Zarojelentés
az OTKA K-61442 szamu,
,A kalcium transzport szerepe a harantcsikolt izom jelatvitelében”

cim( kutatasrol

Az izom mikodésében centralis szerepet betdltd két molekula: a kalcium csatorna
(CRC/RyR) és a kalcium pumpa (Ca2+ATPaz) tanulmanyozasat folytattuk, és a
munkatervnek megfeleléen vizsgaltuk a maurocalcin (MCa — egy toxin) és a TPEN
(nehézfém kelator) hatédsat az SR kalcium pumpa és az SR kalcium csatorna
mikodéseére.

Maurocalcin aktivalja a csatornat és Fiziologias korulmeények kozott harantcsikolt
Hosszantart6é szubkonduktanciat (LLSS) indukal izomban a DHPR II-lll hurka vezérli a RyR
Illlosp:  EAESLTSAQKAKAEERKRRKMSRGL- megnyilasait. E hurok egyik szegmese az un.

[I-11l hurok analégja a MCa. Vizsgaltuk a MCa

MCa: HQN-GD‘CLPHLKL‘CKENKI‘)(‘JCSK‘KCKRRGTNIEI?RCR-OH hatasat a vazizom (RyR1) €és a szivizom
(RyR2) tipusu kalcium csatornara.

kontroll Megallapitottuk, hogy a MCa a RyR2
ot ol i g, kapuzasat  sokkal gyengébben befolyasolja
200 nM MCa mint a RyR1-ét, mert az LLSS-ek hossza kb.

. TN tizede, az LLSS arany pedig kb. 8%-05 RyR2-n

==  a RyR1-el 6sszehasonlitva. A MCa és a kétféle

csatorna-molekula kotédését un. BIACORE

technikaval is megvizsgaltuk, és kimutattuk, hogy a kotédés RyR2 esetén korulbelul
tizszer gyengébb mint RyR1 esetén. A kilonb6z6 MCa mutansok segitségével
feltérképeztik a MCa-RyR1 és MCa-RyR2 kodlcsOnhatas fliggését a peptid
toltésszerkezetétdl, és megallapitottuk, hogy a kolcsonhatasért a peptid 8, 22,23,24-es
aminosavjai altal alkotott pozitiv téltési ,felllet” felelds, és a kdlcsénhatas meghatarozoé
eleme a 24-es pozitivan toltétt aminosav, hiszen annak toltetlen aminosavra torténé
cseréje a RyR — MCa kolcsdnhatast megszunteti. (Biochemical Journal 406: 309-315.)

Az SR Kkalcium-tartalma alapveté szerepet jatszik nem csak a kontrakcio
létrehozasaban, hanem a  kontrakcio-
74 relaxaciés ciklus  szabalyozasaban is.
Tekintettel arra, hogy a kalcium-haztartassal
kapcsolatos kisérletekben gyakran
alkalmaznak TPEN-t, igy megvizsgaltuk,

4 * hogy a TPEN egymagaban hogyan
4 . : befolyasolja az SR kalcium csatorna és a

. kalcium pumpa muikodését. Megallapitottuk,
3. \ hogy a szer gatolja a pumpa mikddését (Kd
- = 0,64 + 0,044 mM) ugyanakkor a csatorna
nyitvatartasi valoszinliségét mintegy
kétszeresre noveli. Eredményeink
értelmezése szerint ilyen modon a szer

csokkenti az SR kalcium tartalmat és ezen hatas teheté felel6ssé a szer kardioprotektiv
hatasaért. (Cell Calcium 41: 187-194.)
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Az SR kalcium csatorna egyik unikalis tulajdonsaga, hogy nem csak egy kalcium
csatorna, hanem kalciummal modulalhato is, azaz a kalcium ionok athaladasat a RyR
— két kalcium kotbhelyén lévé kalcium egyidejlleg

modulalja is. lzolalt rendszerben lehet6ség van a

Tnhibitory Mg?* (2 M) & s két funkcio illetve hatas szétvalasztasara. Ezen

+ activating Ca®* (< 100 pM)

8 ATP BOUND celbdl spin jelolt ATP hatasat tanulmanyoztuk ESR
88 spektroszkopias modszerrel és bilayer modszerrel.

“T”mm\ /EATPBOUND Eredményeink szerint magas kalcium (2 mM -
gatld) koncentracio esetén a RyR1 négy ATP-t kot

Inibitory Ca* and tetramerenkeént, megerdsitve korabbi
.~ 2 / RyR1 \I"“E”Zfﬁfaz‘ eredményiinket, ugyanakkor aktivalé (0,05-0,1
mM) kalcium koncentracio esetén 8 ATP per

! ! tetramer a kotott nukleotid aranya. Ez azt is jelenti,

4 ATP BOUND sarrrounp  hogy a kalcium és a magnézium ionok ugyanazon

kot6helyért versengve, a molekula térszerkezetének modulalasa utjan, annak ATP
kotéseét is befolyasoljak. (Biochemistry, 45: 9408-9415)

Patkanyokon el6idézett miokardialis infarktust kovet6en kialakulo izomgyengeségben
tanulmanyoztuk az SR kalcium csatorna

?_S?":'f:'_'?"‘_ S—— . . tulajdonsagainak megvaltozasat (modellallatként
A : patkanyt hasznalva). Megallapitottuk, hogy az

infarktus utan 24 héttel az SR kalcium csatornak
mintegy 1/3-a a fizioloégiassal ellentétes
aramirany esetén a szokasos 525 pS-el
o men . szemben mintegy 750 pS vezetbképességet
b ; mutat, mig ugyanezen csatornak a fizioldgias
. * 2,576 aramiranynak  megfeleld6 membranpotencial
@ esetén is a szokasos 525-550 pS
= vezetbképességgel rendelkeznek. Vizsgaltuk a
R | gyogyszerjelolt K-201 (= JTV-519) molekula
hatasat a RyR1 csatorna vezet6képesseégére, és

- P " - megallapitottuk, hogy az in situ (a kisérletben
kozvetlenlil) alkalmazasa nem okoz szignifikans

- valtozast a csatorna paramétereiben annak
" ellenére, hogy az infarktussal egyszerre kezdett
¢ ’ _alkalmazasa kivedi a vazizom-gyengeseg

B0 0 o BB DO SR AL W0 a0 TG Wl S kialakulasat. (Pfliger's Archiv-European Journal
of Physiology 455. 541-553.)
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Eredményeink alapjan valamilyen poszt-
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transzlacios valtozas, valamely
requlator-fehérje moddosulasa all a
kialakuld vazizom-gyengeség

LALE

hatterében. HSR vezikulan végzett
mérésekkel megallapitottuk, hogy a K-
201 gatolja az SR kalcium pumpat mind
a ,Sham” operalt patkanyokban
(ICs0,conr =119 £ 21 yM €s nuinconr =
1.84 + 0.48) mind pedig a PMI ano ]
patkanyokban : ; ; ; . ;

oD, - 0D,

a0%
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(ICs0pmi=122 £ 18 PM és nyipmi =1.97 £ 0.24) és kodzel azonos paraméterek mellett.
(Pfluger’s Archiv-European Journal of Physiology 457. 171-183.)

A maurokalcinnal végzett korabbi vizsgalatainkat tovabbfejlesztve tanulmanyoztuk a
hatas szempontjabdl alapvetd ,pozitiv toltésfeln6” alakjanak szerepét a toxin olyan
mutansainak felhasznalasaval, amikor is a
toltésfelhd egy-egy pozitiv arginin-jat semleges
= alaninna mutaltuk, a diszulfid hidak megtartasa
1091 . mellett. Ezen mutaciok a 8-as, 19-es, a 20-as, a
22-es, a 23-as €s a 24-es poziciora vonatkoztak. A
kilonb6z6 mutansok hatasa a RyR1 kapuzasara

A hatas a 24-es poziciétél mért tavolsag fiiggvénye

80

e m g

604

LLSS arany

0] eltéré volt, a hosszu szubkonduktancia allapotok
i (LLSS) aranya és hosszusaga a 24-es
o aminosavtél  szamitott  térbeli  tavolsaggal
R WL R R T novekedett jeléll a kolcsonhatas er6sodésenek. A
s MCa-RyR1 kolcsdnhatasban az elektrosztatikus

hatasok és a membranpotencial egyarant fontos szerepet jatszik, hiszen a LLSS-ek
konduktanciaja pozitiv feszultségek esetén feszlltség-fuggetlen, mig negativ
membranfesziltségek esetén a feszliltség abszolut értékével aranyosan né. A mutacié
helye és a csatorna LLSS allapotban mért relativ konduktanciaja kozott nem talaltunk
Osszefuggést. Az adatok alapjan felallitott modell és a mért adatok illesztése arra utal,
hogy a RyR1-en O0sszesen 6t MCa kotbhely talalhaté. Minden RyR1 monomeren egy
nagy affinitasu MCa koétéhely van — ez feltehetéen a vele fizioldgias szituaciéban
szemben |évdé DHPR II-Ill hurokja A peptid szakaszat koté hely — és ezek betdltottsége
ndveli a csatorna nyitvatartasi valészinlségét, anélkul, hogy LLSS-t okozna. Az 6todik —
a fentieknél alacsonyabb affinitdsu — kotéhely a pérus centralis részén helyezkedik el,
és betoltdttsége esetén a csatorna maximalis vezetéképessége cca. felére csdkken.
Ebben az esetben a csatorna ezen félvezetd és a zart allapot kozott kapuzik.
(Biophysical Journal, 95. 3497-3509.)

sziv SR kalcium pumpaés c§atornavizsgélata Sziv tipusﬂ SR kalcium csatornan (RyRZ-n)

vizsgaltuk a SAE0400 vegyiilet hatasat.

o o Vezikularis rendszert alkalmazva megallapitottuk,

| | | hogy a szer nem hat a csatornan keresztul folyo

' Fr‘" kalcium transzportra. Bilayeres mérésekkel azt is

kimutattuk, hogy a csatorna nyitvatartasi

1 valoszinlisége as atlagos nyitvatartasi ideje sem

valtozott meg a szer hatasara. (Cardiovascular
Research 78. 476-484.)

atp Ca

fényintenzitas (cps)

(((((

Korabban megallapitottuk, hogy a timol (kakukkfl a .
alkaloida, antioxidans, baktericid hatasa miatt az = « o o
élelmiszeriparban alkalmazott tartositoszer, illetve a | n,c@ ;S *

medicinaban fert6tlenitészer illetve anasztetikum o e -

stabilizator) aktivalja a kalcium csatornat és gatoliaaz ~ »= | ™ 7 " et o
SR kalcium pumpat. Vizsgalatainkat kiterjesztettlk a ., o o
mindennapi életben széles korben alkalmazott timol ™ ;jf @m qj‘o QS

-
CH,

analogokra is: karvakolra (szegflszeg illdolaj), bis- .,
. a . e . . . 4-methyl-2-  ortho-vanillin msta- o
anisolra (anizs) és ezek izomerjeire. e | e snssdehycn | ansaienyce
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a_ oom P Megallapitottuk, hogy ezen tinmol-analogok

II i “ i I Il l kUzul a karvakrol hasonlé hatast mutat mint a

timol, attél csak hataser6sségben és
p o nmel Foooss o towMomecel o F,=00% hatassossagban tér el, mig masok nincsenek
W WWW hatassal az izomsejtek kalcium haztartasara.
"_—Equvanodine + 5 pM ryanodine (J MUSC'G ReS Ce” MOt 28 167'174)

A lantanidakkal — gadoliniummal — végzett bilayares méréseket kiterjesztettuk,
pontosabban megismételtik a periddusos rendszer szomszédos elemeire is, azaz a két
szomszédos elemre: az eurdpiumra €s a szamariumra. Bar a munkaterv szerint
galliumot terveztink hasznalni (szamarium "helyett”), a legfrissebb irodalmi adatok arra
utaltak, hogy a szamarium alkalmazasa konnyebben értelmezhetd eredmeényekre vezet.

Ca®* sSm3 Eu’* Gd3®

cisz cisz cisz transz cisz transz cisz transz

IC50 (9.37uM | 287uM | 64uM | 6,2 uM 167 47uM | 565uM | 547 pM
(ECs0) | £13pM) | 221 uM | £2nM | £0,1 uM nM | £0,1 uM +0,33 | £0,24 uM

NHin 1,18 1,28 2,3 4,7 2,0 5,9 4,7 4,3
+0,12 +0,11 +0,2 + 05 +0,15 +0,9 +0,8 +0,6
Ion: 0,99 A 0,964 A 0,947 A 0,938 A
sugar

Méréseink szerint az eurdépium — hasonléan a gadolinium hatasahoz — gatolja a
csatorna aktivitasat, azaz csokkenti a csatorna nyitvatartasi valoszinliségét, de a cis és
trans oldali hatas tobb nagysagrendi eltérést mutatott — ellentétben a gadoliniummal
kapott eredményekkel, amikor is a cis és transz oldali gatlas paraméterei (EC50 és a
Hill koefficiens) alapvetéen hasonléak voltak. Megallapitottuk, hogy az eurdépium fél-
gatldé koncentracidja EC50 {cis} = 167 £ 5 nM a cis oldalrdl, mig EC50 {transz} = 4,7
0,1 uM a transz oldal fel6l mérve. A megfeleld oldali Hill-koefficiensek n {Hill,cis} = 2,0 £
0,1 és n {Hill, transz} = 5,9 + 0,9-nak adodtak. Tricidlt rianodin-kotés mérésének
technikajaval megallapitottuk, hogy az SR kalcium csatorna nyitvatartasi valészinliségét
az eurdpium — a ,single channel” mérésekkel 1ényegében 6sszehangzdéan — csdkkenti,
és bar a hatas nem potencialfiggd, de fligg az athalad6 tdéltéshordozé mozgasi
iranyatél, azaz polaritas-fuggést mutat. A szamariummal jelenleg folyé mérésék
eredményei segiteni fognak az eurépiummal kapott eredmények értelmezéséhez is,
illetve lényegesen kozelebb visznek a porusatmérd§ meghatarozasahoz szikséges
informaciok meghatarozasahoz. (kézlésre bekildve: Biophysical Journal)

Debrecen, 2010-03-23
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