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IInnccrreeaasseedd  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  ooff  tthhee  rryyaannooddiinnee  rreecceeppttoorr  mmuuttaanntt  RRyyRR22R4496CR4496C  uunnddeerrlliieess  CCPPVVTT..  

  

SShhoorrtt  ttiittllee::  CCaa2+2+  hhaannddlliinngg  iinn  RRyyRRR4496CR4496C  mmiiccee  ccaarrddiioommyyooccyytteess  

  

MMaarrííaa  FFeerrnnáánnddeezz--VVeellaassccoo11,,  AAnnggéélliiccaa  RRuueeddaa1,2*1,2*,,  Nicoletta  Rizzi ,  Nicoletta Rizzi3*3*, JJeeaann--PPiieerrrree  BBeenniittaahh11,,  BBaarrbbaarraa  

CCoolloommbbii33,,  CCaarrlloo  NNaappoolliittaannoo33,,  SSiillvviiaa  GG  PPrriioorrii33,,  SSyyllvvaaiinn  RRiicchhaarrdd11,,  AAnnaa  MMaarrííaa  GGóómmeezz11..  

  

  

11IInnsseerrmm,,  UU663377;;  UUnniivveerrssiittéé  ddee  MMoonnttppeelllliieerr11;;  UUnniivveerrssiittéé  ddee  MMoonnttppeelllliieerr22;;  MMoonnttppeelllliieerr,,  FFrraannccee  

22  DDeeppaarrttaammeennttoo  ddee  BBiiooqquuíímmiiccaa,,  IInnssttiittuuttoo  NNaacciioonnaall  ddee  CCaarrddiioollooggííaa,,  MMééxxiiccoo  DD..FF..,,  MMééxxiiccoo..  

33MMoolleeccuullaarr  CCaarrddiioollooggyy,,  IIRRCCCCSS  FFoonnddaazziioonnee  SSaallvvaattoorree  MMaauuggeerrii,,  PPaavviiaa,,  IIttaallyy..  

**TThheessee  aauutthhoorrss  ccoonnttrriibbuutteedd  eeqquuaallllyy..  

  

AAddddrreessss  ooff  ccoorrrreessppoonnddeennccee  

AAnnaa  MM..  GGóómmeezz  

IInnsseerrmm,,  UU663377  

CC..HH..UU..  AA..  ddee  VViilllleenneeuuvvee  

3344229955  MMoonnttppeelllliieerr  

FFrraannccee  

TTeell::  ++3333--446677441155223377  

FFaaxx::  ++3333--446677441155224422  

ee--mmaaiill::  ana-maria.gomez@inserm.frana-maria.gomez@inserm.fr

  

SSuubbjjeecctt  ccooddeess::  [[113366]]  [[113322]]  [[113300]]    
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AABBSSTTRRAACCTT  

CCaarrddiiaacc  rryyaannooddiinnee  rreecceeppttoorr  ((RRyyRR22))  mmuuttaattiioonnss  aarree  aassssoocciiaatteedd  wwiitthh  aauuttoossoommaall  ddoommiinnaanntt  

ccaatteecchhoollaammiinneerrggiicc  ppoollyymmoorrpphhiicc  vveennttrriiccuullaarr  ttaacchhyyccaarrddiiaa  ((CCPPVVTT)),,  ssuuggggeessttiinngg  tthhaatt  aalltteerraattiioonnss  iinn  CCaa2+2+  

hhaannddlliinngg  uunnddeerrlliiee  tthhiiss  ddiisseeaassee..  HHeerree  wwee  aannaallyyzzee  tthhee  uunnddeerrllyyiinngg  CCaa2+2+  rreelleeaassee  ddeeffeecctt  tthhaatt  lleeaaddss  ttoo  

aarrrrhhyytthhmmiiaa  iinn  ccaarrddiioommyyooccyytteess  iissoollaatteedd  ffrroomm  hheetteerroozzyyggoouuss  kknnoocckk--iinn  mmiiccee  ccaarrrryyiinngg  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  

mmuuttaattiioonn..  RRyyRR22R4496CR4496C--//--  lliitttteerrmmaatteess  ((wwiilldd  ttyyppee,,  WWTT))  wweerree  uusseedd  aass  ccoonnttrroollss..  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  wweerree  

oobbttaaiinneedd  bbyy  ffiieelldd  ssttiimmuullaattiioonn  iinn  fflluuoo--33  llooaaddeedd  ccaarrddiioommyyooccyytteess  aanndd  vviieewweedd  uussiinngg  ccoonnffooccaall  

mmiiccrroossccooppyy..  IInn  oouurr  bbaassaall  rreeccoorrddiinngg  ccoonnddiittiioonnss  ((22  HHzz  ssttiimmuullaattiioonn  rraattee)),,  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  

ssaarrccooppllaassmmiicc  rreettiiccuulluumm  ((SSRR))  CCaa2+2+  llooaadd  wweerree  ssiimmiillaarr  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  HHoowweevveerr,,  ppaacceedd  

RRyyRR22R4496CR4496C  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess  pprreesseenntteedd  aabbnnoorrmmaall  CCaa2+2+  rreelleeaassee  dduurriinngg  tthhee  ddiiaassttoolliicc  ppeerriioodd,,  

vviieewweedd  aass  CCaa2+2+--wwaavveess,,  ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  tthhee  ooccccuurrrreennccee  ooff  ddeellaayyeedd  aafftteerr--ddeeppoollaarriizzaattiioonnss..  TThhee  

ooccccuurrrreennccee  ooff  tthhiiss  aabbnnoorrmmaall  CCaa2+2+  rreelleeaassee  wwaass  eennhhaanncceedd  aatt  ffaasstteerr  ssttiimmuullaattiioonn  rraatteess  aanndd  bbyy  ββ--

aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn,,  wwhhiicchh  aallssoo  iinndduucceedd  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy..  SSppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  wweerree  mmoorree  

ffrreeqquueenntt  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess,,  iinnddiiccaattiinngg  iinnccrreeaasseedd  RRyyRR22R4496CR4496C  aaccttiivviittyy..  WWhheenn  ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  

cceellllss  wweerree  eexxppoosseedd  ttoo  ddiiffffeerreenntt  ccyyttoossoolliicc  [[CCaa2+2+]]ii,,  RRyyRR22R4496CR4496C  sshhoowweedd  aa  ddrraammaattiicc  iinnccrreeaassee  iinn  CCaa2+2+  

sseennssiittiivviittyy..  IIssoopprrootteerreennooll  iinnccrreeaasseedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee  aanndd  CCaa2+2+  ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  ttoo  tthhee  

ssaammee  eexxtteenntt  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  iinnddiiccaattiinngg  tthhaatt  tthhee  ββ--aaddrreenneerrggiicc  sseennssiittiivviittyy  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  

cceellllss  rreemmaaiinneedd  uunnaalltteerreedd..  TThhiiss  eeffffeecctt  wwaass  iinnddeeppeennddeenntt  ooff  pprrootteeiinn  eexxpprreessssiioonn  vvaarriiaattiioonnss  ssiinnccee  nnoo  

ddiiffffeerreennccee  wwaass  ffoouunndd  iinn  tthhee  ttoottaall  oorr  pphhoosspphhoorryyllaatteedd  RRyyRR22  eexxpprreessssiioonn  lleevveellss..  IInn  ccoonncclluussiioonn,,  tthhee  

aarrrrhhyytthhmmooggeenniicc  ppootteennttiiaall  ooff  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaattiioonn  iiss  dduuee  ttoo  tthhee  iinnccrreeaasseedd  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  ooff  

RRyyRR22R4496CR4496C,,  wwhhiicchh  iinndduucceess  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  rreelleeaassee  aanndd  lloowweerrss  tthhee  tthhrreesshhoolldd  ffoorr  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy..    

  

KKeeyywwoorrddss::  CCaa2+2+--ssppaarrkkss,,  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss,,  rryyaannooddiinnee  rreecceeppttoorr,,  eexxcciittaattiioonn--ccoonnttrraaccttiioonn  ccoouupplliinngg,,  

hheeaarrtt,,  CCPPVVTT..  
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  CCaatteecchhoollaammiinneerrggiicc  ppoollyymmoorrpphhiicc  vveennttrriiccuullaarr  ttaacchhyyccaarrddiiaa  ((CCPPVVTT))  iiss  aann  iinnhheerriitteedd  aarrrrhhyytthhmmooggeenniicc  

ddiisseeaassee  cchhaarraacctteerriizzeedd  bbyy  ssttrreessss--iinndduucceedd,,  aaddrreenneerrggiiccaallllyy  mmeeddiiaatteedd  bbiiddiirreeccttiioonnaall  oorr  ppoollyymmoorrpphhiicc  

vveennttrriiccuullaarr  ttaacchhyyccaarrddiiaa  ooccccuurrrriinngg  iinn  ssttrruuccttuurraallllyy  nnoorrmmaall  hheeaarrttss11..  DDuurriinngg  eexxeerrcciissee  oorr  aaccuuttee  

eemmoottiioonnss,,  CCPPVVTT  ppaattiieennttss  ddeevveelloopp  lliiffee--tthhrreeaatteenniinngg  vveennttrriiccuullaarr  aarrrrhhyytthhmmiiaass  lleeaaddiinngg  ttoo  ssyynnccooppee  oorr  

ssuuddddeenn  ddeeaatthh..  TThhee  ffiirrsstt  RRyyRR22  mmuuttaattiioonn  iiddeennttiiffiieedd  iinn  aa  CCPPVVTT  ffaammiillyy  wwaass  RR44449977CC22..  TTooddaayy,,  mmoorree  

tthhaann  7700  RRyyRR22  mmuuttaattiioonnss  hhaavvee  bbeeeenn  rreeppoorrtteedd  ((http://www.fsm.it/cardmoc/http://www.fsm.it/cardmoc/)),,  aanndd  tthheeyy  ccoommpprriissee  tthhee  

mmoosstt  ccoommmmoonn  ggeenneettiicc  ssuubbttyyppee  ooff  CCPPVVTT3-73-7,,  aalltthhoouugghh  mmuuttaattiioonnss  iinn  tthhee  ccaallsseeqquueessttrriinn  ggeennee  ccaann  aallssoo  

ccaauussee  CCPPVVTT8,98,9..    

DDiivveerrggiinngg  rreessuullttss  aanndd  ccoonncclluussiioonnss  hhaavvee  bbeeeenn  ggeenneerraatteedd  ffrroomm  eexxpprreessssiioonn  ssttuuddiieess  ooff  

RRyyRR22R4496CR4496C  iinn  hheetteerroollooggoouuss  ssyysstteemmss..  JJiiaanngg  aanndd  ccoollllaabboorraattoorrss  sshhoowweedd  tthhaatt  RRyyRR22R4496CR4496C  ((tthhee  

mmoouussee  eeqquuiivvaalleenntt  ooff  tthhee  hhuummaann  RRyyRR22R4497CR4497C  mmuuttaattiioonn)),,  wwhheenn  eexxpprreesssseedd  iinn  hhuummaann  eemmbbrryyoonniicc  

kkiiddnneeyy  ((HHEEKK))  cceellllss,,  eexxhhiibbiittss  iinnccrreeaasseedd  bbaassaall  aaccttiivviittyy  aanndd  iinnccrreeaasseedd  sseennssiittiivviittyy  ttoo  lluummiinnaall  CCaa2+2+..1010  

HHoowweevveerr,,  ootthheerr  aauutthhoorrss  ffoouunndd  nnoo  ddiiffffeerreennccee  iinn  tthhee  bbaassaall  aaccttiivviittyy  ooff  RRyyRR22R4497CR4497C,,  bbuutt  iinnsstteeaadd  

sshhoowweedd  iinnccrreeaasseedd  aaccttiivviittyy  aanndd  ggaattiinngg  ffrreeqquueennccyy  aafftteerr  pprrootteeiinn  kkiinnaassee  AA  ((PPKKAA))  pphhoosspphhoorryyllaattiioonn1111  

oorr  ssaarrccooppllaassmmiicc  rreettiiccuulluumm  ((SSRR))  CCaa2+2+  oovveerrllooaadd1212..  TThhee  eexxpprreessssiioonn  ssttuuddiieess  wweerree  ccaarrrriieedd  oouutt  iinn  aa  

vvaarriieettyy  ooff  mmooddeellss,,  wwhhiicchh  mmaayy  eexxppllaaiinn  tthhee  iinnhhoommooggeenneeoouuss  ffiinnddiinnggss..  FFuurrtthheerrmmoorree,,  hheetteerroollooggoouuss  

ssyysstteemmss  llaacckk  ccaarrddiiaacc  iinnttrraacceelllluullaarr  eennvviirroonnmmeenntt  wwiitthh  aallll  tthhee  RRyyRR22  aacccceessssoorryy  pprrootteeiinnss1313  aanndd  mmoosstt  

CCaa2+2+--hhaannddlliinngg  pprrootteeiinnss,,  ssoo  aannaallyyssiiss  iinn  nnaattiivvee  ccaarrddiiaacc  mmyyooccyytteess  iiss  nnooww  ccrriittiiccaall  ttoo  eelluucciiddaattee  tthhee  

mmeecchhaanniissmmss  bbyy  wwhhiicchh  tthhee  mmuuttaattiioonn  lleeaaddss  ttoo  ccaarrddiiaacc  aarrrrhhyytthhmmiiaa..  

  RReecceennttllyy,,  aa  kknnoocckk--iinn  mmoouussee--mmooddeell  ccaarrrriieerr  ooff  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaattiioonn  wwaass  ddeevveellooppeedd1414..  

TThheeiirr  pphheennoottyyppee  pprreesseennttss  eexxttrraaoorrddiinnaarryy  ssiimmiillaarriittyy  wwiitthh  tthhee  cclliinniiccaall  mmaanniiffeessttaattiioonnss  ooff  ppaattiieennttss  

ccaarrrryyiinngg  tthhee  RRyyRR22R4497CR4497C  mmuuttaattiioonn,,  iinncclluuddiinngg  tthhee  ddeevveellooppmmeenntt  ooff  bbiiddiirreeccttiioonnaall  vveennttrriiccuullaarr  

ttaacchhyyccaarrddiiaa..  WWhheenn  eexxppoosseedd  ttoo  aaddrreennaalliinnee  aanndd  ccaaffffeeiinnee,,  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  ccaarrddiioommyyooccyytteess  ddeevveelloopp  

ddeellaayyeedd  aafftteerr--ddeeppoollaarriizzaattiioonnss  ((DDAADDss))1515,,  ssuuggggeessttiinngg  tthhaatt  ttrriiggggeerreedd  aarrrrhhyytthhmmiiaass  aarree  eelliicciitteedd  bbyy  

aaddrreenneerrggiicc  aaccttiivvaattiioonn1616..  HHeerree  wwee  ddeemmoonnssttrraattee  tthhaatt  uunnttrreeaatteedd  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  hhaavvee  

iinnccrreeaasseedd  ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  iinn  ddiiaassttoollee  dduurriinngg  eelleeccttrriiccaall  ppaacciinngg,,  dduuee  ttoo  tthhee  eennhhaanncceedd  

http://www.fsm.it/cardmoc/


CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  ooff  mmuuttaanntt  RRyyRR22;;  tthhiiss  aabbnnoorrmmaalliittyy  iiss  ffuurrtthheerr  aauuggmmeenntteedd  bbyy  eexxppoossuurree  ttoo  

iissoopprrootteerreennooll  aanndd  iinnccrreeaassiinngg  ppaacciinngg  rraatteess..    
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MMAATTEERRIIAALLSS  AANNDD  MMEETTHHOODDSS  

VVeennttrriiccuullaarr  ccaarrddiioommyyooccyytteess  ffrroomm  mmaallee  aanndd  ffeemmaallee  RRyyRR22R4496CR4496C++//--  mmiiccee  ((RRyyRR22R4496CR4496C))  aanndd  tthheeiirr  

wwiilldd  ttyyppee  RRyyRR22R4496CR4496C--//--  ((WWTT))  lliitttteerrmmaatteess  wweerree  iissoollaatteedd  uussiinngg  aa  ssttaannddaarrdd  eennzzyymmaattiicc  ddiiggeessttiioonn1717..  

[[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  wweerree  vviieewweedd  iinn  iissoollaatteedd  mmyyooccyytteess  bbyy  ccoonnffooccaall  mmiiccrroossccooppyy  

aanndd  aannaallyyzzeedd  uussiinngg  hhoommeemmaaddee  rroouuttiinneess..  

AA  ccoommpplleettee  MMeetthhooddss  sseeccttiioonn  ccaann  bbee  ffoouunndd  iinn  tthhee  OOnnlliinnee  SSuupppplleemmeennttaall  MMaatteerriiaall..  

  

RREESSUULLTTSS  

AAbbnnoorrmmaall  CCaa2+2+  rreelleeaassee  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

EElleeccttrroopphhyyssiioollooggiiccaall  eexxppeerriimmeennttss  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  hhaavvee  eevviiddeenncceedd  DDAADDss  aanndd  ttrriiggggeerreedd  

aaccttiioonn  ppootteennttiiaallss  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aafftteerr  ssttooppppiinngg  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn1515..  

FFiigguurree  11  sshhoowwss  CCaa2+2+  iimmaaggeess  iinn  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess  ppaacceedd  aatt  44  HHzz  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  11  μμmmooll//LL  

iissoopprrootteerreennooll..  TThhee  WWTT  ccaarrddiioommyyooccyyttee  sshhoowweedd  nnoo  ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  aafftteerr  eelleeccttrriiccaall  

ppaacciinngg  iinntteerrrruuppttiioonn  ((FFiigg..11AA))..  OOnn  tthhee  ccoonnttrraarryy,,  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellll  sshhoowweedd  CCaa2+2+--wwaavveess  eevvookkiinngg  

ttwwoo  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss,,  jjuusstt  aafftteerr  ssttiimmuullaattiioonn  ssttooppppeedd,,  wwhhiicchh  wwaass  ffoolllloowweedd  bbyy  sseevveerraall  CCaa2+2+--wwaavveess,,  

ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy  aanndd  DDAADDss  ((FFiigg..11BB))..  TThheessee  ddaattaa  ssuuggggeesstt  tthhaatt  aabbnnoorrmmaall  CCaa2+2+  

rreelleeaassee  uunnddeerrlliieess  tthhee  eelleeccttrriiccaall  aabbnnoorrmmaalliittiieess  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  ccaarrddiioommyyooccyytteess..  SSiinnccee  DDAADDss  aarree  

iinniittiiaatteedd  bbyy  CCaa2+2+--wwaavveess  tthhaatt  aarree  iinn  ttuurrnn  iinniittiiaatteedd  bbyy  CCaa2+2+--ssppaarrkkss1818,,  wwee  aannaallyyzzeedd  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  ccaarrddiioommyyooccyytteess..  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  wwaavveess  cchhaarraacctteerriissttiiccss  aarree  pprreesseenntteedd  bbeellooww..  

  

CCaa2+2+--ssppaarrkkss  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

FFiigguurree  22AA  sshhoowwss  rreepprreesseennttaattiivvee  iimmaaggeess  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkkss1919..  CCaa2+2+  ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  wwaass  ddoouubbllee  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  ccoommppaarreedd  wwiitthh  WWTT  cceellllss  ((pp<<00..000011,,  FFiigguurree  22BB))..  TThhiiss  ccoouulldd  bbee  dduuee  ttoo  aann  iinnccrreeaassee  

iinn  ((ii))  tthhee  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd,,  ((iiii))  tthhee  lleevveell  ooff  RRyyRR22  eexxpprreessssiioonn  aanndd//oorr  pphhoosspphhoorryyllaattiioonn,,  ((iiiiii))  tthhee  ddiiaassttoolliicc  

[[CCaa2+2+]]ii  oorr  ((iivv))  cchhaannggeess  iinn  tthhee  iinnttrriinnssiicc  cchhaannnneell  pprrooppeerrttiieess..      
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WWee  eessttiimmaatteedd  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  iinn  qquuiieesscceenntt  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess..  RRyyRR22R4496CR4496C  sshhoowweedd  

rreedduucceedd  SSRR  CCaa2+2+  ccoonntteenntt  ((FF//FF00::  77..00±±00..55,,  nn==1111  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  vvss..  88..55±±00..55  iinn  WWTT,,  nn==1100,,  pp<<00..0055)),,  

rruulliinngg  oouutt  SSRR  CCaa2+2+  oovveerrllooaadd..  NNoo  mmaajjoorr  aalltteerraattiioonn  iinn  CCaa2+2+--ssppaarrkk  cchhaarraacctteerriissttiiccss  wwaass  oobbsseerrvveedd  

((OOnnlliinnee  TTaabbllee  II))..    

WWee  ppeerrffoorrmmeedd  WWeesstteerrnn--bblloottss  ooff  ttoottaall  aanndd  pphhoosspphhoorryyllaatteedd  RRyyRR22  iinn  hheeaarrttss  iinn  bbaassaall  

ccoonnddiittiioonnss  aanndd  ffoolllloowwiinngg  iissoopprrootteerreennooll  ppeerrffuussiioonn..  NNeeiitthheerr  tthhee  ttoottaall  RRyyRR22  eexxpprreessssiioonn  nnoorr  tthhee  lleevveell  

ooff  pphhoosspphhoorryyllaatteedd  RRyyRR22  ((PP--SSeerr  22880099))  wwaass  ddiiffffeerreenntt  bbeettwweeeenn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  ((OOnnlliinnee  FFiigg..II))..  

WWee  aallssoo  ppeerrffoorrmmeedd  ffuunnccttiioonnaall  eexxppeerriimmeennttss  cchhaalllleennggiinngg  tthhee  cceellllss  wwiitthh  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll..  

TThhiiss  pprroocceedduurree  iinnccrreeaasseedd  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ooccccuurrrreennccee  iinn  bbootthh  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ((FFiigg..22BB))  

bbyy  tthhee  ssaammee  ppeerrcceennttaaggee  ((FFiigg..22CC))..  CCaa2+2+--ssppaarrkk  cchhaarraacctteerriissttiiccss  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll  

aarree  pprroovviiddeedd  iinn  OOnnlliinnee  TTaabbllee  II..  SSiimmiillaarr  rreessuullttss  wweerree  ffoouunndd  uussiinngg  aa  lloowweerr  iissoopprrootteerreennooll  

ccoonncceennttrraattiioonn  ((110000  nnmmooll//LL))  ((OOnnlliinnee  FFiigg..IIIIAA))..  FFuurrtthheerrmmoorree,,  ttrreeaattmmeenntt  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  wwiitthh  

eeiitthheerr  aa  PPKKAA  bblloocckkeerr  ((KKTT55772200))  oorr  aa  CCaaMMKKIIII  bblloocckkeerr  ((KKNN9933))  ffaaiilleedd  ttoo  ddeeccrreeaassee  CCaa2+2+--ssppaarrkk  

ffrreeqquueennccyy  ((OOnnlliinnee  FFiigg..IIIIII))..  TThheessee  ddaattaa  rruullee  oouutt  aann  iinnccrreeaassee  iinn  tthhee  ttoottaall  RRyyRR22  eexxpprreessssiioonn  oorr  aa  

hhiigghheerr  lleevveell  ooff  bbaassaall  pphhoosspphhoorryyllaattiioonn  aass  aann  eexxppllaannaattiioonn  ffoorr  tthhee  hhiigghheerr  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ooccccuurrrreennccee  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..    

RReessttiinngg  ccyyttooppllaassmmiicc  [[CCaa2+2+]]i,i,  mmeeaassuurreedd  uussiinngg  FFuurraa--22,,  wwaass  ssiimmiillaarr  bbeettwweeeenn  WWTT  aanndd  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  ((rraattiiooss::  00..5566±±00..0022  iinn  1166  WWTT  mmyyooccyytteess,,  00..5577±±00..0011  iinn  4455  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  

pp>>00..0055))..  TThheerreeffoorree  tthhee  iinnccrreeaasseedd  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ooccccuurrrreennccee  iinn  qquuiieesscceenntt  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  wwaass  nnoott  

ccaauusseedd  bbyy  ddiiffffeerreenncceess  iinn  tthhee  rreessttiinngg  iinnttrraacceelllluullaarr  CCaa2+2+..  

CCaa2+2+--ssppaarrkkss  aarree  pprroodduucceedd  bbyy  tthhee  ooppeenniinngg  ooff  RRyyRR22  cclluusstteerrss..  TThhee  iinnccrreeaassee  iinn  ttoottaall  CCaa2+2+  

ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  ccoouulldd  bbee  dduuee  ttoo  aa  ggrreeaatteerr  nnuummbbeerr  ooff  cclluusstteerrss  ffiirriinngg  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  oorr  

ttoo  tthhee  iinnccrreeaasseedd  pprrooppeennssiittyy  ooff  ssoommee  cclluusstteerrss  ttoo  ffiirree  rreeppeettiittiivveellyy,,  bbeeccoommiinngg  ““eeaaggeerr””  cclluusstteerrss..  WWee  

aannaallyyzzeedd  oouurr  ddaattaa  ddiissccrriimmiinnaattiinngg  ssppeecciiffiicc  ssiitteess  pprreesseennttiinngg  mmuullttiippllee  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  dduurriinngg  tthhee  

rreeccoorrddiinngg  ttiimmee  ((aabboouutt  2200  ss))..  FFiirriinngg  ssiitteess  wweerree  ccoouunntteedd  aass  tthhee  ssiitteess  wwhheerree  wwee  rreeccoorrddeedd  aatt  lleeaasstt  

oonnee  CCaa2+2+--ssppaarrkk..  FFiigg..22DD  sshhoowwss  tthhaatt  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  pprreesseenntteedd  mmoorree  ffiirriinngg  ssiitteess,,  aanndd  



 7

tthhaatt  iissoopprrootteerreennooll  iinnccrreeaasseedd  tthhee  nnuummbbeerr  ooff  ssiitteess  iinn  bbootthh  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  TThhiiss  iinnddiiccaatteess  

tthhaatt  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  pprreesseenntteedd  mmoorree  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  dduuee  ttoo  tthhee  eexxiisstteennccee  ooff  mmoorree  aaccttiivvee  RRyyRR22  

cclluusstteerrss  ((FFiigg..22EE))..  WWee  aallssoo  mmeeaassuurreedd  tthhee  mmaaxxiimmuumm  nnuummbbeerr  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  rreeccoorrddeedd  aatt  tthhee  ssaammee  

ssiittee  iinn  eeaacchh  ggrroouupp  aanndd  ffoouunndd  tthhaatt  tthhiiss  wwaass  aallssoo  ssiiggnniiffiiccaannttllyy  iinnccrreeaasseedd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

aanndd  ffuurrtthheerr  eennhhaanncceedd  bbyy  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  ((FFiigg..22FF))..  TTaakkeenn  ttooggeetthheerr,,  tthheessee  ddaattaa  ssuuggggeesstt  

tthhaatt  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  pprreesseenntt  mmoorree  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  bbeeccaauussee  ooff  mmoorree  aaccttiivvee  RRyyRR22ss  cclluusstteerrss  aanndd  aa  

ggrreeaatteerr  pprroobbaabbiilliittyy  ooff  rreeppeettiittiivvee  ooppeenniinnggss  ooff  tthheessee  cclluusstteerrss  iinn  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..    

We next explored whether RyR2R4496C presents abnormal Ca2+ sensitivity. We analyzed 

Ca2+-sparks in permeabilized cells exposed to various cytoplasmic [Ca2+]i. Figure 3A illustrates 

enhanced Ca2+-sparks occurrence in a RyR2R4496C cell at 30 nmol/L [Ca2+]i. At all tested [Ca2+]i, 

Ca2+-sparks were much more frequent in RyR2R4496C than in WT myocytes, consistent with 

increased cytosolic Ca2+ sensitivity (Fig.3B). Analysis of the Ca2+-spark characteristics in 

permeabilized cells essentially confirmed the results obtained in intact cells (Online Table II). 

We estimated SR Ca2+ content in permeabilized cells and found that at all tested [Ca2+]i the 

caffeine-evoked [Ca2+]i transient was significantly decreased in the RyR2R4496C cells (Fig.3C). 

Thus the higher Ca2+ spark occurrence in RyR2R4496C myocytes was not due to either a higher 

level of Ca2+ stored in the SR or an alteration of calsequestrin level evaluated by Western-blots 

(data not shown). Fig.3D shows the luminal Ca2+ dependence of Ca2+-sparks, apparently 

consistent with increased luminal Ca2+ sensitivity. However cytosolic and luminal Ca2+ vary 

concurrently. The high Ca2+-spark occurrence recorded in RyR2R4496C at very low intracellular 

Ca2+ might suggest that, rather than increasing RyR2R4496C Ca2+ sensitivity, this mutation 

renders the RyR2 intrinsically active. We repeated the experiments at zero Ca2+ (0.5 mmol/L 

EGTA). In this condition, the occurrence of Ca2+-sparks was indistinguishable between WT and 

RyR2R4496C cells (Fig.3.E&F, left), indicating that RyR2R4496C hyperactivity requires cytosolic 

Ca2+. To ensure that the SR was not depleted in our experimental conditions, we applied 

caffeine. A robust caffeine-induced Ca2+ transient could be evoked (Fig.3E&F, right), proving 
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that there was significant luminal Ca2+ to promote Ca2+-sparks. Altogether, our results show that 

the RyR2R4496C mutation increases the Ca2+ sensitivity of the channel. The RyR2 has 2 affinity 

Ca2+ binding sites on the cytosolic portion: one of high affinity that activates the channel and one 

of low affinity that inactivates it. Since ryanodine binds to open RyRs, we examined the Ca2+-

dependence of [3H]ryanodine binding in heart crude membrane preparations. Bell-shape curves 

were obtained for both WT and RyR2R4496C but Ca2+-induced maximal activation of RyR2R4496C 

was reached at one order of magnitude lower in RyR2R4496C (Fig.3G), indicating that the 

cytosolic Ca2+ sensitivity of RyR2 is greatly increased. We normalized the [3H]ryanodine binding 

and fitted data to the Hill equation20 to get the values for Ca2+ affinity to the RyR activation (Ka, 

21.9±8.3 μmol/L vs. 4.9±1.0μmol/L, n=4, p<0.003 for WT and RyR2R4496C membranes, 

respectively) and inactivation (6.5±0.6 mmol/L vs. 4.8±1.1 mmol/L; p>0.05 for WT and 

RyR2R4496C membranes) sites. Theses results show a 4.5 fold increase of cytosolic Ca2+ 

sensitivity for the RyR2R4496C.  

  

[[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

TToo  ddeetteerrmmiinnee  wwhheetthheerr  tthhee  aalltteerraattiioonn  ooff  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  

ccaarrddiioommyyooccyytteess  hhaass  aann  iimmppaacctt  dduurriinngg  ssyyssttoollee,,  wwee  ccoommppaarreedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  cceellll  

ccoonnttrraaccttiioonn  aatt  ddiiffffeerreenntt  ppaacciinngg  rraatteess  ((22  HHzz,,  33  HHzz,,  aanndd  44  HHzz))  ((OOnnlliinnee  ttaabbllee  IIIIII))..    AAtt  22  HHzz,,  tthhee  [[CCaa2+2+]]ii  

ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee,,  iittss  ttiimmee  ttoo  ppeeaakk,,  tthhee  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  ddeeccaayy  ttiimmee  aanndd  cceelllluullaarr  ccoonnttrraaccttiioonn,,  

wweerree  ssiimmiillaarr  ((pp>>00..0055))  iinn  WWTT    aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  nnoorrmmaall  hheeaarrtt  ffuunnccttiioonn  iinn  mmiiccee  

aatt  rreesstt..  AAss  ssttiimmuullaattiioonn  rraattee  iinnccrreeaasseedd,,  wweeaakkeerr  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  wweerree  eevvookkeedd  bbootthh  iinn  WWTT  aanndd  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  ((FFiigg..44AA))..  HHoowweevveerr,,  tthhee  ddeeccrreeaassee  iinn  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee  wwaass  mmoorree  

pprroonnoouunncceedd  ((pp<<00..0055))  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  TThhiiss  rreedduuccttiioonn  wwaass  aassssoocciiaatteedd  wwiitthh  bbootthh  wweeaakkeerr  

cceelllluullaarr  ccoonnttrraaccttiioonn  ((FFiigg..44BB))  aanndd  sslloowweerr  ddeeccaayy  ttiimmee  ((FFiigg..44CC)),,  wwiitthh  nnoo  ddiiffffeerreennccee  iinn  tthhee  ttiimmee  ttoo  

ppeeaakk  ((FFiigg..44DD))..    
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BBeeccaauussee  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee  ddeeppeennddss  oonn  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd,,  wwee  iinnvveessttiiggaatteedd  tthhee  SSRR  

CCaa2+2+  ccoonntteenntt..  IImmaaggeess  ooff  ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  eevvookkeedd  aafftteerr  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn  aatt  44  

HHzz  aarree  sshhoowwnn  iinn  FFiigguurree  44EE..  AAss  sshhoowwnn  iinn  FFiigguurree  44FF,,  ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  wweerree  

ssiiggnniiffiiccaannttllyy  ssmmaalllleerr  ((bbyy  2244..77%%))  aafftteerr  ppaacciinngg  tthhee  cceellll  aatt  44  HHzz  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  ccoommppaarreedd  ttoo  WWTT  

mmyyooccyytteess,,  wwhhiillee  nnoo  ssiiggnniiffiiccaanntt  ddiiffffeerreennccee  wwaass  oobbsseerrvveedd  aatt  lloowweerr  ffrreeqquueenncciieess..  PPlloottttiinngg  tthhee  ppeeaakk  

[[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt    vvss..  tthhee  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  ffoorr  tthhee  tthhrreeee  ddiiffffeerreenntt  ppaacciinngg  rraatteess  ((FFiigg..44GG))  pprroovviiddeedd  

ssiimmiillaarr  ccoorrrreellaattiioonnss  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..  TThheessee  rreessuullttss  ssuuggggeesstt  tthhaatt  aa  ddeeccrreeaassee  iinn  

SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  aaccccoouunnttss  ffoorr  tthhee  rreedduuccttiioonn  iinn  ssyyssttoolliicc  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  tthhee  aassssoocciiaatteedd  lloowweerr  

ccoonnttrraaccttiioonn  oobbsseerrvveedd  aatt  tthhee  hhiigghheesstt  ppaacciinngg  rraatteess  iinn  bbootthh  cceellll  ggrroouuppss..  IInntteerreessttiinnggllyy,,  tthhee  ddeeccrreeaassee  

iinn  SSRR  llooaadd  wwiitthh  iinnccrreeaassiinngg  ppaacciinngg  rraattee  wwaass  aacccceennttuuaatteedd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..  TToo  ggeett  aann  iiddeeaa  

ooff  hhooww  mmuucchh  CCaa2+2+  iiss  rreelleeaasseedd  aatt  eeaacchh  ttwwiittcchh  wwiitthh  rreessppeecctt  ttoo  tthhee  ttoottaall  aammoouunntt  ooff  CCaa2+2+  ssttoorreedd,,  wwee  

eevvaalluuaatteedd  tthhee  ffrraaccttiioonnaall  rreelleeaassee  bbyy  nnoorrmmaalliizziinngg  tthhee  eelleeccttrriiccaallllyy--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  ttoo  tthhee  

ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  iinn  eeaacchh  cceellll  tteesstteedd..  WWee  ffoouunndd  nnoo  ddiiffffeerreennccee  bbeettwweeeenn  WWTT  aanndd  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  FFoorr  eexxaammppllee,,  aatt  44  HHzz,,  ffrraaccttiioonnaall  rreelleeaassee  wwaass  00..8800±±00..0044  iinn  WWTT  cceellllss  ((nn==88))  aanndd  

00..8822±±00..0066  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ((nn==2211))..  AAllttooggeetthheerr,,  tthheessee  eexxppeerriimmeennttss  uunnmmaasskk  rraattee--

ddeeppeennddeenntt  ssyyssttoolliicc  CCaa2+2+--rreelleeaassee  ddeeffeeccttss  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  iinn  rreellaattiioonn  wwiitthh  iimmppaaiirreedd  rreeccoovveerryy  ooff  

SSRR  CCaa2+  2+ llooaadd,,  wwhhiicchh  mmiigghhtt  bbee  sseeccoonnddaarryy  ttoo  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  lleeaakk..    

HHoowweevveerr,,  tthhee  rreelleevvaannccee  ooff  tthhiiss  ssyyssttoolliicc  ddeeffeecctt  mmaayy  bbee  lliimmiitteedd  iinn  vviivvoo,,  ssiinnccee  iinnccrreeaasseedd  

hheeaarrtt  rraattee  iiss  uussuuaallllyy  aassssoocciiaatteedd  wwiitthh  hhiigghh  ssyymmppaatthheettiicc  ddrriivvee,,  tthhuuss  iinnccrreeaasseedd  ccoonnttrraaccttiilliittyy..  WWee  

nneexxtt  aannaallyyzzeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  uunnddeerr  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn..  IImmaaggeess  ooff  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  

eevvookkeedd  bbyy  ffiieelldd  ssttiimmuullaattiioonn  aatt  44  HHzz  aarree  sshhoowwnn  iinn  FFiigguurree  55AA,,  ttoopp..  TThhee  iinnccrreeaassee  iinn  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  

aammpplliittuuddee  iinndduucceedd  bbyy  iissoopprrootteerreennooll  wwaass  ssiimmiillaarr  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,    ((FFiigg..55AA,,  bboottttoomm,,  

OOnnlliinnee  FFiigg..IIIIBB,,  OOnnlliinnee  TTaabbllee  IIIIII))..  WWee  aallssoo  ffoouunndd  aa  ssiimmiillaarr  eeffffeecctt  ooff  iissoopprrootteerreennooll  oonn  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  

iinn  bbootthh  eexxppeerriimmeennttaall  ggrroouuppss  ((FFiigg..55BB))..  AAllttooggeetthheerr,,  tthheessee  ddaattaa  ssuuggggeesstt  tthhaatt  tthhee  ssyyssttoolliicc  

ddyyssffuunnccttiioonn  aatt  hhiigghh  ppaacciinngg  rraatteess  ppeerrssiissttss  dduurriinngg  ssyymmppaatthheettiicc  ssttiimmuullaattiioonn  ((pp<<00..0011)),,  aanndd  tthhaatt  tthhee  

iinnccrreemmeennttaall  eeffffeecctt  ooff  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  iiss  iiddeennttiiccaall  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C..  



 10

  

NNaattuurree  ooff  tthhee  aarrrrhhyytthhmmooggeenniicc  aaccttiivviittyy  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

  

TThhee  aarrrrhhyytthhmmiicc  aaccttiivviittyy  ooff  tthhee  iissoollaatteedd  cceellll  pprreesseenntteedd  iinn  FFiigg..11  ddooeess  nnoott  rreefflleecctt  tthhee  rreeaalliittyy  ooff  

vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess,,  wwhhiicchh  aarree  uunnddeerr  ccoonnssttaanntt  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn..  MMoorreeoovveerr,,  CCPPVVTT  iiss  

iinndduucceedd  bbyy  ssttrreessss,,  mmeeaanniinngg  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  eelleevvaatteedd  hheeaarrtt  rrhhyytthhmm..  DDuurriinngg  

eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll,,  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ddeevveellooppeedd  

ssppoonnttaanneeoouuss  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  aafftteerr--ccoonnttrraaccttiioonnss,,  ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy,,  aass  

ooppppoosseedd  ttoo  tthhee  WWTT  cceellllss  ((FFiigg..66AA&&BB))..  DDuurriinngg  ddiiaassttoollee,,  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  sshhoowweedd  

ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  aass  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  oorr  ssmmaallll  CCaa2+2+--wwaavveess..  OOccccaassiioonnaallllyy  ((aarrrrooww  iinn  FFiigg..66BB)),,  

ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaasseess  rreeaacchheedd  tthhee  tthhrreesshhoolldd  ttoo  pprroodduuccee  nnoonn--ssuussttaaiinneedd  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy  

aanndd  aafftteerr--ccoonnttrraaccttiioonnss..  CCaa2+2+--ssppaarrkk  eevvookkeedd  CCaa2+2+--wwaavveess  wweerree  oobbsseerrvveedd  dduurriinngg  tthhee  ddiiaassttoolliicc  ppeerriioodd  

iinn  1177%%  ooff  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  ppaacceedd  aatt  22  HHzz  ((99  oouutt  ooff  5544  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess))..  TThhee  ppeerrcceennttaaggee  

ooff  cceellllss  eexxhhiibbiittiinngg  tthheessee  eevveennttss  ddrraammaattiiccaallllyy  iinnccrreeaasseedd  ttoo  6677%%  ((1122  oouutt  ooff  1188  cceellllss))  wwhheenn  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  wweerree  ppaacceedd  aatt  44  HHzz  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll..  TThhiiss  bbeehhaavviioorr  wwaass  aallmmoosstt  

aabbsseenntt  iinn  WWTT  cceellllss,,  bbootthh  iinn  bbaassaall  ccoonnddiittiioonnss  ((22HHzz::  11  oouutt  ooff  5555  WWTT  cceellllss  vvss..  99  oouutt  ooff  5544  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  pp<<00..0011))  aanndd  aatt  44  HHzz  aanndd  iissoopprrootteerreennooll  ((22  oouutt  ooff  1144  WWTT  cceellllss  vvss..  1122  oouutt  ooff  1188  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  pp<<00..0011))..  AAss  sshhoowwnn  iinn  FFiigg..11BB,,  oonnee  ssiinnggllee  CCaa2+2+--wwaavvee  wwaass  aabbllee  ttoo  eevvookkee  

ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy  aafftteerr  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn  ssttooppppeedd..  HHoowweevveerr,,  tthhiiss  wwaass  nneevveerr  tthhee  ccaassee  dduurriinngg  

ccoonnssttaanntt  ssttiimmuullaattiioonn..  IInn  oorrddeerr  ttoo  ttrriiggggeerr  aa  ffuullll  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt,,  wwee  mmeeaassuurreedd  tthhaatt  77..11±±00..66  CCaa2+2+--

wwaavveess**110000μμmm-1-1  hhaadd  ttoo  oovveerrllaapp  dduurriinngg  ddiiaassttoollee,,  wwhhiicchh  oonnllyy  ooccccuurrrreedd  uunnddeerr  ssttrreessss  ccoonnddiittiioonnss..  

CCaa2+2+--wwaavveess  sspprreeaadd  aatt  ssiimmiillaarr  vveelloocciittyy  iinn  tthhee  aabbsseennccee  ((111177..33±±1144..77  μμmm//ss,,  nn==1133))  oorr  iinn  tthhee  

pprreesseennccee  ooff  11μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  ((111133..88±±77..22  μμmm//ss,,  nn==2222))..    

WWee  ffoouunndd  tthhaatt  mmoouussee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  pprreesseenntteedd  aa  hhiigghheerr  iinncciiddeennccee  ooff  CCaa2+2+--wwaavveess  

nnoott  oonnllyy  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll  bbuutt  aallssoo  aatt  hhiigghheerr  ppaacciinngg  rraatteess  ((FFiigg..66CC))..  WWee  tthheenn  
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mmeeaassuurreedd  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  iinn  tthhee  ddiiaassttoolliicc  ppeerriioodd  aatt  ddiiffffeerreenntt  ssttiimmuullaattiioonn  ffrreeqquueenncciieess,,  wwhheenn  iitt  wwaass  

ppoossssiibbllee  ttoo  ddiissccrriimmiinnaattee  tthheemm..  DDuurriinngg  ddiiaassttoollee,,  tthhee  mmaaxxiimmuumm  nnuummbbeerr  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkkss**ss-1-1  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  uunnddeerr  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  iinnccrreeaasseedd  wwiitthh  ppaacciinngg  rraatteess  ((44..77±±11..77  wwhheenn  

ppaacceedd  aatt  22  HHzz,,  nn==99;;  1155..00±±44..44  wwhheenn  ppaacceedd  aatt  33  HHzz,,  nn==44,,  pp<<00..0055  ccoommppaarreedd  wwiitthh  22  HHzz;;  aanndd  

2244..88±±55..44  wwhheenn  ppaacceedd  aatt  44  HHzz,,  nn==55,,  pp<<00..000011  ccoommppaarreedd  wwiitthh  22  HHzz))..  TThhiiss  ccoouulldd  bbee  dduuee  ttoo  tthhee  

hhiigghheerr  ddiiaassttoolliicc  [[CCaa2+2+]]ii  iinndduucceedd  bbyy  iinnccrreeaassiinngg  ppaacciinngg  rraatteess..  TThhee  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  fflluuoorreesscceennccee  

mmeeaassuurreedd  iinn  tthhee  ssaammee  cceellllss  iinnccrreeaasseedd  pprrooggrreessssiivveellyy  wwiitthh  ppaacciinngg  rraattee  ((3399..55±±22..77  aatt  22  HHzz,,  

4466..11±±11..66  aatt  33  HHzz  aanndd  5500..99±±33..00  aatt  44  HHzz,,  pp<<00..0055  ccoommppaarreedd  wwiitthh  22  HHzz))..  
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DDIISSCCUUSSSSIIOONN  

WWee  sshhooww  ffoorr  tthhee  ffiirrsstt  ttiimmee  tthhaatt  bbeeaattiinngg  ccaarrddiioommyyooccyytteess  bbeeaarriinngg  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaattiioonn,,  

eeqquuiivvaalleenntt  ttoo  tthhaatt  ffoouunndd  iinn  sseevveerraall  CCPPVVTT  ffaammiilliieess,,  eexxhhiibbiitteedd  aarrrrhhyytthhmmooggeenniicc  bbeehhaavviioorr  rreellaatteedd  ttoo  

aa  ddrraammaattiiccaallllyy  eennhhaanncceedd  ooccccuurrrreennccee  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  aanndd  CCaa2+2+--wwaavveess  dduurriinngg  ddiiaassttoollee..  TThhiiss  

eelleevvaatteedd  ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  wwaass  ffuurrtthheerr  eennhhaanncceedd  bbyy  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  

iinnccrreeaassiinngg  ppaacciinngg  rraatteess,,  mmiimmiicckkiinngg  hhuummaann  eexxeerrcciissee--iinndduucceedd  vveennttrriiccuullaarr  ttaacchhyyccaarrddiiaa..  TThhee  hhiigghh  

aaccttiivviittyy  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  wwaass  dduuee  ttoo  aa  ddrraammaattiicc  iinnccrreeaassee  iinn  iittss  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy,,  wwhhiicchh  lloowweerreedd  tthhee  

rreelleeaassee  tthhrreesshhoolldd  ttoo  pprroodduuccee  ssppoonnttaanneeoouuss  aaccttiivviittyy  dduurriinngg  tthhee  ddiiaassttoolliicc  ppeerriioodd..  

MMiiccee  bbeeaarriinngg  tthhee  RRyyRR22R4496C  R4496C mmuuttaattiioonn,,  wwhhiicchh  iiss  tthhee  eeqquuiivvaalleenntt  ttoo  tthhee  hhuummaann  RRyyRR22R4497CR4497C  

mmuuttaattiioonn  ffiirrsstt  iiddeennttiiffiieedd  iinn  aa  CCPPVVTT  ffaammiillyy1414,,  pprreesseenntt  vveennttrriiccuullaarr  ttaacchhyyccaarrddiiaa  iinn  rreessppoonnssee  ttoo  

aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  ccaaffffeeiinnee  iinn  vviivvoo..  IIssoollaatteedd  cceellllss  wweerree  ppaattcchh--ccllaammppeedd  aanndd  aaccttiioonn  

ppootteennttiiaallss  rreeccoorrddeedd..  UUnnddeerr  tthheessee  ccoonnddiittiioonnss,,  DDAADDss  aanndd  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy  ccoouulldd  bbee  rreeccoorrddeedd  

wwhheenn  eelleeccttrriiccaall  ppaacciinngg  wwaass  iinntteerrrruupptteedd1515..  HHeerree  wwee  ffoouunndd  ppaarraalllleell  eevviiddeennccee  ooff  ssppoonnttaanneeoouuss  

iinnttrraacceelllluullaarr  CCaa2+2+  rreelleeaassee  aanndd  CCaa2+2+--wwaavveess  iinn  ssiimmiillaarr  eexxppeerriimmeennttaall  ccoonnddiittiioonnss  ((FFiigg..11))..  HHoowweevveerr,,  iinn  

lliiffee,,  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess  aarree  ccoonnttiinnuuoouussllyy  ppaacceedd  uunnlleessss  tthheerree  iiss  aa  pprroobblleemm  wwiitthh  aauuttoommaattiicc  oorr  

ccoonndduuccttiinngg  cceellllss..  MMoorreeoovveerr,,  CCPPVVTT  aarriisseess  uunnddeerr  ssttrreessss  ccoonnddiittiioonnss  wwiitthh  aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  

wwhhiicchh,,  aammoonngg  ootthheerr  eeffffeeccttss,,  iinnccrreeaasseess  hheeaarrtt  rraattee..    

TThhiiss  rreeppoorrtt  iiss  tthhee  ffiirrsstt  ttoo  sshhooww  tthhaatt  iissoollaatteedd  RRyyRR22R4496CR4496C  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess  ddiissppllaayyeedd  

aarrrrhhyytthhmmooggeenniicc  aaccttiivviittyy  rreellaatteedd  ttoo  ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  wwhhiillee  tthheeyy  aarree  eelleeccttrriiccaallllyy  

ssttiimmuullaatteedd,,  tthhuuss  mmiimmiicckkiinngg  hhuummaann  CCPPVVTT  aanndd  ddeemmoonnssttrraattiinngg  tthhaatt  RRyyRR22R4496CR4496C  wwaass  aatt  tthhee  oorriiggiinn  ooff  

tthhee  aarrrrhhyytthhmmiiaa..  IInn  iissoollaatteedd  ccaarrddiioommyyooccyytteess  ppaacceedd  aatt  22HHzz,,  wwee  oobbsseerrvveedd  mmuullttiippllee  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  

ccaappaabbllee  ooff  ttrriiggggeerriinngg  llooccaalliizzeedd  CCaa2+2+--wwaavveess  iinn  mmoorree  tthhaann  1166%%  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ((FFiigg..66CC))..  

WWiitthh  ppaacciinngg  rraattee  iinnccrreeaasseedd  ttoo  44  HHzz  aanndd  uunnddeerr  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn,,  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  

mmyyooccyytteess  wweerree  rreemmaarrkkaabbllyy  mmoorree  pprroonnee  ttoo  eevvookkee  CCaa2+2+--wwaavveess  ((iinn  uupp  ttoo  6666..77%%  ooff  cceellllss))..  WWee  tthhuuss  

ffoouunndd  tthhaatt  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  sshhoowweedd  hhiigghheerr  ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  eevveenn  iinn  bbaassaall  ccoonnddiittiioonnss,,  
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aanndd  tthhiiss  ffeeaattuurree  wwaass  ffuurrtthheerr  eennhhaanncceedd  bbyy  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  ppaacciinngg  rraattee,,  rreeaacchhiinngg  

tthhrreesshhoolldd  ffoorr  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy..    

TThhee  hhiigghheerr  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  rreelleeaassee  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  iiss  ccoorrrreellaatteedd  bbyy  hhiigghheerr  ffrreeqquueennccyy  ooff  

ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  ((FFiigg..22))..    TThhiiss  iinnccrreeaasseedd  aaccttiivviittyy  ccoouulldd  ddeeppeenndd  oonn  tthhee  eexxpprreessssiioonn  oorr  

pphhoosspphhoorryyllaattiioonn  lleevveell  ooff  RRyyRR22,,  tthhee  aammoouunntt  ooff  CCaa2+2+  ssttoorreedd  iinn  tthhee  SSRR,,  aanndd//oorr  tthhee  sseennssiittiivviittyy  ooff  

RRyyRR22R4496CR4496C  ttoo  lluummiinnaall2121  oorr  ccyyttoossoolliicc  CCaa2+2+..  WWee  ffoouunndd  nnoo  ddiiffffeerreennccee  bbeettwweeeenn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  

hheeaarrttss  iinn  ttoottaall  RRyyRR22  eexxpprreessssiioonn,,  FFKKBBPP1122..66  aassssoocciiaattiioonn1414  oorr  RRyyRR22  pphhoosspphhoorryyllaattiioonn  lleevveell,,  eevveenn  

aafftteerr  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  ((OOnnlliinnee  FFiigg..II))..  MMoorreeoovveerr,,  aalltthhoouugghh  CCaa2+2+--wwaavveess  aanndd  hhiigghh  CCaa2+2+--

ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  uussuuaallllyy  rreefflleecctt  CCaa2+  2+ oovveerrllooaadd1818,,  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  pprreesseenntteedd  tthhiiss  bbeehhaavviioorr  

eevveenn  aatt  lloowweerr    SSRR  CCaa2+2+  llooaadd..    

OOuurr  ddaattaa  iinn  ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  ccaarrddiioommyyooccyytteess  sshhooww  tthhaatt  aatt  aallll  ccyyttooppllaassmmiicc  [[CCaa2+2+]]ii  tteesstteedd,,  tthhee  

CCaa2+2+--ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  wwaass  hhiigghheerr  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  tthhaann  iinn  WWTT  cceellllss,,  sshhoowwiinngg  tthhaatt  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  iiss  

hhyyppeerraaccttiivvee  aatt  aannyy  ggiivveenn  [[CCaa2+2+]]ii,,  aanndd  iinnddiiccaattiinngg  CCaa2+2+  hhyyppeerrsseennssiittiivviittyy..  HHoowweevveerr,,  CCaa2+2+--ssppaarrkk  

ffrreeqquueenncciieess  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  wweerree  ssiimmiillaarr  iinn  aabbsseennccee  ooff  ccyyttoossoolliicc  CCaa2+2+..  UUnnddeerr  tthheessee  

ccoonnddiittiioonnss,,  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  wwaass  aallssoo  ssiimmiillaarr  iinn  bbootthh  eexxppeerriimmeennttaall  ggrroouuppss,,  ssuuggggeessttiinngg  tthhaatt  

RRyyRR22R4496CR4496C  sseennssiittiivviittyy  ttoo  lluummiinnaall  CCaa2+2+  iiss  mmaaiinnttaaiinneedd  uunnddeerr  tthheessee  uunnpphhyyssiioollooggiicc  cciirrccuummssttaanncceess..  

NNeevveerrtthheelleessss,,  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  ccyyttoossoolliicc  CCaa2+2+,,  RRyyRR22R4496CR4496C  bbeehhaavveess  aass  hhyyppeerrsseennssiittiivvee  ttoo  bbootthh  

lluummiinnaall1010  aanndd  ccyyttoossoolliicc  CCaa2+  2+ ((FFiigg..33))..  It is not easy to unequivocally assign distinct roles for 

cytoplasmic vs. luminal Ca2+ in situ due to the inherent interdependence of these Ca2+ 

compartments in living cells.   

WWhhiillee  uunnzziippppiinngg  ooff  aammiinnoo  aanndd  cceennttrraall  RRyyRR22  ddoommaaiinnss  hhaass  bbeeeenn  rreeppoorrtteedd  ttoo  bbee  iinnvvoollvveedd  iinn  

ssoommee  ffoorrmmss  ooff  eennhhaanncceedd  RRyyRR22  aaccttiivviittyy22,2322,23,,  tthhee  RR44449966CC  mmuuttaattiioonn  iiss  ffaarr  ffrroomm  tthhoossee  ddoommaaiinnss,,  

mmaakkiinngg  tthhaatt  mmeecchhaanniissmm  uunnlliikkeellyy..  DDiiffffeerreennttiiaall  FFKKBBPP1122..66  aassssoocciiaattiioonn  aallssoo  ccaannnnoott  eexxppllaaiinn  tthhee  

iinnccrreeaasseedd  RRyyRR22  sseennssiittiivviittyy  rreeppoorrtteedd  hheerree,,  bbeeccaauussee  tthheerree  iiss  uunnaalltteerreedd  RRyyRR22--FFKKBBPP1122..66  

aassssoocciiaattiioonn  iinn  tthhiiss  aanniimmaall  mmooddeell1414..  TThhee  iinnccrreeaassee  iinn  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  iiss  lliikkeellyy  
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ttoo  rreefflleecctt  aann  eennhhaanncceemmeenntt  ooff  iittss  ooppeenn  pprroobbaabbiilliittyy  ((PPoo)),,  ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  ddaattaa  oobbttaaiinneedd  bbyy  ssiinnggllee  

cchhaannnneell  aannaallyysseess1010..  OOuurr  ddaattaa  ddeemmoonnssttrraattee  tthhaatt,,  iinn  iittss  nnoorrmmaall  eennvviirroonnmmeenntt  ((ii..ee..,,  iinn  nnaattiivvee  

ccaarrddiioommyyooccyytteess))  RRyyRR22R4496CR4496C  hhaass  aauuggmmeenntteedd  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  rraatthheerr  tthhaann  iinnccrreeaasseedd  PPoo  ppeerr  ssee..  

IInnddeeeedd,,  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ooccccuurrrreennccee,,  mmeeaassuurreedd  iinn  ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  cceellllss  eexxppoosseedd  ttoo  ddiiffffeerreenntt  [[CCaa2+2+]]ii  

ccoonncceennttrraattiioonnss,,  wwaass  ssiiggnniiffiiccaannttllyy  iinnccrreeaasseedd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  aatt  aallll  [[CCaa2+2+]]ii  tteesstteedd  eexxcceepptt  aatt  zzeerroo  

CCaa2+2+,,  iinnddiiccaattiinngg  tthhaatt  tthhee  cchhaannnneell  nneeeeddss  CCaa2+2+  ttoo  bbeeccoommee  hhyyppeerraaccttiivvee..  TThhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaattiioonn  iiss  

llooccaatteedd  iinn  tthhee  CC  tteerrmmiinnaall  ppoorrttiioonn  ooff  tthhee  cchhaannnneell,,  ((ccyyttoossoolliicc  ssiiddee24,2524,25)),,  cclloossee  ttoo  tthhee  pprrooppoosseedd  

mmoolleeccuullaarr  rreeggiioonn  iinnvvoollvveedd  iinn  CCaa2+2+--ddeeppeennddeenntt  aaccttiivvaattiioonn  ((rreessiidduueess  44448855--44449944))2323..  TThhee  RRyyRR  hhaass  

hhiigghhllyy  rreeaaccttiivvee  ccyysstteeiinneess  ccaappaabbllee  ooff  ffoorrmmiinngg  ddiissuullffiiddee  bboonnddss2626..  IItt  iiss  tthhuuss  ppllaauussiibbllee  tthhaatt  tthhee  hhiigghhllyy  

rreeaaccttiivvee  ccyysstteeiinnee  iinnttrroodduucceedd  bbyy  tthhee  mmuuttaattiioonn,,  iinntteerraaccttss  wwiitthh  ootthheerr  ccyysstteeiinneess  ooff  tthhee  cchhaannnneell,,  

iinndduucciinngg  aa  ccoonnffoorrmmaattiioonn  cchhaannggee  tthhaatt  rreennddeerrss  tthhee  RRyyRR  hhyyppeerrsseennssiittiivvee  ttoo  CCaa2+2+..  TThhee  

ccoonnffoorrmmaattiioonnaall  cchhaannggee  mmiigghhtt  rreennddeerr  mmoorree  aacccceessssiibbllee  ttoo  CCaa2+2+  tthhee  EE33998877  rreessiidduuee,,  iiddeennttiiffiieedd  aass  

iimmppoorrttaanntt  iinn  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy2727..  HHoowweevveerr,,  tthhee  llooww  aaffffiinniittyy  CCaa2+2+  sseennssiinngg  ooff  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C    sseeeemmss  

ttoo  bbee  nnoorrmmaall  ssiinnccee  tthhee  CCaa2+2+  iinnhhiibbiittiioonn  ffoouunndd  iinn  tthhee  33[[HH++]]rryyaannooddiinnee  bbiinnddiinngg  eexxppeerriimmeennttss  iiss  ssiimmiillaarr  

ttoo  WWTT  RRyyRR22  ((FFiigg..33GG))..  EExxppeerriimmeennttss  iinn  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  tteerrttiiaarryy  ssttrruuccttuurree  aarree  nneeeeddeedd  ttoo  iinnvveessttiiggaattee  

wwhheetthheerr  tthhiiss  ppooiinntt  mmuuttaattiioonn  iinndduucceess  ccoonnffoorrmmaattiioonnaall  cchhaannggeess  ffaavvoorriinngg  CCaa2+2+  bbiinnddiinngg  ttoo  tthhee  

aaccttiivvaattiinngg  ssiitteess  iinn  tthhee  RRyyRR22..    

  

EEvveenn  tthhoouugghh  RRyyRR22R4496CR4496C  bbaassaall  aaccttiivviittyy  wwaass  ddrraammaattiiccaallllyy  hhiigghheerr  tthhaann  tthhaatt  ooff  WWTT  ((FFiigg..22)),,  ββ--

aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  iinnccrreeaasseedd  tthheeiirr  aaccttiivviittyy  ttoo  tthhee  ssaammee  eexxtteenntt  ssuuggggeessttiinngg  tthhaatt::  ((ii))  tthhee  ttwwoo  

mmeecchhaanniissmmss  ((iinnccrreeaasseedd  CCaa2+  2+ sseennssiittiivviittyy  ooff  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaanntt  aanndd  tthhee  eeffffeecctt  ooff  ββ--aaddrreenneerrggiicc  

ssttiimmuullaattiioonn))  aarree  ddiissttiinncctt  aanndd  ccuummuullaattiivvee  aanndd  ((iiii))  tthhee  ββ--aaddrreenneerrggiicc  rreegguullaattiioonn  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  iiss  nnoott  

mmooddiiffiieedd..  NNeevveerrtthheelleessss,,  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  ffuurrtthheerr  iinnccrreeaasseedd  tthhee  aallrreeaaddyy  eelleevvaatteedd  ddiiaassttoolliicc  

CCaa2+2+  lleeaakk  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  pprroobbaabbllyy  bbyy  iinnccrreeaassiinngg  tthhee  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd2828,,  ffuurrtthheerr  eennhhaanncciinngg  tthhee  
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RRyyRR22R4496CR4496C  cceellll  pprrooppeennssiittyy  ttoo  ttrriiggggeerr  DDAADDss  aanndd  aalllloowwiinngg  tthhee  ooccccuurrrreennccee  ooff  ssppoonnttaanneeoouuss  aaccttiivviittyy  

((FFiiggss..11&&66))29,3029,30..    

  

  AAtt  bbaassaall  ccoonnddiittiioonnss  ((22HHzz  iinn  oouurr  eexxppeerriimmeennttaall  sseettttiinngg)),,  tthhee  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  iinn  WWTT  aanndd  

RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  wweerree  ssiimmiillaarr..  TThhee  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  ddeeccaayy  ttiimmeess  wweerree  aallssoo  ssiimmiillaarr,,  

ssuuggggeessttiinngg  aa  nnoorrmmaall  ffuunnccttiioonn  ooff  ssaarrccoo--eennddooppllaassmmiicc  rreettiiccuulluumm  CCaa2+2+  AATTPPaassee  ((SSEERRCCAA))..  HHoowweevveerr,,  

tthhee  rraattee--ddeeppeennddeenntt  ddeeccrreeaassee  iinn  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  ccoonnttrraaccttiioonn,,  wwhhiicchh  iiss  nnoorrmmaall  iinn  mmiiccee  

ccaarrddiioommyyooccyytteess,,  wwaass  mmoorree  pprroonnoouunncceedd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  ((FFiigg..44))..  TThhiiss  rreedduuccttiioonn  ccaann  bbee  aaccccoouunntteedd  

ffoorr  bbyy  aa  ddeeccrreeaassee  iinn  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  ((FFiigg..44))..  TThheerreeffoorree,,  tthhee  iinnccrreeaassee  iinn  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  lleeaakk  

bbeeccoommeess  ccrriittiiccaall  ffoorr  tthhee  ssyyssttoolliicc  ffuunnccttiioonn  oonnllyy  aatt  tthhee  hhiigghheesstt  ppaacciinngg  rraatteess..  SSuucchh  aa  nneeggaattiivvee  

ssttaaiirrccaassee,,  oobbsseerrvveedd  iinn  nnoorrmmaall  mmiiccee,,  mmaayy  ddeeppeenndd  oonn  tthhee  iinntteerrvvaall  bbeettwweeeenn  ttwwoo  ccoonnsseeccuuttiivvee  

ttwwiittcchheess,,  wwhhiillee  SSEERRCCAA  rreepplleenniisshheess  tthhee  SSRR  wwiitthh  CCaa2+2+..  EEnnhhaanncceemmeenntt  ooff  tthhiiss  pphheennoommeennoonn  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  sseeeemmss  ttoo  iinnddiiccaattee  tthhaatt,,  bbeeccaauussee  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  sshhooww  mmoorree  CCaa2+2+--wwaavveess  

dduurriinngg  ddiiaassttoollee  aatt  hhiigghh  ppaacciinngg  rraattee,,  aann  iimmbbaallaannccee  bbeettwweeeenn  CCaa2+2+  lleeaakk  aanndd  CCaa2+2+  rree--uuppttaakkee  rreessuullttss  

iinn  SSRR  CCaa2+2+  ddeepplleettiioonn,,  aalltthhoouugghh  aa  ppoossssiibbllee  aalltteerraattiioonn  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  rreeffrraaccttoorriinneessss  ccoouulldd  aaccccoouunntt  

ffoorr  tthhiiss  pphheennoommeennoonn..  HHoowweevveerr,,  iinn  hhuummaannss  tthhee  ssttaaiirrccaassee  iiss  ppoossiittiivvee,,  wwhhiicchh  ffuurrtthheerr  ssuuppppoorrttss  tthhee  

llaacckk  ooff  ccoonnttrraaccttiillee  iimmppaaiirrmmeenntt  iinn  CCPPVVTT  ppaattiieennttss..    

TThhee  ddeeccrreeaassee  iinn  SSRR  CCaa2+2+  wwiitthh  ppaacciinngg  rraattee  ccaann  aallssoo  rreefflleecctt  tthhee  hhiigghheerr  CCaa2+2+  lleeaakk  aatt  hhiigghheerr  

ssttiimmuullaattiioonn  ffrreeqquueenncciieess  ((FFiigg..66CC))  aanndd  ccoouulldd  ppaarrttllyy  ddeeppeenndd  oonn  aa  pphheennoommeennoonn  kknnoowwnn  aass  CCaa2+2+  

ccuurrrreenntt  ffaacciilliittaattiioonn..  BByy  tthhiiss  pphheennoommeennoonn,,  tthhee  ttoottaall  aammoouunntt  ooff  CCaa2+2+  eennttrryy  iiss  eennhhaanncceedd  wwhheenn  

ssttiimmuullaattiioonn  ffrreeqquueennccyy  iiss  iinnccrreeaasseedd,,  mmaaiinnllyy  dduuee  ttoo  sslloowwiinngg  ooff  tthhee  CCaa2+2+  ccuurrrreenntt  iinnaaccttiivvaattiioonn3131..  TThhiiss  

lloonnggeerr  CCaa2+2+  eennttrryy  dduurriinngg  tthhee  ddiiaassttoolliicc  ppeerriioodd  ccaann  ffuurrtthheerr  aaccttiivvaattee  RRyyRR22R4496CR4496C,,  tthheerreebbyy  eevvookkiinngg  

mmoorree  CCaa2+2+--wwaavveess  aanndd  rrhhyytthhmmiicc  ddiissoorrddeerrss  aatt  hhiigghheerr  ppaacciinngg  rraatteess..    

  

IInn  ccoonncclluussiioonn,,  oouurr  ssttuuddyy  sshhoowwss  tthhaatt  bbeeaattiinngg  RRyyRR22R4496CR4496C  ccaarrddiioommyyooccyytteess  pprreesseenntt  hhiigghh  

ssppoonnttaanneeoouuss  CCaa2+2+  rreelleeaassee  dduurriinngg  ddiiaassttoollee,,  dduuee  ttoo  aa  ddrraammaattiicc  iinnccrreeaassee  iinn  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  ooff  tthhee  
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RRyyRR22R4496CR4496C..  TThhiiss  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  lleeaakk  iiss  rreessppoonnssiibbllee  ffoorr  bbootthh  DDAADDss  aanndd  ddeeccrreeaasseedd  SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  

aatt  hhiigghh  ppaacciinngg  rraatteess..  OOuurr  ffiinnddiinnggss  iinn  ccaarrddiioommyyooccyytteess  pprroovviiddee  aa  lliinnkk  bbeettwweeeenn  tthhee  ddaattaa  oobbsseerrvveedd  

wwiitthh  tthhee  hheetteerroollooggoouuss  eexxpprreessssiioonn  ooff  RRyyRR22R4496CR4496C  mmuuttaattiioonn  aanndd  tthhee  mmaaccrroossccooppiicc  pphheennoottyyppee  

oobbsseerrvveedd  aatt  tthhee  wwhhoollee  hheeaarrtt  ((EECCGG))..  BByy  cchhaarraacctteerriizziinngg  tthhee  ffuunnccttiioonn  ooff  mmuuttaanntt  RRyyRR22,,  wwee  pprroovviiddee  

aa  ddeettaaiilleedd  ddeeffiinniittiioonn  ooff  hhooww  CCPPVVTT  mmuuttaattiioonnss  ccaauussee  DDAADD  aanndd  ttrriiggggeerreedd  aarrrrhhyytthhmmiiaass..  

FFuurrtthheerrmmoorree,,  tthhee  iiddeennttiiffiiccaattiioonn  ooff  aabbnnoorrmmaall  CCaa2+2+  sseennssiittiivviittyy  iinn  RRyyRR22  aass  tthhee  kkeeyy  ffaaccttoorr  ffoorr  

aarrrrhhyytthhmmooggeenneessiiss  ssuuppppoorrttss  tthhee  iinntteerreesstt  ooff  tthhee  RRyyRR22  iinn  tthhee  ddeevveellooppmmeenntt  ooff  nnoovveell  tthheerraappeeuuttiicc  

ttaarrggeettss..  
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AACCKKNNOOWWLLEEDDGGEEMMEENNTTSS    

WWee  tthhaannkk  AAnnttaa  AAggnnee,,  CCiinnddyy  MMoonnrroossee,,  DDrr..  CCéécciillee  CCaassssaann  aanndd  LLuucciiaa  GGaarrccííaa--RRoommeerroo  ffoorr  tthheeiirr  

eexxcceelllleenntt  tteecchhnniiccaall  aassssiissttaannccee..  WWee  tthhaannkk  CChhaannttaall  JJaaccqquueett  aanndd  DDrr..  KKaarriimm  CChheebbllii  ((IInnssttiittuuttee  ooff  

MMoolleeccuullaarr  GGeenneettiiccss  ooff  MMoonnttppeelllliieerr))  ffoorr  bbrreeeeddiinngg  mmiiccee..  WWee  aallssoo  tthhaannkk  DDrr..  AAgguussttíínn  GGuueerrrreerroo--

HHeerrnnáánnddeezz  aanndd  DDrr..  JJoosséé  AAnnttoonniioo  AArriiaass--MMoonnttaaññoo  ((CCIINNVVEESSTTAAVV--IIPPNN,,  MMééxxiiccoo))  ffoorr  pprroovviiddiinngg  uuss  

wwiitthh  tthhee  ffaacciilliittiieess  aanndd  mmaatteerriiaallss  ttoo  rreeaalliizzee  bbiinnddiinngg  eexxppeerriimmeennttss..  

SSOOUURRCCEESS  OOFF  FFUUNNDDIINNGG    

EEuurrooppeeaann  UUnniioonn  ggrraanntt  ttoo  SSRR  aanndd  SSGGPP  ((FFPPGG,,  LLiiffee  SScciieennccee  GGeennoommiiccss  aanndd  BBiiootteecchhnnoollooggyy  ffoorr  

HHeeaalltthh,,  CCTT22000055  NN°°001188880022,,  CCOONNTTIICCAA)),,  IInnsseerrmm  aanndd  bbyy  AAggeennccee  NNaattiioonnaallee  ppoouurr  llaa  RReecchheerrcchhee  ttoo  

AAMMGG  ((CCOODD22000055  aanndd  PPhhyyssiioo22000066))..  SSppaanniisshh  ““MMiinniisstteerriioo  ddee  EEdduuccaacciioonn  yy  CCiieenncciiaa””  ((ffeelllloowwsshhiipp  ttoo  

MMFFVV))..  OOtthheerr  ggrraannttss  ttoo  SSGGPP::  TTeelleetthhoonn  GGPP00222277YY0011--GGGGPP0044006666  aanndd  FFoonnddoo  ppeerr  ggllii  IInnvveessttiimmeennttii  

ddeellllaa  RRiicceerrccaa  ddii  BBaassee  RRBBNNEE0011XXMMPP44--  RRBBCCaa003344XX..    

DDIISSCCLLOOSSUURREESS  

NNoonnee  
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FFIIGGUURREE  LLEEGGEENNDDSS  

FFiigguurree  11..  TTrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy  oobbsseerrvveedd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..  

LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  ooff  vveennttrriiccuullaarr  mmyyooccyytteess  iissoollaatteedd  ffrroomm  ((AA))  aa  WWTT  mmoouussee  aanndd  ((BB))  RRyyRR22R4496CR4496C  

mmoouussee  dduurriinngg  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn  ((44HHzz))..  TThhee  ccoorrrreessppoonnddiinngg  fflluuoorreesscceennccee  ttrraacceess  aarree  sshhoowwnn  

bbeellooww..  RReedd  lliinneess  iinnddiiccaattee  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullaattiioonn..  AAfftteerr  ppaacciinngg  ssttooppppeedd,,  tthhee  WWTT  cceellll  rreemmaaiinnss  ssiilleenntt  

wwhhiillee  tthhee  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellll  sshhoowwss  CCaa2+2+--wwaavveess  tthhaatt  iinndduuccee  ttwwoo  ffuullll  ccoonnttrraaccttiioonnss  ffoolllloowweedd  bbyy  

iissoollaatteedd  CCaa2+2+--wwaavveess  ccoonnssiisstteenntt  wwiitthh  DDAADDss..  

  

FFiigguurree  22..  CCaa2+2+--ssppaarrkk  iinn  iinnttaacctt  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..  

AA..  LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  oobbttaaiinneedd  iinn  aa  WWTT  aanndd  aa  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellll  ((RR44449966CC))  iinn  tthhee  aabbsseennccee  ((ttoopp))  oorr  

pprreesseennccee  ((bboottttoomm))  ooff  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll..  BB..  AAvveerraaggee  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ooccccuurrrreennccee  iinn  WWTT  cceellllss  

wwiitthhoouutt  ((wwhhiittee  bbaarr,,  nn==3377))  aanndd  wwiitthh  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  ((hhaattcchheedd  bbaarr,,  nn==1100)),,  aanndd  iinn  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  wwiitthhoouutt  ((bblluuee  bbaarr,,  nn==4433))  aanndd  wwiitthh  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  ((hhaattcchheedd  bblluuee  bbaarr,,  

nn==1177))..  CC..  PPeerrcceennttaaggee  ooff  iinnccrreeaassee  iinndduucceedd  bbyy  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  oonn  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  iinn  

1100  WWTT  aanndd  1177  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  DD..  AAvveerraaggee  ooff  ssiitteess  wwhheerree  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  aarree  rreeccoorrddeedd  wwiitthhiinn  tthhee  

ssaammee  cceellll  dduurriinngg  tthhee  rreeccoorrddiinngg  ppeerriioodd  ((1188  ss))..  EE..  PPrroobbaabbiilliittyy  iinn  eeaacchh  cceellll  ttoo  pprreesseenntt  ssiitteess  tthhaatt  ffiirree  

rreeppeettiittiivveellyy..  FF..  MMaaxxiimmuumm  nnuummbbeerr  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  rreeccoorrddeedd  iinn  tthhee  ssaammee  ssiittee..  FFoorr  DD,,  EE  &&  FF::  nn==  3377  

WWTT  cceellllss,,  nn==1100  WWTT  cceellllss  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll;;  nn==4433  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  

aanndd  nn==1177  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  uunnddeerr  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  ppeerrffuussiioonn..  **pp<<00..0055,,  ****pp<<00..0011,,  

******pp<<00..000011  vvss..  tthhee  ssaammee  ggrroouupp  iinn  tthhee  aabbsseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll..  ††pp<<00..0055,,  ††††pp<<00..0011,,  ††††††pp<<00..000011  

vvss  WWTT..    

  

FFiigguurree  33..  TThhee  iinnccrreeaassee  iinn  CCaa2+-2+-ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  ddeeppeennddss  oonn  tthhee  

iinnttrraacceelllluullaarr  CCaa2+  2+ ccoonncceennttrraattiioonn  (([[CCaa2+2+]]ii))..  
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AA..  LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  oobbttaaiinneedd  aatt  3300  nnmmooll//LL  [[CCaa2+2+]]ii  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496C  R4496C   ((RR44449966CC))  

ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  cceellllss..  BB..  AAvveerraaggee  ooff  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ffrreeqquueenncciieess  oobbttaaiinneedd  iinn  ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  mmyyooccyytteess  

eexxppoosseedd  aatt  77..55  nnmmooll//LL  ((nn==  99  vvss..  nn==77)),,  1155  nnmmooll//LL  ((nn==1100  vvss..  nn==66)),,  3300  nnmmooll//LL  ((nn==  2233  vvss..  nn==1199)),,  5500  

nnmmooll//LL  ((nn==  3377  vvss..  nn==4444))  aanndd  110000  nnmmooll//LL  ((nn==88  vvss..  nn==88))  [[CCaa2+2+]]ii..  WWTT  cceellllss    vvss..  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  

LLiinneess  aarree  BBoollttzzmmaannnn  ffiittttiinngg  ooff  tthhee  ddaattaa..  CC..  CCaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  ((2200  mmmmooll//LL))  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  iinn  

ppeerrmmeeaabbiilliizzeedd  mmyyooccyytteess  aatt  77..55  nnmmooll//LL  ((nn==  1133  vvss..  nn==1111)),,  1155  nnmmooll//LL  ((nn==1155  vvss..  nn==1100)),,  3300  nnmmooll//LL  

((nn==1199  vvss..  nn==2200)),,  5500  nnmmooll//LL  ((nn==2211  vvss..  nn==3333))  aanndd  110000  nnmmooll//LL  ((nn==99  vvss..  nn==99))  [[CCaa2+2+]]ii,,  WWTT  cceellllss    vvss..  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss,,  eexxpprreesssseedd  aass  %%  ooff  tthhee  ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  ttrraannssiieenntt  aatt  110000  nnmmooll//LL  iinn  WWTT  cceellllss..  

TThhee  xx  aaxxiiss  llaabbeellss  iinnddiiccaattee  ccyyttoossoolliicc  [[CCaa2+2+]]ii  iinn  nnmmooll//LL..  DD..  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  ffrreeqquueenncciieess  ppllootttteedd  aass  aa  

ffuunnccttiioonn  ooff  ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt..  NNuummbbeerrss  iinnddiiccaattee  ccyyttoossoolliicc  [[CCaa2+2+]]ii..  EE..  IImmaaggeess  ooff  

CCaa2+2+--ssppaarrkkss  oobbttaaiinneedd  aatt  00  nnmmooll//LL  [[CCaa2+2+]]ii  iinn  WWTT  ((ttoopp,,  lleefftt))  aanndd  RRyyRR22R4496C  R4496C ((RR44449966CC,,  bboottttoomm,,  lleefftt))  

cceellllss  aanndd  dduurriinngg  ((rriigghhtt))  2200  mmmmooll//LL  ccaaffffeeiinnee  aapppplliiccaattiioonn  ((aarrrrooww))..    FF..  LLeefftt..  CCaa2+2+--ssppaarrkk  ffrreeqquueennccyy  

oobbttaaiinneedd  iinn  WWTT  mmyyooccyytteess  ((nn==66))  aanndd  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ((nn==66))..  RRiigghhtt..  CCaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  

[[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee  ((iinn  FF//FF00))  mmeeaassuurreedd  aatt  zzeerroo  [[CCaa2+2+]]ii  iinn  1155  WWTT  cceellllss  aanndd  1166  RRyyRR22R4496CR4496C  

cceellllss..  GG..  Specific Ca2+-dependent [3H]ryanodine binding curves to crude membrane fractions of 

WT (n=4) and R4496C+/+ (n=4) heart tissues. Values have been normalized and fitted to the 

equation y=Bmax*([Ca2+]na/([Ca2+]na+Ka
na))(1-([Ca2+]ni/([Ca2+]ni+Ki

ni)))+C. Open symbols, WT; 

blue symbols, RyR2R4496C.  SSoolliidd  lliinnee  ffoorr  WWTT  aanndd  ddootttteedd  lliinnee  ffoorr  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss  oorr  

hhoommooggeennaatteess. **pp<<00..0055,,  ****pp<<00..0011,,  ******pp<<00..000011..    

    

FFiigguurree  44..    RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  sshhooww  aa  rraattee--ddeeppeennddeenntt  ddeeccrreeaassee  iinn  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  

SSRR  CCaa2+2+  llooaadd..  

AA..  AAvveerraaggee  ooff  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aammpplliittuuddee  ((eexxpprreesssseedd  aass  FF//FF00,,  wwhheerree  FF  iiss  tthhee  ppeeaakk  fflluuoorreesscceennccee  

ssiiggnnaall  aanndd  FF00  tthhee  ddiiaassttoolliicc  fflluuoorreesscceennccee))  ooff  WWTT))  vvss..  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  oobbttaaiinneedd  bbyy  ffiieelldd  

ssttiimmuullaattiioonn  aatt  22  HHzz  ((nn==  5500  vvss..  nn==5522)),,  33  HHzz  ((nn==1166  vvss..  nn==2211))  aanndd  44  HHzz  ((nn==1144  vvss..  nn==2211))..  BB..  CC&&  DD..  

BBaarr  ggrraapphhss  ccoommppaarriinngg  tthhee  aavveerraaggee  cceellll  sshhoorrtteenniinngg  ((BB)),,  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  ddeeccaayy  ttiimmee  ((CC)),,  oorr  ttiimmee  
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ttoo  ppeeaakk  ((DD))  aatt  44  HHzz  iinn  WWTT  ((nn==1133))  vvss..  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  ((nn==1199))..  EE..  LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  ooff  

ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  oobbttaaiinneedd  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  ((RR44449966CC))  cceellllss  oobbttaaiinneedd  aafftteerr  

ffiieelldd  ssttiimmuullaattiioonn  aatt  44  HHzz..  FF..  AAvveerraaggee  ccaaffffeeiinnee--eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  ((eexxpprreesssseedd  aass  ppeeaakk  FF//FF00,,  

aass  iinn  ppaanneell  AA))  iinn  WWTT  vvss..  RRyyRR22R4496CR4496C))  mmyyooccyytteess  oobbttaaiinneedd  ffoolllloowwiinngg  ffiieelldd  ssttiimmuullaattiioonn  aatt  22  HHzz  ((nn==3333  

vvss..  nn==3366)),,  33  HHzz  ((nn==77  vvss..  nn==2222))  aanndd  44  HHzz  ((nn==  88  vvss..  nn==2255))..  GG..  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt--SSRR  CCaa2+2+  llooaadd  

rreellaattiioonnsshhiipp  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess  aatt  vvaarriioouuss  ppaacciinngg  rraatteess..  Open circles and bars, 

WT; blue circles and bars, RyR2R4496C..  NN  nnuummbbeerrss  ffrroomm  ppaanneellss  AA&&FF..**pp<<00..0055..  

  

FFiigguurree  55..    CCoonnsseerrvveedd  ββ--aaddrreenneerrggiicc  rreessppoonnssiivveenneessss  iinn  RRyyRR22R4496CR4496C  mmyyooccyytteess..  

AA..  TToopp..  LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  ooff  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  oobbttaaiinneedd  iinn  WWTT  aanndd  RRyyRR22R4496CR4496C  ((RR44449966CC))  cceellllss  

eevvookkeedd  bbyy  ffiieelldd  ssttiimmuullaattiioonn  aatt  44  HHzz  iinn  tthhee  aabbsseennccee  aanndd  tthhee  pprreesseennccee  ((IISSOO))  ooff  11μμmmooll//LL  

iissoopprrootteerreennooll..  BBoottttoomm..  PPeerrcceennttaaggee  ooff  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieenntt  aammpplliittuuddee  iinnccrreeaassee  iinndduucceedd  bbyy  11  μμmmooll//LL  

iissoopprrootteerreennooll  aatt  22  ((nn==2266  vvss..  nn==2255)),,  33  ((nn==44  vvss..  nn==1122))  aanndd  44  ((nn==33  vvss..  nn==1122))  HHzz,,  WWTT  vvss..  

RRyyRR22R4496CR4496C  cceellllss..  BB..  PPeerrcceennttaaggee  ooff  iinnccrreeaassee  iinndduucceedd  bbyy  11  μμmmooll//LL  iissoopprrootteerreennooll  oonn  ccaaffffeeiinnee  

eevvookkeedd  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aafftteerr  ssttiimmuullaattiinngg  tthhee  cceellll  aatt  22  HHzz  ((nn==  2266  vvss..  nn==2255)),,  33  HHzz  ((nn==44  vvss..  nn==1122))  

aanndd  44  HHzz  ((nn==33  vvss..  nn==1122))..  WWTT  ((wwhhiittee  hhaattcchheedd  bbaarrss)),,  RRyyRR22R4496CR4496C  ((bblluuee  hhaattcchheedd  bbaarrss))    

  

FFiigguurree  66..  AArrrrhhyytthhmmiicc  aaccttiivviittyy  ddeeppeennddss  oonn  ββ--aaddrreenneerrggiicc  ssttiimmuullaattiioonn  aanndd  ppaacciinngg  rraattee..      

AA..  LLiinnee--ssccaann  iimmaaggeess  oobbttaaiinneedd  iinn  aa  WWTT  cceellll  ppaacceedd  aatt  22  HHzz  aanndd  ssuuppeerrffuusseedd  wwiitthh  11  μμmmooll//LL  

iissoopprrootteerreennooll..  TThhee  ccoorrrreessppoonnddiinngg  fflluuoorreesscceennccee  [[CCaa2+2+]]ii  ttrraannssiieennttss  aanndd  cceellll  sshhoorrtteenniinngg  pprrooffiilleess  

aappppeeaarr  bbeellooww..  BB..  TThhee  ssaammee  ffoorr  aa  RRyyRR22R4496CR4496C  cceellll..  TThhee  iimmaaggee  sshhoowwss  mmuullttiippllee  CCaa2+2+--ssppaarrkkss  aanndd//oorr  

CCaa2+2+--wwaavveess  dduurriinngg  ddiiaassttoollee..  TThhee  rreedd  aarrrrooww  iinnddiiccaatteess  ttrriiggggeerreedd  aaccttiivviittyy,,  mmaaiinnttaaiinneedd  iinn  ppaanneell  cc  aanndd  

ssppoonnttaanneeoouussllyy  tteerrmmiinnaatteedd  iinn  ppaanneell  dd..  RReedd  lliinneess  iinnddiiccaattee  eelleeccttrriiccaall  ssttiimmuullii..  CC..  OOccccuurrrreennccee  ooff  

aabbnnoorrmmaall  ddiiaassttoolliicc  CCaa2+2+  rreelleeaassee  aatt  22,,  33  aanndd  44  HHzz,,  iinn  mmyyooccyytteess  iinn  aabbsseennccee  ((ssoolliidd  bbaarrss))  oorr  iinn  

pprreesseennccee  ((hhaattcchheedd  bbaarrss))  ooff  11  μμmmooll//LL  ooff  iissoopprrootteerreennooll;;  WWTT,,  wwhhiittee  bbaarrss;;  RRyyRR22R4496CR4496C,,  bblluuee  bbaarrss..  



**pp<<00..0055,,  ****pp<<00..0011  wwiitthh  rreessppeecctt  ttoo  WWTT..  ††pp<<00..0055  wwiitthh  rreessppeecctt  ttoo  RRyyRR22R4496CR4496C..  ‡‡pp<<00..0055,,  ‡‡‡‡pp<<00..0011,,  

‡‡‡‡‡‡pp<<00..000011  wwiitthh  rreessppeecctt  ttoo  WWTT  iinn  tthhee  pprreesseennccee  ooff  iissoopprrootteerreennooll..  ##pp<<00..0055,,  ######pp<<00..000011  wwiitthh  

rreessppeecctt  ttoo  RRyyRR22R4496CR4496C  aatt  22  HHzz..  
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