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Roviditések jegyzéke

A disszertéciéban a szabad ionokat Ca**,Ba**, Mg”* stb. médon jeloltiik.

CaM: kalmodulin

CaMKII: kalmodulin-dependens protein kinaz II

CHAPS: [3-[(3-kolamidopropil)dimetilamino]-1-propanszulfonsav: micellaképz6 detergens
cisz: citoszolikus oldal

CPPs: sejt-penetrdl6 peptidek, (cell penetrating peptides)

CSQ: kalszekvesztrin

DHPR: dihidropiridin receptor

ECsy= félhatasos koncentracid

ECRE: elemi kalcium felszabaduldsi esemény (Elementary Ca”* Release Event)
EGTA: etilén glikol-bis(B-aminoetil éter)N,N,N’,N’-tetraecetsav

FKBP: FK-506-koto6 fehérje

H: tricium 1Zotop

HEPES: 4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-etdnszulfonsav

ICsy: félgatlé koncentracid

IpTx,: imperatoxin-A

JFM: a terminalis ciszterna t-tubulus feloli része, (Junctional Face Membrane)
K, disszociaciés allando

LLSS: hosszantart6 szubkonduktancia éllapot, (Long Lasting Subconductance State)
MCa: maurokalcin

MH: malignus hyperthermia

nyi: Hill-koefficiens

PIPES: piperazin-N,N’-bis[2-etdnszulfonsav]

PKA: cAMP-dependens protein kindz

PKC: Ca**-dependens protein kinaz

PKG: cGMP-dependens protein kindz

P,: csatorna nyitvatartasi valoszinlisége

P.: csatorna zarvatartdsi valdszintisége

Ria: rianodin

RyR: rianodin receptor, (SR kalcium csatorna)
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RyRI: vazizom tipusu rianodin receptor

RyR2: szivizom tipusu rianodin receptor

RyR3: agy tipust rianodin receptor

SERCA ATPdz: Szarkoplazmatikus retikulum kalcium pumpa.

SR Ca**-ATPdz: Szarkoplazmatikus retikulum kalcium pumpa.

SR: szarkoplazmatikus retikulum
HSR: nehéz (heavy) SR, kalcium pumpét és kalcium csatornat is tartalmazo frakcié
LSR: konnyt (light) SR, csak kalcium pumpat tartalmaz6 frakcid

7,: atlagos nyitvatartdsi ido

7.: atlagos zarvatartasi ido

TC: termindlis ciszterna

TT: transzverzalis tubulus

transz: a szarkoplazmatikus retikulum lumenének megfelel6 oldal
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1. Bevezetés

A vazizomzat a magasabbrendll szervezetekben a mozgdas aktiv szerve. Legfontosabb feladata
a test vazat alkotd elemek elmozditdsa, ezéltal a test helyzetének stabilizdlasa, illetve helyének
modositdsa. A vazizomzat elemi egysége az izom, illetve az izomrost. Ezek alapvetd miikodési
formdja az idegi utasitdsra bekovetkezd 0sszehizodés (kontrakcid). Az izom Osszehtizéddsa sordn
az akciés potencidl a dihidropiridin receptorok (DHPR) konformacié véltozasat kovetden
megnyitja a szarkoplazmatikus retikulum (SR) kalcium csatorndit (rianodin receptor, RyR1), ami
az intracelluldris kalcium szint emelkedését és a vazizom Osszehizoddsat eredményezi.
Elektromechanikai kapcsolatnak nevezziik a felszini membrdn depolarizdciéja és a kontrakcio
kialakuldsa kozotti események Osszességét. Az elektromechanikai csatolds ,,szintere” a
hardntcsikolt izom transzverzdlis tubulusa (TT) és az SR termindlis ciszterndjanak érintkezési
feliilete 4altal meghatdrozott térrész (4n. TTC junkcid). A jeldtviteli folyamatok konkrét
megvaldsuldsat szdmos kornyezeti paraméter és fehérje befolydsolja, modulélja, beleértve a
lokalis ionkoncentracidt és a kiillonbozd tin. asszocidlt proteineket is.

Munkacsoportunk a kalcium felszabaduldsban és a kalcium SR-be torténd visszavételében
kulcsszerepet jatsz6 kalcium csatorna (RyR) és kalcium pumpa (SR Ca2+—ATPéz,) mikodését,
modulécidjat tanulmanyozza. A RyR intracelluldris moduldci6jit a DHPR egy stratégiailag
fontos szegmensét modellezd peptiddel — maurokalcin nevii toxinnal — kivantuk tanulmédnyozni,
vazizombdl prepardlt nehéz (Ca®*-ATPiz + RyR) és konnyl (Ca®*-ATPiz) SR vezikuldk
valamint mesterséges lipid membranba épitett egyedi kalcium csatorndk felhasznédldsaval.

A vezikularis technikdk lehetové teszik a kiilonb6z6 modulacidés hatdsok (ionok, ATP,
toxinok) kalcium fluxusokra kifejtett hatdsanak tanulmanyozdsat. A mesterséges lipid-membran
technika pedig, a csatorna elektrofiziol6giai paramétereinek vizsgélatat teszi lehetové
tetszOlegesen vdlasztott és valtoztathatd kisérleti koriilmények kozott. A vezikuldkon illetve
mesterséges lipid-membranon nyert adatokat 6sszevetve atfogébb és arnyaltabb képet kaphatunk
az intacelluldris kalcium forgalomrdl. Ismert, hogy a szuperkalciumnak is nevezett lantaniddak
kozé tartoz6 gadolinium gatolja a N-, T-, és L-tipusi kalcium csatornit illetve az SR Ca*-
ATPA4zt. ,,Single channel” mérésekkel kivantuk tisztizni, hogy a gatldé hatds milyen

mehanizmussal és milyen kotohelyen keresztiil valosul meg.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A kontrakcio-relaxacio ciklus

A rianodin receptor az endoplazmatikus retikulumban (izomsejtek esetében
szarkoplazmatikus retikulumban) elhelyezkedd kalcium csatorna, melyhez nagy affinitdssal
kapcsolddik a rianodin nevii novényi alkaloida. Az elektomechanikai csatolds elsé 1épéseként az
akcids potencidl végigfut a vazizomrostok felszini membranjan és beterjed a T-tubulusok (a
szarkolemma izom felszinre merdleges, kesztytiujjszeri betiiremkedései az izomrost belsejébe)
membranjdn az izomrost belsejébe, ahol a termindlis ciszterndkkal hatdros teriileteken
fesziiltségérzékeld elemek (molekuldk) taldlhatok. A fesziiltség szenzor a dihidropiridin
szarmazékokkal gétolhaté L-tipusu Ca**-csatorna (DHP-receptor), mely — védzizomban -
fiziologids izommukodés esetén kizdrdlag fesziiltség szenzorként miikodik. Az akcids potencidl
megvéltoztatja a DHP-receptorok konformaéciéjat, ami a szarkoplazmatikus retikulum (SR)
termindlis ciszterndiban (TC) elhelyezkedd rianodin szenzitiv Ca®*-csatorndk megnyildsat

eredményezi a DHPR II-III hurok és a RyR1 kapcsolat révén (1. abra, 3. oldal).

Emldsokben az SR longitudindlis tubulusainak kiszélesedett végzsakszert képzddményei, a
termindlis ciszterndk membranjukban a rianodin receptorokkal és a T-tubulus membrédnjédban a
DHP-receptorokkal hdrmas egységet un. triddot képeznek. A két rendszer kozott a kapcsolat
szoros, am membranjaik nem érnek Ossze, koztik egy 7-15 nm-es rés mutathaté ki. A
szarkoplazmatikus retikulum beleértve a termindlis ciszternat is képezi az izom kalcium raktarat.
Az SR-ben a kalcium részben szabadon, részben fehérjékhez (kalszekvesztrin, kalcineurin) kotve
taldlhat6. A kontrakcidhoz sziikséges Ca™* a felszini membran — T-tubulus — tridd informacids
uton terjedd jel hatdsiara szabadul fel az SR-bOl a termindlis ciszterndk membranjaban
elhelyezkedd rianodin receptorokon keresztiil. Figyelembe véve, hogy izomban a nyugalmi
intracelluldris kalcium koncentrdci6 100 nM alatti, mig az SR intralumindlis kalcium
koncentracidja 1-2 mM-os, a kalcium kilépése a koncentracié gradiensnek megfeleld iranyban
torténik, aminek eredményeként a mioplazmatikus Ca**-koncentricié megemelkedik. A kalcium

felszabadulds az intracellularis kalcium koncentracié megvaltozasabol kiszamithato.
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1. dbra Az elektromechanikai kapcsolat.

5 UM ms"
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A R,

2. dbra Az SR Ca**-felszabadulds sebessége egy korai cstics utdn
gyorsan csokken, majd egy allandé értékre all be (Szentesi és
munkatarsai, 1997).




Kétélttiek vizsgalata soran megéllapitottdk, hogy egy 100-200 ms hosszu depolarizacio alatt
a kalcium felszabadulds sebessége egy korai csucs elérését kovetéen gyorsan csokken
(inaktivdlédé komponens), és egy kozel alland6 értékre all be (steady komponens). A kalcium
csatorndk gyors inaktivalédasaért az intracelluléris kalcium szint megemelkedése felelds (2. dbra,
3. oldal). Az intracelluldris térbe jutott Ca** diffdziéval jut el a kotShelyekhez, melyek koziil a
legjelentOsebb a troponin C, mely a kontraktilis vdlasz kialakuldsdban jdtszik alapvetd szerepet.
A mioplazmadba jutott kalcium lehetdséget teremt a vastag (miozin) és a vékony (aktin, troponin,
tropomiozin) filamentumok kozotti Gjfajta, nyugalmi helyzettdl eltérd kolcsonhatds 1étrejottére. A
kalcium a troponin C-hez kotédik, ezzel meggyengiil a troponin I kotédése az aktinhoz, és a
tropomiozin oldal irdinyba mozdul el. gy az aktin miozinko6té helyei szabadd4 valnak, az aktin és
a miozin kozott kereszthidak alakulnak ki. A folyamat végeredményeképpen a vékony
filamentumok elcsisznak a vastag filamentumokon (sliding mehanizmus) és létrejon a
kontrakcid.
A mioplazméba kilépett Ca™ visszavétele az SR-be aktiv transzportfolyamat révén val6sul

meg (SR Ca**-pumpa). A ,visszavett” Ca”* nagy része kalszekvesztrinhez kapcsolodik a
termindlis ciszterndban, ahova diffizidval jut el, s ahol ismét rendelkezésre all a kovetkezd
kontrakciéhoz. A mioplazmatikus Ca**-koncentrcié mindaddig emelt szinten marad, amig a
korabban felszabadult kalcium vissza nem jut az SR-be, elsddlegesen a longitudinélis SR
lumenébe, melyek membrinja igen nagy denzitdssal tartalmazza a Ca2+—pumpa molekulédkat (3.
abra, 5. oldal). A P-tipusd ionpumpdk csalddjdba tartozik az SR kalcium pumpa. Szdmos
izoformdja ismert a lassi (SERCA 2a) és gyors hardntcsikolt izom (SERCA 1a, SERCA 1b), a
sziv- (SERCA 2a) és a simaizom (SERCA 2b) SR-membranjdban. A molekula tercier
szerkezetére alkotott hipotetikus modell alapjdn harom f6 egység kiilonithetd el:
a, Citoplazmatikus ,fejrész”’, ami magaban foglalja az ATP-kotd, a foszforilaciés és az un.

energia-transzdukciés domént.
b, Penta-helikdlis szdr, ami tartalmazza a nagy affinitdsd kalciumkoto részt, valamint biztositja a

kapcsolatot a fejrész €s az intramembran domén kozott.
¢, Intramembran régid, mely legaldbb 10 transzmembran hélixbdl 4ll, feladata: a molekula

kihorgonyzasa a lipid kettdsréteghez és a kalcium ionok membrdnon torténd athaladdsdnak

biztositasa.
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3. dbra ,,A” panel: Az SR Ca’*-ATP4z szerkezeti modellje. A citoplazmatikus ,.fejrész” magaban foglalja az ATP-
kotd (N), a foszforilacidés (P) és az un. energia-transzdukciés domént (A), valamint a proteolitikus hasitdsi
helyeket (tripszin — T1, T2, proteindz K — PK). Az intramembran régiét legalabb 10 transzmembran hélix (M1-
10) alkotja (Stokes és Green, 2003). ,,B” panel: Az SR Ca**-ATP4z ciklusos miikodése (Martonosi és Pikula,
2003).

A Ca”*-ATP4z molekuldnak két j6l elkiilonitheté konforméciés allapota létezik: E1 és E2.
Kalcium vagy lantaniddk jelenlétében a pumpa az El, mig kalciummentes kdzegben vanadat
vagy magas koncentriciéju anorganikus foszfat jelenlétében az E2 konformécidban
kristalyosithat6. Az E1 és E2 allapot kozotti konformacids dtmenetek kevés valtozdst
eredményeznek a masodlagos fehérjeszerkezetben, inkdbb a domének forgd és csiszd mozgédsa
figyelhetd meg. Az aktiv kalcium transzlokécié sztochiometrikusan kotddik ATP hidroliziséhez.
A ciklus kezdetén az E1 konformacids dllapoti fehérje két Ca”*-t kot meg az SR-membrian
citoplazmatikus oldaldn. Ezutdn a fehérje foszforildlodik egy aszpartilgyok béta-karboxil
csoportjan, ATP felhasznédldsdaval. Ennek eredményeképpen az enzim konformaciés allapota
megvaltozik (E1-E2 atmenet), aminek kovetkeztében a két kalcium ion atjut a membranon majd
az intralumindlis oldalon ledisszocidl. Végiil a kalcium pumpa magnézium ion segitségével

defoszforildlédik €s ujra felveszi az E1 konformécids allapotot (3. dbra). Az iontranszport irdnya



- megfeleld koriilmények kozott - megfordithat6, ekkor két Ca®* 4tvitele a szarkoplazmatikus

retikulumbdl a citoplazmaba 1 molekula ATP szintézisét eredményezi.

2.2. A kalcium csatorna (RyR)

A rianodin receptor egy nagy vezetoképességli (520-600 pS), kis szelektivitdsu kation csatorna.
Maga a funkcionalis csatorna egy négy polipeptid molekulabdl (4 x 560 kDa) 4116 homotetramer.
Tobb izoformdjat irtdk le: RyR1, RyR2, RyR3 (emldsok), RyR o/p (halak, kétéltiiek, madarak).
Az izoformdk kozotti szekvencia homoldgia Osszességében 67-70 %-o0s, dm ez az ardny a C-
terminalisndl 1évd 250 aminosavnyi részen magasabb, mint 90 %. A human RyR1/2/3 homolégia
kb. 93 %-os. Eredetileg a RyR1-et (4. dbra) a vdzizomban, a RyR2-t a szivizomban, a RyR3-at az
agyban eldfordulé izoformaként irtdk le, de a RyR3 napjainkban mar — bar kis mértékli és

sokszor ismeretlen szereppel — univerzalisnak mondhaté.

A B C

SR face side view

4. dbra A RyR1 hdromdimenzids szerkezete. A: SR lumene fel6l, B: citoplazmatikus oldal feldl, C: oldalnézet,
kalibrécio: 100 A (Wagenknecht és Samsd, 2002).

2.2.1 RyR1

A RyR1 (véazizom tipus) mindenfajta harantcsikolt izomban valamint az agy bizonyos részein
(cerebellum Purkinje-sejtjei), és egyes simaizmokban taldlhaté (Lai és munkatérsai, 1988). A

RyR1 gén a 19-es kromoszéma (19q13.1) hosszu karjaban helyezkedik el (Fujii és munkatarsai,



1991), és polipeptid ldnca 5032-5037 aminosavat tartalmaz. A kb. 560 kDa-os ldncok 2 f4

tartomanyra oszthatok:

a, Karboxi-termindlis régid, mely valtoz6 szamu (10-12) transzmembran szegmensbdl 4ll.

b, Nagy méretli extramembran régié, mely egy citoplazmatikus “lab” (foot) struktirat hoz létre.

A szekvencia ismerete szamos potencidlis moduldcids kotShely (citoplazmatikus Ca®*, nukleotid

és kalmodulin kotOhely) azonositdsat ill. megjésoldsat (5. dbra) teszi lehetévé (Hakamata és

munkatarsai, 1992; Nakai és munkatarsai, 1990).

Cytosol O

Ltumen

" R )

5. dbra A RyRI1 négy polipeptidlancbdl 4ll6 homotetramer molekula, melyen mar szdmos
kotbhely, illetve klinikai szempontb6l fontos muticié jelenlétét leirtdk. 1, MH-mutécié: 614
As (human RyR1), 615 As (sertés RyR1). 2, CCD- (central core disease) muticié (humén
RyR1): 403 As, 2434 As. 3, Foszforilaciés hely (nydl RyR1): 2843 As. 4, Kalmodulin
kotohelyek: 3614-3637 As, 4295-4325 As (nyul RyR1); 2807-2840 As, 2909-2930 As,
3031-3049 As (humén RyR1). 5, Nukleotid kotShelyek: 4449-4454 As, 4452-4457 As (nydl
RyR1); 1194-1199 As, 4447-4452 As (human RyR1). Nagy affinitdsd kalcium kotdhely:
4489-4499 As (nydl RyR1).

A kalcium csatorna (humdn RyR1) N-termindlis régidja, mely a citoplazmatikus térben

helyezkedik el, tobb 6roklddé mutdciét is hordoz(hat). A muticiok egy része (Argl63Cys,
Gly248Arg, Tyr522Ser, Gly2433Arg, Gly341Arg, Arg614Cys stb.) kapcsolatba hozhaté a

malignus hyperthermia (MH) nevli betegséggel. Az MH-betegek tobbségében a muticidk az

7



elektromechanikai kapcsolatban alapvetd szerepet betoltd RyR1-et (=40%) és DHPR-t (=20%)
érintik, mig =35%-dban a betegség genetikus hdttere jelenleg ismeretlen. Bizonyos mutdcidk
eredményeképpen médosul a védzizomzat kalcium csatorndinak Ca**-indukélt Ca®*-
felszabadulasa, a koffeinnel (Nelson és munkatarsai, 1992) és az altatdszerként széles korben
haszndlt halotdnnal (Valdivia és munkatarsai, 1991) szemben mutatott érzékenysége. A halotin
jelenlétében a muticiét hordozé betegekben az SR kalcium csatorndi alacsonyabb kalcium
koncentraciondl aktivdlédnak, ez a mioplazmatikus kalcium szint emelkedéséhez vezet, ami
kontrolldlatlan fesziilésnovekedést, sOt kontraktirdt okoz. A teljes véazizomzatra kiterjedd
fesziilésnovekedés miatt az egész szervezetben megnd a glikolitikus €s az aerob metabolizmus
mértéke, ami metabolikus €s respiratdrikus acidézist okoz, illetve hiperkalémia, majd aritmia 1ép
fel és mindezek kovetkeztében gyorsan emelkedni kezd a testhdmérséklet is.

Gyors beavatkozds nélkiill (a test hiitése és a jelatvitel blokkoldsa a posztszinaptikus
izomrelaxdns dantrolénnel) a folyamat végzetes kimeneteli. A mitéti kockdzat csokkentése
céljabol malignus hyperthermia gyands betegek ex vivo (biopszia) tesztelésére daltaldnosan
elfogadott a koffein-kontraktuira teszt, mivel a mutdns RyR1 koffeinnel szembeni érzékenysége

magasabb, mint a nem mutdns RyR1-é. (Az in vitro kontraktura teszt Eurépai Uniés protokoll.)

2.2.2. RyR2

A RyR2 (6. dbra, 9. oldal) dontéen a szivizom miikodésében jatszik alapvetd szerepet, tovabba
kimutathaté az agyban és simaizomban (Anderson és munkatarsai, 1989; Herrmann-Frank és
munkatarsai, 1991) is. A RyR2 polipeptid ldnca 4968—4976 aminosavat tartalmaz. A szivizomnal
az elektromechanikai csatolds a vazizomtdl eltér6 mdédon valosul meg, hiszen a szivizomban az
akciés potencidl idétartama 200-300 ms (vdzizomndl 3-5 ms), ami lehetdvé teszi, hogy a lassan
aktivdlod6 DHPR-ok megnyiljanak, és az extracelluldris kalcium bejusson a mioplazmédba. Az
elektromechanikai csatolds sordn a szivizomban a sejtfelszini membranon végigfutd akcids
potencidl éatterjed a T-tubulusok membranjira és megnyitja az ott elhelyezkedd L-tipusu
fesziiltségvezérelt Ca**-csatorndkat (DHPR). A — szivizomban — Ca”*-csatornaként is miikodd
DHPR-okon keresztiil bearamlé kalcium hatdsara megnyilnak a termindlis ciszterndk rianodin
receptorai (Ca2+—indukélt Ca2+—felszabadulés), ami a kontraktilis rendszer aktivalédasdhoz vezet.

Szivizomban az SR-bdl kidramld (kb. 65%) ill. az extracelluldris térbol a DHP-receptorokon



keresztiil bedaramld (kb. 35%) kalcium egyiittesen valtja ki a szivizom 0Osszehtzddasat. Az
elektromechanikai kapcsolatban illetve a szerkezetben mutatkozé kiilonbségek ellenére a RyR2
szdmos reguldtorral szemben a RyR1-hez hasonléan viselkedik. A mono- és divalens kationok
(Mg**, Ba®*, Li*) dltaldban gatoljdk a kalcium csatornit (RyR1, RyR2), ezzel szemben Meissner
és munkatdrsai kimutattdk, hogy cézium jelenlétében a RyR1-on a rianodin kotés né (Meissner és
munkatérsai, 1997). A Sr**és a CI” viszont aktivdlja mindkét izoformat. A kalcium aktiv4lo hatdsa
kifejezettebb a RyR2 és a RyR3 esetében mint a RyR1-nél, mivel az el6bbieknél a kalcium
affinitdsa kisebb az inaktivdlé kalcium kotOhelyhez. Tovabbd kimutattdk, hogy a kolin
nanomolos kalcium koncentraciondl gyenge kalcium agonistaként mikodve aktivdlja a RyR1-et,

a sziv tipust RyR-on ez a hatas viszont nem mutathato ki (Liu és munkatarsai, 1998).

6. dbra A RyR izoformdk hdromdimenzidés modellje. ,,A” panel: RyR3 (kék),
RyR1 (zold), RyR2 (piros) izoformdk a citoplazmatikus oldal fel6l, a szdmok a
konzervativ doméneket jelolik. ,B” panel: A RyR3 szerkezetében jelentds
kiilonbségek (nyilakkal jelolve) figyelheték meg a RyR1-hez képest (pl.: D2 régid
hidnya). Wagenknecht és munkatarsai, 2002.

2.2.3. RyR3

A huméan RyR3 polipeptid lanca 4870 aminosavat tartalmaz, és az agyban (hippocampus,
corpus striatum, diencephalon) fordul el6 (Lai és munkatérsai, 1992a), bar itt sem haladja meg a

teljes RyR-készlet 2%-at. Szoros hasonlésdgot mutat szekvencidjdban és miikodésében a RyRf



izoformaval. A RyR3 farmakoldgidja és vezetOképessége a tobbi (RyR1, RyR2) izoformdhoz
hasonl6. A RyR3-at a kalcium mikromélos, az ATP millimélos koncentracidéban aktivélja, a
magnézium és a kalcium millimélos koncentracidéban gétolja. Az izoformdk kozotti szekvencia
homolégia ellenére az izoformdk tobb varidbilis régidt is tartalmaznak, melyek meghatarozéak
lehetnek az izoformdk kozotti funkciondlis kiillonbségekben. A RyR3 szerkezetében jelentds

kiilonbség a RyR1-hez képest, hogy hianyzik beldle a D2 (1303-1406) régio.

2.24. RyR o/p

Az RyRa és RyRp a halakban, kétéltiiekben é€s madarakban fordul eld, és az emldsok RyR1
illetve RyR3 molekuldjdval mutat homoldgiat (Lai és munkatdrsai, 1992b; Olivares és
munkatdrsai, 1991). Az azonositds alapja az volt, hogy a béka vazizombdl izoldlt a és B
izoformdk nétrium dodecyl-szulfat poliakrilamid gélen (SDS-PAGE) egyiitt futottak az emlds
izombol szdrmazé izoformakkal. A homoldgiat sikeriilt aldtdmasztani immunoblot analizissel és
funkciondlis vizsgélatokkal is (,,single channel” dramok konduktancidja és farmakoldgidja
hasonl6 az izoformdk kozott). A kalcium felszabadulds folyamatanak leirdsara kétéltiiekben Rios
és Pizzaro dolgozott ki modellt (Rios és Pizzaro, 1988), figyelembe véve azt, hogy ezen
osztalyban két kiilonbozd tipusti SR kalcium csatorna (RyRa és RyRp) van jelen. Ezen modell
alapjdn a dihidropiridinnel szemkozt elhelyezked6 kalcium csatorndk a depolarizacié egész
id6tartama alatt fenntartott kalcium felszabadulasért felelések, mig a tobbi csatorna a kalcium
felszabadulds korai, gyorsan aktivdl6éd6é majd inaktival6do részében jatszanak szerepet. Utébbiak
megnyildsaért és bezarodasaért a DHP-receptorok éltal kozvetleniil aktivalt csatornakon at kilépd

kalcium ionok a feleldsek.

2.3. A RyR vezérlése

2.3.1. DHPR szerepe

A véazizomban a RyR legfontosabb fehérje természetli szabdlyozdja a T-tubulus

membranjiban elhelyezkedd (7. dbra ,,A” panel, 11. oldal) 6t alegységbdl (o, az S, 7, 0) felépiild
DHPR. A kiilonb6z6 DHPR izoformdk szdamos sejttipusban megtaldlhatok, de legnagyobb

10



mennyiségben a vdz- és szivizom valamint az agy tartalmazza. Az a; alegység (7. ébra, ,.B”
panel) 1873 aminosava négy un. ,repeat’-et tartalmaz, melyek, egyenként hat transzmembrin
szegmenset tartalmazé domént alkotnak. A ,repeat’-ek valtoz6 hosszisdgu citoplazmatikus
hurkokkal vannak 0Osszekotve (Tanabe és munkatarsai, 1987). Az a; alegység formdlja a
kalciumvezetd porust, és rajta taldlhaté a membridn potencidlvaltozdsit érzékeld fesziiltség
szenzor, mely depolarizici6 hatdsara elmozdul és megnyitja az ionvezetd porust. A szivizomban
a DHPR ol alegysége 66 %-os homoldgidt mutat a vazizom tipussal, a f0 kiilonbség a C-

terminalis hosszaban van (Mikami és munkatarsai, 1989).

A B DHPR af

I i I

Calsequestrin
t-Tubula

W F1085H

1487 - 1508

RyR1

Calsequestrin

. Triadin
—. *Junctin
\ =

e ATPILOC

RyR1

7. dbra ,,A” panel: A vizizomban a termindlis ciszterndk rajtuk a rianodin receptorokkal (RyR1) és a T-tubulus a
DHP-receptorokkal (DHPR), harmas egységet triddot képeznek (Protasi és munkatarsai, 2002). ,,B” panel: A DHPR
egyes szegmensei kozvetleniil kolcsonhatnak a RyR-ral (MacKTrill és munkatarsai 1999).

A DHPR és RyR kozotti kolcsonhatds (8. dbra, 12. oldal) vizsgdlatiban elterjedt a
kiillonb6z6 mutdns (dysgenikus és dyspedikus) egértorzsek haszndlata. A dysgenikus egértdrzsre
jellemzd, hogy hidnyzik az egerekbdl a véazizom tipusi DHPR al, a dyspedikus egértorzsben

pedig nincs jelen a RyR1. A dysgenikus és dyspedikus egerekben bar az elektomechanikai
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kapcsolat nem miikddik, a DHPR al illetve a RyR1 transzfektaldsdval a kapcsolat visszadllithato,
és az egyes elemek szelektiven vizsgédlhatéak. Dysgenikus vdzizom rostokba sziv tipusi DHPR
al-et transzfektalva az EC-kapcsolat sziv tipusu lesz, azaz a kontrakci6 fiigg az extracellularis
kalcium bedramldsitdl is (Tanabe és munkatdrsai, 1990a). A dysgenikus rostokba vdz- vagy
szivizom tipusi DHPR al kiméra transzfektdldsaval kideriilt, hogy az al alegység II és III
doménjét 0sszekotd citoplazmatikus loop (A-peptid, C-peptid) meghatdroz6 a vizizom jellegli
elektromechanikai kapcsolat kialakitdsdban (Tanabe és munkatirsai, 1990b), ugyanakkor a
DHPR al alegységének egyéb citoplazmatikus szakaszai is befolydsolhatjdk a RyR miikodését. A
kordbban mdr emlitett malignus hyperthermia egyik formdjaban az ol alegység 1086-0s
pozicidjaban 1évo arginin mutaciodjat irtdk le, ami arra utal, hogy ez a szakasz is szerepet jatszik a
RyR moduléci¢jdban (Monnier és munkatérsai, 1997). Leirtdk, hogy a DHPR al C-terminélisédn
elhelyezkedd szakasz gitolja a rianodin kotést a RyR1-en és a RyR2-on és ,.single channel”

mérésekben csokkenti a RyR1 nyitvatartasi valdszintiségét (Slavik és munkatdrsai, 1997).

cardiac

8. dbra A DHPR-ok tetradokat képeznek BC3HI1 sejteken (A), csirke szivizomban viszont random mddon
jelennek meg (B). Mind a vazizomban a RyR1 (kék, C), mind a szivizomban a RyR2 (z6ld, D) rendezett
struktdrat képez. A DHPR-RyR kolcsonhatds a vazizomban (E) és a szivizomban (F) eltéré mdédon valdésul
meg (Protasi és munkatérsai, 2002), [CICR=kalcium indukalt kalcium felszabadulés].
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A RyR szabdlyozasdban részt vesz a DHPR al alegységének Il-es és IlI-as doménjét
0sszekotd citoplazmatikus loop egy mdsik szakasza is, melyet C-peptidnek (Glu724-Pro760)
neveznek. A C-peptidet ekvimolarisan alkalmazva gatolja az A-peptid hatdsat a rianodin kotésnél
és az SR kalcium felszabaduldsndl (El-Hayek és munkatérsai, 1995). Az A-peptid felteheten a
RyR1 zartbdl nyitott allapotba torténd konforméacidvaltozasat indukalja, a C-peptid pedig ezt a
konformécidvaltozast gitolva csokkenti a rianodin receptor aktivitdsit. Az tjabb eredmények azt
mutattdk, hogy rianodin kotésnél és kalcium felszabaduldsnédl a C-peptid 6nmagaban hatédstalan
vagy csak minimalis hatdssal bir (Bannister és munkatérsai, 2006). Ezzel szemben képes az A-
peptid hatdsat befolydsolni, &m ez a hatds fiigg a kalcium koncentraciétol. A C-peptid gétolja az
A-peptid hatdsat magas (uM-os) kalcium koncentrdciondl, alacsony kalcium koncentracional

(<0,1uM) viszont aktival.

2.3.2. Az A-peptid hatasa

El-Hayek és munkatdrsai kimutattdk, hogy a DHPR al alegységének Il-es és Ill-as
doménjét Osszekotd citoplazmatikus loop 671 (Thr) és 690 (Leu) aminosava kozott 1évo
fehérjeszakasz (A-peptid) onmagaban is képes befolydsolni a RyR mukodését. A RyR és a peptid
kozotti kapcsolat kialakuldsdért valdsziniileg egy néhdny bdazikus aminosavbdl all6 rovid
peptidszakasz felelds (681 RKRRK 685). A RyR1-en 1év0 A-peptid kotohely feltérképezése tobb
probalkozas is tortént, melyek részben az alkalmazott technikdk kiilonbozosége miatt eltérd
eredményre vezettek. Dyspedikus rostokkal végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a RyRI
ugynevezett D2 régidja (1303-1406) meghataroz6 a DHPR-RyR kolcsonhatds 1étrejttében
(Yamazawa €és munkatérsai, 1997). Kimutattdk, hogy a RyR1 Leu922-Asp1112 szakasza is képes
kapcsolédni a II-IIT loop-hoz, a RyR2 homoldég szakasza viszont képtelen a kapcsolat
kialakitdsara (Leong és MacLennan, 1998). Valészintileg az ionos kolcsonhatdsok is szerepet
jatszanak, mivel a II-IlI-as loop két Lys molekuldjanak (677, 682) mutacidja csokkenti a vazizom
tipusu kalcium csatorna irdnti affinitdst. Az elobbi eredmények nem utalnak arra, hogy barmiféle
direkt, kozvetlen fizikai kapcsolat lenne szivizomban a RyR €s a DHPR al alegysége kozott.

Az A-peptid képes kotédni a RyR-hoz, mikromdlos koncentracié tartomanyban fokozza a

rianodin kotést, €s SR vezikuldkbdl kalcium felszabaduldst indukal. ,,Single channel” mérések azt

mutattdk, hogy az A-peptid a RyR maximalis vezetoképességének 65-85%-4anak megfeleld rovid
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ideig tart6 szubkonduktancia éallapotokat és hosszantarté zart allapotokat hoz 1étre. Ha az A-
peptidben a bdazikus klaszterhez tartoz6 valamelyik aminosavat lecseréljiilk, akkor hatdsa
dramaian csdkken. A rianodin receptorhoz valé kotddésében valésziniileg az Arg®™'-Lys®
aminosavak kozotti bazikus oldallancd aminosavakbol allé rovid szegmens daltal, a peptid N-

termindlis végén l1étrehozott a-hélixnek van kulcsszerepe.

2.3.3. Az IpTx, hatasa

Az A-peptidhez hasonlé motivum taldlhaté a Pandius imperator skorpié mérgébdl
izoldlhat6 imperatoxin-A (IpTx,) elsddleges szerkezetében is. A 33 aminosavbdl ll6 peptid toxin
3 diszulfid hidat tartalmaz, feliiletén bazikus oldallanci aminosavak egy nagy kiterjedésii bazikus
felszint hoznak 1étre. Az IpTx, az A-peptidhez hasonléan képes kapcsolédni a RyR-hoz, fokozza
a rianodin kotést, és SR vezikuldkbol kalcium felszabadulast indukdl. Az IpTx, rianodin
receptoron kifejtett hatdsa kiilonbozik az A-peptid hatdsatdl. Az A-peptid a RyR maximaélis
vezetOképességének 65-85%-dnak megfeleld rovid ideig tarté szubkonduktancia dllapotokat és
hosszantarté zart dllapotokat hoz 1étre. Ezzel szemben az IpTx, -40 mV-os tartéfesziiltségen a
maximalis dramamplitddé =43%-anak, mig +40 mV-on a maximadlis dramamplitidé ~28%-anak

megfeleld hosszantarté szubkonduktancia dllapotokat (LLSS) okoz (9. dbra).
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9. ébra Az IpTx, szubkonduktancia dllapotot indukdl RyR1-en (Tripathy és Meissner, 1998.).
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Az IpTx,-indukdlt csokkent vezetdképességli dllapotok megjelenési gyakorisaga -60 mV-on
igen alacsony, kevésbé negativ illetve pozitiv (+40-60 mV) tartofesziiltségen a szubkonduktancia
allapotok megjelenési gyakorisaga fokozatosan nd, ami arra utal, hogy az IpTx, hatdsa fesziiltség-
és polaritas-fliggd (Tripathy és munkatarsai, 1998). Az A-peptid jelenlétében az IpTx, indukalt
rianodin kotés mértéke dozisfiiggd mddon csokken, ami arra utal, hogy a két peptid verseng a
kotohelyekért (Gurrola és munkatarsai, 1999). A RyR-on ugyanahhoz a kotohelyhez
kapcsolddnak, de kiilonb6zo affinitdssal: az IpTx, mar nanomodlos koncentraciétartomanyban
aktivdlja a RyR-t, mig az A-peptid csak mikromoélos koncentraciéban alkalmazva fejti ki hatdsat.
A kompeticiés kisérlet arra utal, hogy a kotohely azonos ez mégis meglepd, mert az A-peptid
aminosav szekvencidja csak 18%-ban azonos az IpTx, szekvencidjaval, és harmadlagos
szerkezetiik is jelentdsen kiilonbozik. Ha az A-peptid vagy az IpTx, bazikus klaszteréhez tartozé
valamelyik aminosavat toltetlenre cseréljiik le, akkor hatdsuk jelentésen csokken. Az IpTx,-ndl a
rianodin receptorhoz valé kotddésében valdsziniileg a Lysl9—Arg24 szegmensnek van
kulcsszerepe. Azonban a helyes szekvencia Onmagdban nem elég, a kotodéshez és a hatas
kialakitdsdhoz megfelel6 masodlagos szerkezet is sziikséges (10. &bra, 16. oldal). Ennek
kialakitdsaban birnak fontos szereppel a peptidben taldlhat6 diszulfid hidak.

Az IpTx, mésodlagos szerkezete jelentdsen eltér az A-peptidétdl a LyszO—Arg23 és a LysSO—
Arg™® két, antiparalel lefutdsu S-red6t hoz 1étre, melyek a toxin feliiletén az 6ket 6sszekoté Arg™,
Gly”, Thr®®, Asn”’; és a His®, Lis®, Arg’, Lys'', Lys'® aminosavakkal egyiitt egy nagy feliiletii
bazikus felszint alkotnak. Ezt a térbeli szerkezetet harom diszulfidhid stabilizélja, melyek a Cys3-
Cysl7, Cys10-Cys21, Cys16-Cys32 oldallancok kozott alakulnak ki. Az affinitasbeli kiillonbséget
— az IpTx, nanomodlos az A-peptid mikromolos tartomdnyban hat — tehat szerkezeti eltérések
indokoljak. A szekvencia homol6gidjabdl kiindulva valdszinii, hogy a két peptid a RyR-hoz tobb
helyen kapcsolddik, amelyek atfedéek lehetnek. A RyR-on elhelyezkedd A-peptid kotéhely
valdszinlileg egy olyan teriilethez tartozik, amely az imperatoxin-A kotddéséért is felelds, igy

affinitdsbeli és az aktivacié mdodja kozotti kiilonbséget eredményez (Lee és munkatérsai, 2004).
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Peptide A

C S 10 15 20

25 30

IpTxa GDCLPHLKRCKADNDCCGKKCKRRGTNAEKRCR
Mca GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR
Peptide A TSAQKAKAEERKRRKMSRGL

675 680 685 690

10. dbra Az A-peptid, a maurokalcin és az IpTx, térbeli szerkezete és
szekvencidja
(Lee és munkatarsai, 2004.)

2.3.4. A maurokalcin hatasa

A maurokalcin (MCa) a Scorpio maurus palmatus mérgébdl nemrég (Fajloun és
munkatdrsai, 2000) izoldlt 33 aminosavbdl 4ll6 peptid (11. dbra, 17. oldal). A 3 diszulfid hidat
(Cys3-Cysl17, Cys10-Cys21, Cys16-Cys32) tartalmaz6 toxinban a 9-11, 20-23, 30-33 aminosavak
B-lemez szerkezetet képeznek. A maurokalcin erésen bdazikus (fizioldgids pH: +7): a 33
aminosavbodl 12 pozitivan toltott (termindlis Gly, 7 db Lys, 4 db Arg). Az MCa tartalmaz még 4
db negativ aminosavat is, de a bazikus aminosavak tdlstilya miatt a nett6toltés igy is pozitiv. A
felszini toltésmintdzat alapjan a molekula felszinén egy markans bdzikus mezd jelenik meg,
aminek kialakitdsdban a pozitiv toltésli aminosavak vesznek részt. A molekula tobbi része
hidroféb, ami azt jelenti, hogy a MCa erdsen polarizit (Mosbah €és munkatéarsai, 2000).
Szekvencidjat tekintve 82%-ban megegyezik (10. 4bra) a Pandinus imperator-bdl izolélt

imperatoxin A-val (IpTx,), és jelentds homol6giat mutat a P-, illetve N-tipusu kalciumcsatorna-
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blokkol6 ageleninnel (Agelena opulenta), Tx2-9 toxinnal (Phoneutria nigriventer) és ®-
conotoxinnal (Conus magus). A struktarat tekintve a legnagyobb kiilonbség a MCa és az IpTx,
kozott, az N-termindlis kozelében taldlhat6, ahol a maurokalcin egy plusz felszini B-lemezzel
rendelkezik. A maurokalcin és az imperatoxin-A kozott nemcsak szerkezetiikben, hanem
hatdsukban is atfedés mutatkozik, ugyanis mind a MCa mind az IpTx, mar nanomolos
koncentraciéban aktivaljdk a rianodin receptort, tehét a strukturalis kiilonbségek ellenére az aktiv
miikodéshez sziikséges aminosavak térbeli elrendez6dése mégis lehetové teszi ugyanazon
receptorhoz valé kotddésiiket. Az MCa bizonyos szekvencia homoldgiat mutat az A-peptiddel is,
viszont a DHPR és a RyR kozotti kapcsolat kialakitdsdban meghatdrozé szerepet jatsz6 domén
szerkezete (N-termindlis végén egy o-hélix) kiilonbozik mind a maurokalcinétél, mind az
imperatoxin A-t6l. A maurokalcin, IpTx, és A-peptid kozotti szekvencia homoldgia mellett ugy
tlinik, hogy a MCa és az IpTx, B-lemez szerkezete utdnozni prébdlja az A-peptid a-hélix
szerkezetét. Az irodalmi adatok alapjan valdszinli, hogy a maurokalcin, IpTx, és A-peptid

hasonléan médositjdk a RyR mitkodését.

Cago,
IV
Y
IIT
Plasma
raembrane I
Dihydropyridine receptor (DHPR)
666~E-A-E-S-L-T-S-A-Q-K-A-K- A-E-E-R-K- . -R-R-K- H-S-R-G-L-¢s7 Domain of Caya,,
I1-1I loop
G-D-C-L-P-H-L-K-R-C-K-A-D-N-.-D-C-C-GZE=K=C sE=R=RE-GaIEN-A-E-K-R-C-R IpTx A
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-5-K-K-C-K-R-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R MCa
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-5-K-K-C-K-R-R-G-A-N-I-E-K-R-C-R [Ala®]MCa
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-S-K-K-C-K-R4BEG-T-N-I-E-K-R-C-R [Ala*]MCa
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-$-K-K-C-K-A-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R [A1a®]M Ca
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-S-K-K-C-&f R-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R [Ala%]M Ca
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-S-K3B&-C-K-R-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R [A1a®]MCa
G-D-C-L-P-H-L-K-L-C-K-.-E-N-K-D-C-C-S-A-K-C-K-R-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R [A1a*’]M Ca
G-D-C-L-P-H-L{8% L-C-K- .-E-N-K-D-C-C-8-K-K-C-K-R-R-G-T-N-I-E-K-R-C-R [Ala®]M Ca

11. dbra A maurokalcin vad tipusa és mutdns valtozatai (Esteve és munkatarsai, 2004)
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Viézizom esetében, a maurokalcin f6 tdmadaspontja az I-es tipusi RyR. Chen és
munkatdrsai kimutattdk, hogy a maurokalcin koncentracioéfiiggd modon aktivdlja a kalcium
felszabadulast SR vezikuldkbdl (ECsp=17,5 nM), a toxin hatdsat a rianodin (500 pM) és a
ruténium voros (5 uM) gatolta. Tovabba leirtdk, hogy a maurokalcin koncentraciéfiiggé moédon
aktivdlja (ECsp=1,2 nM) a rianodin kotést (Chen és munkatérsai, 2003). A maurokalcin és az A-
peptid eltér6 mechanizmusok utjan aktivdljdk a RyR-t. A receptorhoz valé kotédésiik
kovetkeztében az SR-bél torténé Ca**-felszabaduldst tekintve latszolag antagonisztikus hatdsdak.
Az A-peptid gitolja a Ca’*, a koffein és a maurokalcin 4ltal indukélt Ca”™* felszabaduldst az SR-
boél (Chen és munkatarsai, 2003), valamint az A-peptid a maurokalcin kordbban mar emlitett
rianodin kotést aktivadld hatdsit koncentraci6 fiiggd modon a Bk csokkentésével gédtolja (Chen
és munkatarsai, 2003).

Korabban munkacsoportunk kozremiikodésével sikeriilt kimutatni, hogy a MCa izolalt
csatorndn (,,single channel”) fesziiltség clamp koriilmények kozott egy tgynevezett
szubkonduktancia (csokkent vezetOképességil) édllapotot hoz 1étre, melynek vezetOképessége a
teljes konduktancia mintegy 60%-a (Chen és munkatarsai, 2003; Esteve és munkatérsai, 2004). A
maurokalcin hatékonysdga egy nélkiilozhetetlen aminosavnak, az Arg**-nek kdszonhetd, melynek
hidnydban a toxin kalcium csatornat aktivalé hatdsa elmarad (Esteve €s munkatarsai, 2004).
Intézetiink mdsik munkacsoportja kimutatta, hogy a MCa myotubulus tenyészetben a rianodin
receptoron keresztiil kalcium felszabaduldst okoz, de nem befolydsolja a depolarizicié 4ltal
kivéltott kalcium tranzienseket. Viszont a MCa nem indukdl kalcium felszabadulést illetve
kalcium “release” eseményeket intakt felndtt sejteken. Ezzel szemben a szaponin kezelt felnott
izom sejteken a MCa-nak kettds hatdsa volt, el0szor novelte a kalcium “release” események
frekvencidjat majd novelte a hosszantarté emberek megjelenésének gyakorisdgat (Szappanos és
munkatarsai, 2005).

A RyRI1-ben két olyan szakaszt is taldltak (F3: 1021-1631, F7: 3201-3661), melyhez a
maurokalcin és az A-peptid is képes kotddni. A két peptidet nagyobb affinitdssal kotd F7 szakasz
tovabbi vizsgalata sordn a kotddésért felelds szakaszt pontosabban is sikeriilt meghatdrozni (F7.2:
3351-3507). Az azonos kotOhely meglétét erdsiti az az eredmény is, hogy az A-peptid kotodését
az F7.2 fragmentumhoz a MCa gétolta. A DHPR-RyR kozotti kapcesolat kialakitdsdban az F3 és

F7 val6sziniileg mint funkciondlis domén vesz részt, ezt a feltételezést a RyR1 haromdimenzids
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modellezése sordn kapott adatok is aldtdmasztjdk, ami szerint a RyR1 tetramerben az F3 és F7
szegmentumok térben egymashoz kozel helyezkednek el (Altafaj és munkatarsai, 2005).
Kollaborécids partnereink (Esteve és munkatarsai, 2005) kimutattdk, hogy a MCa annak
ellenére, hogy toltott peptidrél van sz6, az tugynevezett sejt-penetrdlé peptidekhez (CPP)
hasonléan képes passziv médon atjutni a bioldgiai membranokon és bejutni kiilonb6z6 tipusu
sejtekbe. Ezekre a peptidekre jellemzd, hogy kis méretliek, erdsen toltottek, kiilonféle tipusu
sejtbe képesek bejutni, a penetricié gyors és nem igényel energidt (valdsziniileg nem
endocitézisr6l van sz6) és sejtfelszini receptorokat a penetrdcidhoz nem igényelnek. A
maurokalcin bejutdsdban valdsziniileg alapvetd szerepe van a természetes membranokban nagy
mennyiségben eléforduld negativ toltésii lipideknek a gangliozidoknak. Feltehetden a membran
kiilsé felszinén megjelend negativ toltésti lipid kapcsolddik a pozitiv toltésli maurokalcinnal,
elektromosan ,,semlegesiti” a toxint, és a membran belsd oldaldra fordulva a maurokalcint az
intracellularis térbe juttatja (Boisseau és munkatdrsai, 2006). A maurokalcin belépése a sejtbe
fesziiltségfiiggd; az extracelluldris tér kaliumkoncentrdcidjdnak emelésével (membran-
depolarizicid) egyre kevesebb maurokalcin 1€p be a sejtekbe. A rianodin receptorra gyakorolt
hatdsa ellenére semmilyen toxikus hatdst nem sikeriilt kimutatni HEK293 sejteken. A
maurokalcin ezen kiviil képes nagy méretli nem membranpermedbilis molekuldkat is atjutatni a
membréanon, ami felveti a maurokalcin illetve szarmazékainak orvosi, diagnosztikai, gyogyszer-

technoldgiai alkalmazasdnak lehetdségét.

2.4. A kalcium csatorna endogén modulaciéja

2.4.1. Divalens ionok

Az egyetlen csatorndn (,,single channel”) végzett mérések alapjin a cisz (SR citoplazmatikus
oldala) Ca®* koncentréci6 fiiggd médon befolydsolja a csatorna aktivitdsat (12. dbra, 20. oldal):
szubmikromoldris koncentricidban a csatorndk nyitvatartasi valoszinlisége (P,) kozel nulla,
mikromoldris koncentrdcidban aktivdlja, millimoldris koncentraciéban gatolja a kalcium
felszabadulast (Smith €s munkatarsai, 1986; Ma és munkatarsai, 1988). Ennek alapjan feltételezik
egy Ca®’ irdnt nagy affinitdssal biré aktivdcids, és egy alacsonyabb affinitdsd, inaktivacios

kalcium kotOhely jelenlétét. A lumindlis kalcium szabalyoz6 hatdsidt valdszinilileg a
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citoplazmatikus oldalon fejti ki dgy, hogy a kalcium 4atjut a csatornin és kotddik az aktivald
illetve az inaktivalé kotohelyhez. A Ca®* mellett a Sr** is aktivalja, mig a Ba®* és Mg gatolja a
csatornat (Jéna és munkatarsai, 2001; Meissner és munkatarsai, 1986). Utébbi hatasat Gsszetett
mechanizmus révén valdsitja meg. Verseng a kalciummal a nagy affinitasi (aktivaciés) kalcium
kotéhelyekért, és arrdl leszoritva a kalciumot gatolja a csatorna miikodését, vagy ugyancsak

verseng a kalciummal az alacsony affinitast (inaktivacios) kalcium kotohelyekért.

0,6

0,4

0,2

0,0

cisz pCa?

12. dbra A RyR1 kalciumfiiggése. A szubmikromoldris koncentraciéban a
csatorndk  nyitvatartdsi  valdszintisége (P,) kozel nulla, mikromolaris
koncentraciéban a kalcium aktivalja, millimolaris koncentraciéban gatolja a RyR1-
et (Sarkozi és munkatarsai, 2000).

2.4.2. Adenin nukleotidok

A legtobb sejt citoszéljdban az ATP (kotott és nem kotott) koncentracidja néhdny mM.
Izolalt csatorndn végzett mérések szerint az ATP noveli a kalcium csatorna nyitvatartdsi
val6szintiségét (P,) és atlagos nyitvatartasi idejét (1,) (Jona és munkatarsai 2001), valamint a
kalcium felszabadulds sebességét (13. dbra, 21. oldal) is SR vezikuldkbdl (Moutin és Dupont,
1988). A kiilonboz6 izoformdkat az ATP eltérd mértékben aktivalja, példdul ATP hatdsara a
RyR1 jobban aktivdlédik, mint a RyR2 vagy a RyR3. Mivel az adenin, adenozin és adenin
nukleotidok (ATP, ADP, AMP) — bar eltér6 mértékben, de — aktivadljdk a RyR-t, igy képesek
ellensilyozni a Mg**-gitlst fiziolégids koriilmények kozott. Maximdlis csatorna aktivacio

tapasztalhaté uM-os kalcium és mM-os ATP jelenlétében (Moutin és munkatdrsai, 1988).
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Lényeges hogy az ATP aktivalo hatdsa nem a csatorna foszforilaciéjan alapszik, mivel egyéb
adenin nukleotidok ADP, AMP, cAMP, adenozin, adenin is aktivéljak, mig CTP, GTP, ITP, UTP
nincs hatdssal a csatorndara (Meissner és munkatérsai, 1984). Valdszinlileg a Mg-ATP jelentdsebb
fiziol6giai reguldtor mint a szabad ATP, hiszen a sejtekben el6fordulé nukleotidok dontd

tobbsége Mg**-komplex formdjdban van jelen.
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13. dbra Az ATP koncentrici6éfiiggd médon noveli a kalcium felszabadulds sebességét
SR vezikulakbdl (Moutin és munkatarsai, 1988).

2.4.3. Kalszekvesztrin

A kalszekvesztrin (CSQ) egy 44-67 kDa molekulatdmegti Ca**-kotd savas glikoprotein,
mely az SR lumenében, a termindlis ciszterndban taldlhat6. A kalszekvesztrin nagy kapacitdssal,
de kis affinitdssal koti a Ca**-t. Egy kalszekvesztrin molekula mintegy 40-60 Ca®*-t kot meg, a
kotohelyek affinitdsa 1 mM koriili Ky-vel jellemezhetd. A fehérje kalcium pufferként gatolja meg
a til magas intralumindlis kalcium koncentracié kialakuldséat; az adott K4 mellet ugyanakkor
lehetdség van arra, hogy a kalcium felszabadulds meginduldsakor a kotott kalcium konnyen
disszocidljon és a tovdbbiakban rendelkezésre dlljon. [gy az egymaést kovetd akciés potencidlok
hatdsdra mindig azonos mennyiségli Ca®* szabadul fel a kozel 4llandé lumindlis kalcium
koncentrécié miatt. A luminalis Ca**-koncentracié emelkedésével a CSQ polimerizalédik (Wang
és munkatarsai 1992) és fiziol6gids lumindlis Ca**-koncentréciénal (=1 mM) is polimerizalt

formdban van jelen. A CSQ konforméciéja a nagy mennyiségli Ca**-kotése és liberdciéja
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kovetkeztében is valtozik, ami arra utal, hogy az EC-kuplung alatt kialakul6 szigndl eljut a

fehérjéhez, illetve a CSQ részt vesz a kalcium felszabaduldsban (14. dbra).
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14. dbra A kalszekvesztrin defoszforilalt (folytonos vonal) formédja noveli a lipid
kettosrétegbe épitett RyR1 nyitvatartdsi valdsziniiségét (P,, felsé panel) és
atlagos nyitvatartdsi idejét (mean open time, als6 panel). A foszforilalt
kalszekvesztrin (szaggatott vonal) nem mddositja szignifikdnsan az emlitett
paramétereket (Szegedi és munkatdrsai, 1999).

A CSQ vazizom SR vezikuldn (RyR + asszocidlt fehérjék) valdszinlileg az asszocialt
fehérjéken keresztiil gédtolja a RyR-t (Beard és munkatdrsai 2002). A Ca®*-koncentrici6
emelésével viszont a CSQ ledisszocidl a RyR-triadin-junctin komplexrdl, és a csatorna aktivitdsa

nd. Annak ellenére, hogy a CSQ gdtolja a nativ RyR-t, az egyedi csatorndn végzett kisérletek
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(nincs jelen a triadin €s a junctin) arra utalnak, hogy a CSQ direkt médon kotddik a RyR-hoz és
aktivdlja azt. A CSQ hatédsaban az asszocidlt proteinek jelenlétén kiviil a fehérje foszforildltsagi
allapota is meghatdrozo: csak a defoszforildlt formdja aktivdlja a csatornat, mig a foszforilalt
formdnak nincs semmilyen hatdsa (Szegedi €s munkatérsai, 1999). A kalszekvesztrin-indukalt
RyR-aktivaciénak — annak ellenére, hogy a kalszekvesztrin a sejtekben foszforildlt dllapotban van
jelen — nagy fiziolégiai jelentdsége van, mert a fehérje 1%-dnak defoszforildldsa mar

érzékelhetden modositja a csatorna kapuzasi paramétereit (Herzog és munkatarsai, 2000).

2.4.4. FK-506 koté fehérje

Az FKBP szidmos szovetben eléforduld, a fehérjék harmadlagos szerkezetének
kialakitdsaban €s stabilizaldsdban szerepet jatszd, peptidylpropyl-cisz-transz izomerdz aktivitasi
enzim. Két izoformdja ismert: FKBP12 (vazizomban) és FKBP12.6 (szivizomban). Az FK506
immunoszupressziv hatdsa az FKBP és mds fehérjék kapcsolatinak moddositdsan és az FKBP
izomerdz aktivitdsdnak gatldsan alapszik. A RyR tetramer sztochiometrikus ardnyban koti az
FKBP molekuldkat, tehat egy RyR-tetramerhez négy darab FKBP kapcsolddik, melyek
immunofillinek (FK506, rapamicin és ciklosporin A) hatdsdra disszocidlnak le a csatornarol.
Fizioldgiai jelent0ségét bizonyitja, hogy az FKBP hidnya az élettel 0sszeegyeztethetetlen, hiszen
az FKBP-hidnyos allatok sulyos idegrendszeri rendellenességek miatt mar embriondlis korban
elpusztulnak. Izomban betoltott szerepére utal, hogy az ilyen dllatokbdl szarmazé izomrostok
kontraktilitisa csokkent mértékli. Izolalt, FKBP-mentesitett csatorndk dramregisztrituman — a
fiziol6gidsan megjelend zart €s nyitott dllapot mellett — tobb eltérd szubkonduktancia allapot
jelenik meg (O’Relly és munkatédrsai, 2002). FKBP addsat kovetden viszont a csatorndk
visszanyerik megszokott kapuzdsi paramétereiket. Ezért azt feltételezik, hogy az FKBP
»szinkronizdlja” a RyR alegységeinek miikodését, azaz biztositja azt, hogy a csatorna négy
alegysége koordindlt modon alakitsa ki a nyitott és zart dllapotot. Ugyanakkor valészinii, hogy az
FKBP12 nem csak a RyR négy fehérjealegységét hangolja 6ssze, hanem a szomszédos rianodin
receptorok mukodését is, lehetdové téve ezzel egyideju nyildsukat, zarédasukat (Fill és Copello,

2002).
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2.4.5. Triadin és junctin

A triadin az SR-membrdn 95 kDa nagysagu integrans glikoproteinje. Négyféle, alternativ
splicinggal keletkezd véltozatat azonositottdk. Kloénozadsakor kideriilt, hogy 706, tobbségében
bazikus oldalldnci aminosavbdl all, és egy transzmembran doménnal rendelkezik. C-termindlisa
kapcsolatot 1étesit a rianodin receptorral és a kalszekvesztrinnel, a citoplazmatikus oldala pedig
valészinlileg a DHPR a; alegységével (MacKrill és munkatarsai, 1999). A junctin egy 26 kDa
tomegti, 210 aminosavbdl felépiild pozitiv toltésii fehérje, mely nagyfoku szekvencia homoldgiat
mutat a triadinnal. A triadinhoz hasonléan a junctin is csak egy transzmembrian doménnal
rendelkezik. A molekula citoplazmatikus végét rovid, 22 aminosavbol all6 N-termindlisa alkotja
(MacKTrill és munkatarsai, 1999). A RyR, a junctin, a kalszekvesztrin és a triadin valdészinilileg
egy multi-protein komplex form4djaban van jelen, ahol a triadin és a junctin kapcsoléddsa polaros
csoportjaik ionos kolcsonhatdsdval valésul meg (Carl és munkatirsai, 1995). A Ca™*-

felszabadulds és -raktirozds finoman szabdlyozott és Osszehangolt mechanizmusa bizonyara

/////

2.4.6. Kalmodulin

A kalmodulin hatdsa nagyon 0Osszetett, mert nem csak a kalmodulin-dependens protein
kindzon keresztiil, hanem kozvetleniil a rianodin receptoron is hat. Hatdsa Ca**-fiiggd, és ketts:
alacsony Ca”*-koncentriciénal (<0,1 uM) aktivdlja a RyR1-t, ennél magasabb (>0,2 uM) Ca’*-
koncentracional gétolja. Ez a kettOs hatds valoszinlileg annak az eredménye, hogy a kalmodulin
kiilsnbdzé Ca**-koncentraciondl més kotShelyekhez kotédik. A kalmodulinnak a RyR1-en harom
kotéhelyét mutattdk ki. Ezek a PM1-nek, PM2-nek és PM3-nak nevezett kotohelyek a 2937-
3225, 3610-3629, és 4534-4552 aminosavak kozotti szakaszoknak felelnek meg, melyek a
negyedleges szerkezetll csatorna periféridgjan, a poérus szdjatdl hozzavetdlegesen 10 nm-re
helyezkednek el (Menegazzi és munkatdrsai, 1994). A PKA foszforilacids helyet tartalmazé PM 1
kotdhely foszforildldsa megakaddlyozza a CaM kotddését (MacKrill és munkatarsai, 1999; Tanq
és munkatarsai, 2002; Meissner és munkatarsai, 2004). A kalmodulin kozvetett mdodon, a
kalcineurin aktivdldsaval is hat a csatornara. A CaM kozel 2 uM koncentraciéban van jelen a

citoplazmadban, ezért fizioldgiai jelentdsége nem elhanyagolhatd.
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2.4.7. Foszforilacio, defoszforilacio

Mir a RyR elsddleges szerkezete is utal arra, hogy a csatorna foszforildltsagi allapota
alapvetdéen meghatdrozza a csatorna miikodését. A RyR1 foszforilacios helyeinek foszforilalasat
a cAMP-dependens protein kindz (PKA), a Ca**-dependens protein kindz (PKC), a cGMP-
dependens protein kindz (PKG) és a kalmodulin-dependens protein kindz II (CaMKII) végzi. A
kindzok lehetséges tdmadaspontja a négy szerin és két treonin oldallanc. A PKA, PKC és a PKG
a RyR 2842. szerinjének foszforildlasaval noveli a csatorna nyitvatartasi valdszintis€gét, mig a
CaMKII gétolja a RyR1-t (MacKTrill és munkatérsai, 1999). A fehérjék foszforilacidval torténd
hatékony szabdlyozdsa a protein kindzok mellett foszfatdzok miikodését is megkoveteli. A RyR

szabdlyozdsaban résztvevo foszfatdz a kalcineurin, vagy mas néven protein foszfataz 2B.
2.5. A csatorna exogén modulacidja
2.5.1. Rianodin
A rianodin az a-pyrol-karbonsav és a ryanodol észtere, a Ryania speciosa széaraban és

gyokerében taldlhaté novényi alkaloida, mely specifikusan kotddik a rianodin receptorhoz,

feltételezések szerint annak nyitott dllapotdhoz (15. dbra).

A -ny

1 sec

15. dbra A rianodin kotédik a RyR-hoz és a kontroll (,,A” panel) maximadlis konduktancidjdhoz képest félig nyitott
allapotban tartja a csatorndt (,,B” panel).
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A rianodin mar nanomolaris koncentracidban kotodik a csatornahoz, €s a kontroll maximalis
konduktancidjdhoz képest félig nyitott &4llapotban tartja a rianodin receptort. A rianodin-
kotohelyek valdszinilileg a ,,foot” régid 4475-ik (Arg) aminosava és a karboxi termindlis k6zotti
fehérjeszakaszon taldlhatok. A csatorna megfeleld kotOhelyeivel a rianodin pyrol- és izopropyl-
csoportjai lépnek kapcsolatba. (Zucchi és Ronca-Testoni, 1997; Fill és munkatarsai, 2002)
Kimutattdk, hogy az emlitett szubnormalis hosszantarté nyitott allapot (szubkonduktancia
allapotok) mér 5-40 nM rianodin koncentrdaciénal megjelennek, mig az 50 nM-ndl nagyobb
koncentraciéban alkalmazott rianodinndl ez az éllapot dllandésul, és irreverzibilissé valik. 70 uM
és 200 uM rianodin a kontroll nyitott dllapot 25%-anak megfeleld hosszantart nyitott dllapotokat
okoz, majd 200 uM-nal nagyobb koncentricioban alkalmazva a rianodin teljesen bezarja a
csatorndt. Rianodinra a RyR Hill-koefficiense 2, tehat a RyR két rianodin-kotohellyel
rendelkezik: a rianodin a nagy affinitdsi kotéhelyhez kotddve szubkonduktancia allapotban
blokkolja a Ca**-csatornit. Ilyenkor valésziniileg részlegesen eltomiti a RyR pérusat. Magasabb
koncentraciondl a rianodin valdsziniileg alacsony affinitdsti kotOhelyekhez kotédve a RyR
konduktancidjanak tovédbbi csokkenését okozza, majd rovid dtmeneti dllapot utdn teljesen bezarja.
A rianodin a fent leirt mechanizmusokkal a vdz- és szivizom bénuldsat okozza. Ismert volt ugyan,
hogy a rianodin a vdzizomnal rigid paralizist, a szivizom esetén pedig flaccid paralizist idéz eld,
de az eltérés okdt sokdig nem tudtdk megmagyardzni. Késobb vildgossd vdlt, hogy a rianodin
miatt az SR-bél felszabadulé Ca**-kat a szivizomsejt a felszini membranjdban elhelyezkedd Na™—
Ca”* exchangerrel gyorsan eltdvolitja az intracelluldris térbdl, ezért a belsé Ca**-raktdrak hamar
kiiiriilnek, és a szivizom flaccid paralizise a Ca**-hidny miatt kovetkezik be. Ezzel szemben a
vazizom szarkolemmdjdban nincsenek gyors Ca”*-eltdvolité elemek, és a folyamatos rianodin-
indukélt Ca**-felszababuldssal az SR Ca2+—pumpa onmagaban nem képes 1épést tartani, ezért a
Ca”* felhalmozddik a szarkoplazmédban, ami a vdzizom rigid (merev) bénuldsihoz vezet. A sziv
felszini Ca**-kicserél mechanizmusaival magyardzhat6 az is, hogy a szivizomra a rianodinnak (a
rianodin-indukélt Ca**-felszabadulds miatt) el8szor pozitiv, majd (a raktdrak kiiiriilése és a

. 2 s sz . 2 . soe z 2
citoplazma Ca”"-koncentraci6janak csokkenése miatt) negativ inotrép hatésa van.

2.5.2. Metilxantinok

A koffein aktivélja a kalcium felszabadulast az SR-bdl, valamint izoldlt csatorndn néveli a
RyR1 és RyR2 nyitvatartasi valoszinlis€gét, mikozben nem mddositja a csatorna konduktancidjat.

26



Aktivalé hatdsdt a magnézium és a ruténium vords gétolja. A koffein P,-ndveld hatdsat a Ca™*-
aktivacios helyek érzékenységének fokozdsdval éri el. Erre utal az is, hogy a 0,5-2 mM
koncentréciéban alkalmazott koffein pM koriili Ca®*-koncentraciéndl valtja ki aktivalé hatdsat,
mig 5-10 mM-os koncentrdciéban alkalmazva mdr szubmikromdlos Ca**-koncentréciénal is
folyamatosan nyitva tartja a rianodin receptort (Zucchi és munkatdrsai, 1997). A tobbi
metilxantinnak a koffeinhez hasonlé hatdsa van. A metilxantinok hatdsossdgi sorrendje a

kovetkezd: 1,7 methylxanthin > theobromin = theophyllin > koffein = 3,9 dimethylxanthin.

2.5.3. Fenolszarmazékok

Kordbban munkacsoportunk is vizsgilta szdmos természetes fenolszarmazék Ca2+—puma’1ra
és RyR-ra gyakorolt hatdséat vezikularis rendszeren (HSR, LSR) és izoldlt RyR-on. Kimutattuk
hogy a vizsgilt vegyiiletek mindegyike — bar eltéré mértékben — gétolta a Ca®*-pumpa aktivitdsat,
mig a vizsgdlt anyagok koziil csak a thymol és a karvakrol aktivdlta az SR kalcium
felszabadulast. Utobbi két vegyiilet hatdsat megvizsgdltuk izoldlt RyR1-on (,,single channel”
mérés) is, és kimutattuk, hogy a thymol és a karvakrol aktivalja a kalcium csatorndt (Sarkozi és
munkatdrsai, 2007). Irodalmi adatok alapjdn ismert, hogy a szintetikus fenolszdrmazékok kozé
tartoz6 4-kloro-m-krezol aktivdlja a “H-rianodin kotést és a *Ca’*-felszabaduldst HSR
vezikuldkon, valamint noveli a mesterséges lipid kettosrétegbe épitett RyR1 nyitvatartdsi

val6szinlis€gét (Herrmann-Frank és munkatérsai, 1996).

2.5.4. Egyéb modulatorok

A ruténiumvords a RyR jellegzetes hatdsi moduldtora. Citoplazmatikus oldalon alkalmazva
drasztikusan csokkenti a rianodin receptor nyitvatartisi valdszinliségét, és nagyobb
koncentraciéndl be is zarja, mig lumindlis oldalra adva a csatorna konduktancidjat csokkenti.
Helyi érzéstelenitok kozill a procaine és a tetracaine (Csernoch és munkatidrsai, 1999) a P,
csokkentésén keresztiil gatoljdk a rianodin receptort, mig a lidokain és analdgja, a QX314 a P,

modositdsa nélkiil, csokkent vezetoképességli dllapotban blokkoljdk a csatornat.
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2.5.5. Gadolinium

A lantaniddk vagy ritkafoldfémek csoportjdba a periédusos rendszer 58-71 rendszamu
elemeit soroljuk, melyek szoros kémiai hasonlésdgot mutatnak egymadssal. Ennek oka az elemek
elektronkonfiguracidja, ugyanis a kiilsé elektronhéjak egyformak, azaz az 5d palyan egy elektron,
a 6s palyan kettd elektron foglal helyet. A kiilonbség a sorozat elemeiben a maximédlisan
tizennégy elektront tartalmazé 4f palya betoltottségében van. A 4f pdlya viszont nem tartozik a
kiilsé palydk kozé, igy annak betoltésének mértéke — ami megkiilonbozteti a sorozat elemeit
egymastol — a kémiai tulajdonsdgokat csak kis mértékben médositja. A sorozat tagjaira jellemzd,
hogy a rendszdm emelkedésével az ionatmérd csokken (lantanida-kontrakcid). A lantaniddk 3+
pozitiv toltésli kationok, méretiik a kalciumhoz hasonl6. Ebbe a csoportba tartozik a 64-es
rendszdmui gadolinium, ami a kordbban leirt jellemzék mellett kivdl6 paramagneses
tulajdonsaggal is bir. A gadolinium bizonyos vegyiiletei meglepd mddon ferroméagneses
tulajdonsdgot mutatnak, és egyes vegyiileteik az erek faldn is konnyen &atjutnak ezért az
orvostudomédnyban (MR-vizsgélat) alkalmazdsuk széleskorben elterjedt. Mar a 70-es években
leirtdk, hogy a lantaniddk szamos élettani folyamatot befolyasolnak, illetve ezek az ionok direkt
modon hatnak kalciumot koté é€s transzportdld6 membranfehérjékre. Chevallier és munkatarsai
mar a hetvenes évek elején leirtdk, hogy vazizomban a gadolinium mikromoldris tartomdnyban
képes leszoritani a kalciumot a szarkoplazmatikus retikulum kiils6 membranjardl (Chevallier és
Butow, 1971). Tovébbi vizsgalatok alapjan Hambly és munkatarsai kimutattak, hogy a lantanidak
ionatmérotdl fiiggdé moddon gatoljadk a vazizom kontrakcidjat, a vizsgdlt lantaniddk koziil a
legerésebb gatldst a gadolinium mutatta (Hambly és Dos Remedios, 1977). A gadolinium a
vazizom kalcium homeosztizisit a szarkoplazmatikus retikulum kalcium pumpéjan keresztiil is
képes modositani. Jona és Martonosi leirtdk, hogy a gadolinium a kalcium k&tohelyeken
keresztiil gatolja az SR Ca-ATPazt (Jona és Martonosi, 1986). A gadolinium azon tulajdonsédgat,
hogy képes direkt mdédon befolydsolni kalciumot kotd €s transzportdldé membranfehérjéket
nemcsak vazizomban, hanem idegsejtekben is leirtdk. A gadolinium neuroblastoma-glioma hibrid
sejteken (NG108-15) mikromoldris tartomanyban (0,5-20 uM) koncentraciéfiiggd moddon
részlegesen gétolja a fesziiltségfiiggd Ca**-dramot (Docherty, 1988). A gitlds csak részleges volt,
a gadolinium rezisztens kalcium 4ram tovébbi két komponenst (lassan és gyorsan aktivalédo)

tartalmazott. A gadolinium csatorna-miikodést moduldlé hatdsat Biagi €s munkatarsai vizsgaltdk
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endokrin sejteken. Leirtdk, hogy a gadolinium (50nM-5uM tartomédnyban) tobozmirigy sejteken
(GH4C1 sejtvonal) gétolja a fesziiltségfiiggd T- és L-tipusu kalcium csatorndkat (Biagi és
Enyeart, 1990).
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3. Modszerek

3.1. SR-vezikula preparalasa vazizombdol

A 2,5-3 kg-os nyulakbdl szdrmazd musculus longissimus dorsi eltavolitisat kovetden az
izmot desztillalt vizbdl készitett jéggel hutottiik, aprora vagtuk és a kiinduldsi izomtomegre
szamitott tizszeres térfogatd pufferben (105 mM NaCl, 20 mM Na-HEPES, 0,5 mM EGTA,
pH=7.5) késes Waring Blendor homogenizétorral 6x25 masodpercig homogenizéltuk 4°C-on. (A
tovdbbiakban is minden miiveletet 4°C-on végeztiink.) A prepardlds sordn haszndlt oldatokhoz a
proteolizis elkeriilése céljabol az alabbi inhibitorokat adtuk: 200uM Pefabloc, 100nM Aprotinin,
IuM Leupeptin, 1uM Pepstatin A és 1 mM Benzamidin. A homogenizdlast kovetden
centrifugalassal (4500g, 25 perc) tdvolitottuk el az alakos elemeket. A szupernatansbdl a
mikroszomakat Osszegytjtottikk (40000g, 30 perc). Az aktomiozint magas kaliumtartalmua (600
mM KCl, 0,1 mM EGTA, 90 uM CaCl,, 10 mM PIPES, 250 mM szahar6z, pH=7,0) pufferrel
oldottuk ki. Az 1 6rds inkubdlds utdn a mikroszoma frakciét 6sszegytjtottiik (109000g, 30 perc).
A pelletet 42 mM NaCl, 4 mM K-PIPES és 120 mM szahar6zt tartalmaz6 oldatban
reszuszpenddltuk, majd linedris (20-45 %) szachardz-gradiensre vittiik fel. A centrifugdlds
(86000 g, 16 6ra) utdn a gradiens 36-38 %-os régi6jabol gytijtottiik 6ssze a nehéz vezikuldkat
(HSR), ahol az jol lathat6 €les frakcidt képez. (A HSR vezikula folott megjelend diffiz régio a
Ca’*-pumpit tartalmazé6 LSR vezikula frakci6.) Az Osszegylijtott vezikula frakciGhoz
kétszerannyi térfogati puffert (42 mM NaCl, 4 mM K-PIPES és 120 mM szahar6z) adtunk és
4jbol lecentrifugaltuk (60 perc, 124000 g). Centrifugdlds utdn a pelletet 300 mM szaharéz, 10
mM K-PIPES pH=7,00 pufferben reszuszpenddltuk és azonnal lefagyasztottuk cseppfolyds

nitrogénben, majd -70°C-on taroltuk tovabbi felhasznéldsig.
3.2. A rianodin receptor izolalasa

A szolubilizicié 9 ml térfogatban tortént, amiben a fehérje koncentriciéja =3 mg/ml. A
rianodin receptor komplexet az SR membranjabdl 1 % (v/v) CHAPS detergens segitségével
oldottuk ki. A szolubilizaciés oldat (IM NaCl, 100 uM EGTA, 150 uM CaCl,, 5 mM AMP, 5
mg/ml foszfatidil-kolin, 20 mM Na-PIPES, 1mM dithiothreitol, pH 7,2) a detergensen kiviil a
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HSR vezikula prepardldsa sordn alkalmazott protedz inhibitorok mellett (200uM Pefabloc,
100nM Aprotinin, 1uM Leupeptin, 1uM Pepstatin A és 1 mM Benzamidin) még 1uM Calpain I
és 1uM Calpain II inhibitort is tartalmazott. A szolubilizicids elegy (9 ml) Osszeallitasa utén,
abbdl 3 ml-t kivettiink, és azt “H-rianodinnal jeldltik (3 nM). A mintdk (jeldlt és nem jeldlt)
inkubdldsat (2h, 4°C) kovetden a nem szolubilizélt fehérjéket centrifugaldssal eltavolitottuk (20
perc, 59000 g). A szupernatanst (3-3 ml) lineédris (10-28%) szachar6z gradiensre (1 ,hot” + 2
,»cold”) vittiik fel és kilendiild rotorban (Beckman SW-27) centrifugaltuk (16 6ra, 90000 g). A
centrifugdlds utdn a gradiensekbdl 15 cseppes (=500 ul) frakcidkat szedtiink. Az egyes frakciok
radioaktivitdsat folyadék-szcintilldtorral meghatdroztuk (‘*H-rianodinnal jelslt minta) és
megmértiik a hozza tartoz6 torésmutatét is. A beiitésszdm-csucs alapjan megéllapitottuk, hogy
milyen térésmutat6ji frakciéban dusult fel a [*H]-rianodin. A nem jelzett gradiensekbdl szedett
frakcidk torésmutatdinak meghatarozasaval lehetové valik, hogy a nem jelzett mintdkbdl azokat a
frakcidkat hasznaljuk a kisérleteinkben, amelyekben a RyR magas koncentracidban van jelen.

Az igy azonositott frakciokbdl vett mintdkat 10 %-os poliakrilamid gélen futtattuk €és
Coomassie-blue-val festettiik (16. abra). A festddés denzitdsa szemikvantitativ informaciét ad a
gélen 1évo fehérje mennyiségérol és az esetleges szennyezddés (féleg aktomiozin szennyezddés)

mértékérol. A RyR-preparatumot a felhasznalasig —70 “C-on taroltuk (Lai és munkatérsai, 1988).

HSR std
— - 565kDa
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16. dbra A mintdkat PAGE gélen megfuttatva ellendriztiik a RyR jelenlétét.
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3.3. “Single-channel” mérés

Az izoldlt Ca®*-csatorna vizsgalatit mesterséges lipid kettOsrétegbe épitett RyR1-en
végeztiik, fesziiltség-clamp koriilmények kozott (17, 18 dbra). Ez a mddszer ("single-channel”

modszer) egyetlen izolélt kalcium csatorndn folyé dram mérését teszi lehetévé gy, hogy kozben

a csatorna mikodése a nativ kornyezetben 1év0 csatornidhoz nagyon hasonlé marad, illetve

==

Ero6sito

maradhat (19. abra 33. oldal).

transz cisz
citoszolikus
L 17. 4dbra Bilayer mérdrendszer

cisz pCa?*

18. dbra A cisz Ca®*-koncentracié befolyasolja a RyR nyitvatartési
valdszintiségét (P,) (Sarkozi és munkatarsai, 2000).
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A mesterséges membrant L-o-foszfatidiletanolamin, L-a-foszfatidilszerin és L-a-foszfatidilkolin
5:4:1 aranyu keverékének 20 mg/ml koncentriciéju n-dekdnos oldatdbol hoztuk 1étre, két
szimmetrikus folyadékteret elvalaszté 250 um atmérdjli nyildson. A lipid kettOsréteg kialakuldsa
utdn az egyik oldalra szolubilizdlt RyR1-prepardatumot adtunk. Ezt az oldalt citoplazmatikus
(cisz) oldalnak nevezziik, mert a csatorna altaldban ugy épiil be, hogy erre néz a citoplazmatikus
"foot" régidja, mely fizioldgids koriilmények kozott kozvetlen kapcsolatba 1ép a DHPR-ral. A
masik oldal (transz) — amibe az elektromos fold elektréda meriil — az SR lumenének felel meg. A
RyR1-et a membranba szimmetrikus pufferben (250 mM KClI, 150 uM CacCl,, 100 mM EGTA,
20 mM PIPES, pH 7,2) 50 uM szabad kalcium jelenlétében épitettiik be.

,,»ingle channel” mérés

tt b ty  ty ts
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t t ts t ot te I'= Ty e Nyitott dllapot
Faktorok:

-Zaj

- Sziirés (zajcsokkentés)

- Mintavételezés

A zaj hatasa:
% Hol van a zart dllapot?

* Hol van a nyitott dllapot?

A sziirés hatasa:

AN AN (" an -

A mintavételezés hatasa:

[ VN W O V(W o W

Paraméterek: T = atlagos nyitva/zarva tartasi ido

P, = nyitvatartasi valosziniiség

19. dbra “Single channel” mérést befolyasold faktorok.

Fontos kériilmény, hogy a RyR kalcium csatorna, azaz fiziolégidsan Ca®* dramlik 4t rajta, de

ugyanakkor két moduldciés kalcium kotohellyel is rendelkezik. Ezért méréseinkben
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toltéshordozéként Ca®* helyett K* jont alkalmaztunk, hogy a Ca®* moduldciés hatdsai ne zavarjak
méréseinket. A két oldal kozott a csatorna aktivitdsdnak mérése kozben 40-80 mV
potencialkiilonbséget tartottunk fenn. Annak érdekében, hogy a beépiilt RyR orientacidjat
ellendrizziik, vagy a cisz oldal szabad Ca2+—k0ncentréciéja’1t csokkentettiik EGTA-val 238 nM-ra,

vagy a mérések végén a cisz oldalra rianodint adtunk (20. dbra).
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20. 4bra Fels6 panel: A mesterséges lipid kettosrétegbe épitett RyR mitkodése sordn adott tartéfesziiltségen a zart (z)
és a nyitott (ny) allapot kozott kapuzik. Alsé panel: A zart és nyitott dllapot ardnyat reprezentald tn. “all point”
hisztogram.

A membranon atfoly6 dramot Axopatch 200 erdsitével mértiik, majd 8 pSlusi aluldteresztd
Bessel sziirdvel sziirtiik (fo.=1 kHz). Az elektromos jeleket 3 kHz-es vagy 10 kHz-es mintavételi
frekvencidval digitalizaltuk, és szamitogépen tdroltuk. A mérések soran kapott rekordokat
pClamp 6.02 programmal analizéltuk. A méréseknél minden egyes kisérleti koriilmény
regisztralasa 10-20 percig tortént. A kisérleti koriilmények megvaltoztatasa utdn legaldbb 5 percet

vartunk az uj egyensuly kialakuldsdra. A ,,single-channel” méréseket 22 + 1 °C-on végeztiik. A

34



szabad Ca®* koncentriciGt a Fabiato 4ltal készitett abszoldt stabilitdsi allandék alapjdn az 4ltala
készitett szamitogépes program segitségével szamoltuk ki. A nyitvatartdsi valdszinliséget az
elfogadott 50%-os kritérium és 5%-o0s k6zEpso holt zona alapjan szdmoltuk. Az dram-amplitid6
eloszlast Origin (Microcal Software, Northampton, MA) program segitségével vizsgédltuk. Az
LLSS aranyt az alapjan szdmoltuk, hogy a csatorna idejének hany szazalékat toltotte a félvezetd

allapotban a mérési ido alatt, a szamoldashoz Axoscope 10 szoftvert hasznaltunk.

3.4. Rapid filtracié

Ezzel a technikdval a rianodin receptort tartalmaz6 nehéz SR vezikula lumenében 1évo
kalcium mennyiségére, igy a kalcium felszabadulds mértékére tudunk kovetkeztetni a kiinduldsi
intralumindlis mennyiség ismeretében. A kisérletek sordn a vezikuldkat passzivan (1 6rén at,
szobahdmérsékleten) toltottiik fel YCa izotoppal, az inkubdl6é oldat 250 mM KCl-ot, 20 mM
K/MOPS-ot (pH 7,2) és 5 mM CaCl,-ot tartalmazott. A mérés elsd 1épésében a vezikulat
tartalmaz6 oldatot sziirtiik ,,4t” a membrdnon (DA, pérusatmérd: 0,65 um), ekkor a vezikuldk a
membrin feliiletén tapadnak meg, majd lemostuk a vezikula kiilsé feliiletén adszorbedlt **Ca-ot.
A vizsgdlandd anyagot tartalmazé oldat, az in. mérd oldat sziirése eldre bedllitott idétartamig
tortént (20-30-60-250-stb us). A mérd oldat tartalmazott 250 mM KCl-ot, 20 mM K/MOPS-ot, 5
mM ADP-t és 5 mM koffeint, az oldat pH-ja 7,2 volt. A gadolinium hatdsanak vizsgalatakor a
mérboldat 20 uM Gd**-ot is tartalmazott. Az ADP és a koffein jelenlétére azért volt sziikség,
mert ilyen koriilmények kozott a csatorna altal 1étrejott kalcium fluxus mértéke lehetdvé teszi,
hogy valamely anyag aktivalo vagy gatld hatdsa mérhetd legyen. A kontakt idoket (Az az
idOtartam amig a vizsgdlt anyagot tartalmazd oldat a vezikuldkat tartalmazé membréannal
érintkezik.) 25 és 250 ms kozotti értékre allitottuk be. A mérést kovetden a membranon
visszamaradt radioaktivitdst folyadékszcintilliciés moddszerrel (Packard TRI-Carb 2200CA
folyadékszcintillacios spektrofotométer) hatdroztuk meg, a kapott eredményeket a kontakt idok
fliggvényében abrdazoltuk, majd a gorbét egy exponencidlissal illesztettiik. Az exponencidlis
fliggvényben az additiv konstans az y,, erre azért volt sziikség, mert nem lehet teljesen
eltavolitani a radioaktiv anyagot a filterrdl (pl.: nem specifikus kotddés). A kapott idéallando utal
az adott anyag hatdsossdgdra. Az dbrdkon a hibajel a kozépérték kozepes hibdjat jelzi, és az

1d6éllandok hibdja a paramétereknek az illesztOprogram altal szamitott szorasa.
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3.5. Rianodin kotés

Altaldnosan elfogadott, hogy a Ca**- csatornahoz (RyR) a rianodin akkor kapcsolédik, ha a
csatorna nyitva van, tehat a rianodin kotddésének mértéke ardnyos a csatorna nyitvatartdsi

valészintiségével (21. dbra).
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21. dbra A RyR1 nyitvatartasi valdszinlisége (0) és a rianodin kotés mértéke (@) hasonlé médon fiigg a kalcium
koncentraciotol (Balshaw és munkatarsai, 1999).

A kotodés mértékének meghatarozdsahoz radioaktivan jelolt (*H-rianodin) ligandot
haszndltam. A vizsgdlat sordn a mintdkat (nydl vdzizom HSR vezikula) tricidlt rianodin
jelenlétében inkubdltam 2 6ran keresztiil, 37 °C-on (Inkubdlé puffer: 1 M NaCl, 25 mM Na-
PIPES pH =7,1, 100 uM CaCl,, ImM Pefabloc). A Gd>* hatdsanak vizsgalatakor a Gd**-ot 30
perccel a jeldlt rianodin hozzdadésa el6tt adtam a mintdhoz. A reakcidelegyek végtérfogata 50 pl,
melyben 25 pg fehérje volt. A nem specifikus kotddés meghatdrozdsihoz a jelzett rianodin
alkalmazdsa eldtt az inkubdlé oldathoz feleslegben adtam a nem jelzett (,,hideg”) rianodint (50-

100 uM). Inkubdldst kdvetden (250 mM NaCl, 5 mM Na-PIPES pH=7,1, 100 uM CaCl, ) 1ml
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mosO pufferrel mostam dt vizlégszivattyd segitségével a Millipore 50 tipusi membrant
(porusatméro: 0,45 um). Ezt kovetden a filtert mos6 pufferrel djbol atmostam. A mosés
megismétlése és a membrdn szaritdsait kovetben a membrdnbdl folyadék szcintillicidval

hatdroztam meg a vezikuldkhoz kotodott tricidlt rianodin mennyiségét.

3.6. A Ca’*-pumpa aktivitisa

Kisérleteimben az SR Ca’*-ATPdzt nagy mennyiségben tartalmazé konnyli SR (LSR)
vezikuldkat haszndltam, melyet nydl vdzizmabdl izoldltunk. A pumpa mikodésének jellemzésére
piruvat-kindz “kapcsolt enzim-assay” technikat alkalmaztam, melyet 37°C-on végeztem. A
rendszer elve (22. 4bra, 38. oldal), hogy a pumpa miikodése soran ATP-t hasit, igy ADP-t termel,
ami foszfoenol-piruvatbdl piruvéat-kindz enzimmel piruvatot képez, ami egy kovetkezd
reakciéban lakt4t-dehidrogendz révén laktatot képez, mikozben NADH-bSl NAD" keletkezik.

Fotométer segitségével a NADH-fogydst mértem a 340 nm-en bekovetkezd abszorbancia
valtozds alapjan. A Ca2+—pumpa aktivitdsit a kapott gorbe meredekségébdl szamoltam ki. A
kisérletekben kétféle torzsoldatot hasznaltam (l-es és 2-es). MindkettOben biztositottam az
optimalis ionmiliét (100 mM KCI, 0,5 mM MgCl,) és pH-t (20 mM Tris HCl pH=7,5), a
reakciokhoz pedig az enzimeket (7,5 U/ml piruvat-kindz, 18 U/ml laktat-dehidrogendz) és a
szubsztratot (0,42mM foszfoenol-piruvit) valamint a NADH-t (0,2 mM). Az 1-es torzsoldat még
tartalmazott 2 uM ionofért (A23187), mivel az beépiilve az SR-vezikula membranjaba engedi
,kifolyni” a Ca**-t a vezikuldkbdl, igy megakaddlyozza, hogy a magas lumindlis Ca**-szint a
végtermékgitlds tutjan csokkentse a pumpa mitkodésének sebességét. A 2-es torzsoldatban az
ATP koncentriciéja 10 mM volt. A szabad (ionizélt) kalciumkoncentraciénak megfeleld
mennyiségli CaCly-ot csak az 1l-es, mig 1 mM K,H,EGTA-t csak a 2-es torzsoldatban
alkalmaztam. A mérés sordn az 1-es torzsoldat 1 ml-ét az SR-vezikula szuszpenziéval (A -70°C-
on tarolt LSR-vezikula frakci6t 6tvenszeresére higitottam, majd ebbdl annyit mértem be, hogy a
reakcidelegy 2 ml-ében kb. 10ug fehérje legyen.) és a vizsgdlt anyag megfeleld mennyiségével
mértem Ossze, majd ezt az elegyet 1 percig inkubdltam 37°C-on, végiil 1ml 2-es oldat
hozzdadésaval inditottam a reakci6t. A Ca®*-fiiggé aktivitdst az 5 uM thapsigargin jelenlétében
mért (,,bazdlis”) aktivitds és a teljes aktivitds kiilsnbsége adta meg. (A thapsigargin az SR Ca’*-

pumpéjanak széles korben elterjedt inhibitora.) A mérések sordn a Ca**és EGTA koncentraciét
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tgy éllitottam be, hogy a szabad Ca**-koncentrdcié (%2 pM) a SERCA maximalis aktivitdsat

biztositsa.

Kapcsolt enzim-assay

E1-P <—— E1-ATP <—— Ef

)

ADP ATP

foszfoenol-piruvat > piruvat
piruvat-kinaz

NADH + H+ NAD+

piruvat > |aktat
laktat-dehidrogenaz

22. dbra Az SR Ca®*-pumpa miikodésének jellemzésére
hasznalt piruvat-kindz ,.kapcsolt enzim-assay” technika elve.
A pumpa miikodése sordn képz6d6 ADP révén piruvaton
keresztiil laktat képzédik, mikézben a NADH-b6l NAD*
keletkezik. A pumpa aktivitisdnak mérésekor a NADH-
fogyast fotométerrel detektaljuk.
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4. Eredmények

4.1. A maurokalcin hatasa

4.1.1. A csatorna kapuzasanak valtozasa

A MCa-nak a kalcium csatorna mikodésére gyakorolt hatdsat mesterséges lipid
kettdsrétegbe épitett RyR1-en és RyR2-6n vizsgdltuk 250 mM K'-t mint tdltéshordozét

alkalmazva (23. 4bra).
A kontroll

B  200nMMCa

200 nMMCa + 1 pM Rianodin

10 pA
1s

23. dbra A maurokalcin és a rianodin hatdsa a kalcium csatorndra. Nytlbdl
szarmazd szolubilizalt rianodin receptort mesterséges lipid kettdsrétegbe
épitettiik, és fesziiltség-clamp koriilmények kozott regisztraltuk a csatorndn
atfolyé aramot. A toltéshordoz6 250 mM KCl, a lefelé irdnyulé dramtiiskék a
csatorna nyitott allapotdnak felel meg. A zart édllapotokat a rekordok jobb
oldalan taldlhat6 szimbdlum jelzi (—). “A” panel: kontroll. “B” panel: 200 nM
MCa hosszantarté szubkonduktancia allapotokat indukal. “C” panel: 200 nM
(MCa) és 1 uM rianodin (Ria) egyiittes jelenlétében kétféle szubkonduktancia
allapot egyiittesen van jelen.

50 uM citoplazmatikus (cisz) MCa koncentraciondl a csatorna mitkddése sordn hosszantartd
szubkonduktancia dllapotok jonnek létre (LLSS = Long Lasting Subconductance State), melyek a

csatorna maximdlis konduktancidjanak ~60%-anak megfeleld csokkent vezetOképességii, tartdsan
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nyitott dllapotok (23. dbra “B” panel, 39. oldal). A vad tipusid maurokalcin jelenlétében kialakul6
LLSS-ok tobb ezerszer hosszabbak, mint a toxin addsa elotti (azaz a kontroll) esetben mért
atlagos nyitvatartdsi id6 (t, = mean open time). Maurokalcin jelenlétében a LLSS-ok kozott a
csatorna kapuzdsa normadlis jellegli, de aktivitisa magasabb. A szubkonduktancia allapotok
kozotti (inter-LLSS) nyitvatartdsi valoszinlis€ég mintegy tizszeresére nott 200 nM (cisz) MCa
jelenlétében (P xontronl = 0,02 + 0,007; Py mca = 0,21 + 0,016). Azért alkalmaztunk méréseinkben
toltéshordozdként K* iont, hogy a Ca** moduldciés hatdsai ne zavarjdk méréseinket. Jelentds
tapasztalat, hogy a maurokalcinnal kezelt csatorna megtartja rianodin érzékenységét és egyiittes
alkalmazasuk soran (1 uM rianodin + 50 nM MCa) mindkét anyag hatdsa egymastdl fiiggetleniil
megjelenik (23. dbra “C” panel, 39. oldal), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a MCa és a
rianodin a csatorna kiilonb6z6 szegmenseihez kotddnek. A rianodin és a maurokalcin egyiittes
jelenléte soran bar mindkét anyag kifejti hatasat, mégis tgy tilinik, hogy a rianodin okozta

szubkonduktancia 4llapot a meghatarozd, ami a toxin jelenlétében némileg modosul.

4.1.2. A mutaci6 hatasa a kapuzasra

Mais ioncsatorndkra haté peptid toxinokhoz (w-conotoxin, imperatoxin-A) hasonléan
(Hidalgo és MacKinnon, 1995; Dudley és munkatarsai, 1995; Gurrola és munkatérsai, 1999), a
MCa-RyR kapcsolat kialakuldsdban valdszinlileg az elektrosztatikus erdk is szerepet jatszanak,
ezért ha a MCa koté doménjében muticiok kovetkeznek be, akkor azok mddosithatjdk az
elektrosztatikus hatdsokat és/vagy a szubkonduktancia allapotok karakterét. A 24. 4bran (41.
oldal) lathat6, hogy a szintetikus maurokalcin szdrmazékok novelik a csatorna P,-jit, és
szubkonduktancia éllapotot indukdlnak hasonlé médon — de kiilonb6zé mértékben — mint a vad
tipusu toxin. A bdzikus aminosavak 4ltal kialakitott pozitiv toltésti felszinen bekovetkezd
muticiok a toxin hatdsat jelentdsen megvaltoztatjdk. Ha a vad tipusi MCa-ban a 24-es pozicidju
arginin aminosavat lecseréljiik alaninra ([Ala*]MCa muténs) a szubkonduktancia dllapotok
gyakorlatilag megsziinnek (24. dbra als6 rekord, 41. oldal). A 20-as, 22-es, 23-as pozicidban
mutdlt toxinok esetében az LLSS-ban eltoltott idok egyre kisebbek annak megfeleléen, hogy a

mutalt aminosav térben milyen tdvolsdgra helyezkedik el a 24-es poziciéji aminosavhoz képest.

40



2s 20 ms

10pAl _, —
200 nM MCa
l
"z 200 nM [Ala8] MCa
-z 200 nM [Ala’®] MCa
200 nM [Ala’] MCa
200 nM [Ala??] MCa
-z 200 nM [Ala2®] MCa

200 nM [Ala?*] MCa

24. abra Az MCa és mutdnsainak hatdsa nyul RyR1-en. A reprezentativ rekordokon a MCa és mutdnsainak hatdsa
lathat6. A jobb és bal oldali oszlopban az id6beli felbontds kiilonb6z6, annak érdekében, hogy a hatds még lathatébb
legyen. A két oszlop kozott a “z” a zért dllapotot jeloli. Megfigyelhetd, hogy minél kdzelebb helyezkedik el a mutélt
aminosav a 24-es aminosavhoz képest a LLSS dllapotok hossza és frekvencidja csokken, mikdzben a csatorna
konduktancidja nem véltozik.

Ezzel szemben a Lys8 vagy a Lysl19 lecserélése Ala-ra a vad tipusndl kapott LLSS ardnyt
jelentdsen nem mddositja, ugyanis ezek az aminosavak az elébb emlitett bazikus mez6tdl tavol
helyezkednek el. A kiilonb6zd pozicioban 1évo toltott aminosavak lecserélése toltetlen

aminosavakra ramutat arra, hogy a bazikus aminosavak 4ltal kialakitott pozitiv toltésii mezdben a
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mutdciok okozta drdmai hatds nem egyszerlien a peptid netté toltésének megvaltozasanak
koszonhetd, hiszen a mutdciok illetve annak elhelyezkedése a nettd toltést csak kis mértékben
befolydsolja, 7+-r6l 6+-ra véltozik a molekula toltése. Masrészt nem valdszinli, hogy a toxin
szerkezete megvéltozna muticié hatdsiara, hiszen a peptid szerkezetét 3 diszulfid hid igen

hatarozottan stabilizdlja (Cys3-Cys17, Cys10-Cys21 és Cys16-Cys32).

4.1.3. A hatas polaritasfiiggése

A maurokalcin €s mutdnsai 4altal indukalt szubkonduktancia dallapotok paramétereit
befolyésolja az alkalmazott membranfesziiltség polaritdsa illetve a csatorndn 4tfolyd dram irdnya

(1. tablzat).

Toxin LLSS-aranyok
,Ellentétes” irdny ,,Fizioldgids” irdny
50 nM MCa 88,1 10,5 % 98+1,1%
200 nM MCa 91,5112 % 438 £52 %
50 nM [Ala®]MCa 52,5+6,1 % 3,5+0,74 %
200 nM [Ala*]MCa 86,7+9,1 % 54 +0,60 %
50 nM [Ala*]MCa 34,8 + 6,4 % 3,1+0,72 %
200 nM [Ala*]MCa 68,4 +82 % 3,9+ 0,63 %
50 nM [Ala**]MCa 0,34 +0,18 % n.m.*
200 nM [Ala**]MCa 0,62 +0,21 % n.m.*

1. tdbldzat Az LLSS-ardny fiigg a polaritdstdl. A maurokalcin és mutdnsai dltal indukalt szubkonduktancia 4llapotok
paramétereit befolydsolja az alkalmazott membranfesziiltség polaritdsa illetve a csatorndn atfolyé dram irdnya. A
“fiziol6gids irdny” szerinti membranpotencidlnal az LLSS ardnyok mindegyik vizsgalt toxin esetében kisebbek, mint
az ellentétes polaritdson (“ellentétes irdny”). *n.m.= LLSS-ok hidnydban nem tudtuk mérni az LLSS aranyt.

Mikor a t6ltés hordozé ion (méréseinkben K*, fizioldgidsan Ca2+) a rransz (luminalis) oldal
fel6l mozog a cisz (citoszolikus) oldal felé¢, akkor az d&ram irdnya azonos a kalcium
felszabadulaskor az SR-bdl kidraml6 kalcium ionok irdnyéval (“fiziol6gids irdny”). A “fiziol6gids

irdny”-nak megfeleld polaritisi membran potencidlt alkalmazva az LLSS ardnyok mindegyik
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vizsgalt — vad €s mutdns — toxin esetében jelentdsen kisebbek, mint az ellentétes polaritison
(“ellentétes irdny”) kapott értékek.

A toxinok Ca®*-csatorndra gyakorolt hatdsat megvizsgdltuk olyan mddon is, hogy a
tartofesziiltséget 1épcsdzetesen emeltiik (fesziiltség 1€pcsdk alkalmazédsa). Egy adott polaritasnal
ugy tlinik, hogy a vizsgalt 20-120 mV-os fesziiltség tartomdnyban a toxinok hatdsa fiigg az
alkalmazott membréanfesziiltségtdl, mivel a transzmembran fesziiltség emelése novelte a

szubkonduktancia éllapot relativ konduktancidjat (LLSS relativ konduktancidja = Ijjss/ Imax)-

4.1.4. A kiilonboz6 mutansok eltéré hatasuak

A 25. 4bra (44. oldal) mutatja a toxin hatdsat az LLSS ardnyra és az egyes események
hosszdra 50 uM szabad kalcium koncentraciéndl. Mindegyik vizsgalt koncentraciéban (50 nM,
200 nM, 500 nM) a leghatdsosabb a vad tipus, mig a 24-es mutdns gyakorlatilag hatdstalan.
Minél kozelebb van a muticid helye a 24-es pozicidju aminosavhoz, anndl kisebb az LLSS ardny
(25. ébra ,,A” panel). Ha megvizsgaljuk az egyes LLSS-ok hosszat a kiilonbdz0 toxinok esetében,
akkor azt lathatjuk, hogy a muticié pozicidja az egyes LLSS-ok idOtartamat is jelentOsen
befolydsolja. A LLSS-ok iddtartama leghosszabb a vad tipusndl, mig a legrovidebb a 24-es
mutdnsndl. Rdaddsul a mutdcié helye sokkal inkabb hat az egyes események hosszdra mint az
LLSS ardnyra, mivel a toxinokndl — kiilondsen a 8-as és 19-es mutdnsndl — az LLSS-ardny
csokkenése nem olyan drdmai mértékii, mint a LLSS-ok hosszdban bekovetkezd valtozas (25.
abra “B” panel), ami arra utal, hogy az LLSS-ardny csokkenésének hétterében inkdbb az egyes
LLSS-ok rovidiilése és nem a LLSS-ok frekvencidjanak (LLSS-ok megjelenési gyakorisdga)
csokkenése all. Ezen kiviil a két dbran jol lathato, hogy az LLSS-aranyt az alkalmazott toxin
koncentraciéja dozisfiiggd moddon noveli, ezzel szemben a LLSS-ok hosszat a toxin

koncentraciéja alapvetden nem befolyasolja.
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25. dbra Az LLSS jellemzdi kiilonbozdek az egyes toxinokndl. A ,single channel”
rekordok alapjan kiszdmitott LLSS ardny (,,A” panel) és az egyes LLSS események
atlagos hossza (,,B” panel) lathaté a kiilonb6zé mutansokndl 50 nM (e), 200 nM
(m) és 500 nM (V) toxin koncentraciéndl. Az LLSS ardny megmutatja, hogy a
csatorna életidejének hany szdzalékat tolti szubkonduktancia allapotban. Minél
kozelebb van a muticié a 24-es pozicidhoz anndl kisebb az LLSS ardny. Minél
kozelebb van a muticié a 24-es aminosavhoz a LLSS események ideje anndl
rovidebb.
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4.1.5. A kalcium koncentracié nem befolyasolja a toxin-csatorna kolcsonhatast

A maurokalcin és pontmutdnsainak hatdsat nemcsak magas (50 uM), hanem alacsony (240
nM) kalcium koncentraciondl is megvizsgaltuk. 240 nM kalcium jelenlétében a maurokalcin
ugyancsak  hosszantartdé szubkonduktancia 4llapotokat indukdlt. Alacsony kalcium
koncentraciondl is a leghatdsosabb a vad tipus volt (200 nM MCa: LLSS-ardny = 97%), mig a
24-es mutdns gyakorlatilag hatdstalannak bizonyult (200 nM [Ala**]MCa: LLSS-arény = 0,05%).
A tobbi mutdnsndl a szubkonduktancia allapot ardnya a vad tipushoz képest — hasonléan az 50
uM kalcium koncentraciéndl szamolt értékekhez — fokozatosan csokkent annak megfelelden,
hogy a mutdcié hol helyezkedik el a 24-es poziciéju aminosavhoz képest. Az egyes LLSS-ok
hossza ugyancsak a vad tipus esetében volt a legnagyobb (200 nM MCa: 8530 ms, 200 nM
[Ala**] MCa: 18 ms). A toxinok polaritds-fiiggd hatdsat 240 nM kalcium jelenlétében is sikeriil
kimutatni, azaz a “fiziolégids irdny”-nak megfeleld polaritdsi membran potencidlt alkalmazva a
szubkonduktancia allapotok ardnya a vizsgdlt toxinok mindegyikénél kisebbek voltak, mint az
ellentétes polaritason mért értékek. A kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a kalcium
koncentracié a maurokalcin és mutdnsainak kalcium csatorndra gyakorolt hatdsat alapvetéen nem

befolydsolja, azaz a toxinok hatédsa fiiggetlen az alkalmazott kalcium koncentraciétol.

4.1.6. A maurokalcin és mutansai nem befolyasoljak az SR Ca**-pumpa aktivitasat

A maurokalcin és mutdnsainak SR kalcium pumpa hidrolitikus aktivitdsara gyakorolt hatdsat
“kapcsolt enzim-assay” technikaval vizsgéltuk. A toxinok vizsgalatat 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 aktivitdsra. A kapott
adatokat dbrazolva (26. dbra, 46. oldal) megdllapitottuk, hogy sem a vad tipusi maurokalcin
(MCa), sem pedig annak mutdnsai ([Alag]MCa, [Ala19]MCa, [AlazO]MCa, [Alazz]MCa,
[Ala”]MCa, [Ala**]MCa) a vizsgalt koncentricié tartomdnyban az SR kalcium pumpa

hidrolitikus aktvitdsat nem maddositjak.
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26. dbra A toxinok (MCa, [Ala®]MCa, [Ala'’]MCa, [Ala®’]MCa, [Ala**]MCa, [Ala*]MCa, [Ala**]MCa)
a vizsgalt (50-500 nM) koncentracié tartomdnyban az SR kalcium pumpa hidrolitikus aktvitdsat nem
modositjak. A kapott pontokat hirom mérés dtlagabdl hatdroztam meg.

4.2. A gadolinium hatasa a RyR1-ra

4.2.1. A citoplazmatikus gatlas

A citoplazmatikus (cisz) oldalon mikromdlos koncentricié tartomanyban alkalmazott

gadolinium csokkentette a csatorna nyitvatartdsi valészintiségét (P,). A csatorna 13,3 uM

gadolinium jelenlétében gyakorlatilag teljesen bezarédott (27. dbra, 47. oldal). A gatlas

reverzibilis volt, mivel a gadoliniummal ekvimoldris EGTA alkalmazdsa utin a csatorna

aktivitdsa a kontrollhoz hasonl6 értékre tért vissza. Mindegyik mérésnél meghatiroztuk a RyR

nyitvatartdsi val6sziniiségét kontroll esetben és Gd** jelenlétében. A kiszamolt P, értékeket

abrazoltuk a cis Gd** koncentraci6 fiiggvényében (28. dbra, 47. oldal), és a kapott pontokat Hill-

egyenlettel illesztve meghataroztuk a félgatlé koncentracié (ICs50=5,65 = 0,3 uM) és a Hill-

koefficiens értékét (ngy;=4,71 + 0,8).
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27. dbra A cisz oldalon alkalmazott gadolinium hatdsa a rianodin receptorra. A méréseket -108 mV tartéfesziiltségen,
szimmetrikus pufferosszetétel (250 mM KCl jelenlétében) alkalmazdsaval, SOuM szabad kalcium koncentracidnal
végeztik. A ,,A” panel a kontroll mérést mutatja (P,=0,338). SuM cisz Gd** jelenlétében (,B” panel) a csatorna
aktivitasa csokkent (P,=0,148), 8,3uM Gd* jelenlétében (,,C” panel) a gétlas tovabb fokozddott (P,=0,019).
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28. 4bra A cisz oldalon alkalmazott gadolinium gétlé hatdsdnak koncentracié fiiggése. A RyR aktivitasét kiilonbozd
cisz Gd**-koncentrdcié mellett vizsgdltuk, ahol a csatorna nyitvatartdsi valésziniiségét 30 sec-os szakaszok
elemzésével hatdroztuk meg. A kapott pontokat Hill-egyenlettel megillesztve 1C5,=5,65+0,3 uM, ny;=4,71£0,8. A
mérési pontok melletti szamok a kisérletek szamat jelolik.
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4.2.2. A luminalis gatlas

Megvizsgéltuk a Gd>* kalcium csatorndra gyakorolt hatdsat a csatorna luminalis (transz)

oldala fel8l alkalmazott Gd>* esetén is (29. abra).

A Z-

ny -

500ms |10 pA

29. dbra A transz oldalon alkalmazott gadolinium hatdsa a rianodin receptorra. Az “A” panel a kontroll mérést
mutatja (P, xonwon=0,239). A gadolinium jelenlétében mért aktivitdst a “B” (4,1 uM Gd™, P,=0,147) és “C” (9 uM
Gd*, P,=0,032) panel mutatja. “D”: Ekvimolaris EGTA (9 uM) megkoti az eléz6leg hozzdadott gadoliniumot és a
csatorna aktivitdsa (P,=0,21) visszatér a kontroll koriili értékre. “E”: EGTA alkalmazasa cisz oldalon lecsokkenti a
cisz Ca®* koncentraciét (0,9 uM), ami a P, csokkenéséhez vezet. “F”: A csatorna farmakolégiai tulajdonsdgait
megdrizte: 2 mM ATP novelte a csatorna nyitvatartdsi valdszinliségét (“F” panel bal oldal), rianodin (8 puM)
jelenlétében pedig szubkonduktancia éllapot alakult ki (“F” panel jobb oldal). A mérések sordn -55 mV
tartéfesziiltséget alkalmaztunk.
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Annak érdekében, hogy a fransz oldalon alkalmazott Gd** a csatorna pérusén atjutva cisz
oldalon ne befolyésolja a RyR1 miikodését a cisz oldalon EGTA-Ca”* puffert alkalmaztunk, mert
méréseink azt mutattdk, hogy a rransz oldali Gd** ugyancsak koncentricidfiiggé médon és
reverzibilisen gatolja a csatorna miikodését. A transz oldali EGTA alkalmazasa utdn a csatorna
aktivitdsa néhany masodperc alatt visszatért, ami arra utal, hogy a gadolinium nem a csatornian
atjutva, a cisz oldalra keriilve fejti ki hatdsat. Miutdn a csatorna aktivitdsa visszatért a kontroll
értékre, kiilonbozd reguldtorokkal ellendriztiik a csatorna integritdsat. A cisz Ca®* koncentrédci6
csokkentése a P,-t csokkentette, ATP hozzdaddsa a P,-t novelte, a mérés végén a rianodin
alkalmazdsa szubkonduktancia allapotot indukdlt, azaz a Gd**-elvonsst kdvetden a csatorna
farmakol6gidja megtartott. A normalizalt Py-t dbrdzoltuk a transz Gd** fiiggvényében (30. dbra),

a kapott gorbe alapjan az 1Cs0=5,47 £ 0,2 uM és a Hill-koefficiens 4,31 + 0,6.
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30. dbra A transz Gd’ gatlé hatdsanak koncentricifiiggése. A RyR aktivitdsat
kiilonboz6 cisz Gd**-koncentrdcié mellett vizsgdltuk, ahol a csatorna nyitvatartasi
valdszintiségét 30 sec-os szakaszok elemzésével hatdroztuk meg. A hiba csokkentése
érdekében a Gd** jelenlétében kapott P, értékeket normalizdltuk a Gd**-ot nem
tartalmazé (mérések eleje) szakaszok P, értékére (Po/P,xonwon)- A kapott pontokat Hill-
egyenlettel megillesztve 1C5y=5,47£0,2 uM és ny;=4,314+0,6. A mérési pontok melletti
szamok a kisérletek szamat mutatjak.
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Azokat a rekordokat felhaszndlva, melyekbdl a P,-t szamoltam, “open time” (a megnyildsok
szama a megnyilasok amplitudéjanak fliggvényében) hisztogramot készitettiink A hisztogramot
egy komponensii exponencidlis fiiggvénnyel illesztve megkaptuk a t,-t (mean open time
konstans, 4tlagos nyitvatartasi id6). A gadolinium koncentraciéfiiggd médon csokkenti a rianodin

receptor 1,-jat mind cisz, mind transz oldal feldl alkalmazva (2. tdblazat).

Gd**cisz T (ms'l) n Gd**transz T (ms'l) n
(uM) (uM)

0 0,99+0,19 14 0 1,06+0,24 20

3,33 0,81+0,13 8 3,33 0,92+0,44 6

5 0,57+0,2 6 5 0,55+0,10 5

6,67 0,48+0,05 5 7,5 0,34+0,09 3

2. tabldzat A RyR1-on a cisz és a transz oldali Gd** is csokkenti a T,-t (4tlagos nyitvatartsi
id6 + SE, N: mérések szama).

Négy mérés soran kiilonbozo fesziiltség 1épcsoket alkalmaztunk annak tisztdzaséara, vajon a
transzmembran fesziiltségkiilonbség hatdssal van-e a Gd** indukalt gatlasra. A kisérletek sordn 2
uM Gd™  (transz) jelenlétében lépcsdzetesen valtoztattuk a tartéfesziiltséget. Az adott
tartéfesziiltségen mért P,-kat normalizdltam a Gd**-ot nem tartalmazé szakasz P,-jéara (kontroll)
ez a Ponorm- Az egyedi csatornamiik6désbol (Gd3+—gétlés) adodo kiilonbségek csokkentése
érdekében, a négy normalizdlt nyitvatartdsi valészinliség dtlagat (Pos1) képeztilk, mint
viszonyitdsi alapot, és ezzel osztottuk ismételten a normalizalt P,-kat (Ponorm/Posn) €s az igy
szamolt értékeket dbrazoltam a tartéfesziiltség fliggvényében. A kapott pontokra egyenest
illesztettem (y=A+B*X), ahol A=1,00 £ 0,07 és B=0,0016 £ 0,0009. A linedris regresszi6 soran
kapott meredekség (B) értéke 0,0016, ami arra utal, hogy a csatorna gatlasat a tartéfesziiltség nem
befolyésolja, ami arra utal, hogy a gadolinium gitlé hatdsat a lumindlis oldalon fejti ki anélkiil,

hogy a citoplazmatikus oldalra diffundélna (31 abra, 51. oldal).
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31. dbra A transz oldalon alkalmazott Gd** nem mutat fesziiltség-fiiggést. Az
adott tartéfesziiltségen mért P,-kat normalizdltam a kontroll szakaszra
(Ponorm)- A négy normalizdlt nyitvatartdsi valdszinliség datlagat (P, 4)
képeztiik, és ezzel osztottuk ismételten a normalizalt Py-kat (P norm/Po.sa) €s
az igy szamolt értékeket dbrdzoltam a tart6fesziiltség fiiggvényében. A kapott
pontokra egyenest illesztettem (y=A+B*X), ahol A=1,00 £ 0,07 és B=0,0016
+ 0,0009. (Hp: tarté fesziiltség)

4.2.3. A gatlas vizsgalata vezikularis rendszeren

A “single-channel” mérések esetén alapvetden a szolubilizlt Ca**-csatorna tulajdonsagait
mérjiik. Ugyanakkor célszerli megvizsgdlni, hogy a junkciondlis membréanban “in situ” jelenlévo
tn. akcesszorikus fehérjék befolydsoljék-e, azaz médositjdk-e a RyR-Gd™ kolcsonhatést. Erre
célszertien HSR vezikuldkon torténé méréssel keriilhet sor. Rapid filtracidval ellendriztiik, hogy a

gadolinium befolyésolja-e a kalcium felszabaduldst HSR vezikuldkbdl (32. dbra, 52. oldal).
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32. dbra A gadolinium moédositja a HSR vezikuldkon mérhetd kalcium felszabaduldst. A vezikuldkat passzivan
toltottiik fel “Ca jelenlétében. Az inkubalé oldatban a kalcium koncentricié 5 mM volt. A mintdk aktivitasat
dbrazoltuk a kontakt id6 fiiggvényében. A korok a Gd’* hidnyaban, a négyzetek a 20 uM gadolinium jelenlétében
bekovetkezd kalcium felszabadulast reprezentaljak. Mindkét esetben a pontokat egy exponencidlissal illesztettiik.
Kontroll: A,,,,=220,0 Bq, t1=73,5£16,5 ms. 20 uM Gd* jelenlétében: A,x=215,8 Bq, 1=201,4£25,5 ms™.

A vezikuldkat passzivan toltottiik fel radioaktiv kalciummal (*Ca"), majd megvizsgéltuk,
vajon a Gd’* médositja-e az ATP + koffein hatdsdra bekdvetkezd kalcium felszabadulds
mértékét. A mintdk aktivitdsat abrazoltuk az tn. kontakt 1d0 fliggvényében kontroll koriilmények
kozott és 20 uM Gd* jelenlétében. A kapott pontokat egy komponensii exponencidlis
fliggvénnyel illesztettilk. A kontrollhoz képest (An.x=220 Bq és t=73,5 + 16,5 ms™) 20 uM
gadolinium jelenlétében az idédllandé nétt, azaz a kalcium felszabaduldshoz sziikséges id6 nott,
mikdzben a maximdlisan felszabadithaté kalcium mennyisége nem véltozott (Apax=215,8 Bq és t
=201,4 + 25,5 ms™). Az id8alland6 nagyobb értéke arra utal, hogy a Gd** csokkenti — “single

channel” eredmények alapjin — a RyR-on keresztiil megvalésulé kalcium felszabadulds

sebességét.
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A gadolinium RyR1-t moduldlé hatdsat megvizsgadltam HSR vezikuldkon rianodin kotéssel
is. Gadolinium jelenléte (5 uM) novelte a rianodin kotés disszocidcids dllandojat
(K kontro=33,8%3,2 nM és Ky gadolinium=453,6%2,2 nM), ami a RyR gatldsdra utal, mikdzben a Bax
értéke (Kontroll: B,,x=10,06+0,69, 5 uM Gd*: Bmax=11,53%3,58) szignifikdnsan nem valtozott
(p<0,05).
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33. dbra A RyR rianodin kotésének Gd**-fiiggése. A rianodin kotést 18 nM
[*H]rianodin jelenlétében hatdroztuk meg kiilsnbozé6 Gd** koncentracick mellett. A
kapott pontokat Hill-egyenlettel megillesztve Ba.=3,120,1 pmol-mg protein™,
Kd=14,7+#0,7 uM, a Hill-koefficiens ny;=3,16+0,42. Mindegyik pontot négy
fiiggetlen mérés atlagabol hataroztuk meg.

Meghatdroztuk a rianodin kotés gadolinium filiggését (33. dbra), ahol allandé jelolt
rianodin (18 nM) jelenlétében kiilonb6zd gadolinium koncentriciokat alkalmaztunk. A kapott
pontokat Hill-egyenlettel megillesztve a rianodin receptor gadolinium altal torténd gatlasara a

kovetkezd paramétereket kaptuk: K4=14,7+0,7 nM, ngi;=3,16+0,42.

53



5. Megbeszélés

5.1. A maurokalcin médositja a csatorna miikodését

Chen és munkatarsai (Chen és munkatarsai, 2003) leirtdk, hogy a maurokalcin fokozza az
SR vezikuldk kalcium permeabilitdsat, mely hatds rianodinnal illetve ruténium vorossel
gatolhaté. Ugyanakkor a maurokalcin mesterséges lipid kettosrétegbe épitett rianodin receptoron
szubkonduktancia éllapotot indukél. Esteve és munkatérsai (Esteve 2003) nemcsak a vad tipusu
toxint, hanem annak bizonyos mutdnsait is tanulmanyoztdk. A mutdnsokndl az adott pozicibban
1évo arginin illetve lizin aminosavakat (34. dbra, 56. oldal) toltetlen alanin helyettesitette
(Ala/Lys8, Ala/Lys19, Ala/Lys20, Ala/Lys22, Ala/Arg23, Ala/Arg24). Munkdjukban
szilardfazisu peptidszintézissel nyert maurokalcin €s mutdnsainak hatdsit tanulmanyoztik a
kalcium csatorna rianodin kotésére és az SR-bdl torténd kalcium felszabaduldsra. Vizsgdlataikat
tisztitott kalcium csatorndin (RyR1), nehéz SR (HSR) vezikuldkon valamint miotubulus
tenyészeten végezték. Megdllapitottdk, hogy a maurokalcin RyR1-en hosszantart6
szubkonduktancia 4allapotot indukdl (LLSS), fokozza az SR vezikuldkbdl torténd kalcium
felszabadulast, illetve a MCa miotubulus tenyészetben extracelluldrisan alkalmazva mobilizélja a
kalciumot a belsé raktarakbdl. Tovabba kimutattak, hogy a vad tipus mellett szimos mutdns — bar
eltér6 mértékben — ugyancsak aktivdlja a kalcium csatornat, mig a 24-es poziciéban mutélt
maurokalcin hatdstalan. Sajat “single channel” méréseinkben kimutattuk, hogy a vad tipusu
maurokalcin 50 uM-os citoplazmatikus (cisz) koncentraciondl a kalcium csatorna mukodését
modositva hosszantarté szubkonduktancia allapotokat okoz (LLSS), melyek a csatorna maximaélis
konduktancidjanak ~60%-anak megfeleld csokkent vezetOképességl, tartds fél-nyitott allapotok.
Maurokalcin jelenlétében a LLSS-ok kozott a csatorna kapuzdsdban mindségi véltozds nem
figyelhetd meg, bar a csatorna aktivitdsa — a szubkonduktancia allapotok kozotti normdl kapuzasu
allapotban — alacsony cisz kalcium koncentracié esetén nétt (P xontronn = 0,02 + 0,007; Py mca =

0,21 £ 0,016). A vad tipusu toxin jelenlétében kialakulé LLSS-ok igen hossziak akar 10-20

masodperc is lehet az idOtartamuk szemben a csatorna szokdsos 300-600 ps-os datlagos
nyitvatartdsi idejével. Mind a csatorna aktivitdsanak emelkedése (magas P,), mind a LLSS-ban

eltoltott hosszd id6 (magas LLSS ardny) eredményezi az SR vezikuldkon kordbban kimutatott
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nagy mértékli kalcium felszabaduldst. Chen és munkatdrsai is leirtdk, hogy a maurokalcin
szubkonduktancia éllapotot indukdl, de ndluk a csatorna maximalis konduktancidjdnak ~48%-
anak megfeleld csokkent vezetOképességli allapotok jelentek meg. A 60%-os és a 48%-o0s
vezetOképességnek egyik magyardzata az lehet, hogy a mi rendszeriinkben a toltéshordozé a
kalium ion, mig Chen esetében cézium ion volt és a cézium ion 6nmagaban is — kis mértékben —
megvéltoztatja a csatorna kapuzdsit (Meissner és munkatdrsai, 1997) Intézetiink masik
munkacsoportja megvizsgdlta a maurokalcin és mutdnsainak elemi kalcium felszabaduldsi
eseményeire (ECRE, Elementary Ca” Release Events) gyakorolt hatdsat patkdny illetve béka
harantcsikolt izmain. 50 nM MCa alkalmazésa sordn viszonylag hamar (2-10 perc) az ECRE-k
frekvencidja emelkedett. A toxin beaddsat kovetden az elemi események amplitiddja csokkent, a
térbeli kiterjedést viszont a toxin nem befolydsolta. Az elemi események amplitudéjdnak
csokkenése Osszhangban van a ,single channel” méréseink sordn tapasztalt csokkent
vezetOképességli dllapotok megjelenésével. A maurokalcinnal kezelt csatorna megtartja rianodin
érzékenységét is, maurokalcin €s rianodin egyiittes alkalmazdsa sordn (1 pM rianodin, 50 nM
MCa) mindkét anyag hatdsa megjelenik. Tripathy és munkatédrsai (Tripathy és munkatérsai,
1998) az imperatoxin-A (IpTx,) hatdsat (A csatorna maximalis konduktancidjanak 28-43%-anak
megfeleld csokkent vezetOképességii dllapotokat indukélt RyR1- és RyR2-nél.) vizsgaltdk izolalt
csatornan (RyR1), ahol 100 nM IpTx, és 5 uM rianodin egyiittes alkalmazdsa sordn a csatorna az
IpTx, és a rianodin 4ltal indukalt szubkonduktancia allapotok kozott oszcillalt. A maurokalcin
esetén is (mely szoros hasonlésagot mutat szerkezetében, illetve hatdsdban az IpTx,-val) sikeriilt
hasonlé hatést lefrni. A mi méréseink esetében is a csatorna a maurokalcin illetve a rianodin 4ltal
kivaltott szubkonduktancia &4llapotok kozott oszcilldlt.  Mivel mindkét alkalmazott anyag
kivaltotta ,,sajat” hatdsat, egymastdl és egymas hatdsatdl fiiggetleniil, arra kovetkeztettiink, hogy
a MCa és a rianodin a csatorna kiilonb6z6 szegmenseihez kotddnek. A ,,single channel” rekordok
vizsgalata soran megéllapitottuk, hogy a rianodin altal kialakitott szubkonduktancia dllapotban a
csatorna tobb 1dot tolt, igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a rianodin konformalé hatdsa

er0sebb a maurokalcin konformaciot befolydsol6 hatdsanal.
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mutacio: -
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|

34. dbra A vad tipusd és a mutdns peptidek vdrhat6 térbeli szerkezete és aminosavszekvencidja. A felsé panel a
maurokalcin NMR mérések alapjan rekonstrudlt hiromdimenzids szerkezetét dbrdzolja. A bazikus aminosavak piros,
a savas aminosavak kék, a tobbi aminosav fehér szinnel van jeldlve. Az alsé panel elsé képén a piros szin jeldli
azokat a pozitiv aminosavakat, melyek mutdcidjat vizsgdltuk, az Osszes tobbi aminosav fehér szinli. A tovébbi
képeken a sarga szin az aktudlisan mutalt aminosavat jeldoli.
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A maurokalcin hatdsmehanizmusat a ,,single channel” méréseink alapjan alkotott modell
szerint képzeljiik el (35. dbra). Ot kotdhely jelenlétét valésziniisitjik. Ebbél négy
(monomerenként egy), a csatorna poérusdtol tdvol helyezkedne el, és a csatorna P,-jdnak
modositasaért (ndveléséért) felelos, mig az o6todik kotohely, mely a LLSS-ok kialakuldsdban
jatszik szerepet, a csatorna pdrusaban, vagy annak kozvetlen kozelében helyezkedik el. Ezért az
ide bekotddé maurokalcin hatdsa polaritasfiiggd. Mivel LLSS-okat mindig megndvekedett
aktivitasu (P,) szakasz eldzi meg, ezért a kotOhelyek kooperdcids viszonyét feltételezziik. Ha
egyszer a maurokalcin elfoglalja a ,,kozépsé” kotohelyet, a csatorna a LLSS és zart allapot kozott
nem doézisfiiggd médon billeg (sem a LLSS-ok frekvencidja, sem pedig atlagos hossza nem

dozisfiiggd). A csatorna néha magas aktivitdsd, normal kapuzasud dllapotba keriil.

nyitott

35. abra A maurokalcin kotohelyek pozicidjara javasolt modell. A modell szerint mindegyik RyR1 monomer
hordozna egy kotéhelyet, és a négy monomer kozosen alakit ki egy tovabbi kotShelyet a pérusban. Az iires korok a
kotdhelyeket, a teli korok a MCa-t jelolik. A szaggatott vonal a kdt6helyek kooperativ jellegére utal. A k6zEépso fehér
négyzet a csatorna porusat jeloli, melynek teriilete ardnyos a konduktancidval.
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5.2. A kiilonb6z6 mutaciok hatasa eltéro

Zhu és munkatdrsai a Buthotus judaicus nevii skorpié két toxinjat (BjTx-1, BjTx-2)
vizsgaltdk (Zhu és munkatarsai, 2004). A 28 aminosavbdl all6 két peptid toxin szekvencidja csak
egy (a 16-os) pozicidban tér el egymdstol. Mindkét toxin fokozza a kalcium csatorndn a *H
rianodin kotését, az SR kalcium felszabaduldst, valamint lipid kettdsrétegbe épitett RyR1-en
szubkonduktancia allapotokat indukdlnak. A hatds kialakitdsidban a szerzdk szerint egy bazikus
aminosavakbol 4116 “mez8” (''Lys, “Lys, '°Lys) a felelds. A 16-os pozici6ji bazikus aminosav
lecserélése semleges aminosavra (izoleucinra) a toxin hatdsat jelentésen csokkentette. A bazikus
aminosavak jelentdségét a toxinok és a RyR1 kodlcsonhatdsaiban az IpTx, és az A-peptid esetében
is leirtak, elobbinél a 23’Arg lecserélése Glu-ra, utdébbinal 684Arg modositasa Glu-ra az aktivalé
hatds megsziinését eredményezte. Lee az IpTx,-RyR kozotti kdlcsonhatds vizsgdlata sordn azt
feltételezte, hogy a kotddésben az IpTx, felszinén megjelend bazikus mez6 alakja, mintdzata
meghatarozobb, mint a toxin térbeli szerkezete (Lee €s munkatdrsai, 2004). Intézetiink egyik
munkacsoportja kimutatta, hogy a mutdciok modositjdk a kalcium felszabadulds elemi
események jellemzdit is. A vad tipushoz hasonldan a 8-as és 19-es mutdns olyan hosszantart6
kalcium felszabaduldsi eseményeket okozott, melyek kontroll koriilmények kozott nem voltak
megfigyelhetéek. Ezzel szemben a 22-es mutdnsndl az elemi események szignifikdnsan
rovidebbek voltak, a 24-es mutdns pedig gyakorlatilag hatdstalan volt. Az izoldlt csatorndn
végzett mérések sordn a 8-as €s 19-es mutdns 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 felszabaduldsi események
vizsgalata sordn nyert adatok és ,,single channel” méréseink értelmezése egymast megerdsiti. A
kollaboracios partnereink €s sajat adataink alapjan valdszinlsithetd, hogy a maurokalcin esetében
a 24-es pozicidji aminosav az, amely kritikus a toxin hatdsanak kialakitdsaban. Amennyiben a
muticio térben a kritikus helytdl tdvolabb kovetkezik be, a toxin hatdsa kevésbé véltozik meg a
vad tipushoz képest. Ahogy a kordbban emlitett BjTx-1, BjTx-2, IpTx,, A-peptid esetében, ugy a
MCa hatdsdban is a toxin felszinén megjelend bazikus aminosavak felelosek a hatas kialakitasaért
(19 KKCKRR 24). A kordbban emlitett toxinokhoz hasonléan a MCa-RyR kapcsolat
kialakuldsdban is az elektrosztatikus erdk jatszhatnak szerepet, ezért a MCa koté doménjében
bekovetkezd mutacidk moédosithatjdk az elektrosztatikus hatasokat €s / vagy a szubkonduktancia

allapotok karakterét. Felmeriil, hogy a MCa-RyR kolcsonhatds megvéltozédsa esetleg az aminosav
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szubsztituci6 kovetkeztében bekovetkez0 szerkezeti valtozas eredménye, 4m ennek ellent mond a

toxin szerkezetét stabilizalé hdrom diszulfid hid megléte.

5.3. A maurokalcin hatasa polaritasfiiggo

Tripathy és munkatdrsai a kordbban mar emlitett munkdjukban (Tripathy és munkatarsai,
1998) kimutattdk, hogy a maurokalcinnal szoros szerkezeti homoldgiat mutaté IpTx, hatdsa
fesziiltség- €s polaritasfiiggést mutat. A toxin altal okozott szubkonduktancia éllapot aranya -60
mV-os tartéfesziiltségen 5% koriil volt. Amennyiben a tartéfesziiltséget kevésbé negativ értékre
allitottak be, ez az ardny fokozatosan ndtt €s +40-60 mV-nal értéke megkozelitette a 100%-ot.
Munkédnk sordn mi is azt taldltuk, hogy a maurokalcin és mutdnsai 4altal indukalt
szubkonduktancia dllapotok paramétereit befolydsolja az alkalmazott membréanfesziiltség
polaritdsa illetve a csatorndn atfolyé dram irdnya. Mikor a toltés hordozé ion (K* vagy Ca™) a
transz (lumindlis) oldalrél dramlik a cisz (citoszdlikus) oldalra az dram irdnya azonos a kalcium
felszabadulaskor az SR-bdl kidraml6 kalcium ionok irdnyéval (“fiziol6gids irdny”). A “fiziol6gids
irany” (a toltéshordozé kation [K* vagy Ca®*] a fransz oldalrdl dramlik a cisz oldalra) szerinti
membran potencidlt alkalmazva az LLSS ardnyok mindegyik vizsgélt toxin esetében kisebbek,
mint az ellentétes polaritdson (“ellentétes irdny”) kapott értékek (1. tdblazat, 42 oldal).

A toxinok rianodin receptorra gyakorolt hatasat fesziiltséglépcsok alkalmazdsaval
megvizsgalva megallapitottuk, hogy adott polaritdson 20-120 mV-os fesziiltség tartomanyban a
toxinok hatdsa fligg az alkalmazott membranfesziiltségtdl, mivel az LLSS relativ konduktancidjat
a membranfesziiltség emelése novelte. Az IpTx,-val szoros szerkezeti és funkciondlis homoldgidt

mutaté maurokalcin és mutdnsai esetében a polaritasfiiggést kimutattuk.

5.4. A maurokalcin és mutdnsai nem befolyasoljak a Ca**-pumpa aktivitasat

A toxinok (MCa, [Ala®]MCa, [Ala"”|MCa, [Ala’]MCa, [Ala”]MCa, [Ala”]MCa,
[Ala®*]MCa) egyik vizsgalt koncentraciéban (50 nM, 200 nM, 500 nM) sem médositottdk az SR
kalcium pumpa hidrolitikus aktvitdsat. A maurokalcin erdsen bazikus molekula (fiziolégids pH:
+7). A felszini toltésmintdzat alapjan a molekula felszinén egy markans béazikus mez0 jelenik

meg, aminek kialakitdsdban a Gly és a Lys aminosavak vesznek részt. A kapott eredmény arra
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utal, hogy az SR kalcium pumpa — ellentétben a RyR1-gyel — nem rendelkezik olyan régidval,
mely képes lenne kapcsolddni a maurokalcinnal. Valdsziniisithetd, hogy a maurokalcin kalcium

homeosztazist modosité hatdsaban az SR kalcium pumpdja nem vesz részt.
5.5. A gadolinium gatolja a RyR aktivitasat

A gadolinium szdmos kalcium kotdhellyel rendelkez6 membranfehérjéhez (N-, T- és L-
tipusu kalcium csatorndk, SRCa-ATP4z) képes kotddni, ezért kiillonbozd rendelkezésiinkre alld
technikdkkal (,,single channel” mérés, rianodin kotés, rapid filtracié) tanulmanyoztuk, hogy
milyen hatdst gyakorol a vézizom tipusi rianodin receptorra. 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** mindkét oldalon hasonl6an,
koncentracié fliggd modon gatolta a csatorna aktivitasat. Nagyon meglepd volt, hogy a fél-gatlo
koncentraciok értékei (=5 uM) és a Hill-koefficiens értékek (=4) hasonldak voltak mind a két
oldalon, ami arra utal, hogy a miitkodo funkciondlis csatorndn 4 hasonlé affinitdssal biré kotOhely
van jelen a Gd** szdmra a citoplazmatikus és a lumindlis oldalon egyarant. Kordbbi (Tripathy és
munkatdrsai, 1996; Herrmann-Frank és munkatdrsai, 1996) eredmények alapjan ismert, hogy a
luminalis Ca®*-koncentracid befolydsolja a csatorna aktivitdsat, am eddig nem sikeriilt kation
kotohely jelenlétét leirni a lumindlis oldalon. Felmeriil hogy a kalciumhoz hasonlé médon a
gadolinium is csupdn az egyik oldalon (cisz) képes kotddni a csatorndhoz és a transz oldalon
alkalmazott Gd** tulajdonképpen az ionvezetd pdruson atjutva a citoplazmatikus oldalon kotédik
a kalcium csatorndahoz. A Gd** hatdsaban fesziiltség-fiiggést nem mutatott és a transz oldalon a
gatlast akkor is kifejtette, amikor a cisz oldalon 100 uM EGTA-t alkalmaztunk, mely a Gd**-ot
milliészor jobban koti, mint a Ca®*-t. Amikor az EGTA-t fransz oldalon alkalmaztuk a csatorna
aktivitdsa a gadolinium gatlasbol igen hamar (=10 masodperc) visszatért, ami arra utal, hogy az
EGTA a lumindlis oldali kotéhelyrdl tdvolitotta el a Gd**-t. Megvizsgaltuk, hogy vajon van-e
versengés a Ca®™ és a Gd™ kozott a RyR1 alacsony és magas affinitdsi kalcium k&tOhelyei
kozott. A mérések sordan 4,5 uM Gd** (cisz) jelenlétében a szabad kalcium koncentraciét 100
uM-ré6l 1 mM-ig emeltiik, viszont a csatorna aktivitdsa szignifikdnsan nem véltozott (100 uM
Ca’™: P,=0,011£0,006, 1 mM Ca™: P,=0,005+0,002). Ezzel szemben 50 uM EGTA (cisz)

alkalmazdsa sordn a csatorna P,-ja nétt, mivel az EGTA a szabad Gd>* koncentraciét
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gyakorlatilag nulldra csokkentette, mikozben a kalcium koncentracié csak néhany tiz mikromollal
csokkent. Amennyiben a Gd** és a Ca®™ kozott versengés lenne, akkor az 1 mM-os szabad
kalciumnak le kellett volna szoritania a Gd**-t a kotohelyérdl és a csatorna aktivitdsanak kontroll
értékhez kellett volna kozelitenie. Mivel a cisz oldalon gadoliniummal gatolt csatorna aktivitdsa
szignifikdnsan nem viéltozott a kalcium hozzdadédsakor, megallapithatjuk hogy a Gd™* a gatlast
cisz oldalon nem a kalcium kotohelyeken keresztiil fejti ki.

Rapid filtraciéval és rianodin kotéssel is ellendriztilk, hogy a gadolinium valéban
befolydsolja-e a RyR1-en keresztiil folyé kalcium felszabaduldst. Ezeket a méréseket nem
tisztitott kalcium csatorndkon, hanem HSR vezikuldkon végeztiik, mely lehetdséget nyujt ahhoz,
hogy a Gd** hatdsat nagy szamu kalcium csatorndn egyiittesen vizsgaljuk. Rapid filtraciénal a
kontrollhoz képest 20 uM gadolinium jelenlétében a kalcium felszabaduldshoz sziikséges id6
nott, mikézben a maximadlisan felszabadithaté kalcium mennyisége nem véltozott. A kalcium
felszabadulashoz sziikséges id6 emelkedése arra utal, hogy a HSR vezikuldban 1évé kalcium
csatornak aktivitdsat a Gd** gitolja.

A gadolinium (5 pM) tgy novelte a rianodin kotés disszocidcids dllanddjat, hogy kézben a
Bax értéke szignifikdnsan nem véltozott. A rianodin kotés gadolinium fiiggése is arra utal, hogy
a gadolinium koncentracio fiiggd médon gatolja a RyR1 miikodését. A kapott eredmények arra
utalnak, hogy a RyR1 mind cisz mind transz oldalon képes gadoliniumot kotni. A gadolinium
mindkét oldalon reverzibilisen és koncentraciofiiggd mddon géitolja a csatorna aktivitdsat, a
meghatédrozott Hill-koefficiens és ECsy értékek hasonléak. A gadolinium cisz oldali kotohelye

valdszinlileg nem azonos a cisz oldalon talalhat6 kordbban leirt kalcium k&tOhellyel.
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6. Osszefoglalas

A maurokalcin (MCa) egy 33 aminosavbdl allé peptid toxin, melyrdl kimutattdk, hogy
kotddik a vazizom tipusu rianodin receptorhoz (RyR1), és megvéltoztatja a kalcium csatorna
kapuzdsat. Munkdnk sordn a MCa és pontmutdnsainak ([Alag]MCa, [Alalg]MCa, [AlazO]MCa,
[Ala”*]MCa, [Ala®]MCa és [Ala**]MCa) hatdsdt vizsgaltuk mesterséges lipid kettésrétegbe
épitett vazizom tipusu rianodin receptoron (RyR1), valamint ,.kapcsolt enzim assay” technikaval
ellendriztiik a toxinok SR Ca2+—pumpéra gyakorolt hatdsiat. Megvizsgéltuk a lantaniddk kozé
tartoz6 gadolinium hatdsat izolalt csatornan és vezikuldris prepardtumon ,single channel”
technikdval, rapid filtracidval és rianodin kotéssel.

Megallapitottuk, hogy a maurokalcin és pontmutdnsai &ltal indukalt szubkonduktancia
allapotok (LLSS) hossza a mdsodperces tartomdnyban mozog. Az események atlagos hossza
valamint megjelenési gyakorisdga (frekvencidja) kiilonbozik a vizsgdlt mutansok esetében annak
megfeleléen, hogy a mutidcié hol helyezkedik el a kritikus 24-es pozici6ji aminosavhoz
viszonyitva. Bizonyitottuk, hogy minél kozelebb van a mutalt aminosav a kritikus helyhez a LLLSS
allapotok hossza és frekvencidja és ennek eredményeképpen az LLSS allapotok ardnya is anndl
kisebb. A hatds erdsen fiigg az dram irdny4tdl (polaritasitol). Ha az ion dram irdnya megegyezik a
kalcium felszabadulds irdnydval a toxin 8-10-szer hatdstalanabb a forditott aramirdnyhoz
viszonyitva. A toxin és mutdnsainak hatdsa hasonl6 50 uM és 240 nM szabad kalcium
koncentraci6 esetében is. Kimutattuk, hogy a toxinok hatdsaért egy pozitiv toltésti mez6 a felelds,
melynek kialakitdsdban a *’Lys, ’Lys, ZArg, **Arg, ®Lys aminosavak vesznek részt, mig a 19-es
mutdns hatdsa gyakorlatilag a vad tipus hatdsdval egyezik meg. Megéllapitottuk, hogy a
maurokalcin és mutdnsai nem befolyésoljak az SR Ca**-pumpa hidrolitikus aktivitdsat.

A ,single channel” mérések alapjdn kimutattuk, hogy a gadolinium koncentraciofiiggd
modon gétolja a kalcium csatorna aktivitdsdt mind a citosz6likus, mind a lumindlis oldalon,
gatolja a kalcium felszabaduldst SR vezikuldkbdl, valamint a csatorna rianodin kotését. A
csatorna gatldsa nem mutatott fesziiltségfiiggést. Eredményeink a RyR1 mindkét oldalan
jelenlévd hasonlé paraméterekkel (ICsp, Hill-koefficiens) biré gitldé kotdhely(ek) jelenlétét

valdszinusitik.
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Summary

Maurocalcine (MCa), a 33 amino acid peptide toxin obtained from scorpion venom, has
been shown to interact with the isolated skeletal-type ryanodine receptor (RyR1) and to strongly
modify its gating. In this study, we explored the effects of MCa and its mutants (Lys8Ala,
Lys19Ala, Lys20Ala, Lys22Ala, Lys23Ala and Lys24Ala) on single channel currents through
RyR1 in artificial lipid bilayer and we studied the effects of toxins on SR Ca**-pump using
coupled enzyme assay technique. The effect of gadolinium ions on purified calcium channel
(RyR1) and heavy SR vesicles (HSR) were studied using single channel experiments, BCa? flux
measurements and [*H] ryanodine binding assay.

Individual LLSSs last even for several seconds and the average length of these events and
the frequency of their occurrence are altered in different mutations, according the spatial distance
of the mutated amino acid from the critical residue, 24Arg . If the mutated residue is close to this
critical residue, the length and the frequency of these LLSSs lessen resulting in lower LLSS ratio
too. The effect is strongly dependent on the direction of the channel current (the polarity). If the
direction of the cation current is the same as in case of calcium release, the toxin is about 8-10
fold less effective compared to the opposite current direction. The toxin and its mutants induce
similar effect at 50 uM and at 240 nM free calcium concentration. Here we show, that effect of
the toxin governed by the large single charged surface formed by the residues *’Lys, *’Lys,
“Arg, **Arg, *Lys as shown by the effect of the 19 mutant, which exhibits almost identical effect
with the wild type. Our results suggest that MCa and its mutants do not have any effect on
activity of SR Ca**-pump

In single channel experiments the gadolinium inhibited the activity of calcium channel
concentration dependent manner on both (cis and trans) side. It inhibited the calcium release
from SR vesicles and [*H] ryanodine binding. The inhibition of channel did not have any voltage-
dependence. Our results suggest that there are sites on cis and frans side of the RyR1 that are able

to bind Gd** causing inhibition of channel with similar parameters (Hill coefficient, ICs).
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