E-C Coupling and Calcium Handling Proteins: Implications for Heart Failure

김영권

단국의대 내과

1. E-C coupling and Ca2+ regulation in normal cardiac myocyte

칼슘은 심근 수축과 이완의 중심 조절자(central regulator)이다. 심근세포의 action potential 동안 voltage sensitive Ca2+ channel (L-type Ca2+ channel 또는 dihydropyridine receptor, DHPR)이 activation되어 세포내로 Ca2+이 유입되며, 아주 소량의 Ca2+은 Na+-Ca2+ exchanger (NCX) 통해 유입된다 (Ca2+  influx). Ca2+ influx는 sarcoplasmic reticulum (SR)의 Ca2+- release channel (ryanodine receptor type 2, RyR2)를 통한 Ca2+ release를 triggering하여 (Ca2+-induced Ca2+-release, CICR) cytosol의  free Ca2+ ((Ca2+(i)은 약 100nM에서 1(M로 급격히 증가한다 (Ca2+-transient). 증가한 cytosol (Ca2+(i은 myofilament protein인 troponin C (TnC)에 결합하여 심근세포의 수축이 일어나게 된다 (E-C coupling). 심근세포가 이완되기 위해서는 증가한 cytosol (Ca2+(i은 수축이전의 상태로 감소해야 한다. 즉 SR로부터 release된 만큼의 Ca2+은 SR Ca2+–ATPase (SERCA2a)에 의하여 SR로 re-sequestration되고, 세포외에서 cytosol로 유입된 만큼의 Ca2+은 주로 sarcolemmal NCX를 통해 세포외로 pumping out 된다. SERCA2a와 NCX에 의해 제거되는 Ca2 의 양은 종(species)에 따라 다르다. 사람의 심근세포에서는 SERCA2a에 의해서 약 70%, NCX에 의해서 약 28%가 제거된다. 2% 미만의 소량의 Ca2+는 slow systems (sarcolemmal Ca2+-ATPase와 mitochondria Ca2+ uniporter)에 의해 제거된다 (Fig. 1)

RyR2는 4개의 동일한 subunit로 구성된 macromolecular complex로서 SR Ca2+- release channel이면서 여러 가지 key regulatory protein이 localize하는 scaffolding protein이다. RyR2와 연관된 key regulatory protein에는 calmodulin (RyR 기능의 Ca2+-dependent modulation을 수행한다), FK-506 binding protein (FKBP12.6; RyR gating를 stabilize시킨다), protein kinase A (PKA; RyR와 ICa gating을 변화시킬 수 있다), protein phosphatase 1과 2A, sorcin (RyR와 DHPR에 결합한다) 등이 있다. 또한 RyR2는 luminal SR surface에서 triadin, junctin, calsequestrin과 coupling되어 있으며 이 단백들은 SR 내의 Ca2+-buffering과 Ca2+ release process modulation에 관여한다(Fig. 2). SERCA2a는 SR Ca2+ uptake의 primary regulator로서 그 activity는 주로  phospholamban (PLB)에 의해 조절된다. PLB는 unphosphorylated state에서는 Ca2+에 대한 SERCA2a의 affinity를 억제하며, phosphorylation되면 이 억제 작용이 풀려 SERCA2a에 의한 SR으로의 Ca2+ uptake가 이루어진다. PLB의 functional phosphorylation은 주로 (-adrenergic signalling에 의해 조절된다. 

2. Abnormal Ca2+ regulation in heart failure

SERCA2a, RyR2, NCX, L-type Ca2+ channel 등의 칼슘조절단백 이상은 모두 심부전에서의 칼슘조절 이상과 관련이 있다고 알려져 있다. 심부전에서 칼슘 조절 이상과 관련이 있는 가장 전형적인 것은 SR의 기능장애이며 사람의 failing heart에서 SR의 기능은 이상 소견을 보인다. Failing myocyte에서 SR에 의한 Ca2+ uptake는 늦어지며 (이는 Ca2+ transient에서 slow decay 양상으로 나타난다), SR Ca2+ storage와 release는 저하된다. 이는 SERCA2a의 activity 또는 abundance가 감소하는 것으로 설명된다. 그러나 수축기능이 저하된 심장의 심근세포에서 SERCA2a 기능이 정상인 경우도 있으며 이는 SERCA2a 이외의 다른 칼슘조절단백의 결정적 이상도 칼슘조절 이상에 관여함을 나타낸다. PLB phosphorylation의 감소는 SR 기능을 정상적으로 유지할 수 없도록 하며, SERCA2a abundance의 감소로 인한 효과를 악화시킬 수 있다. 또한 NCX activity의 증가에 의한 Ca2+ efflux의 증가는 SR Ca2+ loading과 release를 감소시킬 수 있다. 한편 RyR2의 phosphorylation 상태가 비정상정으로 높으면 SR으로부터의 Ca2+ leak가 비정상적으로 높아지고 이는 SR의 Ca2+ content와 release, SR Ca2+ net uptake rate의 감소를 초래할 수 있다. 정상적으로 RyR2 Ca2+-release channel은 확장기 동안 닫힌 상태를 유지하고 있어 L-type Ca2+ current에 의해 SR Ca2+ release가 활성화될 때 SERCA2a에 의한 junctional SR으로의 칼슘의 수송과 축적이 일어나게 된다. 최근의 연구에 의하면 사람 심부전에서 RyR2 phosphorylation은 증가되어 있으며, RyR2의 stabilization에 관여하는 FKBP12.6은 RyR로부터 dissociation되어 있다. 이러한 RyR2 hyperphosphorylation, FKBP12.6 dissociation 상태는 RyR2 Ca2+-release channel의 open probability를 증가시켜 SR에서 persistent Ca2+ leak를 초래할 수 있으며, 이는 SR의 Ca2+ storage 능력을 감소시킬 수 있다. Failing heart에서 보이는 수축기 및 확장기 이상의 분자적 근거(molecular basis)의 일부는 이러한 결함으로 설명할 수 있다. 이외에 L-type Ca2+ channel density 감소와 phosphorylation의 증가, T-tubule density의 감소가 보고되어 있으며 이는 SR Ca2+ release의 크기(magnitude)와 균질성(homogeneity)을 감소시켜 심근세포 수축력 감소에 일부 기여한다. Failing myocyte에서 발견되는 각각의 칼슘조절단백의 이상은 심부전의 모든 경우에서 통상적으로 발견되지는 않으며, 심부전의 원인에 따라 다르게 나타날 수 있다. 

3. Modification of Ca2+ handling proteins: potential therapeutic target

현재까지 심근의 수축력을 증가시키는 inotropic agent는 digoxin을 제외하고는 심부전 환자의 사망률이나 이환률의 감소에 있어 이득이 없었으며 그 이용은 제한적이다. 따라서 심부전에서 나타나는 칼슘조절 이상을 유전자 또는 약물로 교정하여 심부전을 개선하려는 연구가 활발히 진행 중이다. 그러나 아직까지는 대부분 실험실 수준에서 그 효과가 입증되어 있으며 향후 임상적에서 이용 가능할 것으로 기대된다. 여러 칼슘조절단백 중 SR 단백이 가장 중요한 치료 target이며 대표적인 예로는 다음과 같은 것이 있다. 1) Modification of SERCA2a/PLB: SERCA2a activity 증가는 SERCA2a expression을 증가시키거나 PLB를 조절하여 얻을 수 있으며 그 결과 SR Ca2+ uptake와 SR Ca2+ storage는 증가한다. SERCA2a expression 증가는 adenovirus-mediated gene transfer를 이용할 수 있다. PLB expression을 감소시키거나 PLB와 SERCA2a간의 interaction을 저해하는 약물도 간접적으로 SR Ca2+ uptake를 증가시킨다. 2) Modification of RyR2: RyR2 phosphorylation을 감소시키거나 RyR2에 대한 FKBP12.6의 효과와 유사한 작용을 하는 약물은 SR Ca2+ leak를 감소시키며 SR Ca2+ content를 증가시킬 수 있다. 현재 임상연구 중인 JTV-519는 FKBP12.6과 RyR2의 interaction을 stabilize시켜 RyR2를 통한 Ca2+ leak를 감소시켜 심장의 수축기 및 확장기 기능을 개선하며, 이외에 mixed ion channel blocking effect (potassium current 차단 및 Na+/H+ exchanger 억제)로 항부정맥 작용이 있다고 보고되어 있다. 

최근 임상적으로 사용되고 있는 levosimendan은 소위 “calcium-sensitizer”로서 칼슘조절단백과는 관련이 없는 inotropic agent이다. 이 약제는 일차적으로 troponin C에 결합하여 Ca2+ 대한 myofilament의 sensitivity를 증가시켜 심근 수축력을 증가시킨다. 이외에 혈관확장 작용이 있으며 기존의 inotropic agent와는 달리 중증 심부전에서 생존에 이득이 있음이 보고되어 있다.
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Figure legend

Fig. 1. Ca2+ transport in ventricular myocyte. Inset shows the time course of action potential, Ca2+ transient and contraction measured in a rabbit ventricular myocyte at 37oC. NCX: Na+-Ca2+ exchanger, ATP: ATPase, PLB: phospholamban, SR: sarcoplasmic reticulum. Adapted from Bers DM. Nature 2002.

Fig. 2. Molecular architecture of the cardiac SR Ca2+-release channel complex (RyR2). A RyR2 subunit is depicted with the accessory regulatory proteins. FKBP: FK 506-binding protein, PKA: protein kinase A, PP: protein phosphatase. Adapted from Prestle J et al. Curr Med Chem 2003.      

