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1. Alapok

1.1 A kontrakcio-relaxacio ciklus

Az elektomechanikai csatolds elsd 1épéseként az akcids potencidl végigfut a vdzizomrostok
felszini membrdnjdn és beterjed a T-tubulusok (melyek a szarkolemma kesztyliujjszerti
betiiremkedései az izomrost belsejébe) membrdanjan az izomrost belsejébe, ahol a
szarkoplazmatikus retikulum termindlis ciszterndjaval hatdros teriileteken fesziiltségérzékeld
elemek (molekuldk) taldlhatok. A fesziiltség szenzor a dihidropiridin szarmazékokkal gétolhat6
L-tipusii Ca**-csatorna (DHP-receptor, DHPR), mely a vézizom fiziolégids izommiikodése
esetén kizardlag fesziiltség szenzorként mitkodik. Az akciés potencidl megvaltoztatja a DHP-
receptorok konformadciéjat, ami a szarkoplazmatikus retikulum (SR) termindlis ciszterndiban
elhelyezkedé rianodin szenzitiv Ca**-csatornak (RyR) megnyildsat eredményezi a DHPR II-IIT

hurok és a RyR1 kapcsolat révén.

Az intracellularis térbe jutott Ca® diffdziéval jut el a kotdhelyekhez, melyek koziil a
legjelentdsebb a troponin C. A kalcium a troponin C-hez kotodik, ezzel meggyengiil a troponin I
kotédése az aktinhoz, és a tropomiozin oldal irdnyba mozdul el. A folyamat
végeredményeképpen a vékony filamentumok elcstisznak a vastag filamentumokon (sliding
mehanizmus) €s l1étrejon a kontrakcié. A mioplazmadba kijutott Ca®* visszavétele az SR-be aktiv
transzportfolyamat révén valsul meg. A mioplazmatikus Ca”*-koncentricié mindaddig emelt
szinten marad, amig a kalcium vissza nem transzportilédik az SR-be, elsddlegesen a
longitudindlis SR lumenébe, melyek membranja igen nagy denzitdssal tartalmazza a Ca**-pumpa

(SR Ca**ATP-4z) molekuldkat.
1.2. A vazizom tipusi kalcium csatorna (RyR1)

A rianodin receptor egy nagy vezetoképességii (520-600 pS), kis szelektivitasu kation csatorna.
A csatorna egy 4 polipeptid molekuldabdl (4x560 kDa) all6 homotetramer. A RyR1 (vdzizom
tipus) mindenfajta hardntcsikolt izomban valamint az agy bizonyos részein (cerebellum Purkinje-
sejtjei), €és egyes simaizmokban taldlhaté. A polipeptid ldncok jellemzdje a nagy méreti

extramembran régid, mely a citoplazmatikus tn. “lab” (foot) struktirat hozza l1étre.



A kalcium csatorna (human RyR1) N-termindlis régija, mely a citoplazmatikus térben
helyezkedik el, szamos genetikusan 0rokl6do muticiot is hordoz(hat). A mutacidk egy része
(Argl63Cys, Gly248Arg, Tyr522Ser, Gly2433Arg, Gly341Arg, Arg614Cys stb.) kapcsolatba
hozhaté a malignus hyperthermia (MH) nevii betegséggel.

1.3. DHPR, A-peptid, IpTx,

A véazizomban a RyR legfontosabb fehérje természetli szabdlyozéja a T-tubulus
membrinjdban elhelyezkedd 6t alegységbdl (a1, az, f, y, 0) felépiil6 DHPR. Kimutattdk, hogy a
DHPR a; alegységének Il-es és IlI-as doménjét 6sszekotd citoplazmatikus huroknak a 671 (Thr)
€s 690 (Leu) aminosava kozotti fehérjeszakasz (az tun. ,,A-peptid”’) onmagdban is képes
befolydsolni a RyR mikodését. A RyR és a peptid kozotti kapcsolat kialakuldsaért valdszintileg
egy néhiny bazikus aminosavbdl all6 rovid peptidszakasz felelds (681 RKRRK 685).

Az A-peptidhez hasonlé motivum taldlhaté a Pandius imperator skorpié mérgébol
izoldlhat6 imperatoxin-A (IpTx,) elsddleges szerkezetében is. Mind az IpTx, mind az A-peptid
képes fizikailag is kapcsolddni a RyR-hoz, fokozzdk a rianodin kotést, és SR vezikuldkbol
kalcium felszabadulést indukdlnak. Az A-peptid jelenlétében az IpTx, indukélt rianodin kotés

mértéke dozisfiiggd mdédon csokken, ami arra utal, hogy a két peptid verseng a kotohelyekért.

1.4. A maurokalcin

A maurokalcin (MCa) a Scorpio maurus palmatus mérgébdl nemrég izolalt 33
aminosavbol 3 diszulfid hidat tartalmazé peptid. A felszini toltésmintdzat alapjan a molekula
felszinén egy markdns bazikus mez6 jelenik meg. Szekvencidjat tekintve 82%-ban megegyezik a
Pandinus imperator-bdl izoldlt imperatoxin A-val (IpTx,). Mind a MCa mind az IpTx, mar
nanomolos koncentracioban aktivaljak a rianodin receptort. Az MCa bizonyos szekvencia
homoldgiat mutat az A-peptiddel is, viszont a DHPR és a RyR kozotti kapcsolat kialakitasdban
meghatarozo szerepet jatsz6 domén szerkezete (N-termindlis végén egy a-helix) kiilonbozik mind
a maurokalcinétdl, mind az imperatoxin A-t6l. Vazizom esetében, a maurokalcin {6
tdmadaspontja az I-es tipusi RyR. Kimutattdk, hogy a maurokalcin koncentraciéfiiggdé moédon

aktivdlja a kalcium felszabaduldst SR vezikulakbdl (ECsp=17,5 nM), a toxin hatdsat a rianodin



(500 uM) és a ruténium voros (5 uM) gétolta. Leirtdk, hogy a maurokalcin koncentraciofiiggd
moédon fokozza (ECso=1,2 nM) a rianodin ko6tést.

Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy a MCa izolélt csatorndn (,,single channel”)
fesziiltség clamp koriilmények kozott egy un. szubkonduktancia (csokkent vezetOképességii)
allapotot hoz 1étre, melynek vezetoképessége a teljes konduktancidnak mintegy 60%-a. A
maurokalcin hatékonysdga egy nélkiilozhetelen aminosavnak, az Arg24—nek kdszonhetd, melynek
hidnydban a toxin kalcium csatornat aktivalo hatdsa elmarad. Intézetiink masik munkacsoportja
kimutatta, hogy a MCa myotubulus tenyészetben a rianodin receptoron keresztiil kalcium
felszabaduldst okoz, de nem befolyésolja a depolarizici6 éltal kivaltott kalcium tranzienseket.

Kollaborédciés partnereink kimutattdk, hogy a MCa az ugynevezett sejt-penetrdld
peptidekhez hasonléan (cell penetrating peptides, CPPs) képes passziv médon 4tjutni a bioldgiai
membranokon és bejutni kiilonb6z6 tipusu sejtekbe. A maurokalcin ezen kiviil képes nagyméretii
nem membranpermedbilis molekuldkat is 4tjutatni a membrdnon, ami felveti a maurokalcin

illetve szarmazékainak orvosi, diagnosztikai, technoldgiai alkalmazasdnak lehetdségét.

1.5. Gadolinium

A lantaniddk vagy ritkafoldfémek csoportjdba a periddusos rendszer 58-71 rendszamu
elemeit soroljuk. A sorozat tagjaira jellemzd, hogy a rendszdm emelkedésével az iondtmérd
csokken (lantanida-kontrakcié). A lantaniddk 3+ pozitiv toltésti kationok, méretiik a kalciumhoz
hasonl6. Ebbe a csoportba tartozik a 64-es rendszdmu gadolinium, ami a kordbban leirt jellemzok
mellett kivdlé paramdgneses tulajdonsdggal is bir. A gadolinium bizonyos vegyiiletei meglepd
médon ferromégneses tulajdonsdgot mutatnak, és egyes vegyiileteik az erek faldn is konnyen
atjutnak ezért az orvostudomanyban (MR-vizsgdlat) alkalmazdsuk széles korben elterjedt. Mar a
70-es években leirtdk, hogy a lantaniddk szamos élettani folyamatot befolyasolnak, illetve ezek az
ionok direkt médon hatnak kalciumot kot és transzportdldé membranfehérjékre. Leirtdk, hogy
vazizomban a gadolinium mikromoldris tartomdnyban képes leszoritani a kalciumot a
szarkoplazmatikus retikulum kiilsé membranjardl. Tovabbi vizsgalatok alapjan kimutattdk, hogy
a lantaniddk ionatmérotdl fiiggd modon gatoljak a vazizom kontrakcidjat, a vizsgdlt lantanidak
koziil a leger6sebb gatlist a gadolinium mutatta. A gadolinium a vazizom kalcium

homeosztazisit a szarkoplazmatikus retikulum kalcium pumpdjan keresztiil is képes mddositani.



Jona és Martonosi leirtdk, hogy a gadolinium a kalcium kotOhelyeken keresztiil gatolja az SR

Ca**-ATPizt.
Problémafelvetés és célkitiizések

Korabbi irodalmi adatok ravilagitottak arra, hogy a maurokalcin nevii skorpidé toxin, mely
szoros homol6giat mutat a RyR szabalyozdsaban meghatarozé A-peptiddel, médositja a vazizom
tipusi RyR mukodését. Feltételezhetd, hogy a 24-es pozicidju Arg aminosavnak illetve a toxin
felszinén megjelend pozitiv toltésii mezének meghatirozd szerepe van a MCa-RyR kolcsonhatds
kialakulasédban

RyR1-en végzett ,,single channel” mérésekkel tisztazni kivantuk, vajon a maurokalcin illetve
mutansai médositjdk-e €s ha igen milyen médon a RyR1 kapuzdsat és farmakoldgidjat. Ezen
kiviil meg akartuk vizsgdlni, hogy a maurokalcin felszinén megjelend bazikus mezd valoban
meghataroz6-e a RyR-MCa kolcsonhatas kialakitdsdban. Tovabba ,kapcsolt enzim-assay”
technikdval tisztdzni kivantuk, vajon a maurokalcin mddositja-e a kalcium homeosztizisban
ugyancsak alapvetd szerepet jatsz6 SR kalcium pumpa mukodését.

Ismert, hogy a lantaniddk €s ezen beliil a gadolinium képes kotddni kiilonboz6 kalciumkotd
fehérjékhez mddositva a sejtek kalcium homeosztazisat. Leirtdk, hogy a gadolinium gatolja N-,
T- és L-tipusi kalcium csatorndk és az SR Ca**ATP-4z miikodését.

Kisérleteink masodik részében ezért az volt a célunk, hogy ,,single channel” mérésekkel és
vezikuldris technikdkkal (rianodin kotés, rapid filtracid) megvizsgaljuk a Gd* RyR1-en kifejtett
hatasat, kiilonos tekintettel arra, hogy a hatds milyen kotohelyen vagy kotOhelyeken keresztiil

val6sul meg.
2. Metodikak
2.1. SR-vezikula preparalasa nyul vazizombol
A 2,5-3 kg-os nyulakbdl szarmazd musculus longissimus dorsi eltavolitasit kovetden az

izmot késes Waring Blendor homogenizitorral homogenizéltuk 4°C-on. A prepardlds sordn

hasznalt oldatokhoz a proteolizis elkeriilése céljabol inhibitorokat adtunk. A homogenizalast



kovetden centrifugalédssal (4500g, 25 perc) tavolitottuk el az alakos elemeket. A szupernatansbol
a mikroszomakat Osszegytyjtottik (40000g, 30 perc). Az aktomiozint magas kaliumtartalmu
pufferrel oldottuk ki. Inkubdlds utdn a mikroszéma frakciot osszegytjtottiik (109000g, 30 perc).
A pelletet reszuszpenddltuk, majd linedris (20-45 %) szachar6z-gradiensre vittik fel. A
centrifugalds (86000 g, 16 6ra) utdn a gradiens 36-38 %-os régidjabol gyljtottik dOssze a nehéz
vezikuldkat (HSR), ahol az j6l l4that6 éles frakcidt képez. Az 6sszegylijtott vezikula frakcidhoz
kétszerannyi térfogatd puffert adtunk €s Gjbol lecentrifugaltuk (60 perc, 124000 g). Centrifugalas
utdn a pelletet reszuszpendaltuk és azonnal lefagyasztottuk cseppfolyds nitrogénben, majd -70°C-

on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

2.2. A rianodin receptor izolalasa

A szolubilizdcié 9 ml térfogatban tortént, amiben a fehérje koncentriciéja =<3 mg/ml. A
rianodin receptor komplexet az SR membrdnjabdl 1 % (v/v) CHAPS detergens segitségével
oldottuk ki. A szolubilizacids elegy (9 ml) Osszedllitdsa utdn, abbdl 3 ml-t kivettiink, és azt H-
rianodinnal jeloltiik (3 nM). A mintak (jelolt és nem jeldlt) inkubalasat (2h, 4°C) kdvetden a nem
szolubilizalt fehérjéket centrifugédldssal eltavolitottuk (20 perc, 59000 g). A szupernatanst (3-3
ml) linedris (10-28%) szacharéz gradiensre (1 ,,hot” + 2 ,,cold”) vittiik fel és kilendiild rotorban
(Beckman SW-27) centrifugéltuk (16 6ra, 90000 g). A centrifugdlds utdn a gradiensekbdl 15
cseppes (=500 pul) frakcidkat szedtink. Az egyes frakciok radioaktivitdsat folyadék-
szcintillatorral meghatdroztuk (*H-rianodinnal jelolt minta) és megmértiik a hozza tartozd
torésmutatét is. A beiitésszdm-csics alapjan megéllapitottuk, hogy milyen torésmutat6ji
frakciéban ddsult fel a [H’]-rianodin. A nem jelzett gradiensekbdl szedett frakcik
torésmutatdinak meghatarozdsaval lehetévé valik, hogy a nem jelzett mintdkbdl azokat a
frakcidkat haszndljuk a kisérleteinkben, amelyekben a RyR magas koncentraciéban van jelen.

Az igy azonositott frakciokbol vett mintdkat 10 %-os poliakrilamid gélen futtattuk és
Coomassie-blue-val festettiik. A festddés denzitdsa szemikvantitativ informdaciét ad a gélen 1évo

fehérje mennyiségérol és az esetleges szennyez0dés (foleg aktomiozin szennyezddés) mértékérdl.



2.3. “Single-channel” mérés

Az izoldlt Ca’*-csatorna vizsgélatit mesterséges lipid kettdsrétegbe épitett RyRI-en
végeztik, fesziiltség-clamp  koriilmények kozott. A mesterséges membrant L-a-
foszfatidiletanolamin, L-o-foszfatidilszerin és L-a-foszfatidilkolin 5:4:1 ardnyd keverékének 20
mg/ml koncentrici6ji n-dekdnos oldatdbol hoztuk I1étre, két szimmetrikus folyadékteret
elvdlaszté 250 um atmérdjii nyildson. A RyR1-et a membranba szimmetrikus pufferben 50 uM
szabad kalcium jelenlétében épitettiik be. A két oldal kozott a csatorna aktivitdsanak mérése
kozben 40-80 mV potencidlkiilonbséget tartottunk fenn. Annak érdekében, hogy a beépiilt RyR
orientéci6jat ellendrizziik, vagy a cisz oldal szabad Ca**-koncentraciéjat csokkentettik EGTA-val
240 nM-ra, vagy a mérések végén a cisz oldalra rianodint adtunk.

A membranon atfoly6 dramot Axopatch 200 erdsitével mértiik, majd 8 pdlusu alulateresztd
Bessel sztirdvel sziirtiik (foo=1 kHz). Az elektromos jeleket 3 kHz-es vagy 10 kHz-es mintavételi
frekvencidval digitalizaltuk, és szamitogépen taroltuk. A mérések sordn kapott rekordokat
pClamp 6.02 programmal analizdltuk. A szabad Ca®* koncentrcit a Fabiato altal leirt abszoldt
stabilitasi dllandok alapjan az altala publikélt szamitégépes program segitségével szamoltuk ki.
A nyitvatartdsi valdszinliséget az elfogadott 50%-os kritérium €és 5%-os koz€ps6 holt zéna
alapjan szdmoltuk. Az dram-amplitidé eloszldst Origin (Microcal Software, Northampton, MA)
program segitségével vizsgaltuk. Az LLSS ardnyt az alapjan szdmoltuk, hogy a csatorna idejének
hany szazalékat toltotte a félvezetd allapotban a mérési ido alatt, a szdmoldshoz Axoscope 10

szoftvert hasznaltunk.

2.4. Rapid filtracio

Ezzel a technikdval a rianodin receptort tartalmazé nehéz SR vezikula lumenében 1€vo
kalcium mennyiségére, igy a kalcium felszabadulds mértékére tudunk kovetkeztetni a kiindulasi
intra-luminélis mennyiség ismeretében. A kisérletek sordn a vezikuldkat passzivan (1 6rédn éat,
szobah8mérsékleten) toltsttiik fel Ca izotéppal. A mérés elsd 1épésében a vezikuldt tartalmazé
oldatot szirtiik ,,4t” a membrdnon (DA, pérusiatmérd: 0,65 um), ekkor a vezikuldk a membran
felilletén tapadnak meg, majd lemostuk a vezikula kiilsé feliiletén adszorbelt *’Ca-ot. A

vizsgdlandé anyagot tartalmazé oldat, az tn. méré oldat sziirése eldre beallitott idOtartamig



tortént (20-30-60-300-stb us). A mérést kovetben a membrdnon visszamaradt radioaktivitdst
folyadékszintillaciés ~ modszerrel ~ (Packard  TRI-Carb  2200CA  folyadékszintillacids

spektrofotométer) hataroztuk meg.
2.5. Rianodin kotés

A Ca®*- csatorndhoz (RyR) a rianodin akkor kapcsolddik, ha a csatorna nyitva van, tehdt a
rianodin kotédésének mértékével jellemezhetd a csatorna aktiv dllapota. A folyamat
detektdlasihoz radioaktivan jeldlt (CH-rianodin) ligandot hasznaltam. A vizsgdlat soran a mintakat
(nydl vazizom HSR vezikula) tricidlt rianodin jelenlétében inkubaltam 2 6ran keresztiil, 37 °C-on
A Gd** hatésdnak vizsgdlatakor a Gd**-ot 30 perccel a jelslt rianodin hozzdaddsa el6tt adtam a
mintdhoz. A reakcidelegyek végtérfogata 50 ul, melyben 25 ug fehérje volt. A nem specifikus
kotédés meghatarozdsdhoz a jelzett rianodin alkalmazésa el6tt az inkubdlé oldathoz feleslegben
adtam a nem jelzett (,hideg”) rianodint (50-100 puM). Inkubédldst kovetéen mosé pufferrel
mostam 4t vizlégszivattyu segitségével a Millipore 50 tipusi membrant (pérusatmérd: 0,45 pm).
A mosés megismétlése €s a membran szaritasat kovetden a membranbdl folyadék szcintillacioval

hatdroztam meg a vezikuldkhoz k6tédott tricidlt rianodin mennyiségét.
2.6. A Ca**-pumpa aktivitisa

Kisérleteimben SR vezikuldkat haszndltam (ezek tartalmazzak a Ca2+—pumpa’1t), melyet nyul
vazizmabdl izoldltunk. A pumpa miikodésének jellemzésére piruvat-kindz “kapcsolt enzim-
assay” technikat alkalmaztam. A rendszer elve, hogy a pumpa mikodése soran ATP-t hasit, igy
ADP-t termel, ami foszfoenol-piruvatbdl piruvat-kindz enzimmel piruvatot képez, ami egy
kovetkezd reakcioban laktdt-dehidrogendz révén laktitot képez, mikdzben NADH-b6l NAD*
keletkezik.

A méréseket 37°C-on végeztem 100 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 20 mM Tris HCI (pH=7.5),
7,5 U/ml piruvét-kindz, 18 U/ml laktat-dehidrogenédz, 0,42 mM foszfoenol-piruvat valamint 0,2
mM NADH-t és 2 uM ionofér (A23187) jelenlétében. Fotométer segitségével a NADH-fogyast
mértem a 340 nm-en bekovetkezd abszorbancia valtozds alapjan. A Ca2+—pumpa aktivitasit — az

SR vezikula frakci6 fehérje koncentraciéjanak figyelembevételével — a kapott gorbe



meredekségébdl szdmoltam ki. A Ca2+—fiigg6 aktivitast az 5 uM thapsigargin jelenlétében mért
aktivitas és a teljes aktivitds kiilonbsége adta meg. (A thapsigargin az SR Ca2+—pumpa’1ja’1nak széles
korben elterjedt inhibitora.) A mérések sordn a Ca®*és EGTA koncentriciét dgy allitottam be,

hogy a szabad Ca**-koncentricié (=2 pM) a SERCA maximélis aktivitdsat biztositsa.

3. Eredmények

3.1. A maurokalcin hatasa

3.1.1. A csatorna kapuzasanak valtozasa

A MCa-nak a kalcium csatorna mikodésére gyakorolt hatdsat mesterséges lipid
kettOsrétegbe épitett RyR1-en vizsgaltuk 250 mM K-t t6ltéshordozoként alkalmazva. 50 nM
citoplazmatikus (cisz) MCa koncentraciéondl a csatorna miikodése sordn hosszantartd
szubkonduktancia dllapotok jonnek 1étre (LLSS = Long Lasting Subconductance State), melyek a
csatorna maximdlis konduktancidjanak ~60%-anak megfeleld csokkent vezetoképességii, tartdsan
nyitott allapotok. A vad tipusi maurokalcin jelenlétében kialakulé LLSS-ok tobb ezerszer
hosszabbak, mint a toxin addsa eldtti (azaz a kontroll) esetben mért dtlagos nyitvatartasi ido (t, =
mean open time). Maurokalcin jelenlétében a LLSS-ok kozott a csatorna kapuzdsa normalis
jellegti, de aktivitdsa magasabb. A szubkonduktancia allapotok kozotti (inter-LLSS) nyitvatartasi
val6szinliség mintegy tizszeresére nétt 200 nM (cisz) MCa jelenlétében (P, xontron = 0,02 = 0,007;
Pomca = 0,21 £ 0,016). JelentOs tapasztalat, hogy a maurokalcinnal kezelt csatorna megtartja
rianodin érzékenységét és egyiittes alkalmazasuk sordn (1 pM rianodin + 50 nM MCa) mindkét
anyag hatdsa egymadstdl fiiggetleniil megjelenik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a MCa és a

rianodin a csatorna kiilonbozd szegmenseihez kotddik.
3.1.2. A mutaciok hatasa a kapuzasra
A szintetikus maurokalcin szarmazékok novelik a csatorna P,-jat, és szubkonduktancia

allapotot indukalnak hasonlé médon — de kiilonb6z6 mértékben — mint a vad tipust toxin. Ha a

vad tipusi MCa-ban a 24-es pozicidju arginin aminosavat lecseréljiik alaninra ([Ala*1MCa



mutdns) a szubkonduktancia 4llapotok gyakorlatilag megsziinnek. A 20-as, 22-es, 23-as
pozicioban mutélt toxinokndl az LLSS-ban eltolt6tt idOk egyre kisebbek annak megfelelden, hogy
a mutdlt aminosav térben milyen tavolsiagra helyezkedik el a 24-es pozicidji aminosavhoz képest.
Ezzel szemben a Lys8 vagy a Lysl19 lecserélése Ala-ra a vad tipusndl kapott LLSS ardnyt
jelentdsen nem mddositja, ugyanis ezek az aminosavak az eldbb emlitett bazikus mez6tdl tavol

helyezkednek el.

3.1.3. A hatas polaritasfiiggése

A maurokalcin és mutdnsai altal indukdlt szubkonduktancia 4dllapotok paramétereit
befolyasolja az alkalmazott membranfesziiltség polaritdsa illetve a csatornan atfolyé dram irdnya.
Mikor a toltés hordozé ion (méréseinkben K™, fizioldgidsan Ca2+) a transz (luminalis) oldal fel6l
mozog a cisz (citosz6likus) oldal felé, akkor az &ram irdnya azonos a kalcium felszabadulaskor az
SR-bdl kidramlé kalcium ionok irdnydval (“fiziologids irdny”). A “fiziologids irdny”’-nak
megfeleld polaritdsi membran potencidlt alkalmazva az LLSS ardnyok mindegyik vizsgalt — vad
€s mutdns — toxin esetében jelentdsen kisebbek, mint az ellentétes polaritdson (‘“‘ellentétes irdny’)
kapott értékek.

A toxinok Ca®*-csatorndra gyakorolt hatdsat megvizsgdltuk olyan moddon is, hogy a
tartofesziiltséget 1épcsdzetesen emeltiik (fesziiltség 1épcsok alkalmazdsa). Egy adott polaritasnél
ugy tlnik, hogy a vizsgélt 20-120 mV-os fesziiltség tartomanyban a toxinok hatdsa fiigg az
alkamazott membranfesziiltségtdl, mivel a transzmembran fesziiltség emelése ndvelte a

szubkonduktancia dllapot relativ konduktancigjat (LLSS relativ konduktancidja = Iy / Imax)-

3.1.4. A kiilonboz6 mutansok eltéré hatasuak

Megvizsgaltuk a toxinok hatdsat az LLSS ardnyra és az egyes események hosszara 50 uM
szabad kalcium jelenlétében. Mindegyik vizsgélt koncentriciéban (50 nM, 200 nM, 500 nM) a
leghatdsosabb a vad tipus, mig a 24-es mutdns gyakorlatilag hatdstalan Minél kozelebb van a
muticié helye a 24-es pozicidji aminosavhoz, anndl kisebb az LLSS ardny. A LLSS-ok
id6tartama leghosszabb a vad tipusndl, mig a legrovidebb a 24-es mutdnsndl. Rdad4sul a mutacio

helye sokkal inkdbb hat az egyes események hosszara, mint az LLSS ardnyra, mivel a toxinokndl



— kiilonosen a 8-as és 19-es mutdnsndl — az LLSS-ardny csokkenése nem olyan drdmai mértékii,
mint a LLSS-ok hosszdban bekovetkezd véltozds, ami arra utal, hogy az LLSS-ardny
csokkenésének hatterében inkdbb az egyes LLSS-ok rovidiilése és nem a LLSS-ok
frekvencidjanak (LLSS-ok megjelenési gyakorisdga) csokkenése all. Ezen kiviil az LLSS-ardnyt
az alkalmazott toxin koncentracidja dozisfiiggd médon noveli, ezzel szemben a LLSS-ok hosszat

a toxin koncentriciéja alapvetéen nem befolyédsolja.

3.1.5. A kalcium koncentracié nem befolyasolja a toxin-csatorna kolcsonhatast

A maurokalcin és pontmutdnsainak hatdsidt nemcsak magas (50 uM), hanem alacsony (240
nM) kalcium koncentrdciéndl is megvizsgaltuk. 240 nM kalcium jelenlétében a maurokalcin
ugyancsak  hosszantarté  szubkonduktancia dllapotokat indukdlt. Alacsony kalcium
koncentraciondl is a leghatdsosabb a vad tipus volt, mig a 24-es mutdns gyakorlatilag
hatdstalannak bizonyult. Az egyes LLSS-ok hossza ugyancsak a vad tipus esetében volt a
legnagyobb. A toxinok polaritds-fiiggd hatasat 240 nM kalcium jelenlétében is sikeriil kimutatni.
A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a kalcium koncentracié a maurokalcin és
mutdnsainak kalcium csatorndra gyakorolt hatdsit alapvetéen nem befolydsolja, azaz a toxinok

hatdsa fliggetlen az alkalmazott kalcium koncentraci6tol.

3.1.6. A maurokalcin és mutdnsai nem befolyasoljak az SR Ca**-pumpa aktivitasat

A maurokalcin és mutdnsainak SR kalcium pumpa hidrolitikus aktivitdsdra gyakorolt hatdsat
“kapcsolt enzim-assay” technikdval vizsgaltuk. A toxinok vizsgalatdt harom koncentracional (50
nM, 200 nM, 500 nM) végeztiik. A maurokalcin és mutdnsai jelenlétében mért aktivitdst minden
esetben normalizdltuk a kontroll (toxin hidnydban) méréseknél kapott aktivitisra. A kapott
adatokat dbrazolva megéllapitottuk, hogy sem a vad tipust maurokalcin (MCa), sem pedig annak
muténsai ([Ala*]MCa, [Ala'’]MCa, [Ala®]MCa, [Ala**IMCa, [Ala”]MCa, [Ala*']MCa) a

vizsgalt koncentracid tartomanyban az SR kalcium pumpa hidrolitikus aktvitdsat nem mdédositjak.



3.2. A gadolinium hatasa a RyR1-ra
3.2.1. A citoplazmatikus gatlas

A citoplazmatikus (cisz) oldalon mikromoélos koncentracié tartomanyban alkalmazott
gadolinium csokkentette a csatorna nyitvatartdsi valdszinliségét (P,). A csatorna 13,3 uM
gadolinium jelenlétében gyakorlatilag teljesen bezarddott. A gatlds reverzibilis volt, mivel a
gadoliniummal ekvimolaris EGTA alkalmazdsa utdn a csatorna aktivitdsa a kontrollhoz hasonlé
értékre tért vissza. Mindegyik mérésnél meghatdroztuk a RyR nyitvatartdsi valdsziniiségét
kontroll esetben és Gd** jelenlétében. A kiszdmolt P, értékeket dbrazoltuk a cis Gd**
koncentraci6é fiiggvényében, €s a kapott pontokat Hill-egyenlettel illesztve meghatdroztuk a

félgatl6 koncentracio (ICsp=5,65 + 0,3 uM) és a Hill-koefficiens értékét (ny=4,71 £ 0,8).
3.2.2. A luminalis gatlas

Megvizsgéltuk a Gd®* kalcium csatorndra gyakorolt hatdsdt a csatorna lumindlis (transz)
oldala fel6] alkalmazott Gd** esetén is. Annak érdekében, hogy a transz oldalon alkalmazott Gd**
a csatorna porusan atjutva cisz oldalon ne befolyasolja a RyR1 mikodését a cisz oldalon EGTA-
Ca®* puffert alkalmaztunk, mert méréseink azt mutattdk, hogy a transz oldali Gd** ugyancsak
koncentraciofiiggd médon €s reverzibilisen gitolja a csatorna mitkkodését. A transz oldali EGTA
alkalmazdsa utdn a csatorna aktivitisa néhdny mdsodperc alatt visszatért, ami arra utal, hogy a
gadolinium nem a csatorndn &tjutva, a cisz oldalra keriilve fejti ki hatdsiat. A normalizalt P,-t
dbrazoltuk a rransz Gd** fliggvényében, a kapott gorbe alapjdn az IC5p=5,47 = 0,2 uM a Hill-
koefficiens 4,31 + 0,6

Azokat a rekordokat felhaszndlva, melyekbdl a P,-t szdmoltam, “open time” (a megnyildsok
szama a megnyilasok amplitiddjanak fiiggvényében) hisztogramot készitettiink A hisztogramot
egy komponensii exponencidlis fiiggvénnyel illesztve megkaptuk a 1,-t (mean open time
konstans, atlagos nyitvatartdsi id6). A gadolinium koncentraciéfiiggd médon csokkenti a rianodin
receptor T,-jat mind cisz, mind transz oldal fel6l alkalmazva.

Négy mérés soran kiillonbozo fesziiltség 1€pcsdket alkalmaztunk annak tisztizdsara, vajon a

transzmembrdn fesziiltségkiilonbség hatdssal van-e a Gd** indukalt gatlasra. A kisérletek sordn 2



UM Gd** (rransz) jelenlétében lépcsbzetesen viltoztattuk a tartéfesziiltséget. Az adott
tartéfesziiltségen mért P,-kat normalizaltam a Gd**-ot nem tartalmazé szakasz P,-jara (kontroll)
ez a Popom- Az egyedi csatornamiikodésbol (Gd3+—gét1és) adodo kiilonbségek csokkentése
érdekében, a négy normalizdlt nyitvatartdsi valdszinliség dtlagat (Pos) képeztiikk, mint
viszonyitdsi alapot, €s ezzel osztottuk ismételten a normalizélt P,-kat (P norm/Posn) €s az igy
szamolt értékeket dbrazoltam a tartéfesziiltség fliggvényében. A linedris regresszid sordn kapott
meredekség alacsony értéke arra utal, hogy a csatorna gétlasat a tartéfesziiltség nem befolydsolja,
ami azt valészinisiti, hogy a gadolinium gatl6 hatdsat a luminélis oldalon fejti ki anélkiil, hogy a

citoplazmatikus oldalra 4tjutna.
3.2.3. A gatlas vizsgalata vezikularis rendszeren

A “single-channel” mérések esetén alapvetden a szolubilizalt Ca**-csatorna tulajdonsagait
mérjiikk. Ugyanakkor célszerli megvizsgélni, hogy a junkciondlis membrinban “in situ” jelenlévd
Gn. akcesszérikus fehérjék befolydsoljdk-e, azaz médositjidk-e a RyR-Gd®* kolcsonhatdst. Erre
célszerlien HSR vezikuldkon torténd méréssel keriilhet sor.

A rapidfiltraci6 sordn vezikuldkat passzivan toltéttiik fel radioaktiv kalciummal (*Ca®"),
majd megvizsgaltuk, vajon a Gd** modositja-e az ATP + koffein hatdsara bekdvetkezd kalcium
felszabadulds mértékét. A mintdk aktivitdsat dbrazoltuk az un. kontakt id6 fiiggvényében kontroll
koriilmények kozott és 20 uM Gd®* jelenlétében. A kapott pontokat egy komponensii
exponencidlis fiiggvénnyel illesztettiik. A kontrollhoz képest 20 uM gadolinium jelenlétében az
1d6alland6 nétt, azaz a kalcium felszabaduldshoz sziikséges 1id6 ndtt, mikdzben a maximélisan
felszabadithat6 kalcium mennyisége nem véltozott. Az idédllandé nagyobb értéke arra utal, hogy
a Gd’* csokkenti — “single channel” eredmények alapjin — a feltehetéleg RyR-on keresztiil
megvaldsulo kalcium felszabadulds sebességét.

A gadolinium RyR1-t modulélé hatdsdt megvizsgdltam HSR vezikuldkon rianodin kotéssel
is. Gadolinium jelenléte (5 uM) novelte a rianodin kotés disszocidcids allanddjat, ami a RyR
gatlasara utal, mikozben a By értéke szignifikdnsan nem valtozott (p<0,05). Meghataroztuk a
rianodin kotés gadolinium fiiggését, ahol dllandé jelolt rianodin (18 nM) jelenlétében kiilonb6z6

gadolinium koncentrdciokat alkalmaztunk. A kapott pontokat Hill-egyenlettel illesztve a rianodin



receptor gadolinium altal torténd géitlasira a kovetkezd paramétereket kaptuk: K4=14,7 + 0,7 nM,

ng=3,16 +0,42.

4. Megbeszélés

4.1. A maurokalcin médositja a csatorna miikodését

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a maurokalcin SR vezikuldkbdl kalcium
felszabaduldst, mesterséges lipid kettOsrétegbe épitett rianodin receptoron, pedig
szubkonduktancia allapotot indukdl. “Single channel” méréseink kimutattdk, hogy a vad tipusu
maurokalcin 50 nM-os citoplazmatikus (cisz) koncentraciondl a kalcium csatorna miikodését
modositva hosszantarté szubkonduktancia dllapotokat okoz (LLSS), melyek a csatorna maximalis
konduktancidjdnak ~60%-dnak megfeleld csokkent vezetoképességli, tartds fél-nyitott allapotok.
Maurokalcin jelenlétében a LLSS-ok kozott a csatorna kapuzdsiaban mindségi valtozds nem
figyelhetd meg, a csatorna aktivitdsa — a szubkonduktancia allapotok kozotti normal kapuzdsu
allapotban — tizszeresére nott. A vad tipusu toxin jelenlétében kialakulé LLSS-ok igen hossztiak
akar 10-20 mdsodperc is lehet az idétartamuk szemben a csatorna szokasos 300-600 ps-os dtlagos
nyitvatartdsi idejével. Mind a csatorna aktivitdsdnak emelkedése (magas P,), mind a LLSS-ban
eltoltott hosszi id6 (magas LLSS ardny) eredményezheti az SR vezikuldkon kordbban kimutatott
nagy mértékli kalcium felszabaduldst. Intézetiink madsik munkacsoportja megvizsgilta a
maurokalcin és mutdnsainak elemi kalcium felszabaduldsi eseményeire gyakorolt hatdsat patkany
illetve béka hardntcsikolt izmain. A toxin beaddsit kovetden az elemi események amplitiddja
csokkent, a térbeli kiterjedést viszont a toxin nem befolydsolta. Az elemi események
amplitiddjanak csokkenése Osszhangban van a ,single channel” méréseink sordn tapasztalt
csokkent vezetoképességili dllapotok megjelenésével. A maurokalcinnal kezelt csatorna megtartja
rianodin érzékenységét is, maurokalcin és rianodin egyiittes alkalmazdsa sordn (1 pM rianodin +
50 nM MCa) mindkét anyag hatdsa megjelenik. A csatorna a maurokalcin illetve a rianodin altal
kivaltott szubkonduktancia allapotok kozott oszcillalt. Mivel mindkét alkalmazott anyag hatdsa
megjelent arra kovetkeztettiink, hogy a MCa és a rianodin a csatorna kiilonb6z6 szegmenseihez

kotodnek.



4.2. A Kkiilonb6z6 mutaciok hatasa eltéro

A bazikus aminosavak jelentdségét a toxinok és a RyR1 kolcsonhatdsaiban az IpTx, és az A-
peptid esetében is leirtdk. Az emlitett peptidek esetében akdr egy aminosav moddositisa az
aktivalo hatds megsziinését eredményezte. Intézetiink mdasik munkacsoportja kimutatta, hogy a
mutaciok maédositjdk az elemi események jellemzdit is. A vad tipushoz hasonldan a 8-as és 19-es
mutdns olyan hosszantartdé kalcium felszabaduldsi eseményeket okozott, melyek kontroll
koriilmények kozott nem voltak megfigyelhetdek. Ezzel szemben a 22-es mutansndl az elemi
események szignifikdnsan rovidebbek voltak, a 24-es mutdns, pedig gyakorlatilag hatdstalan volt.
Az izolalt csatorndn végzett mérések sordn a 8-as €s 19-es mutans hatdsaban nem kiilonbozott
jelentdsen a vad tipustdl, mig a 20-, 22-, 23-as mutdnsok rianodin receptorra kifejtett hatdsa
csokkent, a 24-es mutdns pedig gyakorlatilag hatdstalan volt. Az elemi kalcium felszabadulasi
események vizsgélata sordn nyert adatok és ,,single channel” méréseink értelmezése egymdst
megerdsiti. A kollabordcids partnereink és sajat adataink alapjdn valdszintisithetd, hogy a
maurokalcin esetében a 24-es pozici6ji aminosav az, amely kritikus a toxin hatdsdnak
kialakitdsaban. Amennyiben a muticié térben a kritikus helytdl tdvolabb kovetkezik be, a toxin
hatdsa kevésbé valtozik meg a vad tipushoz képest. Ahogy a kordbban emlitett IpTx, és az A-
peptid esetében, ugy a MCa hatdsdban is a toxin felszinén megjelend bazikus aminosavak

feleldsek a hatas kialakitdsdért (19 KKCKRR 24).

4.3. A maurokalcin hatasa polaritasfiiggo

Ismert, hogy a maurokalcinnal szoros szerkezeti homoldgiat mutatd IpTx, hatdsa fesziiltség-
€s polaritasfiiggést mutat. Munkank sordn mi is azt mutattuk ki, hogy a maurokalcin és mutdnsai
altal indukalt szubkonduktancia 4llapotok paramétereit befolydsolja az alkalmazott
membranfesziiltség polaritasa illetve a csatornan dtfolyé dram irdnya. Mikor a t6lt€s hordozé ion
(K* vagy Ca’) a fransz (lumindlis) oldarél dramlik a cisz (citoszélikus) oldalra az dram irdnya
azonos a kalcium felszabaduldskor az SR-bdl kidraml6 kalcium ionok irdnydval (‘“fizioldgids
irany™). A “fiziol6gids irdny” (A toltéshordozé ion K* vagy Ca** a transz oldalrél dramlik a cisz
oldalra.) szerinti membran potencidlt alkalmazva az LLSS aranyok mindegyik vizsgalt toxin

esetében kisebbek, mint az ellentétes polaritason (“ellentétes irdny”) kapott értékek. A toxinok



rianodin receptorra gyakorolt hatdsat fesziiltséglépcsOk alkalmazdsdval megvizsgalva
megéllapitottuk, hogy adott polaritdson 20-120 mV-os fesziiltség tartomanyban a toxinok hatdsa
fligg az alkalmazott membranfesziiltségtél, mivel az LLSS relativ konduktancidjat a

membranfesziiltség emelése novelte.

4.4. A maurokalcin és mutdnsai nem befolyasoljak az SR Ca**-ATPaz aktivitasat

A maurokalcin és mutdnsainak SR Ca®*-ATP4dz hidrolitikus aktivitdsdra gyakorolt hatdsat
“kapcsolt enzim-assay” technikdval vizsgaltuk. A toxinok (MCa, [Alag]MCa, [Alal9]MCa,
[AlazO]MCa, [AlaZZ]MCa, [Ala23]MCa, [A1a24]MCa) egyik vizsgalt koncentraciéban (50 nM, 200
nM, 500 nM) sem modositottdk az SR kalcium pumpa hidrolitikus aktvitdsat. A maurokalcin
er6sen bazikus molekula (fiziol6gids pH-n +7), a felszini toltésmintdzat alapjan a molekula
felszinén egy markdns bdazikus mezd jelenik meg, aminek kialakitdsdban a Gly és a Lys
aminosavak vesznek részt. A kapott eredmény arra utal, hogy az SR kalcium pumpa — ellentétben
a RyR1-gyel — nem rendelkezik olyan régidval, mely képes lenne kapcsolddni a maurokalcinnal.
Tovabba valdszinlsithetd, hogy a maurokalcin kalcium homeosztazist médosité hatdsaban az SR

kalcium pumpdja nem vesz részt.

4.5. A gadolinium gatolja a RyR aktivitasat

A mérések sordn a Gd**-t citoplazmatikus és a lumindlis oldalon is alkalmaztuk annak
eldontésére, hogy az ion hatdsat melyik oldalon fejti ki. A “single channel” mérésekben a Gd**
hasonléan, koncentracié fiiggd modon gétolta a csatorna aktivitdsat mindkét oldalon. A Ky (=5
uM) és a Hill-koefficiens értékek (=4) hasonléak voltak a két oldalon, ami arra utal, hogy a
miikdé funkciondlis csatorndn 4 hasonld affinitdssal biré kotéhely van jelen a Gd** szdmdra a
citoplazmatikus €és a lumindlis oldalon egyardnt. Kordbbi eredmények alapjdn ismert, hogy a
lumindlis Ca**-koncentréci6 befolydsolja a csatorna aktivitdsiat, &m eddig nem sikeriilt kation
kotéhely jelenlétét leirni a lumindlis oldalon. A Gd** hatdsdban fesziiltség-fiiggést nem mutatott
€s a transz oldalon a gatlast akkor is kifejtette, amikor a cisz oldalon 100 uM EGTA-t
alkalmaztunk, mely a Gd**-ot milliészor jobban kéti mint a Ca**-t. Amikor az EGTA-t transz

oldalon alkalmaztuk a csatorna aktivitdsa a gadolinium gétldsbdl igen hamar (=10 mésodperc)



visszatért, ami arra utal, hogy az EGTA a lumindlis oldali kétShelyrdl tavolitotta el a Gd**-t.
Megvizsgaltuk, hogy vajon van-e versengés a Ca™* és a Gd”* kozott a RyR1 alacsony és magas
affinitdsd kalciumkotohelyei kozott. A mérések soran 4,5 uM Gd** (cisz) jelenlétében a szabad
kalcium koncentraciét 100 uM-r6l 1 mM-ig emeltiik, viszont a csatorna aktivitdsa szignifikdnsan
nem véltozott. Ezzel szemben 50 uM EGTA (cisz) alkalmazdsa sordn a csatorna P,-ja n6tt, mivel
az EGTA a szabad Gd** koncentraciét gyakorlatilag nulldra csokkentette, mikézben a kalcium
koncentrécié csak néhdny tiz mikroméllal csdkkent. Amennyiben a Gd** és a Ca®* kozott
versengés lenne, akkor az 1 mM-os (cisz) szabad kalciumnak le kellett volna szoritania a Gd**-t
(cisz) a kotOhelyérdl és a csatorna aktivitdsdnak kontroll értékhez kellett volna kozelitenie. Mivel
a Gd3+—gét01t csatorna aktivitdsa szignifikdnsan nem véltozott a kalcium hozzdaddsakor,
megéllapithatjuk hogy a Gd** a gatldst nem a kalciumkothelyeken keresztiil fejti ki.

Rapid filtraciéval és rianodin kotéssel is ellendriztiik, hogy a gadolinium valéban
befolyasolja-e a RyR1-en keresztiil foly6é kalcium felszabaduldst. Rapidfiltridciondl a kontrollhoz
képest 20 uM gadolinium jelenlétében a kalcium felszabaduldshoz sziikséges 1d6 nétt, mikdzben
a maximalisan felszabadithaté kalcium mennyisége nem valtozott. A kalcium felszabaduldshoz
sziikséges 1d6 emelkedése arra utal, hogy a HSR vezikuldban 1év0 kalcium csatorndk aktivitasat a
Gd** gétolja.

A gadolinium (5 pM) novelte a rianodin kotés disszocidcios allandgjat, mikdzben a Bpax
értéke szignifikdnsan nem valtozott. Meghataroztuk a rianodin kotés gadolinium fiiggését is, mely
ugyancsak azt bizonyitja, hogy a gadolinium koncentricié fiiggd moddon gitolja a RyRI
mikodését. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a RyR1 mind cisz mind transz oldalon képes
gadoliniumot kotni. A gadolinium mindkét oldalon reverzibilisen €s koncentriciofiiggd modon
gatolja a csatorna aktivitdsat, a meghatarozott Hill-koefficiens és ECsy értékek hasonléak. A
gadolinium cisz oldali kétOhelye valdsziniileg nem azonos a cisz oldalon taldlhaté kordbban leirt

kalciumkotohellyel.



5. Osszefoglalas

A maurokalcin (MCa) egy 33 aminosavbol all6 peptid toxin, melyrdl kimutattdk, hogy
kotédik a vazizom tipusu rianodin receptorhoz (RyR1), és megvaltoztatja a kalcium csatorna
kapuzdsat. Munkank sordn a MCa és pontmutdnsainak ([Alag]MCa, [Alalg]MCa, [AlaZO]MCa,
[Alazz]MCa, [Ala23]MCa és [A1a24]MCa) hatdsat vizsgaltuk mesterséges lipid kettdsrétegbe
épitett vazizom tipusu rianodin receptoron (RyR1), valamint kapcsolt enzim assay technikdval
ellenériztiik a toxinok SR Ca**-pumpdra gyakorolt hatdsit. Megvizsgéltuk a lantaniddk kozé
tartozé gadolinium hatdsit izolalt csatorndn €és vezikularis prepardtumon ,single channel”
technikdval, rapid filtraciéval és rianodin kotéssel.

Megallapitottuk, hogy a mauroklcin és pontmutdnsai daltal indukdlt szubkonduktancia
allapotok (LLSS) hossza a mdsodperces tartomanyban mozog. Az események atlagos hossza
valamint megjelenési gyakorisaga (frekvencidja) kiilonbozik a vizsgalt mutdnsok esetében annak
megfeleléen, hogy a mutdcié hol helyezkedik el a kritikus 24-es pozicidju aminosavhoz
viszonyitva. Bizonyitottuk, hogy minél kozelebb van a mutédlt aminosav a kritikus helyhez a
LLSS éllapotok hossza és frekvencidja és ennek eredményeképpen az LLSS éllapotok ardnya is
anndl kisebb. A hatds er0sen fiigg az dram irdnyatdl (polaritdsdtdl). Ha az ion dram irdnya
megegyezik a kalcium felszabadulds irdanydval a toxin 8-10-szer hatédstalanabb a forditott
dramiranyhoz viszonyitva. A toxin és mutdnsainak hatdsa hasonlé 50 uM és 240 nM szabad
kalcium koncentracié esetében is. Kimutattuk, hogy a toxinok hatdsaért egy pozitiv toltésti mezd
a felelds, melynek kialakitdsdban a 20Lys, 22Lys, 23Arg, 24Arg, 8Lys aminosavak vesznek részt,
mig a 19-es mutdns hatdsa gyakorlatilag a vad tipus hatdsdval egyezik meg. Megallapitottuk,
hogy a maurokalcin és mutdnsai nem befolydsoljak az SR Ca**-pumpa hidrolitikus aktivitasat.

A ,single channel” mérések alapjan kimutattuk, hogy a gadolinium koncentraciéfiiggo
médon gétolja a kalcium csatorna aktivitdsat mind a citoszélikus, mind a lumindlis oldalon,
gitolja a kalcium felszabaduldst SR vezikuldkbdl, valamint a csatorna rianodin kotését. A
csatorna gatldsa nem mutatott fesziiltségfiiggést. Eredményeink a RyR1 mindkét oldaldn
jelenlévé hasonlé paraméterekkel (ICso, Hill-koefficiens) biré gatld kotéhely jelenlétét

valoszinusitik.
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