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A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI

A megfelel6 sejtmiikddés fenntartasahoz elengedhetetlen az intracellularis kalcium ion
koncentracié ([Ca?']ic) preciz szabalyozasa. A szabalyozas fontos eleme a
szarkoplazmatikus 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 0sszeegyeztethetetlen, pontmutacioi pedig
olyan rendellenes csatornamikodést eredményeznek, amely szivritmuszavarokhoz,
izomgyengeséghez, vagy éppen fokozott izomtonushoz, malignus hipertermia
szindromahoz (MHS) vezethetnek. Ezeket a koérképeket 0Osszefoglaldé néven
rianopatiaknak nevezzuk.

Munkank soran azt prébaljuk megérteni, hogy a RyR mikodését érinté, molekularis
szintl elvaltozasok hogyan fuggenek 0ssze a vazizmokat és a szivet érint6 tinetekkel
és hogy ezek a koros folyamatok gydégyszeres terapiaval hogyan fordithatok vissza.
Vizsgalataim a vazizom tipusu RyR (RyR1) pontmutaciéi miatt kialakulé leggyakoribb
kérképre, a malignus hipertermia szindromara (MHS) iranyultak. Az MHS a mutans
RyR1-ek illékony altatogazokkal 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 az SR
lumen felé néz6 Ca?*-kotbhelyek szelektiv vizsgalatanak nehézsége, ugyanis a Ca?*
a RyR poérusan keresztul a citoplazmatikus oldalra atjutva (,feed-through”) az ott
talalhatdo Ca?*-kot6helyeken keresztill is befolyasolhatja a csatorna miikddését, ami
megneheziti a luminalis kotéhelyek szerepének elkulonitését. A probléma athidalasa
érdekében a RyR Ca?* altali szabalyozasanak vizsgalatara a Ca?* helyett egy masik
specifikus, de impermeabilis ligandot, az Eu3®*-t vezettik be, ami a RyR Ca?'-
kotéhelyeinek oldalszelektiv vizsgalatat tette lehetéve, 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
halalozasok szamat latvanyosan lecsdkkentette. Bar a szert 1967 6ta hasznaljak,
pontos hatasmechanizmusa részleteiben maig tisztazatlan. A RyR1-hez vald
specifikus kotédését mar régen igazoltak, a hatasaval kapcsolatos tudomanyos

bizonytalansag oka az a régi megfigyelés, hogy mig intakt vazizomrostokban a



dantrolen RyR1-specifikus moddon képes gatolni a Ca?*-felszabadulast, a
csatornafehérje tisztitasaval és mesterséges lipid membranba épitésével a dantrolen
iranti érzékenység latszoélag elvész. Munkank soran feltartuk az érzéketlenség okat és
megmutattuk, hogy a dantrolen altali gatlashoz Mg?* és ATP egylttes jelenléte

szukséges.



PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZES

A RyR luminalis oldali Ca?*-kotéhelyének szelektiv vizsgalata

A RyR egy ligand fliggé Ca?* csatorna, legfontosabb ligandja a Ca?*. A RyR-t a Ca?*
a csatorna citoplazmatikus oldala és az SR lumen feldl is szabalyozza. Bar az
irodalomban szamos adat all rendelkezésre a RyR lumindlis oldali Ca?* Aaltali
szabalyozasarol, az eredmények értelmezését megneheziti, hogy a luminalis
kotbhelyek vizsgalatara hasznalt kétértékl ionok a csatorna poérusan atjutva a
citoplazmatikus Ca?*-kotéhelyekhez kétédve is kifejthetik hatasukat. Ennek kizarasara
kisérleteinkben Eu®*-t hasznaltunk, ami nagy affinitidssal képes kotédni a Ca?*-
kotéhelyekhez, viszont a csatornan atjutni képtelen.

Szivizom tipusu rianopatiakban Ca?*-felszabadulas a mutans RyR luminalis magas
Ca?*-érzékenysége miatt alakul ki, igy az SR Ca?*-toltottségének adott fokan a RyR
disztoléban megnyilik. A felszabaduld Ca?* és az NCX tevékenysége miatt a membran
depolarizalodik és extraszisztole alakul ki. MHS esetén is hasonlé molekularis
kérfolyamatot feltételeznek, mint a szivizom esetén. A RyR nyugalomban itt is
aktivabb, de jelenleg nem tisztazott, hogy ezért a kéros aktivitasert valdban a RyR1
SR feldli, luminalis oldali Ca?*-két6helyeinek tulérzékenysége a felelés, vagy a
citoplazmatikus oldali Ca?*-kot6helyeké, amit a Ca2* a pdruson atfolyva ér el, kotédik
és ezzel aktivalja a csatornat.

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

2. Kisérleteink masodik csoportjdban arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy
MHS-ben — a szivizom rianopatiakhoz hasonléan — a raktar taltoltés altal
indukalt Ca?*-felszabadulas (SOICR, store overload-induced Ca?*-release)
mechanizmus all-e a fokozott csatornaaktivacio mogott.

3. Funkciondlis adataink és in silico analizis segitségével célunk volt azonositani
azokat a RyR szekvenciakat, amelyek tartalmazhatjak a lumindlis Ca?*-
kot6helyet.



A dantrolen hatasmechanizmusanak nyomaban

A dantrolen kdzvetlen vagy kdzvetett modon képes gatolni a RyR1-on keresztul torténd
Ca?*-felszabadulast. Szentesi és munkatarsai kimutattak, hogy a gyogyszer gatolja
Ca?*-felszabadulast intakt vazizomrostokbol, valamint SR vezikulakbdl, azonban
single-channel kisérletekben a tisztitott RyR1-eket képtelen gatolni. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a dantrolen hatasanak egy fontos tényezéje elveszett a
RyR tisztitasi eljaras soran. igy annak ellenére, hogy a dantrolen az egyetlen
izomrelaxans, amelyet MH epizodok kezelésére hasznalnak, és kotéhelyét is
azonositottak a RyR fehérje primer szekvenciajaban, pontos hatasmechanizmusa még
mindig ismeretlen, ezért ennek tisztazasahoz azonositani kell a RyR gatlasahoz
szukséges hianyzo tényez6(ke)t. A dantrolen az egyeduli szer a MHS kezelésre és a
megfelel6 alkalmazas ellenére az MHS esetek a 5%-a halallal végzddik. Emiatt a
terapias hatékonysag javitasa fontos kihivas, amely nem fejezhet6 be a
gyogyszerhatas idealis feltételeinek meghatarozasa nélkil.

A disszertaciom alapjaul szolgalo témat egy kézelmultbeli tanulmany motivalta, amely
célja ezen ismeretlen Osszetevbk azonositasa volt. Ebben a munkaban Choi és
munkatarsai arra figyeltek fel, hogy a korabbi single-channel kisérletekben a
mérdoldatbdl hianyzott a Mg?*, ezért feltételezték, hogy ez lehet a hatashoz sziikséges
hianyzo faktor. Kimutattak, hogy 10 yuM dantrolennek legaldbb 1 mM Mg?* sziikséges
ahhoz, hogy a Ca?* felszabadulast szignifikdnsan permeabilizalt izomrostokban
gatolja. A szerz6k azonban nem szolgaltattak single-channel mérési adatokat az
eredményeik megerdsitésére, igy a kozvetlen bizonyiték arra, hogy a dantrolen
hatasat az Mg?* kdzvetiti a RyR1-re tovabbra sem nyert bizonyitast.

1. Ezért a jelen munka célja volt a tisztitott (jarulékos fehérjéktdél mentes) RyR1-ek
vizsgalata annak kideritésére, hogy a csatorna dantrolen-érzékenységéhez
valdban a Mg?* kdzvetlen kotésére van-e sziikség.

2. Célunk volt tovabba a gyogyszer hatasanak ellenérzése kilonbdzd [Mg?t]
mellett SR vezikulakbdl torténé Ca?*-felszabadulasra.

3. Vizsgalni kivantuk az ATP szerepét a dantrolen hatasmechanizmusaban a fent

emlitett modszerek segitségével.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Minden kisérlet megfelelt a magyar allatjoléti térvénynek, az Eurdpai Unié 2010/63/EU
iranyelvének, és a Debreceni Egyetem Allatjéléti Bizottsaganak joévahagyasaval
(22/2012/DEMAB). Kisérleteinkhez felnétt nyulak fehér vazizmat (n=4), felnétt beagle
kutyak kamrai szivizmat (n=5), valamint kontroll és transzgenikus C57BI/6 egerek
vazizmat hasznaltuk. A transzgénikus egerek a RyR1 gén Y524S mutaciojat hordoztak
(n=20), ami megfelel a human Y524S mutaciénak, kontrollként vad tipusu

alomtestvéreket valasztottunk (n=18).

Terminalis ciszterna vezikula-frakcié és tisztitott rianodin receptor
preparalas

Munkam soran termindlis ciszterna vezikulakbol (TCV) Ca?* felszabadulas
kisérleteket, valamint tisztitott rianodin receptorokon elemi (single-channel)
arammeéréseket végeztem. A TCV-ban megtalalhaté mind a SERCA, mind pedig a
RyR1. A TCV-t differencial centrifugalassal allitottuk elé nyulbol/egérbdél kimetszett
fehér izom vagy kutya kamrai szivizom homogenizalasat kdvetben.

A rianodin receptorokat TCV-szuszpenzio, valamint 1% detergenst és 0,45%
foszfolipidet tartalmazo oldat elegyében szolubilizaltuk. A mintat ezt kovetéen linearis
(10-28%) szacharéz gradiensre rétegeztuk fel és ultracentrifugalassal tisztitottuk és a
single channel arammérésekhez a RyR-t a legnagyobb mennyiségben tartalmazé

frakcidkat hasznaltuk fel.

Ca?*-felszabadulas mérés

A TCV-k a benniik talalhato6 SERCA-pumpak segitségével Ca?*-nal feltdltheték, majd
pedig a RyR1 aktivalasaval ismét felszabadithato beldliik a Ca?*. Az extravezikularis
oldat Ca?*-koncentraciojat Ca?*-érzékeny festék (antipirilazo 1ll) segitségével,
spektrofotometrias méréssel 710 nm-en kdvettik nyomon. A TCV feltdltése utan a
vizsgalni kivant vegyuletet hozzaadjuk a mérboldathoz, majd a RyR-ek agonista altali
aktivaciojat kovetéen, mérjik a Ca?*-felszabadulas dinamikajat. A dantrolen hatasanak
vizsgalatahoz a mintdhoz a preinkubacios fazis soran 10 yM dantrolent adtunk a
pufferhez, majd a RyR agonista 4-klér-meta krezol (4CMC, 400 uM) segitségével Ca?*-
felszabadulast valtottunk ki és folyamat lefolyasat a dantrolen kezelést nem kapott

mintaéhoz hasonlitottuk.



Single-channel arammérés sik lipid bilayerbe épitett RyR-on

A szolubilizalt RyR1 molekulakat mesterséges lipid kettGsrétegbe épitettik és
feszultség-clamp korulmények kozott mérjuk a rajtuk keresztul folyd aramot. A lipid
bilayert foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-szerin és foszfatidil-kolin 5:4:1 tdmegaranyu
keverékébdl készitjik, majd n-dekanban 20 mg/ml lipidkoncentraciéjura oldjuk. A
mesterséges membrant egy erre a célra tervezett kuvetta 200 ym atméréji nyilasan
hozzuk létre. A nyilas két azonos térfogatu folyadékteret valaszt el, amelyekbe azonos
Osszetétell (250 mM KCI, 100 uM EGTA, 150 pM CaClz, 10 mM HEPES, pH=7,2)
oldatot teszliink. Az egyik oldalt cisz (citoplazmatikus), a masik oldalt transz (SR
lumene felé nézd) oldalnak nevezzik. A membran elkészitése utan a RyR
beépullésének elbsegitéséhez intenziv keverést, valamint a membran stabilitasatol
fuggdben -300 - +300 mV-os feszulltséglépcsbket alkalmazunk. Mivel a bilayer mindkét
oldalan azonos iondsszetételli volt az oldat, az elektrokémiai gradiens fenntartasat az
Axopatch 200 erdsitével fenntartott +/- 60 mV nagysagu feszultségkllonbség
biztositotta. Az aramjeleket 1 kHz-es frekvencian, 8 polusu alulatereszté szirével
szdrtuk, és 3 kHz-en, pClamp 6.02 szoftverrel analog-digitalis konverzidé utan

rogzitettuk.

Az adatok statisztikai elemzése

A RyR-ek nyitvatartasi valdszinlségét (Po) a pClamp szoftvercsomag (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA) segitségével hataroztuk meg, 3-5 perc hosszu reprezentativ
szakaszokbal. Nyitott allapotnak az tekinthetd, amelynél az aramamplitudé nagyobb,
vagy egyenlé a maximalis aramamplitud6 50%-anal. A statisztikai elemzést Origin 7.0
(OriginLab, Northampton, MA) és Excel (Microsoft, Redmond, WA) programban
végeztik. Az eredményeket atlag + SE-ben fejeztlik ki. A relativ Po adatokat ugy
szamoltuk ki, hogy minden adatpontkészletet a sajat kontrolljukhoz normalizaltunk. A
kildnbségek statisztikai szignifikanciajat egyiranyu ANOVA-val értékeltiuk. Posthoc
tesztként Tukey hsd tesztet végeztink. Egyes adatok dsszehasonlitasara fuggetlen

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



EREDMENYEK

RyR szabalyozasa a luminalis [Ca?'] altal

A RyR2 SR feldli szabalyozasara vonatkozé ismeretek az irodalomban konzisztensek,
ezért a RyR1-gyel végzett kisérleteink validalasat arra alapoztuk, hogy a mi kisérleti
elrendezésunkben sikerul-e reprodukalnunk a RyR2-re vonatkozd eredményeket. A
luminalis Ca?* hatasat els6ként az aktivalé Ca?*-kot6helyeket telité citoplazmatikus
[Ca?*] (50 uM - RyR1 és 5 uM - RyR2) mellett teszteltiik. A luminalis [Ca2*] ndvelésével
a RyR1 erfsen gatolt, mig az RyR2-n folyd aramot nem befolyasolta. Alacsony (100
nM) citoszolikus [Ca?*] esetén a luminalis [Ca?'] novelése a varakozasoknak
megfelel6en aktivalta az RyR2-t, de tovabbra is gatolta az RyR1-et. Az altalunk kapott
RyR2-re vonatkozo mérési eredmények megegyeznek a korabban publikalt adatokkal,
és a RyR1 adatok is 6sszhangban vannak néhany korabban publikalt eredménnyel.
Ezek az eredmények felvetik a kérdést, hogy miért eltéréek a RyR1 és a RyR2
valaszai. Az egyik lehetséges ok az, hogy a luminalisan névelt Ca?* gradiense mentén
atjut a RyR1 poérusén, és kolcsonhatasba 1ép a citoszolikus, gatlé Ca?*-kotdhellyel (az
aktivalé kotéhely nem all rendelkezésre, mivel 50 uM citoplazmatikus Ca?*-nal telitett).
Ha ez igaz, akkor a RyR2 citoplazmatikus gatldé kotéhelyének alacsonyabb affinitasa
lenne az, ami megakadalyozta a RyR2 gatlasat. Ezt a ,feed-through gatlas” hipotézist
alatdmasztja az a tény, hogy a lumindlis Ca?* gatlé hatasa a RyR1-re rendkiviil
feszlltségfliggd volt, és a negativ membranpotencialokat preferalta, amelyek a
luminalis kationokat a péruson keresztul kényszeritik. Ennek megfeleléen a luminalis
[Ca?*] novelésének aktivalnia kellene a RyR1-et, ha a citoplazmatikus kotéhelyek
telitetlenek (,feed-through aktivacié”). Meglepé mdédon azonban a magas luminalis
[Ca?*] 100 nM citoplazmatikus Ca?* mellett nem fokozta a RyR1 aktivitasat semmilyen
negativ membranpotencialon. Ez az eredmény azt jelzi, hogy kisérleti koriiményeink
kozott a feed-through Ca?*-aram nem volt elég jelentés ahhoz, hogy befolyasolja a
citoplazmatikus Ca?*-kéthelyeket, legalabbis a RyR1-ben. igy ezek az adatok arra
utalnak, hogy a luminalis Ca?* altali gatlas kdzvetleniil egy vagy tobb luminalis Ca?*-
kotbhelyen keresztul valésul meg. Ebben az esetben a gatlas szélsb6séges
feszlltségfuggése arra utal, hogy a kétbhely a csatorna porusaban talalhato, ahol a

feszlltségesés varhato.



Egy Uj eszkoz a luminalis Ca?*-kotéhelyek szelektiv vizsgalatara

Annak a hipotézisnek a specifikus teszteléséhez, hogy a RyR1 valddi gatlo Ca?*-
kotéhelyet hordoz a fehérje luminalis oldalan, és hogy elkeruljuk az ,visszaaramlasi”
hatasokat, olyan kutatasi eszkozt kellett valasztanunk, amellyel szelektiven
szondazhatjuk a feltételezett luminalis kotéhelyet. Kutatdocsoportunk korabban mar
kimutatta, hogy az Eu®* specifikus és erds agonistaja a RyR1 citoplazmatikus Ca?*-
kotbhelyeinek, valamint a pdéruson atjutni képtelen. Ezeket a tulajdonsagokat
kihasznalva a kovetkez6é a kisérletekben megvizsgaltuk az Eu®* hatasat, hogy
megallapitsuk, vajon az Eu®' a lumindlis Ca?*-kotéhely agonistaja-e. El6szor a
citoplazmatikus [Ca?*]-t 50 uM-ra allitottuk, és Eu®*-t adtunk a RyR1 luminalis oldalara.
A luminalis Eu®* jelentésen gatolta a RyR1 aktivitdsat méghozza koncentraciofiiggd
modon, 4,7 uM-os ICso értékkel. Az Eu®*-t a poruson belilre nyomd
membranpotencialok (fizioldgiassal ellentétes aramirany, pozitiv membranpotencial
mellett) esetén a RyR1 min&ségileg eltérd allapotat is megfigyeltik, kildéndsen az ion
magas koncentraciéjanal, mivel az Eu3* kezelés soran hirtelen egy hosszan tarté zart
allapot jelent meg, ami arra utal, hogy az ion elzarta a csatorna porusat. Ezt a hatast
csak 25 uyM Eu®* esetén és negativ membranpotencidlokon tapasztaltuk. A blokkot az
Eu®* EGTA-val torténdé kelaldasa megszintette, viszont olykor nem volt
visszafordithaté. Az EGTA hatasanak hosszu (néhany masodperces) latencigja azt
jelezte, hogy az Eud®* er6sen kot6dott a RyR porusan belll, tartos fizikai elzarodast
okozva, ahogyan arrdl korabban az L-tipust Ca?*-csatornak esetében is beszamoltak.
Az RyR-ek vezet6képessége kontroll koérilmények kozétt ~800 pS volt és nem
valtozott Eu®* hatasara. Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Eu®* nem képes athatolni
a csatornan, és ezért képtelen elérni a citoszolikus kotéhelyeket. Ezen kiviil az Eu3*
és a Ca?* hatasai kozotti analdgia kdzvetett bizonyitékot szolgaltat arra, hogy az Eu®*
a luminalis Ca?*-k6t6helyek agonistaja.

A kovetkezd kisérletsorozatban tobbet szerettink volna megtudni a RyR1 és RyR2
alacsony (nem telit6) citoplazmatikus [Ca?'] mellett vizsgaltuk. Elészor a
citoplazmatikus [Ca?*]-ot 100 nM-ra allitottuk be, és a csatorna lumindlis oldalara Eu3*-
t adtunk. A luminalis Eu®* ebben az esetben is gatolta a RyR1 aktivitast. Mivel egyes
kutatok arrél szamoltak be, hogy a RyR csak akkor aktivalddik a luminalis Ca?* altal,
ha a csatornat koffeinnel elékezelik, 2 mM koffein jelenlétében is elvégeztink néhany

kisérletet, de az Eu®* gatlo hatasa ebben az esetben csak még nyilvanvalobb volt.
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Osszefoglalva tehat, a citoplazmatikus és luminalis Ca?* és Eu3* (és a koffein)
semmilyen koncentracioja és kombinaciéja nem volt képes aktivalni a RyR1-et, és az
Eu®* még erésebben gatolta a csatornat 100 nM citoplazmatikus Ca?* esetén, amikor
a Po jelentésen alacsonyabb volt, mint 50 uM Ca?* esetén.

Hasonlo korulmények kozott RyR2-vel is végeztunk kisérleteket, amelyek azt
mutattak, hogy az Eu®* hatasa kétfazisu: szubmikromolaris koncentraciéban aktivalta
a RyR2-t, de magasabb koncentracioban gatolta. Ezek az eredmények egyértelmien
azt mutatjak, hogy mindkét csatorna Ca?* és Eu3* altali szabalyozasa mindségileg
hasonl6, ami arra utal, hogy mind a RyR1, mind a RyR2 valddi lumindlis Ca?*-
kotéhelyeket hordoz, de ezek a helyek a két izoformaban ellentétes médon mikodnek.
Emellett az a tény, hogy az Eu3* hatasa analdg volt a Ca?* hatdsaval mind a RyR1-
ben, mind a RyR2-ben, bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a Ca?* és az Eu®*
minGségileg egyenértéklii ligandumai a Ca?*-kotéhelyeknek, és igy ezek az
eredmények validaljak a kisérleti megkozelitésunket.

A luminalis Ca?* RyR1-re gyakorolt hatasanak fent emlitett fesziiltségfliggése felveti a
kérdést, hogy vajon az Eu®* hatasa is hasonléan fesziiltségfligg6-e. Az Eu®* gatld
hatasa erésen polarizalt volt, a negativ feszlltségeket preferalva, amelyek az Eu®*-t a
csatorna porusaba terelik. Pozitiv membranpotencialok esetén a hajtéerd csokkenése
+20 és +120 mV kozott fokozatosan gyengiilé gatlassal jart egyitt. Az Eu3* hatasa
alacsony (100 nM) citoplazmatikus [Ca?*] esetén is fesziiltségfiiggé maradt, mivel a
gatlas -60 mV-nal Iényegesen erésebb volt, mint +60 mV-nal. Az Eu®* RyR2-re
gyakorolt aktivalé hatasanak feszultségfiggését is elemeztik 100 nM citoplazmatikus
Ca?* mellett, viszont a RyR2 Eu®* altali aktivaldsa a membranpotencialtol fliggetlen
volt. Mivel az RyR az Eu3* szamara impermeabilis, a RyR1 fesziiltségfliggé gatlasa
nem lehetett a csatornan keresztuli ataramlas (feed-through) kdvetkezménye. Ezek az
eredmények tehat arra utalnak, hogy a RyR1 és RyR2 luminalis oldali szabalyozasért
felelés Ca?*-kotéhelyeknek a csatorna poérusaban kell elhelyezkedniiik, mig a RyR2

aktivald kotéhelyének a csatorna porusanak elektromos mezején kivul kell lennie.

Az Y524S MHS-RyR1 szabalyozasa a luminalis oldal feldl

Eddigi eredményeink, miszerint a Ca?* és az Eu®* gatolja a RyR1 mlkodését, nem
tamasztjak ald az MHS korabban javasolt molekularis mechanizmusat, azaz, hogy a
csokkent SOICR kuszobérték felelds a malignus hipertermia roham kialakulasaért.
Hipotetikusan azonban a luminalis Ca?* altal kivaltott Ca?*-felszabadulas az MHS
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vazizomzatban is el6fordulhat, ha a luminalis Ca?* gatlé potencialja gyengébb az MHS-
RyR1-ben. Ezt a lehet6séget egér Y524S MHS-RyR1-ekkel teszteltik. A kisérleti
elrendezés ugyanaz volt, mint kordbban: elészor a citoplazmatikus [Ca?*]-t 50 uM
(telitd) vagy 100 nM (nem telité) Ca?*-ra allitottuk be, majd ezt kévetéen mddositottuk
a luminalis [Ca?*]-t. Kontroll koriilmények kdzott az MHS csatornak Po értéke 100 nM
citoplazmatikus Ca?* esetén szignifikdnsan magasabb volt, mint a vad tipusu (wt)
csatornak Po értéke, ahogy az az MHS fenotipustdl varhaté (Po wt 100
nM=0,0031+£0,001 (n=5), Po MHS 100 nM=0,02+0,007 (n=13). Az eredmények
minéségileg 6sszhangban voltak kontroll RyR1-ekkel kapottakkal; vagyis az Y524S
MHS-RyR1-et a luminalis Ca?* ugyanugy gatolta, mint a vad tipusét. Hangsulyoznunk
kell, hogy 100 nM citoplazmatikus Ca?* esetén is erGés gatlast figyeltink meg a
luminalis Ca?* részérél, 5 mM Ca?* felett pedig enyhe aktivalodas volt megfigyelhetd,
ami azt jelzi, hogy a Ca?* fluxus altali onaktivalodas csak kis mértékben volt jelen
kisérleteinkben (annak ellenére, hogy az MHS-RyR1 nagyobb érzékenységet mutat a
citoplazmatikus Ca?*-ra). Az MHS-RyR1 esetén az Eu3* altali gatlas hasonlé volt a vad
tipusu csatornakéhoz mindkét (50 uM és 100 nM) citoplazmatikus [Ca?*]-nal. Ezek az
adatok a korabban publikalt kovetkeztetések ellen szélnak, miszerint a SOICR iranti

fokozott érzékenység relevans patomechanizmus lenne MHS-ben.

A dantrolen hatasmechanizmusanak nyomaban

A kovetkezd problémakdr, amivel foglalkoztunk a dantrolen hatasanak vizsgalata. Ezt
az azonositasi folyamatot hatraltatja a dantrolen hatasmechanizmusara vonatkozo
ismereteink hianya, amely elsésorban az irodalomban fellelhet6 ellentmondasos
adatokbdl eredt. Kutatocsoportunk korabban kimutatta, hogy a gydgyszer gatolja a
Ca?*-felszabadulast az intakt vazizomrostokbol és az SR vezikulakbdl, de nem gatolja
az egyedi RyR1-csatorndak aramat. Ezért arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
dantrolen hatasanak egy fontos tényezdje elvész a RyR1 tisztitasi eljaras soran. A
dantrolen hatasmechanizmusanak feltarasahoz prébaltuk azonositani a RyR1
gatlasahoz szikséges hianyzo tényezd(ke)t.

A dantrolen és a magnézium Ca?*-felszabadulasra gyakorolt hatasa
El6szor Ca?*-felszabadulasi kisérleteket végeztink SR termindlis ciszterna
vezikulakon. Az SR vezikuldkat elséként 1 mM Mg?* és 0,5 mM ATP jelenlétében

pufferben szuszpendaltuk, majd Ca?*-nal toltéttik és miutan a transzmittancia
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konstans értéken maradt (a vezikulabdl térténé spontan Ca?*-szivargas és a SERCA
pumpa altali Ca?*-felvétel egyensulyban volt), RyR agonistaval (4CMC) Ca?*-
felszabadulast valtottunk ki. A kisérletet 10 uM dantrolen jelenlétében is megismételtik
és azt tapasztaltuk, hogy a Ca?*-felszabadulas atlagosan 26 masodperc késéssel
tortént meg. A kovetkezékben a puffer [Mg?*]-t 3 mM-ra emeltiik, ami kontroll
korulmények kozott onmagaban is atlagosan 108 masodperc késést okozott. 10 uM
dantrolennel valo kezelés esetén azonban 3 mM Mg?* mellett kozel hétszer hosszabb
késést (180 s) tapasztaltunk, mint 1 mM Mg?* és 10 uM dantrolen esetén. Mindemellett
a Ca?*-felszabadulas 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
dantrolen csak kis mértékben csokkentette 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 potencialjak egymast.

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 a gatlé hatasat kifejteni. Ugy gondoljuk, hogy miutan a SERCA a
vezikulakbdl torténé Ca?*-szivargas kompenzalasara felhasznalta az 6sszes ATP-t, a
dantrolen elvesztette gatlo hatasat és megkezdédott a Ca?*-felszabadulas. A hipotézis
ellen6rzésére a dantrolen hatasat kulonb6zé ATP koncentraciok mellett is teszteltuk.
Kontroll koriilmények kdzott 0,5 mM ATP-t és 1 mM Mg?*-ot 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 koncentraci6 megemelése
azonban 6nmagaban nem okozott késést a Ca?*-felszabadulasban.

Hasonlo kisérleteket (0,5 mM ATP és 1 mM Mg?* mellett) végeztiink kutya szivizombal
izolalt SR-vezikulakon, de nem sikerult reprodukalnunk a vazizom SR-vezikuldkon
kapott eredményeket, ami 6sszhangban van azzal, hogy a dantrolen RyR1 szelektiv

gatlészer.
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A dantrolen-hatas tesztelése Mg?*- és ATP-tartalmu oldatban single-
channel arammeérésekkel

A dantrolen hatasmechanizmusa koruli bizonytalansag egyik f6 oka az volt, hogy
korabban hatastalannak bizonyult a mesterséges lipid kettésréetegbe épitett rianodin
receptorokon végzett single-channel arammeérésekben. Ezért vizsgalatunk
legfontosabb kérdése az volt, hogy vajon a Mg?* -e a dantrolen hatashoz sziikséges
hianyzo faktor ezekben a mérésekben, és képes-e a tisztitott RyR-eket dantrolen-
érzékennyé tenni. A csatornakat 50 yM Ca?* jelenlétében épitettik be a lipid
kettésrétegbe (kontroll), majd néhany perccel késébb 3 mM Mg?*-t adtunk ugyanennek
a csatornanak a citoplazmatikus oldalara, ami jelentésen csOkkentette a csatorna Po-
jat, hiszen a Mg?* az aktivalé Ca?*-kotéhely kompetitiv antagonistaja. Ezt kovetéen 1
mM ATP-t tettink a bilayer kamra ugyanazon rekeszébe, ami novelte a RyR
aktivitasat. A steady-state allapot elérése utan 10 mM dantrolent adtunk szintén a RyR

citoplazmatikus oldalanak megfelelé térbe. Aramanalizisiink eredménye szerint a

dantrolen 48+5%-kal csOkkentette az MgATP-vel kezelt csatornak Po-jat (Po
0,0177x0,025 vs. 0,01231£0,021, n=12). Méréseink soran négy esetben az [ATP]-t
tovabb emeltik 1 mM-rél 2 mM-ra a dantrolen kezelést kovetéen. Ennek hatasara,
meglepd modon a Po tovabb csokkent - ahelyett, hogy az agonista ATP ndvelte volna
a csatornak aramat - a kontroll 17%+8%-ara (0,0177+0,025 vs. 0,0018+0,003, n=4,
hatas: -0,71;), ami 6sszhangban van a gyogyszer 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, Po=0,3810,35 vs. 0,3510,33, n=10, hatas%: -0,08;), ami arra utal, hogy az

ATP szikséges, de nem kizardlagos feltétele a dantrolen hatasnak.
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MEGBESZELES

Ca?*-raktarak szerepe a szarkoplazmatikus retikulum Ca?*- csatornajanak
szabalyozasaban fizioldgias és koéros allapotban

Kutatécsoportunk az irodalomban el6szor hasonlitotta 0ssze a két RyR izoforma
lumindlis Ca?* altali szabalyozasat ugyanazon vizsgalati korilmények kozott, melyek
soran a Ca?" tuloldalra valé szivargasat a luminalis Ca?*-ko6t6helyek specifikus
agonistajanak - az Eu3*-nak -, az alkalmazasaval keriiltik el. Kimutattuk, hogy (1) a
RyR2-t aktivalja a lumindlis Ca?*, mig a RyR1-et gatolja, (2) ezek az eredmények Eu3*
hasznalataval reprodukalhatdék voltak, (3) kisérleti korulményeink kozott a ,feed-
through” szabalyozas hatasa a kimutatasi hatar alatt van, (4) az Eu®* gatlé hatasa a
RyR1-re er6sen feszlltségfiggd, mig a RyR2-re gyakorolt aktivalé hatasa
feszlltségfuggetlen, és (5) az Y524S MHS-RyR1 csatorna luminalis szabalyozasa
nem kulonbdzik a vad tipusétol. Az a tény, hogy a membranpotencial depolarizalasa
enyhiti a gatlast, és hogy a gatlas negativ feszlltségeknél erésebb, azzal
magyarazhatd, hogy az Eu®* az elektromos mezdben mozog a kétéhelye felé vezetd
uton.

Rianopatiakban a Ca?*-felszabadulds szabalyozasanak a sériilése kontrollalatlan
Ca?*-felszabadulast (SOICR) eredményez, amely szivritmuszavarhoz vezethet
példaul szivelégtelenségben vagy CPVT-ben, illetve vazizomban MHS-t okozhat.
Utobbi korallapotban a halotan egy erre érzékeny mutans RyR aktivalasaval malignus
hipertermia  krizist valt ki. Nemrégiben Chen csoportja egy alternativ
patomechanizmust javasolt, amelyben a halotan a SOICR kiiszébének cstkkentésével
valtia ki a Ca?*-felszabadulast MHS-ben. Sajnos, mivel a SOICR kivéaltasa
vazizomrostokban nem lehetséges, minden intracellularis [Ca?*] mérésben nyert
adatukat heteroldég expresszidés rendszeren végzett mérésekbdl kaptak. Chen és
munkatarsai 12 kulonb6z6 MHS-RyR1-overexpresszald HEK sejtbdl (koztuk az
Y523S-nyul RyR1-gyel, amely azonos az egér Y524S-ével) tudtak SOICR-t kivaltani
magas Ca?*-tartalmu extracellularis oldatokban, de csak akkor, ha a sejteket 2 mM
koffeinnel kezelték el, amelyrdl ismert, hogy érzékenyiti az RyR-t a citoplazmatikus
Ca?*-ra. Bar az elébb emlitett tanulmanybdl hianyoznak a bilayer-kisérletek, a szerzék
korabban mar kimutattak, hogy a sertés R615C-RyR1-t millimolaris luminalis [Ca?*]

aktivalja lipid bilayer-kisérletekben. Ezzel szemben a disszertaciomban szerepld
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eredményeink azt mutatjak, hogy mind a vad tipusu, mind az Y524S MHS-RyR1-et
mind a Ca?*, mind az Eu3* gatolja hasonlé kisérleti koriilmények kozott, ezzel cafolva
elképzelésuket. Ez az eltérés abbol adddhat, hogy a mi RyR-jeinket heterozigota
egerekbdl allitottuk eld, igy a preparatumunk olyan RyR-tetramereket tartalmaz,
amelyekben vad tipusu és Y524S MHS-RyR1 monomerek egyestlnek. A Chen és
munkacsoportja altal javasolt MHS patomechanizmus, azaz a fokozott SOICR hajlam
ellen szél, hogy a mi kisérleti elrendezésiinkben a RyR-eket gatolja a luminalis Ca?*,
de a heterozigota egerek mégis er6s MHS fenotipust mutatnak. Chen és munkatarsai
eredményei az MHS-RyR-ek feed-through aktivalasaval magyarazhatoak.
Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az alacsony SOICR-kiiszob
nem relevans mechanizmus az MHS-ben, igy a CPVT és az MHS patomechanizmusa
nem azonos. Az arra érzékeny egyénekben a halotdan RyR agonistaként, direkt
alloszterikus kotéhelyeken keresztul aktivalja a csatornat. A kérfolyamatot gyorsitja
tovabba, hogy a mutans RyR citoplazmatikus Ca?*-kotéhelyei érzékenyebbek, a Mg?*

altali gatlas gyengébb, amik miatt a CICR er8sebb lesz.

Az Eu®*-kotéhelyének vizsgalata in silico médszerekkel

Roéviden dsszefoglalva a szerkezeti elemzést és funkcionalis adatainkat ugy gondoljuk,
hogy a RyR2 két luminalis Ca?*-kotéhelyet hordoz: egy aktivald helyet az elektromos
erétéren kivll és egy gatld helyet, amely a porusban taldlhaté. RyR2-ben az aktivalé
hely dominal a gatlé hely funkcidjaval szemben, amely utébbinak jelentésége
elhanyagolhat6. RyR1 esetén az aktivald kétéhely hianyzik, és a gatlé hely affinitasa
elég nagy ahhoz, hogy segitsen jelentésen elnyomni az RyR1 aktivitdsat a nyugalmi

izomban.

A dantrolen altali RyR1-gatlashoz ATP és Mg?* sziikséges

MHS soran az egyetlen életmenté szer a dantrolen, ezért a gydgyszer terapias
hatékonysaganak fokozasa, az idealis gyogyszerhatas feltételeinek megteremtése fontos
kihivas.

Ennek a témanak a motivacidjat az adta, hogy szerettik volna feloldani dantrolen
hatdsmechanizmusaval kapcsolatos ellentmondasokat, amelyek abbdl adodtak, hogy a
dantrolen képes volt szupresszalni a Ca?*-felszabadulast intakt vazizomrostokon, de
hatasat elvesztette mesterséges lipid kettsrétegbe épitett rianodin receptorokon.
Munkankat kozvetlenul 6sztondzte Choi és munkatarsai publikacidja, amelyben

kimutattak, hogy a Mg?* a dantrolen hatashoz elengedhetetlen kofaktor vazizomrostokon
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végzett [Ca?*]ic-mérések soran. A munkacsoportunk altal dantrolennel végzett korabbi
vizsgalatok soran valoban kerlltik a Mg?* hasznalatat ugyanis a RyR1 oly mértékd
gatlasahoz vezetett, amely a tovabbi gatlas kimutatasat nem tette lehetdve.

Az ellentmondasok tisztazasa érdekében célul tlztuk ki, hogy a fent emlitett
tanulmanyokhoz single-channel aramméréseket végzink RyR-eken. A legfontosabb
eredményunk az, hogy el6szor sikerult egyedi csatorna szinten bizonyitanunk, hogy a
dantrolen megkdveteli a Mg?* kdzvetlen kétddését a RyR-hez, a hatashoz nincs sziikség
mas jarulékos fehérje jelenlétére. Tovabba kimutattuk, hogy a Po tovabb csdkken az [ATP]
ndvelésével, ami arra utal, hogy az ATP potencirozza a dantrolen hatasat. Ezek a single-
channel adatok szoros korrelaciét mutattak a Ca?*-felszabadulas mérések soran kapott
eredményeinkkel. igy dsszefoglalva elmondhatd, hogy a Mg?* mellett ATP is sziikséges
a gyogyszerhatashoz.

Funkcionalis kisérleti adataink, valamint a molekula modellezésbdl szarmazé adatok
a dantrolen hatasanak két lehetséges molekularis mechanizmusara utalnak: 1) a
dantrolen kotédése egy specifikus alloszterikusan modositott allapotot igényel,
amelyet az Mg?* és az ATP kozvetit, vagy hogy, 2) a dantrolen koétédése
alloszterikusan noveli a RyR1 affinitasat a Mg2*-hoz. Az in silico elemzésilink az utobbi
lehetéséget tamogatja, mivel a relativ domének kdzotti tavolsagok hasonloak koffein,
ATP és Ca?* jelenlétében (nyitott), illetve az EGTA altal indukalt (zart) konformacios
allapotban meghatarozott strukturakban. Ez a szerkezeti informacié azt jelzi, hogy a
dantrolen kotéhely nem esik szerkezeti atrendez6dések ala a kapuzas soran; ezért
nagy valdszinliséggel mindig hozzaférhetd - fliggetlenil attdl, hogy az Mg?* elfoglalja-
e a Ca?*-kotéhelyeket -, ami arra utal, hogy a dantrolen valdszinlileg ugy hat, hogy
alloszterikusan noveli a Mg?* RyR1-hez valo affinitasat.

Choi és munkatarsai, valamint Cannon és munkatarsai szintén azt javasoljak, hogy
dantrolen jelenlétében a RyR1 olyan konformacids allapotban stabilizalédik, amely miatt
megné az affinitasa a Mg?* irant. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy MH epizddok soran
a fokozott metabolizmus miatt hidrolizald6 MgATP komplex, csokkené [ATP] és ennek
kovetkeztében emelkedé szabad [Mg?'] lehet a dantrolen gyogyszerhatas mogotti
mechanizmus. Tovabba adataik azt is sugalljak, hogy a dantrolen elveszti a
hatékonysagat alacsony [ATP], és tulzottan magas [Mg?*] mellett. Ez azt jelenti, hogy az
MH-krizisek soran létezhet egy optimalis id6ablak a gyogyszer alkalmazasara, valamint

ravilagit az azonnali kezelés fontossagara is.
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OSSZEFOGLALAS

A rianodin receptorok (RyR) a szarkoplazmas retikulum (SR) ligand-vezérelt ioncsatornai, melyek
legfébb ligandja a Ca?*. A Ca?* a csatorna citoszoélikus és luminalis oldala fel6l is szabalyozza a
makodést. A RyR luminalis oldal fel6li aktivacioja sokat kutatott kérdés, mivel a raktar taltéltédése
altal kivaltott Ca®*-felszabadulast Gsszefliggésbe 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 molekularis szint(i vizsgalatara elemi, ,single-
channel” aramméréseket végeztiink vazizom- és szivizom tipusu RyR-eken (RyR1 és RyR2). A
RyR2 lumindlis oldalan a [Ca2*] megndvelése fokozta a csatorna nyitvatartasi valoszintiségét (Po),
mig a RyR1-et gatolta. Ezek az eredmények Eu®*-nal reprodukalhatok voltak. A malignus
hipertermiara (MHS) hajlamositdé mutaciot (Y524S) hordozé RyR1 lumindlis szabalyozasa nem
kilonbozott a vad tipusétol. A RyR1 Eus altali gatlasa fesziiltségfiiggé volt, mig a RyR2 aktivalas
nem volt az. Ez arra utal, hogy a RyR1 gatldé luminalis Ca?*-kotéhelye 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 kotéhely 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 hatasmechanizmusaval foglalkoztam. A dantrolen egy
RyR gatloszer, melyet az MHS terapigjaban izomrelaxansként hasznalnak, pontos
hatasmechanizmusa azonban bizonytalan. Ez f6ként arra vezethet6é 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 kdvetkeztethetliink, hogy a dantrolen hatasanak egy fontos
tényezdje elvész a RyR aramméréshez vald 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
ellenérzése volt. 10 uM dantrolen 3 mM Mg?* és 1 mM ATP jelenlétében jelentésen cstkkentette
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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