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A 2002-2005 évekre tervezett munkank f6 célja az volt, hogy a szarkoplazmatikus
retikulum (SR) kalcium csatorngjanak — RyR1/CRC-nak — mikddését részleteiben
minél teljesebben deritsik fel, Ugy, hogy a csatorna mikodését a kdornyezeti
paraméterek legszélesebb megvaltozasa illetve megvaltoztatasa esetén is jol le
tudjuk irni. A kalcium-csatorna muakodéséenek, illetve a mikodés ezen
részfolyamatainak megismerése elengedhetetlen az izomm{ikddés molekularis
mechanizmusanak feltarasdhoz. Célunk az volt, hogy a kapott adatok segitségével
jellemezni lehessen az egyes részfolyamatok valdszinliségét valamint ezen

részfolyamatok kapcsolatat.

A munkaterv harom f6 kérdés koré csoportositotta a kutatasi tervet, és

beszamoldmban is ennek megfelelé bontasban értékelem az elért eredményeket.

1.: Lantaniddk hatasa

Single channel mérérendszer segitségével meghatarozhato6 a csatorna
vezetbkepessege kilénbozé toéltéshordozdkra nézve kilonbdzé kérnyezeti
paraméterek esetén. Tekintettel arra, hogy a csatornan (CRC) fiziologiasan kalcium
ionok mozognak, az alabb ismertetendd méréseinkben lantanidakat kivanunk
toltéshordozoként alkalmazni. A lantanidak alkalmazasanak egy masik igen jelentés
indoka az, hogy a SR CRC egy egészen sajatos tulajdonsaggal is rendelkezik,
nevezetesen mikdzben kalcium csatornaként kalcium ionfluxust general, rendelkezik
(két) regulatoros kalcium kotéhellyel is. A lantanidak - mint ismeretes - a kalciumhoz
igen hasonlé elektronhéj szerkezettel rendelkeznek, de a fellleti téltéssiriseégik - az
eggyel nagyobb vegyértékiik és kdzel hasonl6 ionatmérdjik - miatt nagyobb, mint a
kalcium ioné, igy kulonb6zé lantanidakat toltéshordozoként alkalmazva a csatorna
paraméterei [pl. nyitasi valészinliség, atlagos nyitvatartasi id6, specifikus
vezetbképesség] az adott lantanidara nézve meghatarozhatok. Az ion- illetve a
hidratalt ion-atmérékkel korrelaltatva a csatorna-paramétereket, meghatarozhaté az
effektiv csatornaatmeérd. Ismert, hogy az emlés vazizombal izolalt SR kalcium
csatornak feszultség-aram karakterisztikdja ohmikus, fesziltségfuggetlen, azaz a
csatorna konformécidja allosztérikusan szabalyozott, igy a kiilonbdzé aramhordozé
ionokra felvett aram-fesziltség karakterisztikak elméletileg megegyeznek. Ennek
megfeleléen a csatorna atmérd a vezetbkepesseghdl a megfelelé paraméterek
ismeretében meghatarozhaté. Méréseinket elészor a gadolinium ionnal kezdttk.
Megallapitottuk, hogy a gadolinium ion mind a cisz mind a transz oldalrdl
alkalmazva gatlé hatast fejt ki a csatorna mikddésére. A cisz majd a transz oldali

gadolinium koncentracié fluiggvényében mertilk a csatorna vezet6képességét és
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kapuzasi tulajdonséagait. Meglepé médon a gadolinium a cisz és transz-oldali fél-gatld
koncentracidja kdzel azonosnak adddott azaz a cisz és transz-oldalon meért Ki = (5,38
+ 0,63) uM és Ki = (5,72 + 0,84) uM (az eltérés nem szignifikans). Hasonléan nem
talaltunk eltérést a gatlashoz tartozo Hill koefficiens értékeiben sem, amelyek N(cs) =
(4,21. £ 0,47) és N (ians) = (4,5 £ 0,41) értékinek adodtak. Ezen - meglepd -
eredmeényeinknek egyik lehetséges magyarazata az, hogy a gadolinium koétéhely a
csatorna vezetd poérusanak belsejében taldlhatd, és elhelyezkedése illetve
téltésviszonyai olyanok, hogy a két oldal fel6l egyforman kozelithetd meg.

Kisérletes munkank folytatdsaként a csatornaparaméterek megvaltozasat
vizsgéltuk (a fenti gadoliniumos mérésekkel azonos koriilmények kozétt) Eu®* ionok
hatdsara. Megallapitottuk, hogy az eur6pium a gadoliniumhoz kvalitative hasonlo
modon gatolja a csatorna megnyilasait, amennyiben azt a cis oldalon alkalmazzuk. A
cis oldali gatlas azonban sokkal intenzivebb mert a Ki = (107 £ 17) nM, azaz az
europium kozel otvenszer hatasosabban gatolja a csatornat. Ugyanakkor a trans
oldalon az eurépium nem mutatott hatast kisérleteinkben. Ez egy igen meglepd
megfigyelés, ami tovabbi vizsgalatra érdemes. Amennyiben a hatas elmaradasaért
az Eu 3+ kotddésének hianya felels, akkor tricialt rianodinos mérésekkel lehet a
munkat folytatni. Ellenkezé esetben mas lantanidat kell valasztani, mely képes a kotdé
,2seb”-be bekdtédni. Ebbdl a részfeladatbdl egy cikk és harom idézhaté absztrakt

szlletett, és egy tovabbi cikk dsszeallitasa van folyamatban.
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2.: A dantrolen hatdsmechanizmusa

A dantrolén tamadaspontjanak feltérképezéséhez el6szor meghatéroztuk a
dantrolén hatasat a kalcium felszabadulasra intakt izomsejteken és nehéz SR
vezikuladkon kontroll kérilmények kdzott és a szer jelenlétében. A ddzis hatas-goérbek
ismeretében analizaltuk a szernek a RyR kapuzasara kifejtett hatasait. igy volt
lehetséges, hogy az elektromechanikus kapcsolat egyre kevesebb komponensét

tartalmazo preparatumokon hasonlitsuk 6ssze a dantrolen hatasait. Az ionkdrnyezet



valtoztatasaval lehetésegunk nyilt arra is, hogy a dantrolen hatasanak a kornyezeti

paraméterektdl (ionerésség) valo fliggését tanulmanyozzuk.

A timol egy alkaloida melyet a tartésitoiparban (beleértve gyogyszerek tartositasat is)
antioxidans hatasa miatt széles korben alkalmaznak. Megvizsgaltuk, hogy a szer
hogyan befolyasolja az SR kalcium pumpa és az SR kalcium csatorna mikodését.
Megallapitottuk, hogy gatolja a kalcium pumpat (Kd = 253 + 4,7 uM, Hill egyutthaté:
1,62 £ 0,05) és ugyanakkor rapid kalcium felszabadulast okoz — el6zbleg aktivan
kalciummal feltoltott — vezikulakon. Kalcium felszabadulast indukalo hatas
paraméterei: V max = 0,47 + 0,04 nmol/s, EC 50 = 258 = 21 nM éa a Hill koefficiens
3,0 £ 0,54 értékinek adbédott. A timol ugyanakkor ndvelte a csatorna nyitvatartasi
valosziniségét mind RyR1 mind RyR2 azaz mind vazizom tipust mind pedig
szivizom tipusu csatorna esetében. Az aktivacio fél-hatasos koncentracioja kb 100-
145 uM-nak adodott. A ,single cahnnel” rendszerben nem hataroztuk meg a dozis
hatdsgorbét, tekintettel annak igen munkaigényes voltéra, valamint arra, hogy igen
nehéz lett volna az adatokat korrektil elemezni. Ennek az az oka, hogy a timol az
atlagos nyitvatartasi idét harmon nagysagrenddel megndvelve Un. hosszu nyitott
allapotokat indukalt mind RyR1 mind RyR2 esetén. A csatorna vezetbképessége
ugyanakkor nem valtozott. A timol hatdsa nem mutatott feszultségfiggést, valamint a
timol nem befolyasolta a RyR1 rianodin kotését.

Az SR kalcium csatorna luminalis oldalrél is modulélt. Evek 6ta prébalkozunk
azon intra-lumenalis proteinek azonositasaval, melyek szerepet jatszanak ebben a
modulaciéban. A kettds hibrid rendszerrel azonositottunk egy Tnl jellegli molekulat,
mely a BIACORE mérések szerint kélcsbnhatasba lépett a RyR-ral. Vazizombol
izolalt SR kalcium csatornat bilayerbe épitve megmutattuk, hogy a kélcsénhatas nem
pusztan fizikai, hanem a Tnl megvaltoztatja a csatorna kapuzasi modusat, hosszu
élettartamu zart allapotok indukalasa utjan. Az a karakterisztikus hatés kizarélag
negativ membranfesziltségek esetén tapasztalhatd. Pozitiv membranfesziltség
esetén a hatas revertalodik, és csak ismételten alkalmazott negativ tartéfesziltség
esetén manifesztalodik ismét. A hatas azonos mind izolalt mind pedig expresszalt
vazizom tipusu Tnl alkalmazasa esetén. Szivizom tipusu Tnl hatasa lapvet6
jellegében megegyezik a vazizom tipusuval, de sokkal révidebbek - és spontan meg
is szlinnek - a hosszu id6tartamuak zart allapotok. Eredményeink el6szdr mutattak
ra, hogy a Tnl szerepe nem korlatozédik a kontrakcids valasz mechanikai
manifesztalodasaban valé részvételre, hanem a kontrakciot el6idézé kalcium

felszabadulésért felelds rianodin receptor szabalyozaséban is van szerepe.



A fenti részfeladat kidolgozasa kdzben két in extenso kdzlemény és négy idézhet6

absztrakt szlletett. Két kozlemény van el6készités alatt.
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3: Az elektromechanikai csatolas befolyasolasa (FK506 és loop analégok)

Bar az FK506 hatdsait izolalt RyR-on tdbben vizsgéaltak, de az eredmények
ellentmondodak, részben azért mert vezikularis preparatumot épitettek be, és ezért az
eredmények interpretalasa vitathatd. Meérérendszerink tovabbfejlesztésével és
szolubilizalt RyR preparatum felhasznalasaval tanulmanyoztuk az FK506 hatasat.
El6szor - nehéz SR vezilulak kalcium felvételének vizsgélataval - tanulméanyozzuk a
szer SR kalcium pumpara Kkifejtett hatasait, majd feltérképezzik a kalcium-
felszabadulasra kifejtett hatasat. Az ionfluxusok gyors komponensének vizsgalata
stop-flow berendezés segitségével, optikai Uton tortént.

Az SR kalcium-csatorna egy homo-tetramer melynek alegységei - funkcionalis
mikodés esetén - szinkronizalva vannak. A szinkronizacio tanulmanyozasa ceéljabol
(azaz a DHP receptorrdl a Rianodin receptorra torténd jelatvitel hogyan torténik)
szintetizaltuk a DHP receptor Il.-1ll. loop-ja adott szakaszanak (az Un A peptidnek)
egyes analdgjait. Azokat melyek egy skorpiétoxinnal (a scorpio maurus palamtus
toxinjanak egyik komponensével) is analégok és megallapitottuk, hogy a toxin
(maurocalcin = MCa) két modon is hat a RyR1 kapuzasara. Egyrészt an. ,,hosszu fél-
nyitott” (LLSS) allapotokat indukd&l, amikor a csatorna a teljes vezetéképességének
42-55%-anal és kapuzas nélkuli konforméaciot vesz fel hosszu idére (akar 1-2
masodpercre is), masrészt ezen LLSS id6szakok kdzott megndveli a csatorna
nyitvatartasi valdésziniiségeét (Po-jat). Ugyanakkor ezen LLSS allapotok altagos
hossza a vad tipusu toxin esetén 1200-1500 ms. Abbdl a célbdl, hogy a kritikus
kotési szegmenseét feltérképezzik a toxinnak kilonb6zé toltdtt aminosavakat
(egyesével) toltetlenre (alaninra) mutéltunk , és a mutansok hatasat is megvizsgaltuk.

Megallapitottuk, hogy a 31 aminosavbdl allo teljes szekvencidnak a hatas



szempontjabol legkritikusabb tagja a 24-es mert ezen mutans gyakorlatilag
hatastalan volt. A toxinmolekulat a 23, 22 20 és 8-as pozicidban alaninra mutalva a
hatas eréssége attél fliggott, hogy a milyen messzire van a mutaciés pont — a
haromdimenzids térszerkezetet figyelembe véve — a kritikus 24-es poziciotol.
Megallapitottuk, hogy a MCa hatasa erésen polaritas figgé (1 : 10 arany) és
kismértékben potencialfiiggé. Az iranyfligges reverzids potencialja kb 20 mV.

Az eredeti munkatervben még szerepelt a fenti vizsgalatok kiterjesztés MH mutans
sertésekre is. Ezen kisérletes vizsgalatok jelenleg is folynak, a kutatdsok
elhizodasanak oka az, hogy egyetemiinkdn a teszt-allat térzstenyészete megsziint,
igy a megfeleld teszt-anyag beszerzése késedelmet szemvedett.

Korabbi vizsgalatok megmutattak, hogy a kalcium transzportot a transzverzalis
tubulusok és az intracellularis tér kdzott a dantrolén nem befolyasolja. A fentiek arra
utal(hat)nak, hogy a dantrolen megvaltoztatia a csatorna kapuzasat és egyes
eredmeények szerint ebben a RyR-on taldlhaté dantrolen kétéhelyeknek van szerepe.
Mivel a dantrolént terépidsan a MH kezelésére alkalmazzak, célszerlii megvizsgalni
az FK506-tal kezelt mintadkon az FK506 és a dantrolén hatasait. Az altalunk tervezett
mérések az SR kalcium pumpara (SR vezikuldk), illetve a RyR-ra (mesterséges
membranba visszaépitett RyR) kifejtett hatds vizsgalatara alkalmasak.

Az SR kalcium-csatorna egy homo-tetramer melynek alegységei - funkcionalis
mikodés esetén - szinkronizalva vannak. A szinkronizacidban - irodalmi adatok
alapjan - alapvet6 szerepet jatszik az FKBP (FK 506 kot6 fehérje). Ugyanakkor az
FKBP szerepe a vazizom elektromechanikus csatolasaban nem tisztazott. Abbdl a
célbol, hogy a DHP receptorrdl a Rianodin receptorra torténé jelatvitelt vizsgaljuk,
szintetizaltuk a DHP receptor Il.-1ll. loop-ja egyes szakaszainak megfelelé peptideket,
és ezen peptidek felhasznalasaval "tapogattuk le" a DHPR-RyR kdlcsonhatasban
szerepet jatsz6 szegmenseket. Harom peptidet szintetizaltunk, az ASk és az ACd
peptideket, melyek a DHP receptor IlI-lll hurokjanak a Thr 671 -Lys 690 szakaszat
illetve Thr 795 -Ala 812 szakaszét reprezentéaljak, valamint a kardialis DHP receptor
Glu 724 -Pro 760 szakaszanak. [Az Ask peptid: TSAQKAKAEERKRRKMSRGL; az
ACd peptid: TSAQKEEEEEKERKKL-ARTA; Isa CSk peptid:
EFESNVNEVKDPYPSADFPGDDEEDEPEIPV szekvenciaju.] Megallapitottuk, hogy
az Ask peptid a mesterséges membranba épitett csatorna vezetéképességét és
kapuzasi jellegét nem valtoztatta meg akkor ha a csatorna tetramer tartalmazta az
FKBP-t asszocialva. Ekkor a peptid hatdsara nétt a nyitvatartasi valészinlség
mikdzben megmaradt a kontrollban is lathato kétcsucsu aram-hisztogram. A

nyitvatartasi valosziniség 26 yM peptid koncentracio esetén a kontrolban mérhetd



Po =0,179 +0.038 értékrél Po = 0,496 + 0.055 értékre valtozott. Amennyiben
hasonlo kisérletet olyan SR kalcium csatornaval hajtunk végre, melyrél el6zéleg
eltavolitottuk az FK 506 kot6 fehérjét, akkor a peptid hatastalan volt. A 26 uM peptid
jelenlétében és a kontrolban mérhet6 aram-denzitas hisztogrammok gyakorlatilag
azonosak, mikdzben természetesen mutatjak a jellegzetes FKBP eltavolitasra
jellemzd szub-konduktancia allapotokat.

Az elektromechanikai csatolas vizsgalatabodl 4 cikk és 6 idézhetd absztrakt szlletett.
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