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A rianodin receptor miikddését maurokalcin - egy 33 aminosavbol all6 3 diszulfid hidat
tartalmazd peptid - és pontmutéansainak segitségével vizsgaltuk. A peptid - melyet a Scorpio
maurus palmatus-bél izolaltak — analdgja az elektromechanikai csatolasban kulcsszerepet
bet6lté DHP receptor aktiv szegmensenek. Kisérletes megkdzelitésink a mesterséges
membranba épitett SR kalciumcsatorna (RyR1) tanulmanyozésa volt. Méréseinkben
szintetikus maurokalcint és mutansait hasznaltuk, utobbiak esetében az adott pozicidban levé
(sMCa8, sMCa20, sMCa22, sMCa23, sMCaz24) lizin illetve arginin aminosavat toltetlen
alanin helyettesitette.

A toxin mar nanomdlos koncentracioban megvaltoztatja a RyR1-miikddését, hosszantartd
szubkonduktancia allapotok (LLSS) létrehozasaval. Megéllapitottuk, hogy a vad tipusu
toxinhoz hasonléan a mutansok is koncentraciofiiggé médon novelik az LLSS allapotok
gyakorisagat (%-os aranyat). A leghatasosabb vad tipus (200 nM sMCa 96%), mig az
sMCa24 gyakorlatilag hatastalan (0,6%). Minél messzebb van a mutacié a 24-es poziciotol,
annal hosszabbak az LLSS allapotok (200 nM sMCa 10236 ms, 200 nM sMCa24 55 ms)
mind alacsony mind pedig magas kalciumkoncentracional.

Megmutattuk, hogy az LLSS allapotok kialakitasaban) alapvet6 szerepet tolt be a toxin
haromdimenzids felszinén elhelyezked6 pozitiv téltésti mez6, melynek centralis eleme a 24-es
alapjan feltételezhet6, hogy a DHP receptor al alegységének aktivalo szegmensében (,,A”
peptid) az Arg683 hasonlo Kitlintetett szereppel bir a az elektro-mechanikai kapcsolat
kialakitasaban.

Vizsgalatainkat a szivizom elektromechanikai csatolasanak analizisére is kiterjesztettik, igy
tanulméanyoztuk hogyan befolyésolja a maurokalcin a SR kalciumcsatornajanak miikdéset
szivizombol izolalt RyR2 esetében. Hasonl6an a - korabban altalunk tapasztalt — RyR1-re
kifejtett hatasahoz (2), a maurokalcin a citoplazmatikus oldal fel6l nanomdlos
koncentracidtartomanyban szubkonduktanciaallapotok megjelenéset idézte el6, egy csatornan
vegzett mérések soran. Kulonbséget talaltunk viszont a szubkonduktancia allapotok
hosszanak és eléfordulasi gyakorisaganak érteke kozott. A RyR2 esetében az elébbi csokkent,
még az utobbi nott a RyR1 esetében tapasztaltakhoz képest.

A lantanidak kozul a gadolinium hatasanak vizsgalatat a szarkoplazmatikus retikulum (SR)
kalcium csatornajara (RyR1) 2005. évben fejeztiik be: 3H-rianodin kotés assay-ben
kimutattuk, hogy 45Ca2+- felszabadulds meérések soran a Gd3+ gatolta a RyR1-t. Az egy
csatornan tortént mérések azt mutattak, hogy a Gd** a citoplazmatikus (cisz), és a luminalis
(transz) oldal felél is gatolta a csatornat. A fél gatlo koncentraciok, illetve a szamitott Hill-
egyutthatok értékei 1IC50 = 5,65 uM és n = 4,71 voltak a cisz, valamint IC50 = 5,47 uM és n =
4,31 voltak a transz oldalon. Ugyanakkor a transz oldalon alkalmazott Gd3+ gatlé hatdsa nem
mutatott transzmembran potencial-fliggést, azaz a Gd3+ anélkil gatolta a csatornat, hogy a
cisz oldalra at jutott volna. (Sandor Sarkdzi, Csaba Szegedi, Balazs Lukacs, Michel Ronjat
and Istvan Jona: Effect of gadolinium on the ryanodine receptor/sarcoplasmic reticulum
calcium release channel of skeletal muscle, FEBS Journal 272 (2005) 464-471).

Tekintettel a lantanida kontrakcid jelenségére, célunk volt, hogy mas lantanidak hatasat is
megvizsgaljuk, a periddusos rendszerben a gadolinium elétt elhelyezkeds, nagyobb
ionradiusszal rendelkez6 europium hatasat. Kimutattuk, a citoplazmatikus oldal fel6l
alkalmazott Eu** nagysagrenddel kisebb koncentracidban gatolta az SR kalcium csatornat. Az
IC50 érték 100,9 nM-nak adodott, meg a Hill-egyutthatéra n = 1,2 ertéket kaptunk.
Ugyancsak izolalt, egy csatornan elvégzett kisérleteink arra utalnak, hogy szemben a
gadoliniummal az eurépium nem gétolja a RyR1-t a transz oldal felsl alkalmazva. A Gd** és
az Eu** esetében a citoplamatikus oldal fels| kifejtett gatlas paraméterei kozétti killonbség,
illetve az Eu* transz oldal fel6] megmutatkozé hatastalansaga indokolja, hogy az Eu®*
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hatasanak vizsgélatat 3H-rianodin kotés assay-ben, “°Ca?*- felszabadulas mérésekben tovabb
vizsgaljuk.



