat. A megfelel6 stabilitasu és fellletd membran (1>100
pA kapacitiv aramu) kialakulasa a csatornabeéplilés szempontjabol kiemelkedéen fontos.
Miutan kész vagyunk a membran felfestésével, a RyR-szuszpenziét a cisz oldalra, a lipid
kettésréteget megkozelitve adjuk hozza. A detergens-foszfolipid ,uszégumival” ellatott RyR-
ek az annualis-fazis lipidjébe ragadnak elséként. A RyR lipid membranba valé beépulésének
elésegitéséhez intenziv keverést, valamint a membran stabilitasatol fliggéen -300 - +300 mV-
os feszlltséglépcsbket alkalmazunk. A hirtelen fesziltségvaltaskor a lipid kettdsréteg feliilete
valtozik és az annulus-lipid membran hataran lévé csatornak nagyobb eséllyel jutnak a lipid
kettésrétegbe. A membrant atszakadasa esetén ismét felfestjiik, majd a fesziltség tovabbi
valtoztatasaval igyeksziink a RyR-t beépiteni. A csatorna beépllését az aramjel Iépcsbzetes
ingadozasa jelzi. A RyR altalaban ugy épul be, hogy a cisz oldal felé néz a citoplazmatikus
régidja, ekkor a negativ membranpotencidlok a fiziologiassal megegyez6 ionaramot
eredményeznek. Eléfordulhat, hogy a csatorna beéplilése forditott iranyba térténik, ekkor a
mérést ennek megfeleléen kell végezni. A csatorna orientacidja a mérés végén beadott
rianodin segitségével ellenérizhetd, ugyanis ennek koétéhelye a citoplazmatikus oldalon
talalhato, és kotédés esetén a RyR-t jellegzetes félvezetd allapotban stabilizalja. Az ellenérzés
masik lehetésége a Ca?*-koncentracio valtoztatasa, Mg?* vagy ATP adasa, ugyanis a csatorna
aktivitasat szabalyozé Ca?*, Mg? és ATP kotéhelyek is a citoplazmatikus oldalon
helyezkednek el. Méréseink soran a téltéshordozé K* volt, ezzel kikiiszdbdlve a csatornan a
transzrél a cisz oldalra jutd Ca?* szabalyozé szerepét. Mivel a lipid kettésréteg mindkét oldalan
azonos iondsszetételli volt az oldat, az elektrokémiai gradiens fenntartasat az Axopatch 200
er6sitével fenntartott +/- 60 mV nagysagu feszultségkilonbség biztositotta. Minden Uj
torzsoldat adagolasat kdvetben 1 percig intenziv keverést alkalmaztunk, majd 3 percet vartunk
a steady-state allapot kialakulasaig. A tovabbiakban 5 percig rogzitettik a csatornan atfolyd
ionaramot. Az Axopatch 200 er8sitével létrehozott, fesziltség-clamp koriimények kozott
kapott aramjeleket 1 kHz-es frekvencian, 8 poélusu alulatereszté szirdvel szirtik, és 3 kHz-
en, pClamp 6.02 szoftverrel analog-digitalis konverziéo utan rogzitettik. A nyitvatartasi
valoszinliség (Po) értékek kiszamitasa 3-5 perc hosszu reprezentativ szakaszokbdl torténik. A
nyitvatartasi valészinliség megadja, hogy a csatorna a mérés hanyad részében van nyitva.
Nyitott allapotnak az tekinthetd, amelynél az aramamplitidd nagyobb, vagy egyenlé a

maximalis aramamplitidd 50%-anal.

IV/4. Western blot

A western blotra szant mintak fehérjekoncentraci6 meghatérozasa PierceTM BCA Protein
Assay kittel (Thermo Scientific, 23225) tértént a gyart6 eldirasa szerint.

A fehérjekoncentraci6 meghatarozast kdvetéen nem konvencionalis moédon (azaz nem

ugyanannyi mennyiséget mindenbdl), hanem az alabb részletezésre kerul6 szempontokat
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kovetve vittlik fel a gélre a kdvetkez6é mintamennyiségeket: 1 ug kalmodulin, 120 ug SR
mikroszoma frakcio, 80 upg RyR1, 20 pg teljes vazizom homogenizatum. Az eltérd
mintamennyiségek oka az volt, hogy a kisérletben nem a kalmodulin mintakban el&éfordulé
aranyara voltunk kivancsiak, hanem arra, hogy egyaltalan kimutathato-e.

A fehérjekoncentraciéo meghatarozasa utan a kdvetkezd8képpen hajtottuk végre a kisérletet. A
fehérje mintakat 7,5%-0s SDS-poliakrilamid gélre vittik fel és 120 V-on 72 percig futtattuk. A
gélekbdl kétféle antitesttel készilt western blot a kbvetkez8k szerint. A fehérjék transzferalasat
nitrocelluléz membranra (1620115; Bio-Rad) 100 V-on, 60 percig végeztik. Ezt kbvette a
blokkolasi lépés, amelyet 2,5% tejporral kiegészitett Tris-pufferelt séoldatban (TBS, pH=7,5)
torténd inkubalassal hajtottunk végre szobahén, 60 percen keresztll. Ezt kdvette a membran
anti-kalmodulin antitesttel valé kezelése (AB5494, Abcam). Az els6dleges antitesteket 0,1%-
os tejporos TTBS (Tween 20-szal kiegészitett TBS) oldatban higitottuk (1:800) és egy
éjszakan keresztll 4°C-on inkubaltuk. Masnap 3x10 percig mostuk a géleket TTBS oldattal,
majd a masodlagos antitesttel torténd inkubacié kdvetkezett (anti-mouse IgG, 1:5000X
higitasban (A4416, Sigma)). Utobbi higitasat szintén 0,1%-0s tejporos TTBS oldatban
végeztuk el és 1 6ran at, szobahén inkubaltuk. Az antitest-kotést kdvetéen a membranokat
3x10 percig mostuk TTBS oldattal. Az el6hivast Super Signal West Pico (Thermo Scientific,
34580X4) kemilumineszcens reagenssel végeztik.

A kemilumineszcens detektalas soran a membranokat a gyartd utasitasai szerint mostuk a
kemilumineszcens reagenssel, majd a jel kimutatasahoz AGFA filmet hasznaltunk, az
expozicio utan az eléhivashoz el6hivé és fixald oldatokban mostuk a rontgenfilmet.

A gélek blottolasat, antitesttel valo kezelését, és kemilumineszcens detektalast Dr. Motyan

Janos szerz6tarsam végezte.

IV/5. Molekula modellezés

A koordinatafajlokat a Protein Data Bankbdl toltéttuk le, és a PyMOL molekularis grafikai
rendszert (1.3. verzio; Schrdodinger) hasznaltuk a szerkezeti igazitdshoz és a szerkezeti abrak
elkészitéséhez. Az N-terminalis szolenoid (NSol) (590-609) és a junkcionalis szolenoid (JSol)
(1656-1672) hélixek relativ helyzetét a kdvetkezb szerkezetek 6sszehangolasaval hataroztuk
meg: 5T9M, 5T15, 5T9V, 5TAX, 5TAS és 5TB1. A szerkezetelemzést Dr. Métyan Janos

szerz6tarsam végezte.

IV/6. Az Eu®*-kotbhelyének vizsgalata in silico médszerekkel
Szerzbtarsaim: Dr. Jacob Bauer és Dr. Vladena Bauerova-Hlinkova a lehetséges luminalis
kotéhelyek azonositasara 6t kilonbdz6 modszert alkalmaztak. Ezek kdzé tartozott a Placevent

és a Fold-X, amelyek biofizikai megfontolasokra tdmaszkodnak, a MIB, amely egy szerkezetet
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hasonlit 6ssze egy ismert koétéhelyeket tartalmazé sablonkonyvtarral, az lonCom, amely a
szekvencia- és szerkezeti adatokat kombinalja, és a bindEmbed21, amely a kétéhelyeket az
aminosav-szekvencia alapjan keresi [138][139][140][141][142]. A szerkezeti informacidkon
alapulé modszerek gyakran érzékenyek a bemeneti szerkezet adott konformacidjara, emiatt
hét killonb6z6 PDB strukturat hasznaltak bemeneti fajlként a Placevent, a Fold-X, a MIB és az
lonCom szamara: 3J8H, 5T15, 5GKY, ©6M2W, 7TZC, 7TDlI és 7764
[143][144][145][146][147][148]. Ezeket a strukturakat ugy valasztottuk ki, hogy reprezentativ
mintat kapjunk a luminalis oldalon elhelyezkedé hurkok lehetséges konformacios helyzetérél.
Az elemzés soran csak a csatornak luminalis oldalat vettik figyelembe; ez a rész mind a négy
monomerbél a 4561-4663 és 4824-4935 aminosavat tartalmazza. Annak érdekében, hogy a
szoftverek az egyedi lancok helyett a teljes strukturat vegyék figyelembe, a négy kulénalld
lancot egyetlen lancca olvasztottak 6ssze az elemzéshez. Ezeket a strukturakat kézvetlendl a
MIB webszerver (http://bioinfo.cmu.edu.tw/MIB/), valamint az lonCom és a Fold-X hasznaltak.
A Placevent futtatdsahoz el6szér az AmberTools22 rism1d és rism3d programjaiban
megvalositott integralegyenlet-alapu referencia interakcios helyek modelljét (RISM) futattak le
a korrelaciok létrehozasahoz, majd a helyeket magaval a Placeventtel josoltak meg [149]. Az
Eu®* paramétereket a RISM szamitasokhoz a Li és munkatarsai altal kbzolt, ,Parameterization
of highly charged metal ions using the 12-6-4 LJ-type nonbonded model in explicit water.” cim{
tanulmanyabdl vették at [150].

IV/7. Az adatok statisztikai elemzése

A RyR-ek nyitvatartasi valészinliségét (P,) a pClamp szoftvercsomag (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) segitségével hataroztuk meg. Megnyilasnak azokat az eseményeket
tekintettuk, ahol az amplitudé a maximalis aramaplitudé 50+2,5%-nal nagyobb volt.

A statisztikai elemzést Origin 7.0 (OriginLab, Northampton, MA) és Excel 2021 (Microsoft,
Redmond, WA) programban végeztik. Az eredményeket atlag + SE-ben fejeztik ki. A relativ
P, adatokat ugy szamoltuk ki, hogy minden adatpontkészletet a sajat kontrolljukhoz
normalizaltunk. A kilonbségek statisztikai szignifikancigjat egyiranyad ANOVA-val értékeltik.
Posthoc tesztként Tukey hsd tesztet végeztiink. Egyes adatok dsszehasonlitasara fliggetlen

kétmintas t-prébat alkalmaztunk. Szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettik.

IV/8. Kisérleti allatok

Minden kisérlet megfelelt a magyar allatjéléti torvénynek, az Eurdépai Unié 2010/63/EU
iranyelvének, és a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga is jovahagyta azok elvégzését
(22/2012/DEMAB). A nyulakat (~4 kg testtdémegii, 6-10 hénapos himek, n=4) guillotine

segitségével oOlték le. A musculus longissimus dorsi-t kipreparalasat koévetéen 50 g-os

42



alikvotokban fagyasztottuk. Ezen alikvotok felhasznalasaval haromszor készitettliink terminalis
ciszterna vezikulakat, és 6tszor tisztitottunk RyR-csatornakat.

A RyR2-t kutya kamrai szivizombdl tisztitottuk (n=5). A felnétt beagle kutyakat 10 mg/kg
ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon, Magyarorszag) +1 mg/kg xilazin-hidroklorid
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV, Hollandia) i.m. injekcioval altattak a helyi
allatgondozasi bizottsagok altal jdvahagyott protokoll szerint (9/2015/DEMAB).
Kisérleteinkben transzgenikus C57BI/6 egerek is részt vettek, amelyek a RyR1 gén Y524S
mutacidjat hordoztak (n=20). Ez a mutacid megfelel a human Y522S mutacionak, és
széleskorben alkalmazott modellje a betegségnek. Mivel a homozigéta egerek méhen beldili
életlik korai szakaszaban elpusztulnak, heterozigéta Y524S egereket hasznaltunk.
Kontrollként vad tipusu alomtestvéreket valasztottunk (n=18). Az egereket COz-inhalacioval

altattuk, amelyet nyaki diszlokacié kdvetett.

A foszfolipideket az Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL) cégtdl szereztiik be. Minden mas

vegyszert — ha nincs kulén jelélve — a Sigma-Aldrich-tél (St. Louis, MO) szereztiink be.
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V. EREDMENYEK

V/1. A RyR szabalyozasa a luminalis [Ca?] altal

Els6ként a RyR-ek lumindlis Ca?" altali szabalyozasardl nyert eredményeinket szeretném
bemutatni. A RyR2 SR feldli szabalyozasara vonatkozé ismeretek az irodalomban
konzisztensek, ezért a RyR1-gyel végzett kisérleteink validalasat arra alapoztuk, hogy a mi
kisérleti elrendezéslinkben sikerll-e reprodukalnunk a RyR2-re vonatkozé eredményeket.

Az 18. abra els6 fele a RyR1 (nyul)- és RyR2 (kutya)-csatornak reprezentativ aramgorbéit
mutatja az aktivalé Ca?*-kotohelyeket telité citoplazmatikus (cisz) [Ca?'] (50 uM - RyR1 és 5
UM - RyR2) mellett. A luminalis [Ca?"] nOvelésével a RyR1 erésen gatolt (18/A dbra), mig a
RyR2-n folyé aramot nem befolyasolta a luminalisan (lum) novelt [Ca?] (18/B abra) telité
citoplazmatikus [Ca?*] mellett. A [Ca?*]um millimdlos tartomanyaban a RyR1 single-channel
aram amplitidoja jelentésen csokkent, ami azt jelzi, hogy a K* mellett a Ca?* is relevans
toltéshordozdva valt. Alacsony (100 nM) citoszoélikus [Ca?*] esetén a luminalis [Ca?'] nGvelése
a varakozasoknak megfeleléen aktivalta a RyR2-t (18/C abra), de tovabbra is gatolta a RyR1-
et (18/D abra). Az altalunk kapott RyR2-re vonatkozd mérési eredmények megegyeznek a
korabban publikalt adatokkal, és a RyR1 adatok is 6sszhangban vannak néhany korabban
publikalt eredménnyel [31][33][45][47].
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18. ébra. A lumindlis Ca®* aktivdlja a RyR2-t (kutya), de gdtolja a RyR1-et (nyul). (A), (B), (C), (D) A
bal oldalon a RyR1- vagy RyR2-csatornak reprezentativ aramai lathatéak. A mérési kérilmények, a
citoplazmatikus (cisz) és luminalis (lum) Ca?*-koncentraciok a fejlécben vannak feltiintetve. A csatornak
zart allapotat "z"-vel jeléljlik. A csatorna megnyilasait lefelé mutatd aramkitérések jelzik. A jobb felsé
sarkokban a P, értékek vannak feltiintetve. A luminalis Ca?*-koncentracié ([Ca®|um) fliggvényében
abrazolt relativ nyitvatartasi valésziniiségek (P,) megfeleld atlag+SE értékei jobb oldalon lathatok. (n=5-
7 (A), n=3-6 (B), n=3 (C), n=5-19 (D)). Az értékek a kontrollhoz (50 uM/100 nM cisz Ca?* - RyR1, 5
UM/100 nM cisz Ca?* - RyR2) viszonyitva vannak kifejezve.

Ezek az eredmények felvetik azt a kérdést, hogy miért eltéréek a RyR1 és a RyR2 valaszai.
Az egyik lehetséges ok az, hogy a lumindlisan novelt Ca?* a gradiense mentén atjut a RyR1
porusan, és kolcsonhatasba Iép a citoszolikus, gatlé Ca?*-kétbhellyel (az aktivalo kétéhely nem
elérhetd, mert 50 uM Ca?*-nal telitett), ahogy azt Meissner korabban javasolta [31]. Ha ez igaz,
akkor a RyR2 citoplazmatikus gatlé kétéhelyének alacsonyabb affinitdsa miatt lenne az, ami
miatt a RyR2 nem gatlédik. Ezt a ,feed-through gatlas" hipotézist alatdmasztja az a tény, hogy
a luminalis Ca?* gatldé hatasa a RyR1-re rendkivil fesziiltségfliggd volt, és a negativ
membranpotencialokat preferalta. Ezek a fesziltségek a luminalis kationokat a péruson
keresztil a tuloldalra kényszeritik (19/A abra). Ennek megfeleléen a luminalis [Ca?']
novelésének aktivalnia kellene a RyR1-et, ha a citoplazmatikus kétéhelyek telitetlenek (feed-
through aktivacio). Meglepd mddon azonban a magas luminalis [Ca?*] 100 nM citoplazmatikus
Ca?" mellett sem fokozta a RyR1 aktivitdsat semmilyen negativ membranpotencialon. Ez az
eredmény azt jelzi, hogy kisérleti korilményeink kozott a Ca?* aram nem volt elég jelent6s
ahhoz, hogy befolyasolja a citoplazmatikus Ca?*-két6helyeket, legalabbis a RyR1-ben. igy
ezek az adatok cafolni latszanak a Meissner altal javasolt "feed-through gatlas" hipotézist, és
arra utalnak, hogy a lumindlis Ca?" altali gatlas kozvetlenil egy vagy tébb lumindlis Ca?*-
kotdhelyen keresztll valésul meg. Ebben az esetben a gatlas szélséséges fesziltségfliggése
arra utal, hogy a koétdéhely a csatorna pérusaban, az elektromos erétérben talalhatd, ahol a

feszultség esik.
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19. abra. A lumindlis Ca** fesziiltségfiiggé hatdsa. (A) A RyR1 (nyul) reprezentativ egycsatornas
aramai, amelyeket +60 (balra) és -60 mV-on (jobbra) régzitettiink. A felsé aramgbrbéket kontroll kbrilmények
k6zétt, 50 uM citoplazmatikus és luminalis Ca?* mellett rogzitettiik. Az alsé aramgérbéket 50 uM cisz és 1
mM lum Ca?* mellett vettiik fel. A zart allapotot "z"-vel jelltiik. (B) A relativ Po% értékeket (P, 1 mM lum / Pq
50 uM lum)-100-ban fejezziik ki, és a membranpotencial fliggvényében abrazoljuk (n=7). Az als6 abra a Ca?*
hajtéeré altal iranyitott mozgasat abrazolja +60 mV-nal. A kiilbnbségek statisztikai szignifikancidjanak
megqallapitasarafiiggetlen kétmintas t-probat alkalmaztunk (*p<0,05).

V/2. Egy Uj eszk6z a luminalis Ca?*-kétéhelyek szelektiv vizsgalatara
Annak a hipotézisnek a teszteléséhez, hogy a RyR1 valddi gatlé Ca?*-kotéhelyet hordoz a
fehérje luminalis oldalan, és hogy elkertljik a ,visszaaramlasi, feed-through" hatasokat, olyan
kutatasi eszkozt kell valasztanunk, amellyel szelektiven vizsgalhatjuk a feltételezett luminalis
kotéhelyet. Kutatécsoportunk korabban mar kimutatta, hogy az Eu®" a RyR1 citoplazmatikus
Ca?*-kotéhelyeinek specifikus és erés agonistaja, valamint a poruson atjutni képtelen [22].
Ezeket a tulajdonsagokat kihasznalva a kovetkezd kisérletekben megvizsgaltuk az Eu®*
hatasat, hogy kideritsiik, vajon az Eu** a lumindlis Ca?*-kétéhelynek is agonistaja-e. EIGszor a
citoplazmatikus [Ca?*]-t 50 uM-ra allitottuk, €s Eu**-t adtunk a RyR1 (nydl) lumindlis oldalara.
A lumindlis Eu®* jelentésen gatolta a RyR1 aktivitasat, méghozza koncentraciéfiiggé modon,
4,7 uM-os ICsp értékkel (20/A, B abra).

47



RyR1, 50 uM Ca?* cisz&lum 10
Z - D.O 0,8'
5 uM Eu®* lum £ 06
zZ- E) 0,41
8 UM Eu®* lum 0,2] _
z- o) 1Cs= 47 UM
05s O 2 4 6
120 pA [Eu*],,,, (1M)
CZ_ RyR1, 100 nM Ca?* cisz D RyR1, 100 nM Ca2+ cisz
1.0 o & koffein
100 nM Eu® lum 0,81 * 2 MM koffein
D-O
=
200 nM Eu®* lum %
Z - m“"”‘ T WH‘W q' H“lmww ”w“m 0 MFWWWWF o
05s ol IC=04uM
|20 pA I T T T 1
0 1 2 3 4
E | F [Eu],,,, (4M)
RyR2, 100 nM Ca?* cisz
Z - m +
I T T 1 RyR2, 100 nM Ca  cisz
S 100 nM Eu®* lum 8
NIRRT
, . 200 nM Eu* lum . ©]
T T T T e 17 1m ?2' 4
15 uM Eu® lum % .
2T T T T 1T 1 1T T o ¥
0,5s m +
—1 20pA 0-

£ fom

0 0,01 0,1 1 10 15
3+
[Eu®],  (uM)
20. gbra. A lumindlisan alkalmazott Eu®* gatolja a RyR1-et (nyul) mig, a RyR2 (kutya) aktivitdsa
bifazikus fiiggést mutat. (A) A RyR1 reprezentativ aramfelvételei, amelyeket 50 uM
citoplazmatikus és luminalis [Ca?*] mellett és az abran lathaté [Eu®’] jelenlétében régzitettiink. A
csatorna zart allapotat a ,z” jeloli. A lefelé iranyuld kitérések csatornanyitasokat jelentenek. A
kalibraciés vonalak alul lathatéak. (B) A relativ P, atlagok (£SE). Az Eu’* kezelt RyR1-ekbdl kapott
P, értékeket a kontroll (kezeletlen) értékekre normalizaltuk, és a luminalis Eu®* koncentracio
([Eut*lum) fiiggvényében abrazoltuk (n=4-19). (C) A RyR1 reprezentativ aramfelvételei, amelyeket
100 nM citoplazmatikus [Ca?*] mellett régzitettiink kontroll kériilmények kbzétt és Eus* kezelést
kévetben. (D) A relativ Po-k atlagértékei. A P, értékeket a kontroll értékekre normalizaltuk 2 mM
koffein hianyaban (fehér négyzetek — @ koffein) vagy jelenlétében (fekete gbmbdk — 2 mM koffein)
(n=3-11 és n=4). (E) A RyR2 reprezentativ single-channel aramai, amelyeket 100 nM
citoplazmatikus Ca?* mellett és Eu®* kezeléskor régzitettiink. A csatorna zart allapotat ,,z” jelli. (F)
A relativ Po-k atlagértékei. A P, értékeket a kontroll értékekre normalizaltuk (n=>5).
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Az Eu**-t a pdrusba kényszeritd, negativ membranpotencialok (fizioldgias aramirany) esetén
a RyR1 minbségileg eltéré allapotat is megfigyeltik, kilondsen az ion magas
koncentracidjanal, ugyanis az Eu®* kezelés soran hirtelen egy hosszan tarté zart allapot jelent
meg, ami arra utal, hogy az ion elzarta a csatorna pérusat. Ezt a hatast csak 25 uM Eu3* esetén
és negativ membranpotencialokon tapasztaltuk. A blokkot az Eu®* EGTA-val torténé kelalasa
megszintette (21/A abra), viszont olykor nem volt visszafordithaté. Az EGTA hatasanak
hosszu (néhany masodperces) latencidja azt jelezte, hogy az Eu®* erésen kotédott a RyR
poérusan belll, tartds fizikai elzarodast okozva, ahogyan arrdl kordbban az L-tipust Ca?*-
csatornak esetében is beszamoltak [151]. A RyR-ek vezet6képessége kontroll koérilmények
kozott ~800 pS volt és nem valtozott Eu®t hatasara (21/B abra). Ezek az adatok arra utalnak,
hogy az Eu** nem képes athatolni a csatornan, és ezért képtelen elérni a citoszolikus
kotéhelyeket. Ezen kivil az Eu®* és a Ca?' hatasai kozotti analdgia kozvetett bizonyitékot

szolgaltat arra, hogy az Eu®* a luminalis Ca?*-k6t6helyek agonistdja.
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21. dbra. Magas koncentraciéban alkalmazott Eu®* elzdrja a RyR1 (nyul) pérusat. (A) A RyR1 10 uM
Eus* jelenlétében idénként, de tartésan bezarddik, amit az Eud* ekvimolaris EGTA-val térténé kelalasa
~15 masodperc alatt megsziintet. (B) A vizsgalt csatornak konduktancidja nem valtozik Eu®*
jelenlétében, ami szintén alatamasztja, hogy az Eu®* szamara nem permeabilis a csatorna (n=13).

A kovetkez6 kisérletsorozatban tobbet szerettink volna megtudni a RyR1 és RyR2
feltételezett luminalis Ca?*-k6t6helyeinek miikodésérdl, ezért a lumindlis Eu®* hatasat alacsony
(nem telitd) citoplazmatikus [Ca?*] mellett vizsgaltuk. El6szor a citoplazmatikus [Ca?*]-ot 100
nM-ra allitottuk be és a csatorna luminalis oldalara Eu®*-t adtunk. A luminalis Eu®** ebben az
esetben is gatolta a RyR1 aktivitast (20/C, D abra). Mivel egyes kutatok arrél szamoltak be,
hogy a lumindlis Ca?* csak akkor aktivalja a RyR-t, ha a csatornat koffeinnel elékezelik, 2 mM
koffein jelenlétében is elvégeztiink néhany kisérletet, de az Eu®" gatlo hatasa ebben az
esetben csak még nyilvanvalobb volt (20/D abra). Osszefoglalva tehat, a citoplazmatikus és
luminalis Ca?* és Eu®" (és a koffein) semmilyen koncentracidja és kombinacidja nem aktivalta
a RyR1-et, és az Eu®* még erésebben gatolta a csatornat 100 nM citoplazmatikus Ca?* esetén,

amikor a P, jelentésen alacsonyabb volt, mint 50 uM cisz Ca?* esetén.
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Hasonld korulmények kozott RyR2-vel is végeztunk kisérleteket, amelyek azt mutattak, hogy
az Eu" hatasa kétfazisu: szubmikromolaris koncentracioban aktivalta a RyR2-t, de magasabb
koncentracioban gatolta (20/E, F abra). Ezek az eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy
Ca?" és Eu®" altali szabalyozas RyR1 és RyR2 tekintetében minéségileg hasonld, ami arra
utal, hogy mind a RyR1, mind a RyR2 valddi luminalis Ca?*-kétéhelyeket hordoz, de ezek a
helyek a két izoformaban ellentétes médon miikddnek. Emellett az a tény, hogy az Eu®* hatasa
analdg volt a Ca?* hatasaval mind a RyR1-ben, mind a RyR2-ben, bizonyitékot szolgaltat arra,
hogy a Ca?* és az Eu® egyenértéki ligandumai a Ca?*-kétéhelyeknek. igy ezek az
eredmények validaljak a kisérleti megkozelitéstinket.

A luminalis Ca?* RyR1-re gyakorolt hatasanak fent emlitett fesziltségfiiggése felveti a kérdést,
hogy vajon az Eu®" hatasa is hasonldan feszlltségfligg6-e. A 22/A abran példakat mutatok a
8 uM Eu®* jelenlétében, vagy hianyaban +/- 60 mV-on felvett RyR-aramokra. A 22/B abran a
P, atlagok lathatéak kilonb6zé membranpotencialokon, 50 uM citoplazmatikus Ca?* mellett.
Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy az Eu®* géatldo hatasa fesziiltségfliggé, a negativ
fesziiltségeket preferdlja, amelyek az Eu®'-t a csatorna pérusaba hajtjak (lasd a 22/B abra
sematikus rajzai). Pozitiv membranpotencialok esetén a gatlas gyengébb és a hajtderd
csOkkenése +20 és +120 mV kozott fokozatosan gyenglilé gatlassal jart egyitt. Az Eu®* hatasa
alacsony (100 nM) citoplazmatikus [Ca?'] esetén is feszliltségfiiggb volt, a gatlas -60 mV-nal
lényegesen erésebb volt, mint +60 mV-nal. Ezt mutatja a 22/C és D abra. Az Eu®*" kezelés
soran kilénb6z6 membranpotencialok mellett mért Po-kat normalizaltuk az azonos, de
kezeletlen csatornak megfelel6 fesziltségen mért Po-jara és a P, valtozasanak szazalékaban
fejeztliik ki. Az Eu®* RyR2-re gyakorolt aktivaldo hatasanak fesziiltségfiiggését 100 nM
citoplazmatikus Ca?" mellett is elemeztiik. Amint a 22/E és F abran lathatd, a RyR2 Eu?®* altali
aktivalasa a membranpotencialtél fuggetlen volt, mivel -40 és +40 mV-on egyarant korulbelll
kétszeres P, ndvekedés figyelheté meg. Mivel a RyR az Eu®" szamara impermeabilis, a RyR1
feszlltségfiiggd gatlasa nem lehetett a csatornan keresztili ataramlas (feed-through)
kovetkezménye. Ezek a fesziltségfiiggést leiré eredmények tehat arra utalnak, hogy a RyR1
és RyR2 luminalis oldali gatlasaért felelés Ca?*-kotéhelyek elektromos er6térben, a csatorna
porusaban helyezkednek el, mig a RyR2 aktivalé kétéhelyének a csatorna pérusanak

elektromos mezején kivul kell lennie.
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22. dbra. A lumindlis [Eu®*] fesziiltségfiiggése. (A), (C) A RyR1 (nyul) reprezentativ single-channel
aramfelvételei, amelyeket +60 (fent) és -60 mV-on (lent) régzitettiink a jelzett ionkoncentraciok (50 uM és 100
nM Ca?*) mellett. Az als6 aramjeleket azt kbvetSen régzitettiik, hogy Eud*-t adtunk ugyanannak a csatornanak
a luminalis oldalahoz a jelzett koncentracidkban. A csatornak zart allapotat ,z” jelzi. (B) A P, atlagok+SE 8 uM
Eus* mellett a membranpotencial fliggvényében abrazolva. A mellékelt rajz az Eu3* mozgas iranyat mutatja
negativ membranpotencialok esetén (n=5). (E) +40 és -40 mV-on régzitett reprezentativ RyR2 (kutya) aramok.
A Ca?t és Eu koncentraciok és a P, értékek a fejlécben vannak feltiintetve. (D), (F) A relativ P, értékeket (P,
1 mM lum / P, 50 uM lum)-100-ban fejeztiik ki. Az atlag+SE értékeket a membranpotencial fliggvényében
abrazoltuk (n=3 és n=3). A kiilbnbségek statisztikai szignifikanciajanak megallapitasara fliggetlen kétmintas t-
probat alkalmaztunk (*p<0,05, n.s.=nem szignifikans).

51



V/3. Az Y524S MHS-RyR1 szabalyozasa a luminalis oldal feldl

Eddigi eredményeink, miszerint a luminalis Ca?* és az Eu®* gatolja a RyR1 m(ikodését, nem
tamasztjak ala az MHS korabban javasolt molekularis mechanizmusat (azaz, hogy a csokkent
SOICR kuszobérték felelés a malignus hipertermia kialakulasaért). Elméletileg azonban a
lumindlis Ca?* altal kivaltott Ca?*-felszabadulas az MHS vazizomzatban is eléfordulhat, ha a
luminalis Ca?* gatlas gyengébb az MHS-RyR1-ben, mint a vad tipusban. Ezt a lehetéséget
egér Y524S MHS-RyR1-ekkel teszteltlk, és az eredményeket a 23. dbra mutatja be. A kisérleti
elrendezés ugyanaz volt, mint korabban: el6szor a citoplazmatikus [Ca?']-t 50 uM (telité) vagy
100 nM (nem telitd) Ca?*-ra allitottuk be, majd ezt kdvetéen modositottuk a luminalis [Ca?*]-t.
Kontroll kériilmények kozott az MHS csatornak P, értéke 100 nM citoplazmatikus Ca?* esetén
szignifikdnsan magasabb volt, mint a vad tipusu (wt) csatornak P, értéke, ahogy az az MHS
fenotipustdl varhat6 (P, wt 100 nM=0,0031+0,001 (n=5), P, MHS 100 nM=0,02+0,007 (n=13)
[152][153]. Az eredmények O6sszhangban voltak az 18/A és D abran bemutatott adatokkal,
vagyis az Y524S MHS-RyR1-et a lumindlis Ca?* ugyanugy gatolta, mint a vad tipust (23/A,B
abra). A 23/B abran lathaté két adatsor statisztikailag nem kilonbozott egymastol.
Hangsulyoznunk kell, hogy 100 nM citoplazmatikus Ca?* esetén is erés gatlast figyeltiink meg
a luminalis Ca?" részér6l, 5 mM Ca?" felett pedig egy nagyon enyhe aktivalodas volt
megfigyelhet6, ami azt jelzi, hogy a Ca?* fluxus altali 6naktivalédas csak kis mértékben volt
jelen kisérleteinkben (annak ellenére, hogy az MHS-RyR1 nagyobb érzékenységet mutat a
citoplazmatikus Ca?*-ra) (23/C, D abra).
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23. gbra. AZ MHS-RyR1-et (egér) gadtolja a luminalis Ca®*. (A) (C) Az Y524S MHS-RyR1 single-channel
aramfelvételei, amelyeket 50 uM vagy 100 nM citoplazmatikus és kilénbézé Iluminalis Ca?
koncentraciok mellett régzitettiink. A csatornak zart allapotat ,z” -vel jelbljik. (B) Az értékeket a
kontrollhoz viszonyitva fejeztiik ki. A vad tipusu RyR1 (egér, fehér gbmbok) és az Y524S MHS-RyR1
(fekete négyzetek) 50 uM citoplazmatikus Ca?* mellett régzitett atlagos relativ P,xSE értékeit a luminalis
Ca?* koncentracio fliggvényében abrazoltuk (n=5-7 és n=6-8). (D) Az Y524S MHS-RyR1 100 nM cisz
Ca?* mellett régzitett Y524S relativ Po+SE &tlaga a luminalis Ca?* koncentracié fiiggvényében
abrazolva (n=4-22).

Az MHS-RyR1 Eu®** altali gatlasa hasonld mértéki volt a vad tipust csatornakéhoz mindkét
(50 uM és 100 nM) citoplazmatikus [Ca?*]-nal (24. abra). Ezek az adatok a korabban publikalt
kovetkeztetések ellen szdlnak, miszerint a SOICR iranti fokozott érzékenység relevans

patomechanizmus lenne MHS-ben [44].
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24. ébra. Az MHS-RyR1-et (egér) gdtolja a luminalis Eu®*. (A) (C) Y524S MHS-RyR1 single-channel
mellett régzitettiink. A zart allapotokat itt is ,z’-vel jelbltik. A RyR megnyilasait lefelé iranyuld
aramkitérések jelélik. (B) A vad tipust RyR1 (egér, fehér gbmbok) és az Y524S MHS-RyR1 (fekete
négyzetek) 50 uM citoplazmatikus (cisz) Ca?* mellett régzitett atlagos relativ P, +SE értékeit a luminalis
Eus* koncentracié fiiggvényében abrazoltuk (n=4-19 és (n=6-8). (D) Az Y524S MHS-RyR1 100 nM
citoplazmatikus Ca?* mellett mért atlagos relativ P.+SE értékek a lumindlis Eu®* koncentracio
fliggvényében abrazolva (n=3-8).
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V/4. A dantrolen hatasmechanizmusanak nyomaban

A koévetkez6 problémakdr, amivel foglalkoztunk, a dantrolen hatasa volt.

A dantrolen az egyediili szer az MHS kezelésre, viszont a megfelel alkalmazas ellenére is az
MHS esetek 5%-a halallal végzddik. Emiatt a terapias hatékonysag javitasa fontos feladat,
amely nem végezhetd el a gydgyszerhatas idealis feltételeinek meghatarozasa nélkil. Ezt az
azonositasi folyamatot hatraltatja a dantrolen hatdsmechanizmuséara vonatkozé ismereteink
hianya, amely els6sorban az irodalomban fellelhet6 ellentmondasos adatokbdl ered
[116][117][118]. Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a gydgyszer gatolja a Ca?'-
felszabadulast az intakt vazizomrostokbdl és az SR vezikulakbdl is, de nem gatolja az egyedi
RyR1-csatornak aramat [116]. Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a dantrolen
hatdsanak egy fontos tényezéje elvész a RyR tisztitasi eljaras soran. [119][134]. A dantrolen
hatasmechanizmusanak feltarasahoz probaltuk azonositani a RyR gatlasdhoz szikséges

hianyzo tényezd(ke)t.

V/5. A dantrolen és a magnézium Ca?*-felszabadulasra gyakorolt hatasa
Elészor Ca?*-felszabadulasi kisérleteket végeztiink nyul vazizombdl izolalt SR terminalis
ciszterna vezikulakon. Ezek a vezikulak RyR1-eket és SERCA pumpakat is tartalmaztak, ami
lehet6séget nyuijt arra, hogy aktivan, a SERCA pumpa segitségével toltsiik fel 6ket Ca?*-nal,
majd a RyR1-eket aktivalva Ca?'-felszabadulast valtsunk ki bel6lik, és igy vizsgéljuk a
dantrolen Ca?*-felszabadulasra gyakorolt hatasat.

Az SR vezikuldkat elséként 1 mM Mg?* és 0,5 mM ATP tartalmu pufferben szuszpendaltuk.
Méréseink soran az extravezikularis oldat Ca?'-koncentracidjat Ca?'-érzékeny festék
(antipirilazo I1l) segitségével, spektrofotometridsan kovettiik nyomon. Négy alkalommal Ca?*-t
injektaltunk az oldatba, ekkor a festék transzmittancigja hirtelen lecsékkent. Ezutan, a SERCA
pumpa tevékenysége miatt a vezikula felvette a Ca?'-t, amit a transzmittancia fokozatos
novekedése mutat. Miutan a toltés megtortént, a transzmittancia konstans értéken maradt,
ugyanis ekkor a vezikulabol torténd spontan Ca?*-szivargas és a SERCA pumpa altali Ca?*-
felvétel egyensulyban van. Ezutan a feltoltétt terminalis ciszterna vezikulakbdl RyR agonistaval
(4CMC) Ca?-felszabadulast valtottunk ki. A kisérletet 10 uM dantrolen jelenlétében is
megismételtiik és azt tapasztaltuk, hogy a Ca?*-felszabadulds atlagosan 26 masodperc
késéssel tortént meg. A kovetkezokben a puffer Mg?*-koncentracidjat 3 mM-ra emeltiik, ami
kontroll kérilmények kdzott Gnmagaban is atlagosan 108 masodperc késést okozott. 10 uM
dantrolennel val6 kezelés esetén azonban 3 mM Mg?* mellett kdzel hétszer hosszabb késést
(180 s) tapasztaltunk, mint 1 mM Mg?* és 10 uM dantrolen esetén (25. abra).

Mindemellett a Ca?'-felszabadulds sebessége 3 mM Mg?" jelenlétében szignifikansan
alacsonyabb volt, mint 1 mM Mg?* esetén (2,04+0,08 vs. 0,9+0,07 nmol Ca?'/s, n=3-4), mig a
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dantrolen csak kis mértékben csodkkentette a felszabadulas sebességét (2,04+0,08 vs.
1,4+0,22 nmol Ca?'/s 1 mM Mg?* mellett, és 0,9+0,07 vs. 0,73+£0,03 nmol Ca?*/s 3 mM Mg?*
esetén). A dantrolen altal okozott 180 masodperces késés 3 mM Mg?* jelenlétében azt jelzi,

hogy a dantrolen és a Mg?* RyR1-re gyakorolt szuppressziv hatasai potencirozzak egymast.
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25. dbra. A dantrolen és magnézium Ca?*-felszabaduldsra gyakorolt hatdsa. 0,5 mM ATP és 1 mM
Mg?* jelenléte esetén a 4CMC adasa utan (fekete haromszdg) azonnali Ca?*-felszabadulast
tapasztaltunk. 1 mM Mg?* és 10 uM dantrolen jelenléte esetén jelentés késést tapasztaltunk (a dantrolen
hozzaadasat fehér haromszd6g jeldl). A puffer Mg?* koncentraciéjanak 3 mM-ra valé emelése
6nmagaban is atlagosan 108 masodperc késést okozott, azonban amikor a kisérletet 10 uM dantrolen
jelenlétében ismételtiik, kbzel tizszer hosszabb késést tapasztaltiink, mint a 1 mM Mg?*-nal és 10 uM
dantrolennel végzett mérésekkor (n=3-4). A normalizalas a RyR1 agonista (4CMC) beadast megel6z6
Szakasz 10 pontjanak az atlagara tértéent, ezért indul 1-nél magasabb szintrél a mérési gérbe. Ezt
minden mérésnél az adott vezikula, sajat Ca?*-felszabaditasat megel6z6 szakaszara szamitottuk.

V/6. A dantrolen hatashoz ATP is sziikséges

Az, hogy a dantrolen a Ca?*-felszabadulas sebességét jelentésen nem csokkentette, hanem
késleltette, arra utal, hogy a dantrolen mindaddig, ameddig ATP volt jelen a pufferben, képes
volt maximalis gatlé hatasat kifejteni. Ugy gondoljuk, hogy amikor a SERCA a vezikulakbdl
torténd Ca?*-szivargas kompenzalasara felhasznalta az 6sszes ATP-t, a dantrolen elvesztette
gatld hatasat és ekkor kezdédhetett meg a Ca?*-felszabadulas. A hipotézis ellenérzésére a
dantrolen hatasat kilénb6zé ATP koncentraciok mellett is teszteltik.
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Kontroll kériilmények kézott 0,5 mM ATP-t és 1 mM Mg?*-t hasznaltunk, és a 4CMC adasa
utan azonnali Ca?*-felszabadulast tapasztaltunk. A dantrolen jelentésen késleltette a 4CMC-
vel kivaltott Ca?'-felszabadulast. Ugyanezt a kisérletet megismételve magasabb ATP
koncentraciéo mellett (1,5 mM) a dantrolen atlagosan 158 masodperccel hosszabb késést
okozott. Az ATP koncentracio megemelése azonban dnmagaban nem okozott késést a Ca?*-

felszabadulasban (26. abra).
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26. dbra. A dantrolen hatashoz ATP is sziikséges. Az ATP koncentracio emelése (1,5 mM) és 10 uM
dantrolen adasa esetén jelent6sen hosszabb késést tapasztaltunk, mint 0,5 mM ATP és 10 uM dantrolen
jelenlétekor. Az ATP koncentraci6 emelése énmagaban nem okozott jelentdés valtozast a Ca?*-
felszabadulasban (n=4). A normalizalas a RyR1 agonista (4CMC) beadast megel6z6 szakasz 10
pontjanak az atlagara tértént.

V/7. Hattér Ca®*-szivargas mérése TC vezikulakbol

A dantrolen altal késleltetett Ca?*-felszabadulas egy masik magyarazataként szolgalhatna az,
ha a RyR1-eken keresztiili spontan Ca?*-szivargas jelentds lenne a mérés soran (a dantrolen
és a 4CMC beadasa kozotti id6szakban), mivel ebben az esetben a SERCA pumpa folyamatos
kompenzacios tevékenysége miatt jelentds ATP fogyas kovetkezne be. Ekkor a dantrolenes
kisérletekben a hattérszivargas gatlasaval jelentds mennyiségl ATP-t takaritanank meg.
Kdvetkezésképpen a SERCA hosszabb ideig lenne képes megakadalyozni a 4CMC-vel
kivaltott Ca?*-felszabadulast. Ezt a lehetéséget az SR vezikulakbodl torténé nyugalmi szivargas
meghatarozasaval teszteltik, amihez egy SERCA pumpa inhibitort, thapsigargint hasznaltunk
20 uM koncentracioban. Miutan beadtuk a SERCA inhibitort, csak nagyon lassu spontan Ca?*-

felszabadulast tapasztaltunk a vezikuldkbdl (27. ébra).
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27. dbra. Spontdn Ca**-szivdrgds a TC vezikuldakbol. A hattér Ca?*-szivargas ellenérzésére 20 uM
thapsigarginnal gatoltuk a SERCA pumpa miikbdését (sziirke haromszbg) (n=4). A kisérlet végén, a
vezikulafunkcié integritasanak ellen6rzéséhez 4CMC-t adtunk (fekete haromszdg). A normalizalas a
RyR1 agonista (4CMC) beadast megel6z6 szakasz 10 pontjanak az atlagara tértént.

Egy masik kisérletsorozatban a Ca?"-nal feltoltott vezikulakat kezeletlenll hagytuk és 25
percen keresztil végeztiink mérést. Ebben az esetben 25 percnél hosszabb id6é utan sem volt
spontan Ca?'-felszabadulds megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a SERCA képes volt
kompenzélni a bazélis Ca?*-szivargast, igy a kbzegbdl ez idé alatt sem fogyott ki az ATP
(28.abra).
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28. dbra. Spontdn Ca’'-szivdrgds ellenérzése kezeletlen TC vezikulakbdl. Thapsigargin kezelés
nélklil tébb, mint 25 percig nem tapasztaltunk spontan Ca?*-felszabadulast (n=4). A kisérlet végén, a
vezikulafunkcié integritasanak ellenérzéséhez 4CMC-t adtunk (fekete haromszdg). A normalizalas a
RyR1 agonista (4CMC) beadast megel6z6 szakasz 10 pontjanak az atlagara tértént.
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Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az ATP fogyas a vezikulak dantrolennel valo
inkubalasa (azaz a 4CMC hozzaadasa elétti 60 masodperc) alatt elhanyagolhatd, legalabbis
ahhoz a mennyiséghez viszonyitva, amit a téltéshez hasznaltunk. igy a jelentés ATP fogyas
lehetbsége miatt felmerdls alternativ hipotézist elvetettik. Ezek a mérések azt igazoljak, hogy
a dantrolen RyR1-re kifejtett hatasahoz ATP jelenlétére is szikség van.

Hasonlo kisérleteket (0,5 mM ATP és 1 mM Mg?" mellett) kutya szivizombdl izolalt SR
vezikulakon is végeztink, de nem sikerilt reprodukalnunk a vazizom SR vezikulakon kapott
eredményeket (29. abra), ami 6sszhangban van azzal, hogy a dantrolen RyR1 szelektiv

gatlészer.
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29. dbra. A dantrolen hatdsdnak ellenérzése kutya szivizom SR vezikulikon Mg?** és ATP
jelenlétében. A szivizombdl szarmazé SR vezikulakbdol 0,5 mM ATP és 1 mM Mg?* jelenléte esetén a
4CMC adéasa utan minden esetben azonnali Ca?*-felszabadulast tapasztaltunk. A dantrolen
hatastalannak bizonyult (n=4). A normalizalas a RyR1 agonista (4CMC) beadast megel6z szakasz 10
pontjanak az atlagara tértent.

V/8. A dantrolen-hatas tesztelése Mg?*- és ATP-tartalmu oldatban single-

channel arammeérésekkel

A dantrolen hatasmechanizmusa korlli bizonytalansag egyik f6 oka az volt, hogy a

mesterseéges lipid kettOsrétegbe épitett rianodin receptorokon végzett single-channel
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arammeérésekben korabban hatédstalannak bizonyult [116]. Ezért vizsgalatunk legfontosabb
kérdése az volt, hogy vajon a Mg?*-e a dantrolen hatashoz szikséges hianyzo faktor ezekben
a mérésekben, és képes-e a tisztitott RyR-eket dantrolen-érzékennyé tenni. A 30. abran
reprezentativ aramfelvételek lathatok. A csatornakat 50 uM Ca?* jelenlétében, Mg?*-mentes
mérdoldatban épitettiik be a lipid kettésrétegbe (kontroll), majd néhany perccel késébb 3 mM
Mg?*-t adtunk ugyanennek a csatorndanak a citoplazmatikus oldalara, ami jelentésen
csOkkentette a csatorna nyitvatartasi valdszinliségét (Po), hiszen a Mg?* az aktivaléo Ca?*-
kotéhely kompetitiv antagonistaja. Ezt kévetéen 1 mM ATP-t tettlink a mérékamra ugyanazon
rekeszébe, ami névelte a RyR aktivitasat. A steady-state allapot elérése utan 10 mM dantrolent
adtunk szintén a RyR citoplazmatikus oldalanak megfeleld térbe. Aramanalizisiink eredménye
szerint a dantrolen 48+5%-kal csdkkentette a MgATP-vel kezelt csatorndk Po-jat (Po =
0,017740,025 vs. 0,012310,021, n=12). A 12 egyedi RyR atlagos P.-jat (+SD) a 30/C abra
mutatja. Méréseink soran négy esetben az [ATP]-t tovabb emeltik 1 mM-rél 2 mM-ra a
dantrolen kezelést kdvetéen. Ennek hatasara, meglepd modon a P, tovabb csdkkent - ahelyett,
hogy az agonista ATP novelte volna a csatornak aramat - a kontroll 17+8%-ara (0,0177+0,025
vs. 0,001810,003, n=4, hatas: -0,71;) (30/C abra), ami 6sszhangban van a gyégyszer terapias
hatasaval. Eredményeink szerint tehat az ATP fokozza a dantrolen hatasat. Amikor azonban
a Mg?*-t kihagytuk a méréseinkbdl, a dantrolen 2 mM ATP jelenlétében hatastalan maradt (a
kontroll 91%+3%-a, P,=0,3810,35 vs. 0,35+0,33, n=10, hatas%: -0,08;) (30/C abra), ami arra

utal, hogy az ATP szikséges, de nem egyedili feltétele a dantrolen hatasanak.
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30. dbra. A dantrolen gatolja az egyedi RyR1-ek aktivitasat. (A és B) A RyR1 single-channel aramai.
A csatorna megnyilasai lefelé iranyuld kitéréseknek felelnek meg. (A) Egyetlen RyR1 reprezentativ
aramai lathatbéak kontroll kérilmények kézoétt (50 uM Ca?t), illetve 1 mM Mg?* és 0,5 mM ATP
hozzaadasa utan. A steady-state allapot beallasat kévetéen 10 uM dantrolent adtunk a cisz oldalra, ami
jelentésen gatolta a csatorna aktivitasat. (B) Az ATP énmagaban nem elegendé a dantrolen gatlé
hatasahoz. A kvantitativ adatokat a (C) panel mutatja, az egyedi csatornak P.-it a kis pontok jeldlik.

V/9. A kalmodulin (CaM) szerepe a dantrolen-hatasban

0o és munkatarsai egy 2015-ben publikalt tanulmanyban bemutattak, hogy a dantrolen-
érzékenységben fontos lehet a kalmodulin szerepe. Ervelésiik szerint az SR vezikulakbdl
torténd RyR tisztitasi folyamat soran a RyR1-izolatum vélhetéen elveszti CaM-tartalmat és ez
lehet az oka annak, hogy tisztitott RyR-eken nem tapasztalhaté a dantrolen gatlé hatasa. Az

SR-mikroszéma frakcié azonban lehetséges, hogy meg6érzi CaM tartalmat (vagy egy részét),
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ezért feltételezhetd, hogy a Ca?'-felszabadulasi kisérleteinkben tapasztalt dantrolen-
érzékenység oka lehet a CaM jelenléte is. Az SR vezikula frakcionk és RyR1 izolatumunk CaM
tartalmanak ellenérzésére ezért western blot analizist végeztiink. A 31/A abran lathaté, hogy
sem az SR-mikroszoOma frakcio, sem a tisztitott RyR1 szuszpenzid nem tartalmazott
kimutathaté mennyiségli CaM-ot. Ezzel szemben a CaM-ot a teljes sejt homogenizatumban
és a tisztitott CaM-mintakban azonositani tudtuk, amint azt a megfelel6é savok 15 kDa fehérje
marker magassagaban Iévd savjai jelzik. Mivel az a tény, hogy az SR vezikulak CaM tartalma
kimutatasi hatar alatt van, és a dantrolen gatolta a Ca?'-felszabadulasat ezekbdl a
vezikulakbdl, nem tamasztja ala azt az hipotézist, hogy CaM szikséges a dantrolen
hatasahoz. Ezt kbvetéen tovabb vizsgaltuk a dantrolen hatasat single-channel arammérések
soran is 100 nM CaM jelenlétében, de Mg?* nélkiil. Ezek reprezentativ, 6t masodperces
szakaszai a 31/B abran lathatoak kontroll korilmények kézott (100 nM Ca?*, 1 mM ATP, 100
nM CaM) és dantrolen kezelést kdvetéen. A 31/C panelen 6 egyedi RyR1 P, atlagai lathatdéak
CaM-ot tartalmazé kézegben, és azt mutatja, hogy ilyen kérilmények koézott a dantrolen nem

gatolta a csatornat.
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31. ébra. A dantrolen kalmodulin jelenlétében hatdastalannak bizonyult. (A) A CaM western blot
analizise SR-mikroszomakban és egy tisztitott RyR1 mintaban. Pozitiv kontrollként teljes vazizom
homogenizatumot és tisztitott CaM-ot hasznaltunk (A western blotot Dr. Motyan Janos szerzétarsam
végezte). (B) 100 nM Ca?*, 1 mM ATP és 100 nM CaM mellett régzitett single-channel arammérés
RyR1-en kontroll kériilmények k6z6tt és dantrolen kezelést kbvetéen. Az aramok jobb felsé sarkaban a
P, atlagok+SE lathaté. (C) Hat egyedi RyR1 P, atlagai kontroll kériilmények kézétt, CaM jelenlétében
és dantrolen kezelést kbvetben.
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VI. MEGBESZELES

VI/1. Ca?*-raktarak szerepe a szarkoplazmas retikulum Ca?*- csatornajanak
szabalyozasaban fizioldgias és kéros allapotban

Bar régodta ismert tény, hogy az SR Ca?*-tartalma szabalyozza a Ca?*-felszabadulast, azonban
a pontos mechanizmus még nem kertilt feltarasra. Az irodalomban szamos tanulmany all
rendelkezésre, amelyek alapjan egységes vélemény nem alakithatd ki az olyan kérdések
miatt, mint a Ca?* altali feed-through hatas.

Kutatécsoportunk az irodalomban el6szor hasonlitotta 6ssze a két RyR izoforma luminalis Ca?*
altali szabalyozasat ugyanazon vizsgalati korilmények kozoétt, melyek soran a Ca?*-kétéhely
ligandjanak tuloldalra vald jutasat a luminalis Ca?*-kotéhelyek specifikus agonistajanak - az
Eu*-nak - az alkalmazasaval keriltik el. Kimutattuk, hogy (1) a RyR2-t aktivalja a luminalis
Ca?", mig a RyR1-et gatolja, (2) ezek az eredmények Eu®* hasznalataval reprodukalhatéak
voltak, (3) kisérleti korulmeényeink k6zo6tt a feed-through szabalyozas hatasa a kimutatasi hatar
alatt van, (4) az Eu®* gatlé hatasa a RyR1-re erésen feszilltségfiiggé, mig a RyR2-re gyakorolt
aktivald hatasa feszlltségfliggetlen, és (5) az Y524S MHS-RyR1 csatorna luminalis
szabalyozasa ugyanolyan, mint a vad tipusé. Az a tény, hogy a membranpotencial
depolarizalasa enyhiti a gatlast, és hogy a gatlas negativ fesziltségeknél erésebb, azzal
magyarazhatd, hogy az Eu®* az elektromos mez6ében mozog a kétéhelye felé vezetd aGton (lasd
a 32/C abran).

Rianopatidkban a Ca?'-felszabadulas szabdlyozasanak a sériilése kontrollalatlan Ca?*-
felszabadulast (SOICR) eredményez, amely szivritmuszavarhoz vezethet példaul
szivelégtelenségben vagy CPVT-ben, illetve vazizomban MHS-t okozhat [35][44][105][154].
Utdbbi korallapotban a halotan egy erre érzékeny mutans RyR aktivalasaval malignus
hipertermia rohamot valt ki [153][155]. Nemrégiben Chen csoportja egy alternativ
patomechanizmust javasolt, amelyben a halotan a SOICR kiszébének csdkkentésével valtja
ki a Ca*-felszabadulast MHS-ben [44]. Sajnos, mivel a SOICR kivaltdsa egészséges
vazizomrostokban nem lehetséges, minden intracellularis [Ca?*] mérésben nyert adatukat
heterolog expresszids rendszeren végzett mérésekbdl kaptak. 12 kilénb6zé6 MHS-RyR1-
overexpresszald HEK sejtb8l (koztik az Y523S-nyul RyR1-gyel, amely megfelel az egér
Y524S-ének) képesek voltak SOICR-t kivaltani magas Ca?*-tartalmu extracellularis oldatok
segitségével, de csak akkor, ha a sejteket 2 mM koffeinnel kezelték eld, amelyrél ismert, hogy
érzékenyiti a RyR-t a citoplazmatikus Ca?"-ra. Ebbél a tanulmanybdl hianyoznak a
mesterséges lipid kettdsrétegbe épitett egyedi csatornakon végzett kisérletek, de a szerzdk
korabban mar kimutattak, hogy a sertés R615C-RyR1-t millimolaris lumindlis [Ca?*] aktivalja

[43][44]. Ezzel szemben a disszertaciomban szereplé eredményeink azt mutatjak, hogy mind
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a vad tipusu, mind az Y524S MHS-RyR1-et a Ca%, és az Eu®" is gatolja hasonld kisérleti
korilmények kozoétt, ezzel cafolva az § eredményeiket. Ez az eltérés abbdl is adddhat, hogy a
mi RyR-jeinket heterozigéta egerekbdl allitottuk el6, igy a preparatumunk olyan RyR-
tetramereket tartalmaz, amelyek vad tipusu és Y524S MHS-RyR1 monomerekbdl alinak. A
Chen és munkacsoportja altal javasolt MHS patomechanizmus, azaz a fokozott SOICR-hajlam
ellen szdl, hogy a mi kisérleti elrendezésiinkben a RyR-eket gatolja a luminalis Ca?*, de a
heterozigéta egerek mégis er6s MHS fenotipust mutatnak [153][156]. Eredményeiket az MHS-
RyR-ek feed-through aktivalodasa joI magyarazna. Osszességében arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az alacsony SOICR-kliszéb nem relevans mechanizmus az MHS-ben, igy a
CPVT és az MHS patomechanizmusa nem azonos. Az arra érzékeny egyénekben a halotan
RyR agonistaként, direkt alloszterikus kotdhelyeken keresztll aktivalja a nyugalomban is
aktivabb csatornat. A koérfolyamatot pedig tovabb gyorsitia, hogy a mutans RyR
citoplazmatikus Ca?*-kotéhelyei érzékenyebbek és a Mg?* altali gatlas gyengébb, amik miatt a
CICR erésebb lesz.

VI/2. Az Eu®*-kotbhelyének vizsgalata in silico médszerekkel

A luminalis kotéhely patologiai jelentésége miatt donté fontossagu a lumindlis Ca?*-szenzor
megtalalasa, ezért szerz6tarsainkkal szoros kollaboracioban in silico kisérleteket végeztink.
Bar a RyR krio-EM szerkezete mar feltarta a kapuzas és a ligandfiiggé aktivacié szerkezeti
alapjait, és tobb bizonyiték is azt mutatja, hogy létezik egy luminalis Ca?*-kétéhely, annak
pontos helye tovabbra is ismeretlen. Chen csoportjanak mutaciéelemzd vizsgalatai alapjan
azonban elkészult a folyamat mechanisztikus modellje. A RyR2 kapujahoz (14867) kozeli
aminosav-maradékok szerepét vizsgalva kimutattak, hogy a lumindlis Ca?*-szabalyozast az
E4872 és A4860 aminosavak mutacioi megzavarjak. Az E4872 a kapu citoplazmatikus oldala
felé néz, mig az A4860 a kapu luminalis oldalan talalhat6. Szerkezeti elemzés alapjan azt
javasoltak, hogy egy glutaminok altal alkotott gy(irti (Q4863) biztositja a Ca®*-kétéhelyet a kapu
luminalis oldalan. A Ca?* kotédése ehhez a glutamingylirinz inditja el a RyR2 nyitasat, ami
a kapu citoplazmatikus oldalan részben E4872 altal kialakitott Uj kotShely kialakulasahoz
kapcsolodik [30]. Ez a modell tokéletesen leirna a "lumindlis Ca?* altal kivaltott feed-through
eredményeinkkel. Mivel a lumindlis Ca®* hatdsa a RyR2-re és a RyR1-re ellentétes, de a két
izoforma els6dleges szekvenciai ebben a régidban azonosak, a modell valészinitlennek tinik.
Azonban nem meglep6, hogy a kapu régid, ahol az 6sszes konformacios valtozas egyuttesen
konvergal, ennyire érzékeny a mutéciokra.

Az a megdfigyeléslink, hogy az Eu** hatdsa RyR2-n kétfazisu volt, jol korreldl mas korabbi

adatokkal, példaul a Ching és munkatarsai altal publikaltakkal, akik kimutattak, hogy a RyR2

64



kontroll kérilmények kozott aktivaldédott, de ez gatlasba fordult at, miutan a csatornat
tripszinnel kezelték [32]. Ez az eredmény arra utal, hogy a RyR2 luminalis odalan két
funkcionalisan kilonb6z6 Ca?*-kotéhely van, és hogy a gatld hely miikddése érvényesiil, ha
az aktivalé hely a ftripszin hasitas miatt megsemmisil. Ezt az elképzelést kovetve
Gaburjakovaék Uj kisérleteket terveztek és kimutattak, hogy a Sr?*, Mg?* és Ba?" a Ca?*-nal
verseng a RyR2 luminalis kotéhelyéért, és affinitasuk erés korrelaciot mutat az EF-kéz
motivumokra vonatkoz6 affinitasukkal. Elvégeztek egy EF-kéz-mintazat predikcids elemzést a
RyR2 luminalis oldalan, amely egy EF-kéz-szer(i szekvenciat mutatott ki az 1-es és 2-es
transzmembran hélixet 6sszeko6td intraluminalis hurokban (S1-S2 hurok, 4538-4550) (32/D
abra, fels6 szekvenciaillesztés, piros szinnel) [157]. Sajnos a hurok a krio-EM szerkezetben
feloldatlan, igy a transzmembran hélixekkel (pl. az S6 kapuval) valé kapcsolata nem itélhetd
meg. A RyR2 és RyR1 S1-S2 hurok primer aminosav szekvenciat 6sszehasonlitva lathato,
hogy nagyon eltér6ek ebben a régidban, és hogy a RyR1 esetén 10 aminosavval hosszabb is
ez a régi6. Ugy gondoljuk, hogy ez az EF-kéz-szerii szekvencia a luminalis aktivalé Ca?*-
kotéhely a RyR2-ben, amely a RyR1-ben nincs jelen. Funkciondlis eredményink, miszerint a
RyR2 aktivacidja fesziltségfiiggetlen, dsszeegyeztethetd ezzel a modellel, mivel az EF-kezet
tartalmazo hurok nem része a pérusnak, ezért nem esik bele az elektromos erétérbe.

Mivel a RyR1 gatlasa erésen fesziiltségfliggd volt, ezért a porusban kerestiik a gatlo Ca?*-
kotdhelyet. Ezt a helyet 6t kilonb6z6 szamitasi modszerrel prébaltuk azonositani, a RyR1 hét
ismert szerkezetét hasznalva (lasd: Anyagok és modszerek). A Placevent, a MIB és az lonCom
mind a hét szerkezetben azonositott lehetséges kotbhelyeket. A Placevent és a MIB egy
lehetséges kotdhelyet javasolt, amely a 4893-4903-as aminosavakat foglalja magaban,
amelynek része a szelektivitasi filter (GGGIG, 4894-4898.) is (32/A, B abra). A Placeventtel
végzett analizis soran az Eu®'-t 10 mM koncentracidban alkalmazva a RyR1 kototte az Eu®* -
t. Az lonCom altal leggyakrabban azonositott helyek a D4899 és az E4900 voltak, amelyeket
a D4917 és a D4877 kovetett. Az els6 kettdé a szelektivitasi filterben van, a harmadik a
szelektivitasi filter mellett, mig a negyedik a két hely k6zott helyezkedik el. A Fold-X csak
egyetlen szerkezetben, a 3J8H-ban talalt nagy affinitasu kotéhelyet, ahol az Eu** ismét a 4899-
4902-es aminosavakhoz kapcsolddva volt megtalalhato. Végul a bindEmbed21, ami egy olyan
modszer, amely csak aminosav-szekvencia informaciokat hasznal fel, szintén azt jésolta, hogy
az E4900 részt vesz a Ca?* kotésben. A bindEmbed21 képes volt megtalalni a RyR1 két EF-
kéz motivumat, a C-termindlis doménben Iévé Zn?*-kotéhelyet és az ismert citoszolikus Ca?*-
kétéhely egy aminosavat is, igy valészinlileg az E4900-ra vonatkozo joslata is megbizhato.
Tovabba, ezek az aminosavak (4893-4903) elég kdzel vannak az alegység hatarokhoz ahhoz,
hogy ion megkodtésével el6idézze a transzmembran hélixek elmozdulasat. Korabbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a D4899 és az E4900 fontos szerepet jatszanak az ionok

vezetésében és a szelektivitasban [158][159]. Az egyik ilyen tanulmany azt is kimutatta, hogy
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a D4917, az lonCom a&ltal Ca?" kotésre josolt egyik aminosav, szintén fontos a RyR1
vezetbképességében és Ca?'-dltali szabdlyozasaban [158]. A D4917 az S6 hélixben
helyezkedik el, amelynek mozgasa donté fontossagu a csatorna kapuzasa szempontjabdl.
Elég kozel van a szelektivitasi filterhez ahhoz, hogy a Ca?*-kétéhely részét képezve, vagy
kélcsdnhatasba Iépve mas kétéhelyet alkotd aminosavakkal csatornanyilast okozhasson [13].
Egy nemrégiben végzett molekuladinamikai vizsgalat szintén ravilagitott a 4899. és 4900.
aminosavak fontossagara, és kimutatta, hogy a szelektivitasi filter kétérték(i Ca?*-nal vald
telitése megakadalyozta a K*-ionok vezetését [160][161]. Feltehetéen hasonlé mechanizmus
magyarazhatja az Eu®" azon képességét is, hogy hatékonyan blokkolja a csatornat.

A 4893-4908 aminosav szekvencia erésen konzervalt a két RyR izoforma és a fajok kozott is,
ami arra utal, hogy a két izoformanak megegyezik a gatlé kétéhelye, ahogy azt eredményeink
is sugalljak (32. abra, alsé szekvenciaillesztés, zold szinnel).

Emellett vannak arra utalé in silico eredményeink is, hogy a csatorna pérusahoz (Q4933) valé
kozvetlen kétddés is lehetséges, ami pedig 6sszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy az

Eu®" nagy koncentracidban porusblokkot okoz.
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Selectivity Filter
Site

‘\

~“~.._"

Eu gatlé Ca?*-kdtdhely - Eu gatlé Caz*-kétdhely
aktivalo Ca?*-
D Luminalis(s1-52) hurok kotGhely
RyR2 HUMAN 4517- LLFYKVSTSSVVEGKELPTRSSSE-—-———————— NAK VTSLDSSSHRITAVHYVLEESSG
RyRZ_RABBIT 4518- LLFYKVSTSSVVEGKELPSRSTSE-————————— NAKVTTSLDSSSHRITIAVHYVLEESSG
RyRZ_MOUSE 4515- LLFYKVSTSSVVEGKELPTRTSSD-————————— TAKVTNSLDSSPHRITAVHYVLEESSG
RyR2 RAT 4502- LLFYKVSTSSVVEGKELPTRTSSD-—-—-——————— AAKVTTSLDSSPHRITAVHYVLEESSG
RyR1 HUMAN 4578- LLFYKVSDSPPGEDDMEGSAAGDVSGAGSGGSSGWGLGAGEEAEGDEDENMVYYFLEESTG
Rle_RABBIT 4577- LLFYKVSDSPPGEDDMEGSAAGDLAGAGSGGGSGWGSGAGEEAEGDEDENMVYYFLEESTG
Rle_MOUSE 4575- LLFYKVSDSPPGEDDIEGSGAGDMSGAGSGDGSGWGSRAGEEVEGDEDENMVYYFLEESTG
RyR1 RAT 4575- LLFYKVSDSPPGEDDIEGSGAGDMSGAGSGDGSGWGSRASEEVEGDEDENMVYYFLEESTG

Péruson bellli kétéhely

RYR2_HUMAN 4819~ VGVRAGGGIGDETEDPAGDEYETYR
RYR2 RABBIT 4821~ VGVRAGGGIGDETEDPAGDEYETYR
RYR2_ MOUSE 4818~ VGVRAGGGIGDEIEDPAGDEYEIYR Luminalis Ca? kotBhelyek (nydl RyR1)
RYR2_RAT 4805~ VGVRAGGGIGDETEDPAGDEYETYR

- RyR1 RyR2
RYR1_HUMAN 4890~ VGVRAGGGIGDETEDPAGDEYELYR | a@Kiivalo - 4538-4550
RYRL RABBIT  4889- VGVRAGGGIGDEIEDPAGDEYELYR | gatld 4893-4903 4763
RYR1 MOUSE 4887- VGVRAGGGIGDEIEDPAGDEYELYR
RYRL RAT 4887- VGVRAGGGIGDEIEDPAGDEYELYR

32. dbra. A RyR2 két legvalbsziniibb Eu®*-kétéhelyének bemutatdsa a csatorna lumindlis oldalan.
Az (A) és (B) panelen a csatorna luminalis oldala fel6l nézve a RyR2 pérusat latjuk a PDB 5T15 struktira
alapjan. (A) A sarga gémbék az Eu®* lehetséges kétéhelyeit mutatjiak a Placevent altal megjésolt médon.
A 4893-4903 aminosavakbdl allé hely (szelektivitasi filter) sargaval van szinezve. A D4917, amely az
lonCom elbrejelzése szerint szintén potencialisan kdlcsénhatasba Iléphet a megkdtétt ionnal,
narancssarga szinl. Az S1-S2 luminélis hurok helye (4538-4550) nincs jelblve, mivel az EM-
szerkezetben nincs feloldva. (B) A Iluminalis pérus teriiletének elektrosztatikus feliilete. Az
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elektrosztatikus potencialfeliilet -10 (piros) és +10 (kék) kT/e kbzbtt van rampazva. Lathatd, hogy a
lumindlis sz&j, ahol a szelektivitasi filter talalhato 6sszességében sokkal nagyobb negativ téltésfellilettel
rendelkezik, mint a fellileti hurkok. Az Eu®* itt is sarga gémbdkkel van jelblve. (C) Az S1-S2 hurokban
(lila szinnel) és a kapu kbzelében talalhaté feltételezett Ca®*-kétéhelyek elhelyezkedését szemléltetd
sematikus rajzok RyR1 és RyR2 esetén. Az Eu®* sarga gémbokkel jelblve lathaté. (D) A kiilénbbzé fajok
RyR1 és RyRZ2 luminalis hurok putativ helyének (fent) és a Iluminalis poérus helyének (lent)
szekvenciaillesztése. Az EF-kéz-szerli szekvencia piros-, a porusko6tsé hely pedig zéld betlikkel van
Jeldlve. Az abra (A) és (B) paneljét Dr. Jacob Bauer és Dr. Vladena Bauerova-Hlinkova készitette.

Osszefoglalva a szerkezeti elemzést és funkciondlis adatainkat azt feltételezziik, hogy a RyR2
két luminalis Ca?*-kot6helyet hordoz: egy aktivald helyet az S1-S2 hurokban és egy gatlo
helyet, amely a pérusban talalhaté (lasd a 32/C abran). Az aktivalé hely dominal a gatlé hely
funkciojaval szemben, amely utébbinak jelentésége elhanyagolhaté. RyR1 esetén az aktivalo
kotdhely hianyzik, és igy a gatlo hely hatasa elég nagy ahhoz, hogy segitsen elnyomni a RyR1
aktivitasat a nyugalmi izomban (az SR atlagos [Ca?']-ja a jelen vizsgalat soran alkalmazott
tartomanyba esik) [162]. Ezzel szemben Ca?'-felszabadulas soran, amikor az SR [Ca?']
csOkken, a RyR1 fokozatosan felszabadul a gatlas alél, kompenzalva az SR Urllése miatt
fellép6 csokkend hajtoerét, igy segit a Ca?*-felszabadulas sebességének fenntartasaban.

Eredményeink szerint MHS-ben a luminalis Ca?*-kétéhely érzékenysége nem valtozik.

VI/3. A dantrolen altali RyR1-gatlashoz ATP és Mg?* sziikséges

Annak ellenére, hogy a dantrolen egy hatékony gyégyszer, MHS rohamban betegek a ~5%-a
megfeleld kezelés ellenére is életét vesziti. Ebb8l az okbdl kifolydlag a gydgyszer terapias
hatékonysaganak fokozasa, az idealis gyogyszerhatas feltételeinek megteremtése fontos
kihivas.

Ennek a témanak a motivaciéjat az adta, hogy szerettik volna feloldani a dantrolen
hatasmechanizmusaval kapcsolatos ellentmondasokat, amelyek abbdl addédtak, hogy a
dantrolen képes volt a Ca?'-felszabadulast intakt vazizomrostokon gatolni, de hatasat
elvesztette mesterséges lipid kettésrétegbe épitett rianodin receptorokon.

Munkankat kdzvetlenll 0sztondzte Choi és munkatarsai publikacioja, amelyben kimutattak,
hogy a Mg?* a dantrolen hatashoz elengedhetetlen kofaktor vazizomrostokon végzett [Ca?*]ic-
mérések soran [137]. A munkacsoportunk altal dantrolennel végzett korabbi vizsgalatokban
valéban keriilték a Mg?* hasznalatat, mivel a RyR1 oly mérték( gatlasahoz vezetett volna,
amely a tovabbi gatlas kimutatasat megnehezitette volna.

Az ellentmondasok tisztazasa érdekében célul tiztik ki, hogy a fent emlitett tanulmanyokhoz
kiegészit6 adatként single-channel aramméréseket végzunk RyR-eken. A dantrolen hatasat
SR vezikulakbol torténé Ca?*-felszabadulas kisérletekben is ellendriztiik. A kétféle mérési
kortilmény beallitasa soran a Choi cikkében szerepl6hoz hasonld kbzeget (3 mM Mg?*, 1 mM
ATP) allitottunk be [137]. A varakozasnak megfeleléen a dantrolen ilyen korilmények kdzott

jelentésen gatolta a RyR-ek aktivitasat. A legfontosabb eredménylink az, hogy elészor sikertlt
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egyedi csatorna szinten bizonyitanunk, hogy a dantrolen megkoveteli a Mg** kozvetlen
kotédését a RyR-hez, és a hatashoz nincs sziikség mas jarulékos fehérje jelenlétére. Tovabba
kimutattuk, hogy a gatlas tovabb nétt az [ATP] ndvelésével, ami arra utal, hogy az ATP
potencirozza a dantrolen hatasat. Ezek a single-channel adatok jél korreldlnak a Ca?*-
felszabadulas mérések soran kapott eredményeinkkel. igy 6sszefoglalva elmondhato, hogy a
Mg?" mellett ATP is szlikséges a gyogyszerhatashoz.

Egy masik tanulmanyban Oo és munkatarsai arrél szamoltak be, hogy mesterséges lipid
kettésrétegbe épitett egyedi RyR-eken végzett kisérletekben CaM jelenléte sziikséges ahhoz,
hogy a dantrolen gatolja mind a szivizom-, mind a vazizom tipusi RyR-t (Mg?'-t nem
hasznaltak a méréseik soran), amit mi nem tudtunk megerésiteni. Az egyedi csatornakon
végzett mérésekhez hasznalt mérbdoldatoknal szokatlan mddon 6k glutation segitségével
~2200 mV redoxpotencialra pufferelték az oldatukat, redukal6 kdrnyezetet biztositva a fehérjék
szamara, ami magyarazatot adhat medfigyeléseikre [163]. Az eredményeink kozotti
ellentmondas masik lehetséges oka, hogy a RyR-ek szolubilizalasa soran az altalunk hasznalt

detergens (CHAPS) megvaltoztathatja a dantrolen fehérjéhez val6 kétédését.

VI/4. A dantrolen-kotdhely feltérképezése a RyR1 szerkezetében

A dantrolen kotéhelyét (DBS) els6ként fotoaffinitas-jeldlési vizsgalatokkal az NSol doménben,
az 590-609-es pozicidban Iévé aminosavak altal alkotott hélixben azonositottak [119]. Késdbb
a domén-peptid szondas megkdzelitéssel végzett kisérletek azt sugalltdk, hogy ez a régio
(DP1) és egy masik, a DP4 (2442-2477) elengedhetetlenil fontosak a domének kozti
kapcsolatok kialakitasaban, és kélcsdnhatasban vannak egymassal [123]. A legszélesebb
kérben elfogadott modell szerint az N-terminalis (35-614) és a kdzponti domének (2129-2458)
altal kialakitott domének kozotti kdlcsdnhatasok zart konfiguracidja a pérus felé kdzvetiti a
molekularis kapcsolatokat, és a porus megnyilasat okozza. Hasonléképpen, az N-terminalisnal
léevé MHS mutaciok kozvetlendl feloldhatjdk és destabilizalhatjak ezeket a kapcsolddasi
pontokat, ami agonistakra tulérzékeny csatornakat eredményez. A dantrolen ezeket a
shibakat” ugy javitia ki, hogy egy bizonyos ponton (az 590-609 aminosavak korul)
allosztérikusan mintegy ,kiékeli” és igy rogziti a meglazult szerkezetet, ezzel ujra stabilizalja a
telies csatornat is [123][124][125][164][165]. A DP1 domén kapcsolatainak megértése
érdekében ezt a domént a nyul RyR1 haromdimenzidos szerkezetében bejeldltik, és
munkatarsunk (Dr. Motyan Janos) segitségével megvizsgaltuk a DP1 kozelében évd
feltételezett kdlcsdnhatasi fellileteket [14][143][166][167]. Jol lathatd, hogy a DP1 és a DP4
tavol helyezkedik el a Ca?* (Mg?*), ATP és koffein kot6helyektél. A DP1 az NSol-ban, a DP4

pedig a BSol doménben talalhatd, és ez a két szubdomén nem Iép kblcsdénhatasba egymassal.
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Részletes elemzésink azonban szamos interdomén interakciét mutatott ki a DP1
szomszédsagaban. A DP1 a JSol hélixéhez csatlakozik (1657-1678) (33/B abra, bekarikazva),
és N-terminalis hurokja szoros kapcsolatba kertil a BSol domén 2166-2171. aminosavai altal
létrehozott hurokkal (33/B abra, szaggatott kér). Ezek alapjan ugy tlnik, hogy ezek az
interdomén kapcsolodasi pontok a szerkezet ezen régidjanak kulcspontjat képezik. Ez a kép
O0sszhangban van azzal a ténnyel, hogy ezek a szekvenciak nagymértékben konzervaltak a
fajok kozoétt, és emellett négy jol ismert MHS mutacios helyet tartalmaznak (R614, R2163,
V2168, T2206). Feltételezésiink szerint ezek a mutaciok befolyasolhatjak a dantrolen
kotéhelyhez valé affinitasat. Tovabba, ugy tinik, hogy a DP1 C-terminalis vége
kélcsbnhatasba léphet még az SPRY3 szekvenciakkal (1591-1595) is (33/B abra, szaggatott
Kkor).
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33. dbra. A DBS és a szomszédos domének kézobtti kapcsolatok dbrazoldasa a RyR1 3D-
szerkezetében. (A) Két RyR1 alegység, valamint koffein, ATP és Ca?* (5TAQ.pdb) lathato
oldalnézetben. Az NSol domén (393-627) ciankék szinnel van jel6lve. A dantrolen két6helye (DBS, 590-
609) pirossal van kiemelve. A DP4 régi6 (2442-2477) narancssarga szinnel van jelélve. A szekvencia
szamozasa a nyul RyR1 szekvencia szerint van megadva. (B) Ez az abra a feltételezett kblcsénhatasi
feliileteket mutatja a DBS kézelében. Az NSol domén (393-627) ciannal, az SP1a/RyR domain 3
(SPRY3) domén (1242-1656) zélddel, a JSol domén (1657-2144) narancssargaval, a BSol domén
(2145-3613) pedig lilaval van kiemelve. A DBS (590-609) piros szinnel lathat6. A DBS kbézelében
talalhato szomszédos domének régioit bekarikaztuk. Hidrogénkotések johetnek létre az N1678-Q618,
G1677-R615, D1658-H597, Q2169-A613, és D591-R1594, D591-R1594, L590-R1594 kézott. A DBS
Kkortili jol ismert mutacios helyek kék szamokkal és nyilakkal vannak jeldlve. A human RyR1 R614-je
megfelel a nyul RyR1 R615-jének. Az abrat készitette: Dr. Motyan Janos.
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Kisérleti adataink a dantrolen hatasanak két lehetséges molekularis mechanizmusara utalnak:
1) a dantrolen kétédése egy specifikus allosztérikusan médositott allapotot igényel, amelyet a
Mg?* és az ATP hoz létre, vagy hogy, 2) a dantrolen kétédése allosztérikusan noveli a RyR
affinitasat a Mg?*-hoz (és igy a gatlas valojaban a Mg?*-nak kdoszonheté). Az in silico
elemzéslink az utébbi lehetéséget tamogatja, mivel a domének kozotti relativ tavolsagok
koffein, ATP és Ca?* jelenlétében (nyitott allapotban, 5TAQ.pdb), illetve az EGTA altal indukalt
zart allapotban (5TB1.pdb) hasonléak [14]. Ez a szerkezeti informacié azt jelzi, hogy a
dantrolen két6hely nem esik szerkezeti atrendez6dések ala a kapuzas soran, ezért nagy
valoszinliséggel mindig hozzaférhetd — fliggetlendl attol, hogy a Mg?* elfoglalja-e a Ca?*-
kotéhelyeket —, ami arra utal, hogy a dantrolen valészinlleg ugy hat, hogy allosztérikusan
noveli a Mg? RyR-hez valo affinitasat.

Choi és munkatarsai, valamint Cannon és munkatarsai szintén ugy vélik, hogy dantrolen
jelenlétében a RyR1 olyan konformacios allapotban stabilizalédik, amely miatt megné az
affinitasa a Mg?* irant. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az MH epizédok soran a fokozott
metabolizmus miatt hidrolizald MgATP komplex, az ezzel egyutt csdkkend [ATP] és az ennek
kovetkeztében emelkedd szabad [Mg?*] lehet a gydgyszerhatds mogotti mechanizmus
[137][168]. A mi eredményeink viszont azt sugalljak, hogy a dantrolen elveszti a hatékonysagat
sulyosan alacsony [ATP] mellett. Ez azt jelenti, hogy az MH-roham soran létezhet egy optimalis
idéablak a gyogyszer alkalmazasara, amikor a Mg?*/ATP arany optimalis, ami ravilagit az

azonnali kezelés fontossagara is.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A rianodin receptorok (RyR) a szarkoplazmas retikulum (SR) ligand-vezérelt ioncsatornai, melyek
legfébb ligandja a Ca?*. A Ca?* a csatorna citoszolikus és lumindlis oldala feldl is szabalyozza a
mikddést. A RyR luminalis oldal fel8li aktivacidja sokat kutatott kérdés, mivel a raktar tultéltédése
altal kivaltott Ca?*-felszabadulast Osszefliggésbe hoztak szivritmuszavarokkal és a malignus
hipertermiaval (MH) is. A RyR luminalis oldali Ca®*-szabalyozasardl elérhetd adatok értékelését
megneheziti, hogy a luminalis Ca?*-kotéhelyek vizsgalatara hasznalt kétértéki ionok a csatorna
porusan atjutva a citoplazmatikus oldali kétéhelyekhez is kétédhetnek, emiatt a lumindlis Ca?*-
kotéhely szerepét nehéz megitélni [28][29][35][36][37][38]. Ezen probléma athidalasara
kisérleteinkben Ca?* helyett Eu®*-t hasznaltunk, amely a Ca?*-kétéhelyek specifikus ligandja,
azonban a csatornan nem jut at. A mechanizmus molekuléris szintl vizsgalatara elemi, ,single-
channel” aramméréseket végeztiink vazizom- és szivizom tipusu RyR-eken (RyR1 és RyR2). A
RyR2 lumindlis oldalan a [Ca?*] megndvelése fokozta a csatorna nyitvatartasi valosziniségét (Po),
mig a RyR1-et gatolta. Ezek az eredmények Eu®*-nal reprodukalhatok voltak. A malignus
hipertermiara (MHS) hajlamositdé mutaciot (Y524S) hordozé RyR1 luminalis szabalyozasa nem
kilonbozott a vad tipusétdl. A RyR1 Eus* ltali gatlasa feszlltségfiiggé volt, mig a RyR2 aktivalas
nem volt az. Ez arra utal, hogy a RyR1 gatlé luminalis Ca?*-kétéhelye a membran elektromos
eréterében, azaz a csatorna pérusaban van, mig a RyR2 Ca?* aktivalasért felelés kotéhelye azon
kivul esik. In silico szerkezeti elemzés és méréseink alapjan ugy véljik, hogy a RyR2 két luminalis
Ca?*-kotéhelyet hordoz: egy aktivald helyet az S1-S2 hurokban és egy gatlé helyet a pérusban.
RyR2-ben az aktivalé kotbhely elnyomja a gatld hely mikddését, igy annak jelentésége
elhanyagolhaté. RyR1-ben azonban az aktivald kétéhely hianyzik, és a gatlé hely a nyugalomban
lévé izom SR [Ca?*] mellett jelentdsen gatolja a RyR1-et. Ca?*-felszabadulas soran, amikor az SR
[Ca?*] csokken, a RyR1 fokozatosan felszabadul a gatlas aldl, kompenzalva a csékkend hajtderét
és segitve ezzel a Ca?*-felszabadulas sebességének fenntartasat.

Disszertaciom masodik felében a dantrolen hatdsmechanizmusaval foglalkoztam. A dantrolen egy
RyR gatlészer, melyet az MHS terapidjaban izomrelaxansként hasznalnak, pontos
hatdsmechanizmusa azonban bizonytalan. Ez f6ként arra vezethetd vissza, hogy a dantrolen
gatolja a vazizomrostok és SR vezikulak RyR-fliggé Ca?*-felszabadulasat, de nem képes gatolni
az egyedi RyR-ek aramat. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a dantrolen hatasanak egy fontos
tényezdje elvész a RyR aramméréshez valé el6készitése soran. Egy kdzelmultban publikalt,
izomrostokon végzett kisérletek tanulsaga szerint Mg?* sziikséges a gyogyszerhatashoz. Mivel a
korabbi elemi aramméréseknél hasznalt kozeg nem tartalmazott Mg?*-t, célunk az Uj eredmények
ellendrzése volt. 10 uM dantrolen 3 mM Mg?* és 1 mM ATP jelenlétében jelentésen csokkentette
a RyR Pg-jat, mig az [ATP] 2 mM-ra ndvelésével a P, tovabb csokkent, és elérte a kezeletlen RyR
Po-janak 20%-at. Eredményeink alatamasztjak a dantrolen Mg?*-fliggé hatdsmechanizmusat, és

emellett arra is utalnak, hogy a gyogyszerhatas Mg?* mellett ATP-t is igényel.
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VIll. SUMMARY

Ryanodine receptors (RyR) are ligand-gated Ca?* channels of the sarcoplasmic reticulum (SR).
Their main ligand is the Ca?*, which regulates channel function acting from both the cytosolic and
luminal side of the RyR. Impaired regulation by Ca?* leads to cardiac and skeletal muscle diseases.
For instance, Ca?* overload-induced Ca?* release (SOICR) is associated with cardiac arrhythmias
and malignant hyperthermia (MH). Data published on the luminal-Ca?* regulation of RyR is difficult
to interpret due to the fact that the divalent ions used to study luminal Ca2*-binding sites can also
bind to cytoplasmic side binding sites as they flow through the channel pore. To overcome this
problem, we used Eu®* instead of Ca?*, which can specifically bind to Ca?*-binding sites but is not
conducted by the channel. To investigate the mechanism at the molecular level, we performed
single-channel current measurements using both skeletal muscle- and cardiac-type RyRs (RyR1
and RyR2). These measurements showed that increasing [Ca?'] on the luminal side of RyR2
increased channel open probability (P,), while RyR1 was inhibited. These results were reproduced
by using Eu®*. Luminal regulation of RyR1 carrying a mutation (Y524S) associated with MH was
not different from wild type. Inhibition of RyR1 by Eu®* was voltage dependent, whereas activation
of RyR2 was not. These results suggest that the inhibitory luminal Ca?*-binding site of RyR1 is
located in the membrane’s electrical field, i.e., in the pore of the channel, whereas the luminal
activation site of RyR2 is outside of this region. Based on these functional data and in silico analysis
we predicted Ca?*-binding site sequences and suggest that RyR2 carries two luminal Ca?*-binding
sites: an activation site in the S1-S2 loop and an inhibitory site in the pore. The activating site
dominates over the function of the inhibitory site, thus its role is not relevant. In contrast, in RyR1
the activating binding site is absent, and the affinity of the inhibitory site is high enough to
significantly suppress RyR1 activity in relaxed muscle, where the average [Ca?*] of SR falls within
the range tested in this study. During Ca?*-release, when SR [Ca?*] decreases, RyR1 is gradually
freed from inhibition, which compensates for the decreasing driving force.

In the second part of my dissertation, | sought to answer the question about the mechanism of
action of dantrolene. Dantrolene is a RyR1 inhibitor which is as a non-depolarizing muscle relaxant
in MH. Although it is known that dantrolene binds to the RyR protein, its mechanism of action is
unknown, mainly due to the controversial results that dantrolene inhibits Ca?*-release from intact
fibres and SR vesicles but is unable to inhibit purified RyRs. It is therefore concluded that an
important factor of the effect of dantrolene is lost during the RyR purification process. Recently, it
has been shown that Mg?* is essential for RyR inhibition by dantrolene in Ca?*-release experiments
in skeletal muscle fibers. Our experiments aimed to confirm these results at the single-channel
level. 10 uM dantrolene added along with 3 mM Mg?* and 1 mM ATP significantly reduced the P,
of RyR, and the channel P, was further reduced to ~20% of control when [ATP] was increased to
2 mM. Our results show that Mg?* is required for the action of dantrolene and suggest that ATP is

also needed.
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kollaboracidés partnereink nélkul. Készéném Dr. Métyan Janosnak, Dr. Jacob Bauernek, Dr.
Vladena Bauerova-Hlinkovanak a RyR szerkezeti analizisben nyujtott segitségét. Koszonettel
tartozom tovabba Prof. Dr. Nanasi Péter Palnak, aki szakmailag és anyagilag is tamogatta a
laborban foly6 kutatdmunkat. Koszoném Dr. Szentesi Péter, Dr. Jana Gaburjakovanak és Dr.
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Kdszéndm a laboratériumban nyujtott technikai segitségét Sagi Evanak és Lévei Tamaranak.

Kdsz6ndm a sok segitségét Orosz Jozsefnek, Pongor lidikonak és Kiss Gyulané Csillanak is.

Halaval tartozom az Elettani Intézet valamennyi munkatarsanak a koézds munkaért és

segitségeért.

Végll, de nem utolsé sorban, a Csaladomnak szeretnék kdszénetet mondani, akik lehetévé
tették egyetemi tanulmanyaimat. Halas vagyok a Szlleimnek és Hugomnak, akik az évek
soran mindig mellettem alltak, tdmogattak, biztattak. Készéoném a Paromnak, Dr. Dienes
Csaba Balintnak, hogy mindig szamithattam ra, és hogy egyutt jartuk végig a PhD képzés

(olykor) régos utjait.
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