Valasz Prof. Jost Norbert biralatara

Tisztelt Professzor Ur!

Elészor is szeretném megkdszonni Professzor Ur barati hangvétell birdlatat és a
munkankat méltaté szavakat. Azzal a formai megjegyzéssel egyet kell értenem, hogy
szerencsés lett volna a csatolt kilénlenyomatok oldalszamozasa és tablazatba
foglalasa. Valamint igaza van a Tisztelt Biralénak, hogy a disszertacioban az adott
helyen ki kellett volna emelnem, hogy éppen melyik csatolt cikkrél beszélek. Azt hittem,
hogy elegendd lesz az els6 szerzé szerint megadott referencia, amit az egyes
bekezdések elején vagy végén helyeztem el. Sajnalom, hogy ezzel megnehezitettem
az olvasé tajékozdédasat a csatolt kézlemenyek k6z6tt.

A tovabbi kérdésekre a szamozasuk sorrendjében adom meg a valaszaimat.

1.

A kiilbnbdz6 RyR izoformak jelentésen befolyasoljak az egyes speciesekben a
sparkok kialakulasat és alakjat vazizomban. Ennek nagyon széles szakirodalma
van, ezért itt most csak réviden az altalunk hasznalt harom allatmodell
Osszehasonlitdsara vallalkozom.

Kezdem az idérendben el6szér hasznalt kétéltl (béka) vazizomban eléforduld
rianodin receptorok szerepének bemutatasaval. A békaban két f6 rianodin
receptor izoforma van jelen: RyRa, amely funkcionalisan az eml6s RyR1
megfelelbje, és a RyRB amely az emlés RyR3 megfelelbje. A békakban tehat
ezek egyidej(i expresszioja figyelheté meg ugyanabban az izomrostban. A
izoforma parhozamos jelenlétével magyarazzak, a kétélti vazizomban a nagy
mennyiségli és relativan magas amplitidéju sparkok megjelenését. Ennek
hatterében a kalcium indukalt kalciumfelszabadulas (CICR) jelensége allhat,
amely a RyRB csatorndkon keresztil indithatja el a kalciumkidramlast a
szarkoplazmatikus retikulumbél és a masik izoformaval egyitt alakitja ki a
relative nagy sparkokat. A B izoforma farmakolégiai befolyasolasaval
bizonyitottak, hogy ezek a kalciumcsatornak jelentésen meghatarozzak a
sparkok szamat és nagysagat (Kashiyama és mtsai., 2010. Plos One,
5:11526).

Felnétt emlds vazizomban a RyR1 izoforma a dominans és a RyR3 csak néhany
specialis izomban talalhaté6 meg (diafragma, kiils6 szemmozgat6 izom). Ezért
is van az, hogy az egészséges emlés vazizmon alig jelennek meg sparkok és
azok amplitidoja is kisebb, mint a kétéltlieken mérteké. A RyR3 izoforma
fontossagat a sparkok kialakitasaban felnétt emlés vazizmon a csatorna
overexpresszidjaval mutattak ki (Pouvreau és mtsai., 2007. PNAS, 104:5235-
5240).

Hazi méhek vazizmaban csak egy rianodin receptor izoforma talalhaté meg.
Azonban itt nincs meg az emlés-tipusti mechanikai csatolas a dihidropiridin és
rianodin receptorok kézoétt, hanem a Ca?*-fliggé aktivacié domindl. Ezért bar a
sparkok szama igy nagyobb az emlésokon talaltaknal, de amplitddéjuk
dsszevethetd azokkal (Collet és mtsai., 2021. Scientific Reports, 11:16731).

A felszini membran kémiai eltavolitasa (,skinning”) klasszikus médszer a Ca?*-
sparkok mechanizmusanak vizsgalataban, kilénésen vazizomban. A



leggyakrabban  hasznalt eljardas a szaponinos vagy detergenses
permeabilizalas.

A ceél az, hogy kontrollalhat6 legyen az intracellularis [Ca?*], beallithaté legyen
az SR Ca?*'-tartalma, manipulalhaté legyen az [ATP], [Mg?*], pH, és kézvetlendl
vizsgalhato legyen a rianodin receptor miikédése. igy a sparkok csak az SR—
RyR rendszer belsd tulajdonsagait tikrézik, nem a felszini membranon
keresztili jelatvitelt. A permeabilizalas a szarkolemmat atjarhatova teszi,
eltavolitja a citoszol oldhaté komponenseinek nagy részét, de az SR membran
és a triad szerkezet intakt marad. igy az SR funkcionalis marad, a RyR klaszter
architektira is megmarad, de a DHPR szabalyozé funkcioja kiesik. Ezért
permeabilizalt rostban a spark kizarélag lokalis RyR nyitasi esemény (CICR-
alapu). Permeabilizalt rostban magasabb a spontan spark frekvencia, SR
téltottsegtdl erésen fugg az amplitdds, és néha hosszabb az id6tartamuk. Ez
kiléndsen jol latszik emlés vazizomban, ahol az intakt rostban kevés spark
figyelnetd meg. Ezért kritikusan kell kezelni az intakt és permeabilizalt
izomrostok elemi kalciumfelszabadulasi eseményeinek 6sszehasonlitasat.

. A kérdés megvalaszolasa nagyon hossz( lenne, ha minden specieszt
targyalnék, ezért csak az emlés izmokra adom meg a valaszt. A sparkok
kialakulasa és befejez6dése tobb, egymassal parhuzamos futé folyamat
ereddje. Kezdem a kialakulasukkal. Emlés vazizomban, ahol a dominans
izoforma a RyR1, a DHPR-RyR1 mechanikai csatolas kontrollalja a sparkok
kialakulasat és kevésbé jellemzé a spontan esemény. Vagyis féleg
membrandepolarozacié hatasara alakul ki spark. Szivizomban ahol a dominans
izoforma RyR2, az akci6és potencial megnyitia a DHPR-t és direkt csatorna
kapcsolat hianyaban a lokalis Ca?*-bearamlas Ca?*-indukalt Ca?*-felszabadulas
(CICR) altal egy RyR klaszter aktivalédasaval alakitja ki a sparkokat. A CICR
azonban depolarizacié6 nélkill is kialakithat sparkot, ezért lathato
szivizomsejteken gyakrabban elemi kalciumfelszabadulas. Olyan vazizomban,
ahol RyR3 is jelen van az elsédleges aktivaci6 mechanikai hatasra vagy
spontan RyR1 nyitasra térténhet és a masodlagos CICR ezt erésiti fel a RyR3
altal.

A sparkok befejez6dése még komplexebb folyamat, de kevésbé sejt tipus
figgl. Jelenleg négy Ilehetséges mechanizmus elfogadott a sparkok
befejezédése soran.

a. Lokalis SR Ca** deplécid (,induction decay”). llyenkor a RyR klaszter
kordli SR lumen gyorsan kiliriil, csékken a Ca?* kiaramlas hajtéereje, ami
a RyR nyitasi valészinliség eséséhez vezet. Ezt tekintik az egyik
legfontosabb mechanizmusnak.

b. RyR inaktivacié/refrakter allapot. Ez a csatorna jol ismert Ca?*-fliggé
inaktivaciéja, ami az SR-bél kiaraml6 Ca?* altal valésul meg és
konformacié valtozas altali bezarédashoz vezet.

c. Sztohasztikus attricid. Ha néhany RyR véletlenszer(ien bezar az a lokalis
Ca**-szint hirtelen eséséhez vezet. igy a pozitiv visszacsatolas
megszakad és a RyR klaszter  kialszik”.



d. Ca?" eltavolitasi mechanizmusok. A folyamatosan mikédé diffuzio,
SERCA pumpa és citoszolikus pufferek képesek csékkenteni lokalisan a
kalciumkoncentraciét, ami szintén a spark lecsengését fogja okozni.

4. Nem lehet altalanosan kijelenteni, hogy izombetegségekben né a sparkok

szama. Helyesebb megfogalmazas az, hogy szamos olyan izombetegségben,
amely a RyR kontrollvesztésével és fokozott SR Ca?*" csorgassal jar, nd a
spontan spark frekvencia. Ez azonban nem univerzalis jelenség, és fligg az SR
Ca?* toltottségétdl, a RyR allapotatol és a strukturalis integritasatol.
A sparkok diagnosztikai vizsgalatara nézve egyetlen felhasznélasrél sem tudok
vazizom esetében. Terapias célként szivben a RyR2, vazizomban pedig a
RyR1 johet széba. Szivben a kéros diasztolés SR Ca*" csorgas csokkentése,
vazizomban pedig a RyR1 stabilizalasa lehet a cél, ami a tulzott spark aktivitas
mérsékléséhez vezet. Szamos olyan készitményt fejlesztettek mar ki ezeknek
a klinikai tineteknek a kikiiszobdlésére, aminek ,mellékhatasaként” csékkent a
sparkok szama a kezelt izomszévetben (pl. a kévetkez6 kérdésre adott valasz
vazizom esetére).

5. Szamos toxin, gyégyszer és természetes eredetli vegyiilet hataséat vizsgaltak
rajtunk kivil is a kalcium-sparkokra és a rianodin-receptor miikédésére
vazizomban. Ezek a hatdéanyagok nemcsak a RyR csatorna nyitasi
valoszinliségét vagy kinetikajat valtoztatidk meg, hanem kozvetlendl
igénye nélkil az aldbbiakat sorolom most fel.

a. Skorpié “Calcin” toxinok. A Calcin csalad peptidjei (pl. hadrucalcin,
vejocalcin, az altalunk is hasznalt maurocalcin) a RyR-hez kétédnek és
modositjak a csatorna kapuzasat. A csatornahoz kétédve stimulaljak a
Ca?*-felszabadulast az SR-bdl, hosszabb nyitott allapotba kényszeritve
a RyR-t. Ez novelheti a spontan Ca*"-sparkok gyakorisagat vagy
hosszabb, abnormalis Ca?* jeleket okozhat (Ward és mtsai., 2020.
Biochemical Journal, 477:3985-3999).

b. Imperatoxin A (IpTxa) egy masik skorpi6é toxin, amit vizsgaltak RyR
modulatorként. Alacsony koncentracioban szub-konduktancias nyitast
okoz, ami kisebb, hosszan tart6 Ca?* felszabadulasként jelenik meg a
és mtsai., 2000. PNAS, 97:4380-4385).

c. Dantrolén és analdgja, az azumolén specifikus RyR1 géatlé hatasu.
Kutatasokban mindketté csOkkentette a spontan Ca*'-sparkok
gyakorisagat permeabilizalt békavazizomban, anélkil hogy alapvetéen
megvaltoztatta volna a morfolégiajukat (Zhang és mtsai., 2005 Journal
of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 314:94-102). Ez a
hatas klinikailag fontos, mert a dantrolén a malignus hipertermia
kezelésére szolgdl, ahol a RyR1 mutaciéja tulzott Ca**-felszabadulast
okoz.

d. Xantin (pl. koffein) szarmazékok a RyR-t aktivaljak és fokozzak a Ca**-
felszabadulast. Ezek az “RyR aktivatorok” mar klasszikusan is
szerepeltek a spark kutatasban (Shirokova és mtsai., 1998. Journal of
Physiology, 512:377-384). Mi is hasznaltuk a Kkoffeint egyes



meréseinkben (Cserne-Szappanos és mtsai., 2020, Frontiers in
Physiology, 11:599822).

e. Bizonyos termeészetes fenolok (pl. az altalunk is hasznalt timol, karvakrol)
hatassal vannak az SR Ca**-ATPazra és a RyR-ra is (Szentandrassy és
mtsai., 2004. Life Science, 74:909-921; Szentesi és mtsai., 2004.
Biophysical Journal, 86:1436—1453).

Még egyszer k6széndm a feltett kérdéseket és a dolgozatom biralatat!
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