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1. ROVIDITESEK

COVG
DTH
Kir

Kv
Nav
PD
RCF
RMSD
TEVC
VCF
VSD

Cut Open Vaseline Gap = Felnyitott, vazelinnel szigetelt oocita technika
Delayed Type Hypersensitivity reaction = késdi hiperszenzitivitasi reakcid
Befelé egyeniranyité K*csatorna

Fesziltség-fiiggd K* csatorna

Fesziltség-fiiggd Na* csatorna

Porus Domén

Remaining Current Fraction = megmarad6 aramhanyad (= MAH)
Root-Mean-Square Deviation = atlagos négyzetes gyokeltérés
Two-Electrode Voltage Clamp = Két-elektrddas fesziiltség-zar technika
Voltage Clamp Fluorometry = Fesziiltség-zar fluorometria

Voltage Sensor Domain = Feszultség-érzékelé domén

Wild Type = vad-tipus
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2. BEVEZETES

A feszilltség-fiiggd ioncsatornak transzmembran fehérjék, melyek ionok szelektiv és
szabalyozott atjuttatisat valdsitjadk meg a sejtmembranon keresztiil. A membrén két oldala
kozott mérhetd fesziiltség, azaz a membranpotencial, értéke hatdrozza meg e csatornak
nyitasahoz vezet6 konformacio-valtozas bekovetkezésének valoszinliségét (1). A csatorna
nyitdsat kovetden ionok aramlanak a membran masik oldaldra, ami viszont modositja a
membranpotencialt, igy lehetdséget teremt visszacsatoldsos szabdlyozas megvaldsitasara.
Amennyiben a membranpotencial 0j értéke el6segiti az adott csatorna nyitasat, akkor pozitiv
visszacsatolas révén az 0sszes csatorna gyors nyitasa kovetkezik be, az adott ionra vonatkozd
permeabilitas dramaian megnd és a membranpotencial rovid idon beliil az adott ion egyensulyi
potencialjat kozeliti meg. Ez torténik példaul ingerelhetd sejtekben az akcids potenciél kezdeti,
depolarizaciés szakaszaban a fesziiltség-fliggd Na* (Nav) csatornak nyitasa soran. Amikor
viszont a membranpotencidl 0 értéke csokkenti a csatorna nyitdsi valoszinliségét, negativ
visszacsatolas valosul meg, ugyanis a nyitas hatdsara ataramlo ionok a csatorna zardsahoz
vezetnek, ami a membranpotencial stabilizalasat eredményezi, mint példaul a fesziltség-fiiggd

K* (Kv) csatornak esetén.

A feszultség-fliggd ioncsatornak tehat igen hatékonyan és pontosan képesek szabalyozni a
sejtek membranpotencialjat, és ennek révén szamos sejtfunkcioban vesznek részt, mint példaul a
proliferacid, differenciacio, apopotdzis, ozmo-regulacio, a sejtciklus, a hormon szekrécio és a
sejtek ingerelhetOségének szabalyozasa (2-7), tovabba az akcids potencidl sejtre jellemzd
tulajdonsagainak meghatarozasa. Bar e csatornak legismertebb funkcidja az idegi vezetés és az
izom  0sszeh(zodds megvalositasa, nyilvanvald, hogy a nem-ingerelhetd —sejtek
homeosztazisahoz is nélkilozhetetlenek e fehérjék.

A membranpotencial altal kapuzott, kizeli rokonsagot mutaté K*, Na* és Ca®* csatornak
mellett ismertek fesziiltség-fiiggé Cl" és H* csatornék is, ezek azonban szerkezetileg jelent6sen
eltérnek az elobbi haromtol (8). Tovabba az emlitett, depolarizaciora aktivalodo csatornak
mellett léteznek HCN, azaz hiperpolarizaciora aktivalodo, ciklikus-nukleotid kapuzott csatornak
is. E szamos csatorna tipus kozil munk&dm soran Ky és Nay csatornakat tanulményoztam, igy az

alabbiakban ezeket taglalom részletesebben.
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A Ky, Nav és Cav csatornak nagyfokd szerkezeti és funkcionalis hasonlésadgot mutatnak.
A Ky csatornak negy, egyenként hat transzmembranbol all6 hélixet tartalmazé alegység (~ 600
aminosav) nem-kovalens 8sszekapcsol6dasabdl allnak 6ssze, mig az Nav és Cav csatornak
egyetlen folytonos polipeptid lanchdl allnak (~2000 aminosav), melyek négy, a Kv csatornak
egy-egy alegységének megfeleld, szintén hat transzmembran hélixbol 4ll6, domént
tartalmaznak. A tanulmanyozott Ky és Nav csatorndk szerkezetét és miikodését részletesen

ismertetem a megfeleld fejezetekben.

2.1 A feszlltség-fiiggé K* csatornak kapuzasa és kolcsénhatasa skorpi6 toxinokkal
2.1.1 Akélium ioncsatornak attekintése

Az ioncsatornak legnagyobb és legvaltozatosabb csoportjat alkotjak a kalium
ioncsatorndk. FO szereplik legtobb sejtben a nyugalmi membranpotencial beallitasa és
stabilizalasa, valamint ingerelhetd sejtekben az akcids potencial repolarizacidés fazisanak
kialakitasa. Jelenleg mintegy 100 kiilonbozé K* csatorna gén ismert emldsokben (8). A
kaliumcsatorndk szerkezet ¢és funkcio alapjan a kovetkezd csalddokra oszthatok: Kir (inward
rectifier = befelé egyeniranyitd), két porus-formalé hurkot tartalmazd, Ca?*-aktivalt és
fesziltség-fliggd kaliumcsatorndk. A kutatdasaim fO targyat képezd fesziiltség-fiiggd K*
csatorndkat mutatom be részletesebben a késObbiekben a tobbi csalad vazlatos ismertetése

mellett.

Kir csatornak

A Kir (inward rectifier) csatornakat azért hivjdk “befelé egyeniranyitd” csatornaknak, mert
a sejt belsejébe lényegesen nagyobb dramokat képesek vezetni, mint a sejtbdl kifelé. Ennek a
mechanizmusnak az az oka, hogy kifelé folyd K™ aramlas esetén a sejtben talalhatd poliaminok
(pl. spermin), illetve Mg?* ionok beliilrd1 blokkoljdk a csatornat, igy gatolva a kifelé iranyuld
aramot (9).

Jelenleg 15 Kir csatorna gén ismert, melyeket miikodésiik alapjadn négy csoportra
osztottak: klasszikus Kir, G-fehérje kapuzott, APT-szenzitiv és K" transzport csatornak (10).

A Kir2.x alcsalad tagjai, melyeket a ,,klasszikus” Kir csatornaknak tekintiink, jellemzden a

kamrai szivizom sejteken fejezodnek ki Kir2.1/Kir2.2 heteromer formaban, ahol a nyugalmi
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membranpotencial fenntartasa a funkciojuk (11). E csatornak megtalalhatdk még
endotélsejteken (12), valamint kdzponti idegrendszeri neuronokon, ahol szintén a nyugalmi
membranpotencialt szabalyozzak (13). Kifejez6dnek tovabba Schwann sejtekben (14), és vese
kortikalis sejtekben is (15).

A Kir3.x alcsaldd tagjainak miikodését a membranhoz kotott trimer G-fehérjék Py-
alegységei szabalyozzak (G protein-activated inward rectifier K* channel = GIRK), melyek
jellemzé agonistai az acetilkolin, adenozin, GABA és dopamin (16). A GIRK1/GIRK4
heteromer csatornak egyik jol ismert funkcidja a pulzus csdkkentése acetilkolin hatasara (17), de
leirtdk ezen alcsalad jelenlétét neuronokban is, ahol a sejtek ingerelhetdségét szabalyozzak (18).

A Kir6.x csatornak kozismert szerepe az inzulin szekrécio szabalyozésa a hasnyalmirigy
B-sejtjeiben. A Kir6.2 csatornak spontan nyitasat az intracellularis ATP szint emelkedése gatolja
a szulfonilurea receptorokon (SUR) keresztiil (19, 20). A csatornak kifejezédnek a szivizomban
is, ahol az ischemia hatasanak kivédésében jatszanak szerepet (21).

Szovetek széles spektrumaban expresszalédnak az Ugynevezett K™ transzport csatornak
(Kirl.1l, Kird.x, Kir5.x és Kir7.1) (15, 22, 23), melyek 6 funkcidja a K* koncentracio

szabalyozasa.

Két porus-formalé hurkot tartalmazé kaliumcsatornak (Kzp)

A két porus-formal6é hurkot tartalmazo kaliumcsatornak kozil jelenleg 15 human gén
ismert. Szerkezetiikre jellemz6, hogy egy alegységiik négy transzmembran szegmenst és két
porus-formalé hurkot tartalmaz. igy két alegység dimerizalodva hoz létre egy funkcionalis
csatornat (8).

A csatorndk jellemzden az ugynevezett hattérkonduktancia kialakitdsdban jatszanak
szerepet, azaz a membran magas K permeabilitasanak fenntartasa révén stabilizaljak a sejtek
kelléen negativ nyugalmi membranpotenciéljat (24). Azonban a korai feltételezésekkel szemben
e funkcidjukat nem passzivan toltik be, hanem kiilonb6z6 fiziko-kémiai faktorok (pl. pH,
homérséklet) és jelatviteli folyamatok 4&ltal szabalyozottan. A csatorndkat a kovetkezd hat
alcsaladra oszthatjuk: mechanikusan kapuzott (TREK), lGgosodas-aktivalt (TALK), Ca?*-
aktivalt (TRESK), gyengén befelé egyeniranyitd (TWIK), savavasodas-gatolt (TASK) és
halotan-géatolt csatorndk (THIK) (24). E jellemz6 tulajdonsagok mellett azonban mindegyik

csatorna tobbszdrdsen szabalyozott az emlitett faktorok altal. A legismertebb két porus-formald
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hurkot tartalmazé csatorndk a TREK, TRAAK és TASK csatornak, melyek foként idegsejteken
fejezédnek ki (25).

Neuronokban expresszalodva a ho- és fajdalomérzékelésben vesznek részt a TREK
csatornak, melyeket emellett kimutattak szivizomsejtekben is, ahol az akcios potencial lefutasat
alakitjak (24). A TALK csatornak a veseben szerepet jatszanak a bikarbonét visszavételében, a
hasnyalmirigyben a szekrécio szabdlyozésaban, valamint megtalalhatok még a majban is (24). A
TRESK csatornak féleg neuronokban talalhaté meg, hibas miikodését migérnekkel hoztak
osszefiiggésbe, milkodése Ca?*-fliggd, ami a kalcineurinon keresztiil valosul meg (26, 27). A
TWIK csatorna széles szOveti eloszlast mutat emberben, de legnagyobb mennyiségben az
agyban és a szivben mutattak ki, mely utébbiban a szivritmus szabalyozasaban vesz részt (28,
29). A TASK csaléd tagjai érzekenyek az extracellularis pH valtozasara, és ennek révén szerepet
jatszanak a kemoszenzitiv sejtek milkodésében, az izérzékelésben, tovabba apoptotikus és
daganatos folyamatokban (24). A THIK csatornak jelenlétét az agyban és a veseben mutattak ki,

de funkciojuk egyel6re nem ismert (24).

Ca?*-aktivalt kaliumcsatornak (Kca)

A Kca csatornakat jellemz6en az intracellularis Ca®* szint megemelkedése aktivalja, de e
csalad emberi genomban megtalalhaté 8 tagja kozil a KCa4 és KCa5 alcsaladokba tartozd
harom csatorna az intracellularis Na* és CI szintre és a pH-ra érzékeny a Ca?* szint helyett (30).
Az e csaladba tartozo csatornék filogenetikai analizis alapjan két csoportra oszthatok. Az egyik
csoportot alkotjak a Kkis és kdzepes konduktanciaju (small / intermediate conductance) SK és IK
csatornak, melyek fesziiltség-fuggetlenek és alacsony intracellularis Ca?* koncentracié (< 1 uM)
mellett aktivdlodnak. Tovabbi jellemzdjik, hogy nem kozvetleniil, hanem kalmodulinon
keresztiil kotik a kalcium ionokat. Részt vesznek Ca®*-fiiggd jelatviteli folyamatokban mind
elektromosan ingerelhetd, mind nem-ingerelhetd sejtekben. Az SK csatorndk neviiket az
alacsony egyedi csatorna vezetdképességiikrdl kaptak. Ide tartoznak a KCa2.1, KCa2.2 és
KCa2.3 csatornak, melyek megkulonboztetd sajatsaga, hogy gatolhatok apaminnal (30).

A KCa3.1 csatornat IK, azaz kdzepes konduktanciaju csatornanak is nevezik, utalva arra,
hogy az egyedi csatorna konduktancidja az SK (2-25 pS) és a BK (100-300 pS) csatornak értékei
kozé esik. A KCa3.l csatornat tobb féle szovetben és sejtben kimutattak, példaul

fibroblasztokban, vordsvértestekben, osztédd simaizom sejtekben és limfocitakban (31-34) A
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csatorna jellemzéen nem expresszalodik ingerelhetd sejtekben (szivizom, vazizom, neuron)
(35). A KCa3.1 gatloszerek a terapias alkalmazas lehet6ségét hordozzak anémia, asztma, és
nehany keringési betegség esetén, illetve bizonyos T és B limfocita alcsoportok aktivaciojat
gatolhatjak (35).

A BK (,,big conductance” = nagy konduktanciaju, MaxiK, Slo, KCal.l) csatorna Slo
csaladjaba tartoznak a KCa4 és KCab5 csatorndk, bar ezek biofizikai tulajdonsagai meglehetésen
eltérnek a névado6 csatornaétél. A csalad legjobban karakterizalt tagja a KCal.1l csatorna, mely
feszliltség- és Ca?*-aktivalt K* csatorna, azaz mind az intracellularis Ca®* szint megemelkedése,
mind a membran depolarizacidja noveli a csatornak nyitasi valosziniiségét. Jellemzbje az igen
magas (> 200 pS) egyedi csatorna vezetOképesség, mely konnyen detektalhatova teszi még
egyedi csatorna méresek soran is (8). Felépitésében is eltér a feszultség-kapuzott csatornék és a
tobbi KCa csatorna jellemz6, alegységenként hat transzmembran szegmenst tartalmazo
szerkezetétol, mivel tartalmaz egy hetedik transzmembran hélixet (SO) az N-terminalis végén.
Emberben igen széleskorii a szdveti eloszlasa: egyéb szovetek mellett megtalalhatd az agyban
(36), simaizomban (37), veseben (38), cochleaban (39) és mitokondriumokban (40) is, valamint

szamos daganatban is kifejezodik (41).

Feszliltség-fiiggd kaliumesatornak (Kv)

A fesziltség-fiiggd kaliumcsatornakat kodold gének terméke egy csatorna-alegyseg
(Kv1l.x-Kv12.x), melybdl négy szerelodik Ossze a funkciondlis csatorna létrehozaséhoz. E
fehérjék ket nagy csoportra oszthatok: a vezet6képes, illetve a nem-vezetd (silent) csatornakra.
Vezetoképes tetramer csatorndkat alkotnak a Kv1.X, Kv2.x, Kv3.X, Kv4d.x, Kvy7.x, Kv10.x,
Kv11l.x és Kv12.x alegységek, mig a Kv5.x, Kv6.x, Kv8.x es Kv9.x fehérjék erre nem kepesek
(42). Ez utobbi alegysegek a Kv2.x alegységekkel heteromerizalédva hoznak Iétre kiillonb6z6
tulajdonsagli funkciondld csatornakat. Egy adott sejtben tobbféle Kv csatorna is kifejezddhet,
melyek lehetnek az egy csaladba tartozo alegységek homo-, vagy heterotetramerei ami
kiilonboz6é biofizikai paraméterek megnyilvanuldsahoz vezet. A heterotetramerizacid mellett
egyéb faktorok is ndvelik a Ky csatornak miikodésében megfigyelhet6 nagyfoku variabilitast. A
porusformald o alegységekhez kapcsolddhatnak jarulékos alegységek, mint pl. Kvp, KCHIP (K*
channel interacting protein), KCNE vagy kalmodulin fehérjék (43, 44). Ezeken felul az emlitett

10



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

nem-vezetd a-alegységek, alternativ splicing és poszttranszlaciés modositasok is novelik a Kv
csatornak mitkodésének sokszinliségét (45).

A fesziiltség-fliggd kaliumcsatornak (Kv) nyitasi valosziniisége a membranpotencialtol
fiigg. Novekvo depolarizacidé hatdsara a csatornak egyre nagyobb hanyada nyit ki, és az ennek
hatasara kialakul6 K* kiaramlas hiperpolarizaciét létrehozva egy negativ visszacsatolasi kort
valésit meg a csatornak zarodasahoz vezetve. Tartds depolarizacié soran a Ky csatornak egy
része egy nem-vezet6 inaktivalt allapotba keriil, melynek mértéke és kialakulasanak sebessége
nagy szdrast mutat. A Kv csatornakat az altaluk létrehozott aram Kinetikai tulajdonsagai alapjan
klasszikusan két csoportra osztottdk: A-tipusi (gyorsan inaktivalédd), vagy delayed rectifier
(lassan, vagy nem inaktivalédd) csatornakra (46). A jellegzetes gyors lecsengésii, A-tipusu
aramokat generald csatorndk jellemzdéen ingerelheté — ideg, izom és szivizom sejtekben
talalhatoak meg, ezek a kovetkezok: Kvl.4, Kv3.3, Kv3.4, Kv4.1, Kv4.2 és Kv4.3.

A ,késoi egyeniranyitd” (delayed rectifier) csatorndk depolarizacio esetén a fesziltség-
fliggd Na* csatornaknal lassabban nyilnak, ezért jellemzéen azokhoz képest idében eltolodva
hozzak létre a repolarizalé aramot és az akcios potenciél alatt nem inaktivalodnak jelent6s
mértékben. Ingerelhetd sejtekben tehat kinetikai jellemz6iktdl fliggé modon alakitjak az akcios
potencial repolarizacids szakaszat (46). Ebbe a csoportba a Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Ky1.5, Kv1.6,
Kv1.7, Kv1.8, Kv2.x és a Ky7.x csatornak tartoznak.

Mind a Kv1.1 és a Ky1.2 csatorndk megtalalhatok az agyban, a retindban és vazizomban,
mig a Kv1.2 a gerincveldben és szivizomban is (47-53).

A Kvl1.3 csatornak el6fordulnak idegsejteken, T és B limfocitdkban, makrofagokon, és
dendritikus sejtekben (54-58). Tobb sejten mas Kv alegységekkel heteromultimereket alkotva
fordul ¢l6 (59, 60). E csatorndk kritikus szerepléi a limfocitdk aktivaciojadhoz és
proliferaciojahoz vezeté jelatviteli dtvonalnak, igy az utobbi években vonzéd molekularis
célpontta valtak egyes T-sejt medialt autoimmun betegségek terapias lehetéségei kdzott (61, 62).
A Kv1.3 intracellularis expresszidjat is leirtak, ahol mitokondriumokban az apoptozis
kivaltasaban vehetnek részt (63).

A Kv1.5 csatornak sok egyéb szdvet mellett a szivben, vazizomban, a hasnyalmirigyben
és makrofagokban is megtalalhatéak (49, 60, 64, 65). A Kv1.6 csatornat leirtak neuronokban,
ahol gyakran formal heteromer csatorndkat pl. Kyl.1 és 1.3 alegységekkel, valamint

simaizomsejtekben (66-69). A Ky1.7 megtalalhaté a szivben, ahol hibas miikodése genetikai
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szivbetegségeket okozhat (70), illetve részt vesz a hasnyalmirigy B-sejtjeinek inzulin
szekréciojaban (71).

A Kv2.x alegységek a fent emlitett ,silent” alegységekkel asszocialva valtozatos
tulajdonsdgu csatornakat hoznak Iétre, és szdveti eloszlasuk is széleskorii, megtalalhatok tébbek
kdzott a kdzponti idegrendszer neuronjaiban, szivizomban, és a hasnyalmirigy B-sejtjeiben (72-
74).

A Kvy7.1 csatorndk a szivizomsejtek repolarizaciéjaban jatszanak kulcsszerepet az akcios
potencial alatt, mutacidi hosszi QT szindromahoz vezetnek (75-77). A Kv7.2 és 7.3 foként az
agyban, a 7.5 csatorndk az agyban és a vazizomban expresszalédnak (78-80), mig a Kv7.4
megtalalhato a hallérendszer szorsejtejeiben és az erek simaizom sejtjeiben (81, 82).

A fesziiltség-fliggé K csatornak csoportjaba tartozik az EAG (ether-a-go-go) csalad,
melybe a Kv10 (EAG), Kv1l (ERG) és Kv12 (ELK) alcsaladok tartoznak. A Kv10.1 (hEAG)
csatorna egészséges emberekben szinte kizarolag az agyban talalhato, de a vizsgalt tumorok
nagyon nagy hanyadaban kifejez6dik, és funkcidja korrelalt a tumorok osztodasi vagy
metasztatikus képességevel, igy potencialis célpontta valt a daganatterapidban (83-85). A
Kv11.1 (hERG) csatorna a szivizom akcios potencialjanak kialakitasaban jatszik Kkritikus
szerepet, és a Ky7.1-hez hasonléan mutacioi hosszd QT szindroméhoz vezethetnek (77, 86).
Mivel potencialis gydgyszermolekulak széles spektruma képes gatolni, és ezzel a sziv miikddési
zavarat okozni, e molekulakat a fejlesztés korai szakaszaban tesztelni szilkséges hERG gatlas
szempontjabol (87). Az ELK csalad tagjai az agyban fejez6dnek ki, ahol a sejtek
ingerelhet6ségét szabalyozzak (88, 89).

2.1.2 A fesziiltség-fliggdé K* csatornak szerkezeti sajatsagai és kapuzasa

A Kv csatornak szerkezetének és miikodésének kutatdsa soran hatalmas mennyiségii
informacié szarmazik a Drosophyla melanogaster fesziiltség-kapuzott K* csatornaja, a Shaker
csatorna vizsgalatabol. A Shaker csatorna kozeli rokonsagban all az emlés Kyv1.x csatornakkal
(melyeket a Shaker csalad tagjainak nevezink), és az egyik leggyakrabban alkalmazott modell-
rendszer, melyet részben konnyli kezelhetéségnek és a kiilonbdz6 expresszios rendszerekben jo

kifejezhet6ségének kdszonhet. Nevét onnan kapta, hogy a Drosophyla labai kontrollalatlanul
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ranganak éter anesztézia alatt, ha az &llat a Shaker csatorna bizonyos mutans valtozatait
hordozza, melyek médositjak az akcios potencial tulajdonsagait (90).

Oriasi elérelépés volt a Ky csatornak szerkezetének feltarasaban, hogy 2005-ben a
Mackinnon munkacsoport meghatarozta a Kv1.2 csatorna rontgen-krisztallografias szerkezetét
(91), mely alapjan méra egy igen részletes modell alakult ki a Kv csatornak szerkezetér6l.

A tetramer csatorndt az alegységek kozotti nem-kovalens kotések tartjak Ossze (92).
Minden alegység 6 transzmembrén o-helikalis szegmensb6l és az azokat Osszekotd intra- €s
extracellularis hurkokbdl tevédik 6ssze (1. abra). A csatorna ionvezetésért felelés porus
doménjét (PD) az 5. és 6. transzmembran szegmensek (S5 és S6) kozotti extracellularis hurkok
valamint az S6 szegmensek egyes részei egylttesen hozzak letre (93). A csatorna ugyanezen
régidjahoz kotdédik a Kv csatornak szamos peptid és kis-molekula gatloszere is. A
membranpotencial valtozasait a csatorna fesziiltség-szenzor doménjei (voltage-sensor domain =

VSD) érzékelik, mely minden alegységben az S1-S4 hélixeket foglalja magaban.

A
. / |

L

K',Na’, Ca*

1. 4bra A Ky csatorndak szerkezete.

(A) Négy, egyenként hat transzmembran hélixet tartalmazo, alegység egyltt hoz létre egy funkcionélis Ky
csatornét. (B) A T1 tetramerizacidés domeén segiti az egy csaladba tartoz6 Ky alegységek Osszeszerel6dését, mig
az intracelluléris B alegységek madositjak a csatornak tulajdonségait. (C) Egy alegységen bellll az S1-S4 hélixek
hozzék létre a fesziiltség-érzékel6 (VSD) domént, mely az S4-S5 dsszekotdvel kapesolodik a porus doménhez
(PD), amit az S5-S6 hélixek és az azokat 6sszek6t6 hurok alakit ki.

A porusrégio tartalmazza a K* szelektivitast biztosito szelektivitasi sziiré (TVGYG)
szekvenciat is, mely nagymértékben konzervalt a K* csatorndk kozott, néhany kivételtdl
eltekintve (pl. a Kv11.1 csatorna SVGFG szekvenciaja (94), illetve kisebb eltérések a két porus-
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formal6d hurkot tartalmazé csatornakban). A szelektivitasi sziiré a porus legsziikebb szakasza,
melyen a dehidralt K* ionok egyesével haladhatnak &t, és ahol a csatorna nagy K* szelektivitasa
megvalosul a tobbi ionnal szemben. Az itt elhelyezkedd aminosavak elektronegativ karbonil
oxigénatomjai fordulnak a pérus belseje felé, és potoljak az ionok dehidratacioja soran elvesztett
vizmolekuldkat. A j61 meghatarozott tavolsagban elhelyezkedé karbonil oxigének ezaltal
kot6helyeket hoznak létre a K ionok szdmara, s igy a sziir6be torténé belépésiik energetikailag
kedvezé lesz a hidratburok elvesztése ellenére. Ez a magyardzata, hogy a K* ionoknal kisebb
méretli Na* ionok nem jutnak 4t jelentds szdmban a sziirén: a K™ méretéhez , tervezett” karbonil
oxigének tul tavol vannak a Na* szamara ahhoz, hogy energetikailag hatékonyan potoljak a
vizmolekulakat (95). A bakteridlis pH-kapuzott KcsA és a fesziiltségfliiggd K™ csatornak
kristalyszerkezete alapjan a csatornak pérusa négy szekvencialis K* kotdhelyet tartalmaz (2.
abra), ezen kiviil egy extracellularis rehidracios/dehidracios kotéhelyet is feltételeznek (93, 96).
A szlirében jelen 1évo négy kotdhely koziil iondramlas esetén jellemzden két kotdhely betoltott,
¢s a dehidralt ionok kozotti elektrosztatikus taszitas teszi lehetévé a nagy szelektivitas mellett is
az igen nagy, akar 107-108 ion/s sebességii aramlast.

A szelektivitasi sziir6 az intracellularis végén egy tiregbe szélesedik, ahol a K* ionok még
hidratalt allapotban vannak. Az Ureget az intracellularis oldalon az aktivaciés kapu zérja le. Az
aktivacios kaput a porus intracellularis végét szegélyez6 S6 szegmensek keresztez6dése hozza
létre. Egy erésen konzervalt Pro-Val-Pro motivum egy flexibilis régiot, ,,zsanért” hoz létre, ahol
az aktivacios kapu nyilasa és zarasa valosul meg, ahogy a kapuzas soran torés jon létre az S6

szegmensekben (97).

2. abra A KcsA bakterialis pH-kapuzott K* csatorna kristalyszerkezete.

(A) A KcsA nem rendelkezik VSD-vel, csak a Ky csatornak porus doménjének megfelelé régiokkal. A
szelektivitasi sziir6 négy kotéhelyet tartalmaz a K* ionok szdméra (S1-S4). (B) Az extracelluléaris oldalon
feltételezhetd egy dehidracios / rehidracios kotéhely is, mig az intracellularis oldalon a szelektivitasi szlir6 alatti
vizzel telt Giregben hidratélva vannak jelen a K* ionok.
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A Ky csatorndk a membran depolarizciojara nyitnak ki, és mivel szamos tipusuk részt
vesz az akcios potencial alakitasaban, e fesziiltség-fiiggésnek meredeknek kell lennie, hogy sziik
membranpotencial tartomdnyban miikodjenek, ¢és gyors kapuzast tegyenek lehetévé. A
feszultség-fuggd csatornakban a membrénpotencidl valtozasaira konforméacio-valtozéssal
reagdlé VSD S1-S4 hélixei kozil kiilonos jelentdsége van a tobb pozitiv toltésli aminosav
oldallancot hordoz6 S4 hélixnek, melynek elmozdulasat indukalja a membran depolarizécidja
(98, 99). A membréanpotencial-valtozas hatasara az S4-ben elmozduld toltések hozzak létre a
mérheté ,kapuzasi aramot”, melynek kinetikaja jellemzi a kapuzési konforméacié-valtozas
sebességét, integralja, a ,kapuzasi toltés” pedig az elmozduld toltés mennyiségével €s a
csatornak szamaval aranyos (100, 101). A VSD depolarizacio hatasara létrejové konformacio-
valtozasa csatolas (coupling) révén attevodik a PD-re a csatorna aktivacios kapujanak nyitasat
eredményezve (91, 102, 103). A kiilonb6zé fesziiltség-protokollok sordn mért ion- és kapuzasi
aramok alapjan tobb kiilonbozd sémat javasoltak az évek sordn az aktivacio alatt végbemend
kapuzasi lépések leirdsara, melyeket Zagotta és mtsai. (104, 105) hasonlitottak 0ssze atfogoan a
Shaker csatorndn. Meérési eredményeikkel 0Osszevetve a modellek alapjan szimulalt
aramgorbéket, azt a sémat talaltak a legmegfeleldbbnek, mely szerint minden alegység VSD-je
két, meghatarozott sorrendii konformacio-valtozason megy keresztil az aktivalt allapot
eléréséhez. A poérus nyitasa pedig akkor torténhet meg, amikor mind a négy VSD aktivalt
allapotba kerlt. A modell tartalmaz egy viszonylag instabil zart allapotot, amelybe nyitast
kovetden léphet a csatorna, és az atmenet elenyészd fesziiltség-fuggése miatt valoszintileg a

porus gyors billegését jelenti a két allapot kozdtt a VSD-k aktivalt allapota mellett (3. abra).

3. dbra A Ky csatorna kapuzds “determinisztikus”
modellje.

-
R,=—R,=—2 A

Ri==R,= "A>_01__+cf Minden VSD a nyugalmi &llapotbél (R:) két Iépéshen éri el a

Ri=—=R,+=—=A teljesen aktivalt allapotat (A), és a poérus csak a mind a négy
VSD aktivacidjat kovetéen nyilhat ki (O). A csatorna a VSD-k
aktivalt allapota mellett billeghet a nyitott és egy tovabbi instabil
zért llapot (Cy) kozott.

Ri=—=R,=—A
A Kv1.2 csatorna rontgen-krisztallografias képe alapjan felallitott modell szerint a VSD-

PD csatolas egy kozvetlen merev kapcsolat a folytonos polipeptid-lanc S4-S5 6sszekotd
szakasza (linker) révén (102). A viszonylag hosszl linker lehetévé teszi a ,,domén-felcserélt”

elrendezést, ami azt jelenti, hogy a VSD egy masik alegységhez tartoz6 PD mellett helyezkedik

15



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

el, és nem az S4-S5 linker utan folytatddo ugyanazon alegységhez tartozé PD mellett (4. abra).
A modell szerint a depolarizacié okozta VSD konforméacié-valtozast az S4-S5 6sszekotd egy

emeldként kdzvetiti a porus felé, ami az aktivacios kapu nyitasdhoz vezet.

f

%‘%"
4. abra A Kv1.2 kristalyszerkezete.

(A) Az egyes alegységeket kiilonbozd szinek jeldlik. S1-S6 jeldli az egyes transzmembran hélixeket egy
alegységen beliil. (B) Az S4-S5 6sszek6td kapcesolja Gssze a VSD-t és PD-t. A PVP motivum mentén jon létre a
torés, ami zarja a csatorna kapujat. Lathaté a domén-felcserélt elrendezés.

Ujabb eredmények szerint azonban kiilonbozé Kv csatornidkban e csatolas lehet
Iényegesen lazabb, mint a modell sejteti, és porus nyildsa megtérténhet mind a négy VSD
aktivaciojat megel6zéen is (106). Ezen allosztérikus modell szerint az egyes VSD-k aktivacioja
noveli a porus nyitasi valdszintiségét, de nem sziikségszerti mind a négy aktivalt allapota a poérus
nyitasahoz. Zagotta és mtsai. (105) vizsgaltdk ennek a modellnek az alkalmazhatdsagat is a
Shaker csatornara, és nem talaltdk megfelelonek a kapuzas leirasara. Ez arra utal, hogy
kiilonb6z6 csaladba tartozd Kv csatornak csatoldsa eltérdé lehet: mig a Shaker linearis vagy
determinisztikus sémat kovet, addig példaul a Kv7.1 csatorna allosztérikus médon aktivalodik.
A kozvetlen merev VSD-PD kapcsolat helyett a csatolas igényelheti lipidek jelenlétét is, mint
példaul a Kv7.1 csatorna esetén, ahol a VSD mozgasa csak akkor kozvetitédik a PD felé, ha a
csatorna egy adott kotéhelyéhez foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) kotédik (107). A
Kv7.1 kapuzasat leiré kapuzasi séma szerint az egyes VSD-k aktivacidja egy L allosztérikus
faktorral noveli a poérus nyitdsanak valoszinliségét, azaz minél tobb VSD aktivalodott, annal
nagyobb a nyitds valoszinlisége, viszont a nyitas lehetséges — bar igen valoszinitlen — akar

egyetlen VSD aktivacioja nélkil is (5. abra).
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5. abra A Kv7.1 csatorna allosztérikus
kapuzasi sémaja.
 — P — P — P —
Co= Ci3 Gy Cy= C, A jobbra torténd 1épések az egyes VSD-k aktivaciojat

HLO U,LOL HLoLz U,LOLB ‘HLOH jelentik, melyek torténhetnek a pérus zart (C), vagy
nyitott allapota (O) mellett is. A lefelé iranyul6 lépések

O=—=0#—=0,=—0+—0, a porus nyitasat jelzik. A poérus nyitdsa egyetlen VSD
aktivacidja nélkiil is megtorténhet, de valoszintisége L-
szeresére né minden VSD aktivaciojaval.

Igen meglep6 mddon, a polipeptid lanc folytonossaga sem nélkiilozhetetlen kritériuma a
csatolds létrejottének, ahogyan azt a Kv10.1 csatorna példaja mutatja (108). Német
kollaboratoraink (Luis Pardo, Gottingen) azt talaltak, hogy ha a csatornafehérjét ,kettévagva”,
két félként expresszaltak, akkor is funkcionald, és feszliltség-kapuzott csatornat kaptak. S6t, a
csatolast elvileg megvalosito S4-S5 linker teljes kivagasa utan is feszilltség-kapuzott
csatornaként miikodott a fehérje. A kozelmultban a Nobel-dijas Roderick MacKinnon
laboratériumaban megoldottdk a Kv10.1 szerkezetét krio-elektronmikroszkopiaval, mely tébb
jelentds eltérést mutatott az eddig ismert Kv csatorna struktdrakhoz képest (109). Lényegesen
rovidebb példaul az S4-S5 linker, és igy nem ,domén-felcserélt” elrendezésben vannak
egymashoz képest a VS és P domének, mint a korabbrol ismert Kv csatornak eseten (6. abra).
gy konnyebben érthetd, hogy az azonos alegységhez tartozé VSD-k és PD-k kozelsége olyan
csatolasi mechanizmusokat is megvaldsithat, amik a ,hagyomanyos” elrendezés esetén nem
lehetségesek. Ezen strukturalis kiilonbségek ismeretében nem meglepd a kinetikai modellek
vali o " W 6. dbra A Kv10.1 csatorna hagyomanyostol

eltéro szerkezete.

A Kv10.1 (Eagl) csatorndban az S4-S5 0Osszeko6td
(als6 panel, piros) joval rovidebb, mint a legtébb
egyéb Ky csatornaban, példaul a Ky1.2/2.1
kiméraban. Az utobbi tipus lehet6vé teszi a ,,domén-
felcserélt” elrendezést (fels6 panel), amikor az egyik
alegység VSD-je a szomszédos alegység PD-je
mellett helyezkedik el, mig az Eagl rovid 6sszekotéje
miatt nem cserélédnek fel a domének, igy az adott
alegység VSD-je és PD-je egymaéssal szomszédos. Ez
lehetévé tehet a hagyomanyostdl eltéré kapuzasi
mechanizmust.

Hosszan tartd depolarizacié esetéen a Ky csatornak tobbsége egy nem-vezetd inaktivalt

allapotba 1ép, mely az A-tipusu aramot létrehoz6 csatornaknal az intracellularis oldalon torténik
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gyors, N-tipusu inaktivacio révén. Ez a mechanizmus hasonl6 a szintén gyorsan inaktivalodo
fesziiltség-fliggd Na* csatornak inaktivacidjahoz, és a ,,ball and chain”, azaz ,labda és lanc”
nevet viseli. A név onnan ered, hogy Kv csatorndk esetén a fehérje N-terminélis végén
elhelyezkedé aminosavak egy peptid ,labdat” alkotnak, mely egy tovabbi, hosszabb peptid
lanccal csatlakozik a csatorna tobbi részéhez (7. &bra) . Depolarizéci6 soran, az aktivaciés kapu
nyitasat kovetden, a labda elektrosztatikus kdlcsonhatas révén a porusba kotddik, ezaltal elzarva

a K" ionok aramlasat (110).
7. abra Az N-tipusu inaktivacio modellje.

zart  nyitott  inaktivalt
Az N-tipusu inaktivaciot mutaté Ky csatornak N-
= — termindlisdn egy ,labdat” alkotd peptid régid
bekdtddik a poérus intracellularis végébe a csatorna
— — nyitasat kovetben, igy a csatorna nem-vezetévé valik
‘ = ! ' még fennallé depolarizacié esetén is. Az inaktivacios
lanc \\ | doren \\J labda jelen van mind a négy alegységen, igy egy

csatornanak 4 inaktivacios labdaja van, de egyetlen is

‘ Iabda\‘

Sok Kv csatornanal létezik egy masik mechanizmusu, an. C-tipusu, lassabb inaktivacios

elegendd az inaktivacidhoz.

mechanizmus, mely a szelektivitasi sziiroben, a pérus extracellularis végén gatolja meg az
ionaramlést (111). A depolarizacié altal indukalt VSD elmozdulas atrendezi a szelektivitasi
sziiroben elhelyezkedd aminosavak hidrogénkotés-halozatat, ami végiil a szirét egy olyan
allapotban stabilizalja, mely a legkiilsé K kotéhelyet kitagitja. Az igy kitagult kot6hely nem
képes a K* iont komplexalni, s ezaltal megsziinik a K* ionok aramlasa, kialakul a C-inaktivalt
allapot (8. abra). K* ionok hidnyaban a teljes sziir6 kitdgul a karbonil oxigének taszitisa miatt,

és ilyenkor a K* csatorna képes Na* vagy egyéb, nagyobb méretii ionokat vezetni (112).

Viz
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8. &bra A Ky csatorna szelektivitdsi sziirdje kiilonbiozo vezetési dllapotokban.

(A) Vezet6 allapotban a belsé liregb6l a sziir6be 1épé K* ion elveszti hidratburkat. Vezet allapotban két
kotéhelyen van K* ion, a 4,2 és 3,1 allapotok kozott oszcillal a betdltottség. A sziir6bél kilépve ujra hidratilddik
az ion. (B) C-tipusu inaktivalt allapotban az 1-es kotohely kitagul, nem képes K* iont komplexalni, igy fogadni
K* iont a 2-es kotohelyrdl, ezért megsziinik a vezetés. (C) A K* ionok teljes hianyaban a sziir6 kitagul teljes
hosszaban a karbonil oxigének taszitasa miatt. Ez lehet6vé teszi hidratalt Na* ionok vagy mas nagy méretli

sy

kationok atjutasat. (D) Hosszabb K* hianyos allapotban a sziird teljesen elveszti szerkezetét és funkciojat és nem-
vezetove valik.

Mivel tehat a C-tipusi inaktivacid sebességét a legkiils6 K* kotéhely betoltottsége
hatdrozza meg, minden ezt befolyasold faktor modosithatja az inaktivacios kinetikat. E faktorok
kozé tartoznak a porus kijaratanal talalhaté aminosavak, az oldatok iongsszetétele (elsésorban
K* koncentracidja) és pH-ja, valamint gatloszerek jelenléte (113-115). Mivel az inaktivacio
sebessége meghatarozza az ataramldé K* ionok mennyiségét, s igy kihat szamos
membranpotencial-fliggdé sejtfunkciora, a fizioldgias és koros koriilmények soran lokalisan
kialakulo ionkoncentracié és pH valtozasok a Kv csatorna kapuzason keresztiil modosithatnak
élettani folyamatokat.

Hosszan tartd  depolarizaciét kovetéen megfigyelték a  kapuzasi  toltések
~immobilizaciojat”, azaz a depolarizacid hosszaval 0Osszefiiggd lassabb visszatérését a
repolarizal6 impulzus alatt. Ezt a lassulast eldszor Na* csatornakon irtak le (116), és a gyors N-
tipust inaktivaciohoz kapcsoltak. Ugyanez a jelenség megfigyelhetd volt gyors inaktivacioval
rendelkez6é Shaker K™ csatornakon (117), és azzal magyaraztak, hogy N-tipusu inaktivacié soran
az N-terminus labdaja kolcsonhat a fesziiltség-szenzorral, lassitva annak visszatérését a
nyugalmi allapotba. Kés6bb azonban az is kideriilt, hogy nem szukséges a gyors inaktivacio
jelenléte az immobilizacio kialakuldsahoz, hiszen azt megfigyelték gyors inaktivaciéval nem,
csak lassu, C-tipusu inaktivacioval rendelkez6 H4-A Shaker és Ky1.5 csatornakon is (118, 119).
E megfigyelések arra utalnak, hogy a pérus allapota visszahat a VSD-kre, és modosithatja azok

mozgasat.

2.1.3 A Kv csatornak kapuzasanak pH fliggése

Jol ismert, hogy fiziol6gias rendszerekben a proton koncentracié megvaltozasanak,

kilonbsen a savasodasnak, jelentds hatasa lehet a sejtek ingerelhetéségére (46). Szinte minden
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eddig vizsgalt ioncsatorna miikodését befolyasolta bizonyos mértékig a proton koncentracio,
gyakran a fiziolégias pH tartomanyon belil. Legtobb esetben a savasitas az ionaram csokkenéset
okozza a pdrus blokkolasa vagy a kapuzas modositasa révén. A szekvencidban taldlhatd
hisztidinek fontos szerepet jatszanak az ioncsatorndk pH szabalyozasaban, mivel pKa értékik
kozel esik a fiziologids pH tartomanyhoz. A T-limfocitdk Kv1.3 csatornajanak C-tipusu
inaktivaciojat peldaul egy, a poérus extracellularis végénél talalhatd hisztidin oldallancon
keresztiil szabalyozza a kiilsé pH (lasd kés6bb) (120, 121). Az ennek megfeleld pozicidoban levd
treonint hisztidinre cserélve a Shaker csatornaban, annak inaktivacioja is pH fuggévé valik a
fiziol6gias tartomanyban (114). Sét egy, a porustol ennél tavolabbi pozicidban, az igynevezett
toronyrégioban elhelyezkedd aminosav hiszitidinnel valé helyettesitése is hasonlo eredményre
vezetett (122).

A Kvl1.2 és Kvl.5 csatorndk pH érzékenységében megfigyelhetd kiilonbséget is a Kv1.5
csatorna S5 helixét és porusdoménjét dsszekotd linkerben talalhatd hisztidinnek tulajdonitottak,
ami szintén a C-tipusu inaktivaciot befolyasolta (123). Az idegszovetben és a szivben
megtalalhaté Kv1.4 csatorndk pH regulacioja az N-tipust inaktivaciobol torténd hisztidin-
medialt visszatérésén keresztul valosul meg (124). Az alacsony pH nem csak a C-tipusd
inaktivacio sebességet gyorsitja fel a nyitott allapotbol a Kv1.4-ben, hanem a zart inaktivalt
allapotokat is stabilizalja (125). A fiziologias pH tartomanyban t6rténé protonaci® nem
korlatozodik azonban a hiszitdinre: egyéb aminosav oldallancok kombinéacidja (pl. argininnel
vagy lizinnel) kialakithat olyan lokalis kornyezetet, melyben a latszolagos pKa jelentdsen eltér a
szabad aminosav esetén mérhetonél, s igy interakciés helyek alakulhatnak ki a protonok
szamara.

A protonok ioncsatornakkal 1étrejovo specifikus kolcsonhatasain tul savas kornyezetben
fellép a nem-specifikus felszini toltésarnyékold hatas is minden feszultség-fliiggé folyamatnal,
igy a fesziiltség-fiiggd ioncsatornak kapuzasa soran is. Jol ismert példaul, hogy az extracellularis
oldal savasitésa eltolja a fesziltség-fiiggd csatorndk aktivacios kiiszobét depolarizalt iranyba a
felszini potencidl megvaltozasa miatt (120, 126, 127). A jelenség magyarazata, hogy a membran
kiilsé felszinén elhelyezkedd negativ toltéseket a kiilsé oldatban nagy koncentracidban jelenlevd
divalens kationok (pl. Ca?* vagy Mg?*) vagy protonok semlegesitik, és ezaltal novelik a lokalis
elektromos potencialt. E potencial valtozas a membran kozeli kérnyezetében torténik, és igy

nem valtoztatja a két oldal kozott elektrodakkal, az oldatokban mérhetd potencialkiilonbséget,
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viszont noveli a membran két felszine kozotti kulonbséget, azaz a membrénon keresztl
negativabb membranpotencial jelenik meg (9. dbra). A membranba &gyazott fesziiltség-érzékeny
fehérjék ezt a potencialkiilonbséget detektaljak, s igy az elektrodakkal mérhetd
membrénpotencidlndl Iényegesen, akar 30-40 mV-tal, negativabb membranpotencialt
érzékelhetnek, ami drasztikusan modosithatja a kapuzasukat. Végul pedig, a protonok, kationok
Iévén, kolcsonhathatnak a csatornan permeald egyéb kationokkal. A protonok rendkivil gyors
diffaziora képesek a Grotthuss mechanizmus révén vizmolekuldk folytonos lancolatan keresztiil
(128), igy konnyen bejuthatnak a porus vizet tartalmazd szakaszaiba, ahol kdzvetlenil
befolyasolhatjak a permeéalé ionok fluxusat.
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9. abra A fellleti toltés-arnyékolas hatasa.

(A) A membrén extracelluléris felszinén levd negativ toltéseket a Ca®*, Mg?* vagy H* ionok semlegesitik, igy
megnovelik a felszini potencialt. Ez nem modositja a két oldal kézott mérheté En membrénpotencialt, viszont
megndveli a felszinek kozott mérhetd E'm fesziltség abszollt értékét, azaz a membranba agyazott fehérjék
negativabb fesziltséget érzékelnek az extracellularis nulla szinthez képest. (B) Vad-tipusi CTLL-2 sejtekben
expresszalt hKv1.3 csatorndk konduktancigjanak fesziiltség-fliggése standard extracellularis oldatban pH 7,35
(korok) és pH 5,5 (négyzetek) esetén, valamint emelt ionerdsségii (96 mM MgCl,) oldatban pH 7,35 esetén.
Mindkét kezelés jelentés mértékben (> 30 mV) jobbra tolta a G-V fliggvényt a kontrollhoz képest.
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2.1.4 A Kvl.3 szerepe T sejtekben

A Ky csatornak legismertebb funkcidja az ingerelhetd sejtekben az akcids potencial (AP)
repolarizacios fazisanak létrehozasa, és az AP alakjanak alakitdsa. Ugyanakkor szamos nem-
ingerelhetd sejtben vesznek részt kritikus sejtfunkciokban, mint példaul a sejt proliferaciéban.

A T-limfocitakon kifejez6d6 ioncsatorndk koziil elsOként a fesziiltség-fiiggd Kv1.3
csatornat irtak le, melyrél koran bebizonyosodott, hogy miitkodése kulcsszerepet jatszik a sejtek
érték felett aktivalodik, melynek kdvetkeztében a csatornan kiaraml6 kalium ionok a membrént
hiperpolarizaljak, igy fo funkcidja a negativ membranpotencial stabilizalasa (2). A T-sejteken a
fesziiltség-fiiggd Kv1.3 mellett kifejezédik a Ca?*-aktivalt KCa3.1 K* csatorna is, mely
aktivalodasat az intracellularis Ca®* koncentracié 200 nM-os érték folé emelkedése valtja i
(34). A ket emlitett csatorna tipuson Kivil tobb egyéb csatorna jelenlétét is kimutattak a T-sejtek
plazmamembranjaban. Ezek az intracellularis Ca?*-raktarak Kiiiriilése altal aktivalt Ca?*
csatornak (Calcium Release Activated Channels = CRAC), a membranfesziilés-aktivalt CI
csatornak, tobbféle TRP csatorna, két porus-formalé hurkot tartalmazé K* csatornak, illetve
fesziiltség-aktivalt Na* és Ca?* csatornak (130).

A T-sejtek specifikus antigénekkel torténd talalkozasat klonalis proliferacio koveti, mely
soran az o0szt6do sejtek effektor memoria, vagy hossza életii centralis memoria sejtekké
differencidlénak, biztositva az immunrendszer adaptivitdsat. Az antigén felismerését a
TCR/CD3 receptor komplex biztositja, mely a specifikus ligandjat megkdtve olyan
intracellularis jelatviteli kaszkadot indit el, melynek eredménye az intracellularis szabad
kalciumkoncentracio kétfazisu megemelkedése. A folyamat soran el6szor intracellularis hirvivo,
inozitol trifoszfat (1P3) szabadul fel, melynek hatésara az intracellularis kalciumraktarak trtlnek
az endoplazmas retikulum membréanjaban talalhatd IP3 receptorokon keresztil. Ezt kovetéen
tovabbi Ca?* ionok dramlanak a sejtbe az extracelluldris térbdl a plazmamembranban talalhatd
CRAC csatorndkon keresztil (131). A CRAC csatornan atfolyd aramot az Orail és STIM1
fehérjék asszociacidja aktivalja . Az Orail fehérjék a plazmamembranban, mig a STIM1
fehérjék az endoplazmas retikulum membranjaban talalhatéak. Az endoplazmas retikulumbol
torténd Ca®* kiiiriilést a STIMI fehérje a retikulum lumenje felé nézé un. EF-hand Ca®* szenzor
alegységével képes érzékelni, majd az Orail fehérjék tetramerizalasaval a CRAC csatornak
aktivalodasat inditja be (132).
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Az intracellularis Ca?" szint emelkedése a Ca?"-kalmodulin komplexhez és a
kalcineurinhoz kapcsolt jelatviteli utvonalakat indit el. Ez utobbi foszfatdz defoszforilalja az

NFAT (nuclear factor of activated T cells) transzkripcios faktort, mely lehetévé teszi annak

crcr

crcs

sejtek osztodashoz, illetve differenciadlédashoz szilkséges gének aktivalodasa (133, 134).

A kalcium beédramlasa a sejtmembrant depolarizalja, mely nem kedvez a hosszan tarto
Ca?* jel kialakulasanak. Ezt a depolarizalo hatast kiiszobolik ki a plazmamembran
kaliumcsatornai, melyeken keresztiil kiaramlé K* ionok az osztédashoz szilkséges negativabb
membranpotencialt stabilizaljak. A Kv1.3 a Ca®* bearamlas altal okozott depolarizacié miatt
aktivalodik, mig a KCa3.1 csatornakat maga a Ca?* szint novekedése aktivalja (10. abra). A
kaliumcsatorndk farmakologiai gatlasdval megsziinik a repolarizdld aram, igy a sejtek

depolarizalodnak, és ennek kdvetkezteben aktivaciojuk nem megy vegbe (54, 129).

10. abra loncsatorndk szerepe a T-sejt
aktivaciojaban.

A T-sejt receptor (TCR) aktivacijat kovetden Ca?*
felszabadulas torténik az intracellularis raktarakbdl, melyek
Urtlése Ca?* belépést indukal az extracellulris térbél a CRAC
csatornakon keresztill. Az ezzel jar6 Ca®*-szint emelkedés
aktivalja a KCa3.1 csatornakat, mig a kivaltott depolarizacié a
feszlltség-kapuzott Ky1.3 csatornakat. E két csatornan
keresztlll a Ca?* bearamlast kompenzalé K* efflux jon létre,
ami stabilizalja a membranpotencialt, és lehetdvé teszi a
hosszantarté Ca?* jel kialakuléasat.

Differenciéltsagi allapotuktol fliggden a kiilonbozé funkcidju T-sejteken a feszlltseg- és
kalcium-fiiggé kaliumcsatornak eltéré aranyban expresszaldodnak. Az utobbi években szamos
autoimmun megbetegedésnél mutattdk ki Kv1.3™9% CCR7- fenotipust effektor meméria T-
sejtek jelenlétét a gyulladas helyén, valamint azt, hogy szklerdzis multiplexben, I-es tipusu
diabéteszben és reumatoid artiritiszben szenvedd betegekbdl szdrmazd, szoveti infiltraciot
mutatd autoreaktiv T sejtek is ilyen fenotipustak (135-137).

Az aktivalt CCR7 (7-es tipust C-C kemokin receptort nem expresszald) effektor meméria

T-sejtek a fesziltség-fiiggd Kv1.3 csatornakat nagy szdmban, mig a KCa3.1 csatornékat Kis
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mértékben fejezik ki (11. &bra), igy esetlikben a Ky1.3 csatorna a meghatarozé eleme a
membranpotencial stabilizalasanak, ami sziikséges feltétele az aktivacids program teljesiilésének
(135). Az aktivalt CCR7" naiv és a centralis memoria T-sejtek (Tcm) plazmamembranjanak
meghatarozd kaliumcsatornaja a Ca?*-aktivalt KCa3.1, mely mellett csak kis mennyiségben
fordul elé a Kv1.3 csatorna (135, 138). Ebbdl kovetkezik, hogy a Kyv1.3 csatornak gatlasaval a
Tem sejtek aktivacioja szelektiven gatolhatd, ezért a specifikus Kyv1.3 csatorna gatldszerek az
autoimmun megbetegedések terdpidjanak 1) lehetdségét hordozzdk magukban. Az is
bebizonyosodott, hogy a nagyszamu funkciondlis Ky1.3 csatorna sziikséges a Tem sejtek
aktivitasanak és maganak a Tem fenotipusnak a fenntartdsahoz, ugyanis lenti-viralis dominans
negativ technikaval elnyomva a Ky1.3 aktivitasat a Tem sejtek nagy része revertalt centralis
memoria sejtté (139). Sot, Kv1.3 knock-out egerekben jelentdsen csokkent az infiltralo T-sejtek
szama peptiddel indukalt EAE esetén, és ezzel egyiitt a betegség incidenciaja és sulyossaga
(140). Az allatokban kialakult tovabba egy szuppressziv tulajdonsagokkal biro, az anti-
inflammatorikus citokint, IL-10-et szekretalo T-sejt populacié is. Ezek mellett a Kv1.3

gatloszerek nem gatoltak a Tcm és naiv T-sejtekhez kapcsolhatd immunfolyamatokat (136).

Naive Tem Tem 11. abra K+ csatornak nyugvo és aktivalt
> .

Kv1.3 250 250 250 T-sejteken.
nyugvo Nyugvé T-sejteken a Ky1.3 csatorna hatarozza
IKCa = 35 35 meg a membranpotencialt. Aktivaciot kovetden a
naiv és kdzponti memoria sejtekben elsésorban a
Kv1.3 300 300 /500 Kc3.1 (IKCal) csatorndk szama né meg
aktivalt jelentésen, mig az effektor memoria sejtekben a
IKCa 500 500 50 Kv1.3 csatornak szama sokszorozddik meg, igy az

valik dominanssa a membranpotencial
szabalyozasaban.

Ezen megfigyelések gyakorlati bizonyitékdul szolgalnak azon autoimmun és gyulladasos
betegségek allatmodelljei, melyekben sikerrel alkalmaztak Ky1.3 gatloszereket a betegség
tineteinek enyhitésére. Ezek koze tartozik a kronikus relapszald-remittald kisérletes autoimmun
enkefalomielitisz (CR-EAE) és az adoptiv EAE , a prisztan-indukalt artritisz (PIA), a kés6i
hiperszenzitivitasi reakci6 (DTH) (141), az allergias kontakt dermatitisz (142), a spontan
autoimmun diabétesz (136) és az allergias asztma is (143). Ezekben az esetekben peptid
gatlészerekkel, vagy kis molekulaju gatloszerekkel elérhetd volt az allatok allapotanak javitasa a

Kv1.3 csatornak gatlasa révén.
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2.1.5 A Ky csatornékat gatlo peptid skorpio toxinok

A terdpidban oralisan alkalmazhat6 gyogyszermolekulak altalaban megfelelnek a Lipinski
féle ,,0t0s” szabalynak, mely koriilirja az idedlis gyogyszermolekula tulajdonsagait a
moltomegre, lipofilitasra, és hidrogén-kotés kialakitési potencialra vonatkozéan (144). Ezek
meghatarozzak az emberi testben a gydgyszermolekula farmakokinetikajat, ide értve a
felszivodasat, testbeli eloszlasat, metabolizmuséat és kivalasztasat. E kritériumok alapjan az
idealis molekula kis molekulatomegii és enyhén lipofil tulajdonsagd. A fent emlitett kisérletek
tobbségében e kritériumoknak egyaltalin nem megfeleld peptid toxinokat alkalmaztak a kéros
immunfolyamatok géatlasara. Bar ezeket a toxinmolekulakat nem oralisan adagoltédk, a kisérletek
eredményessége azt mutatja, hogy a peptid-alapl gydgyszermolekuladknak lehet létjogosultsaga.

Az elmult években szdmos peptid toxint izolaltak kiilonbozé allatok, igy skorpiok
mérgeibdl, melyek ioncsatorndk, koztik a fesziiltség-fliggd K™ csatornak nagy affinitasu
gatloszereinek bizonyultak (145). A skorpiok mérge vegylletek gazdag keverekét tartalmazza,
koztuk szamos peptid-komponenst, melyek igen széles molekulatémeg-spektrumot fednek le.
Az ioncsatornakon biologiai aktivitdst mutatd Osszetevok gyakran kisméretli peptid toxinok,
melyek modulalhatjak Na*, CI° vagy rianodin-szenzitiv Ca?* csatorndk mitkodését, de a
legnagyobb és legjobban tanulmanyozott csoport a K* csatornakat gatlé toxinokat tartalmazza
(KTx) (146).

A K* csatornakhoz specifikusan kotdd6 peptid toxinok két szempontbdl bizonyultak igen
értékesnek:

1. Nagyon hatékony molekularis eszkdzként hasznalhatok a csatornak szerkezetének és
miikodésének vizsgalata soran (147, 148). Annak vizsgalata, hogy a toxinban és / vagy a
csatornaban Ilétrehozott mutaciok hogyan mddositjak a koztik kialakuldé kélcsdnhatast
rendkiviili flexibilitast tesz lehetdvé e kisérletekben (149-151). Ismert szerkezetli toxinokkal
végzett dokkolasi szimulaciokkal lehetdség nyilik kozeli rokonsagban levd csatorndk kozotti
minimalis szerkezeti kiillonbségek felderitésére, melyek magyarazhatjak a koztik megfigyelt
funkciobeli kiilonbségeket. A K* csatorndk egy adott altipusat specifikus toxinnal gatolva
elkiilonithetd egy adott sejtben a hasonlo K* csatornak funkcidja.

2. Figyelembe véve a K* csatornak fizioldgias és patoldgias szerepének rendkivil széles

spektrumat és testbeli eloszlasuk sejt- és szOvet-specificitasat, az utébbi években vonzd
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crer

allatmodell kisérletek bizonyitjak az ilyen irany( kutatdsok megalapozottsagat.

A K csatornakat gatlo skorpié toxinok kozott megtalalhatok révid (23-42 aminosav) és
hosszll (43-84 aminosav) lancu peptidek, melyek szerkezetét harom vagy négy diszulfid hid
stabilizalja. Jelenleg a KTx toxinokat négy csaladra - o, B, v és k - osztjuk szerkezeti
hasonlésaguk és a K csatornak iranti specificitdsuk alapjan (145). A x-KTx-ek kivételével a
masik harom csalad Gsszes tagjara jellemz6 a Cisztein-stabilizalt o/ szerkezeti motivum (CS-
ap), melyben az a-hélix egy B-lemezhez csatlakozik, és a strukturat két diszulfid hid rogziti Ci—
Cj and Ci+s —Cj+2 konfiguracioban (12. &bra). Bar a CS-af3 topologia dominans szerkezeti
jellemz6 a KTx-ek kdzétt, nem csak e molekulacsoport sajatja, hiszen mas funkcidju peptidek
kozott is felfedezhetd ez a motivum (153-155). KizarOlag e szerkezeti elem megléte alapjan

tehat nem egyértelmii a toxin K* csatorna gatlé képessége.

12. dbra Az a -KTx csaladba tartozd toxinok jellegzetes
szerkezete.

N-terminus

=

Az anuroctoxin (o-KTx 6.12) szerkezete mutatja a csaladra jellemz6
szerkezeti elemeket: négy diszulfid hid (sarga) stabilizalja a struktirat,
talalhato benne egy révid a-hélix, és két anti-parallel B-lemez.

A peptid-csatorna interakcié soran a toxinok a csatorna extracellularis régidjahoz kotédve
eltomitik annak podrusat, amit az ismert pérus blokkolo tetraetil-ammoniummal veégzett
kompeticios kisérletek bizonyitanak (156). A bekot6dott toxin igy megakadalyozza a csatornan
keresztuli ionaramlést (13. abra). A KTx-ek tobbsege tartalmaz keét, altalaban egymastol 9
pozicionyira elhelyezkedd, ,.esszencialis diddnak™ nevezett, part alkotd6 aminosavat, mely diad
meghataroz6 jelentGségli az affinitas és szelektivitas szempontjabol (157). Ezek egyike egy
(,,centralis™) lizin, melynek pozitiv t6ltésli oldallanca benytlik a csatorna negativ szelektivitdsi
szlir6jébe a gatlas sordn, a masik pedig egy hidrofob, jellemzéen aromas aminosav, szamos
toxinban egy tirozin. A diad aminosavak a toxin B-lemez oldalan talalhatoak, ez a felszin kertl
is részt vesznek a kontaktus kialakitasaban, s ezaltal hozzajarulnak a szelektivitas

meghatarozasahoz.
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13. abra Az aKTx toxinok jellegzetes blokkolasi
mechanizmusa.

A toxin a csatorna pérusanak extracellularis végébe kotédve dugdként
zarja el az ionaramlas utjat. A kotédés fontos eleme a diad lizin pozitiv
oldallancanak benyulasa a szelektivitasi sziir6be, valamint a masik diad
aminosav kdlcsdnhatasa a csatorna porushoz kozeli aminosavaival.

PYAAEL o

PR

E tipikus gatlasi orientacion kivil leirtak még két, ritkabban el6forduld elrendezést is (14.
abra). A KCa2.x csatornakhoz az o-KTx4.2 és az a-KTx5 alcsalad nehany tagja a tipikus
orientacidhoz képest ,hattal” fordulva kotédik, azaz a B-lemezhez képest az ellentétes oldalon
levé a-hélix alakitja ki a f6 interakcios felszint (158, 159). A y-KTx csalad tagjai pedig,
melyekbdl hianyzik a porusba benyuld kritikus lizin, a hRERG (Kv11.1) csatornakhoz az azok
ErgTx példaja mutatja, az ilyen mdédon kotddd toxin nem képes a porus komplett elzarasara, €s
ezaltal nem is hoz létre teljes aram gatlast (161).
14. &bra Az KTx toxinok ismert gatlasi
orientacioi

(A) Az o-KTx-ek tipikus gatlasi orientacidja. (B) A
KCa2.2 (SK) csatorna gatlasa sordn az o-KTx5.3
forditott orientacidval, az o-helikélis régidjaval hat
kélcson a csatornaval. (C) Az a-KTx2.1 a hERG
csatorna pérus szajadékatol tavolabb, a toronyrégidhoz
kotodik, és nem is okozza az ionaram teljes gatlasat.

Farmakologiai szempontbol a peptid toxinok egyaltalan nem felelnek a Lipinski
kritériumoknak, ugyanis Iényegesen nagyobb (~ 4 kDa) és polarosabb molekulak az idealis
gyogyszermolekulanal (< 500-800 Da), so6t, jellemzéen tobbszOords nettd toltéssel is
rendelkeznek és szamos hidrogén-kotés kialakitasara alkalmasak. Ezek alapjan a terapias célu
oralis adagolasuk jelenleg egyszeriien nem kivitelezhet6. Ugyanakkor a keringésbe keriilve mar
bizonyos tulajdonsdgaik eldnyt jelentenek a kis molekuldji hidrofob vegyiiletekkel szemben. A
nagyobb interakcids feliiletiik lényegesen erdsebb kdlcsonhatds kialakitasat teszi lehetdvé a
csatornafehérjével, igy a peptid toxinok jellemzden 2-3 nagysagrenddel alacsonyabb félhatasos

koncentracioval képesek a célcsatornat gatolni, mint a kis molekulaju szerek. A nagyobb és
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komplexebb szerkezetii kontakt-felillet a kapcsolat specifikussdgat is noveli, mely
gyogyszermolekulak esetén egy rendkiviil fontos elvaras.

A feszultség-kapuzott kaliumcsatornak, kiléndsen az azonos csaladba tartozdk, nagyfoku
szekvencia-homoldgiaval rendelkeznek, ezért el6fordul, hogy a porus extra- és intracellularis
végénél talalhato ,,gatloszer-receptor” régiok csak minimalis szerkezeti kiilonbségeket mutatnak.
Ilyen esetekben az alacsony szelektivitdsu gatloszerek tobb kiillonbozd ioncsatornat is
blokkolhatnak, eltérd affinitassal. Mivel a szervezet kiilonb6zd szoveteiben, legfoképp az
ingerelhetd sejtekben a fesziiltség-fiiggd K* csatornak szerepe kulcsfontossagl a sejtek
miitkodeéséhez, a nem szelektiv gatloszerek terapias alkalmazasa akar sulyos mellékhatdsokkal is
jarhat (162, 163).

In vitro és in vivo Kisérletek is kimutattak a Kv1.3 gatloszerek hatékonysagat es
potencialis terapias alkalmazhatosagat (2, 141, 142). Mivel valoban szelektiv, nagy affinitasu
természetes gatloszerek ritkan izolalhatok, iranyitott mutaciok révén lehetséges javitani a
toxinok farmakologiai tulajdonsagait. A megfeleld mutaciok tervezéséhez elengedhetetlen a
toxin-csatorna interakcid6 minél részletesebb ismerete, melyhez az djonnan izolalt
skorpiotoxinok szerkezetének meghatarozdsa és farmakoldgiai karakterizalasa is segitséget

nyujthat.

2.1.6 Motivacio a Kv csatornak kapuzasi mechanizmusanak és a csatorna-toxin kdlcsonhatas

részleteinek megismereséhez

A fentiek alapjan lathato, hogy a szervezet legkiilonb6z6bb sejtjeiben valamint tumor
sejtekben eléforduld Kv csatorndk a sejtek alapvetd funkcioit, és igy szovetek vagy akar szervek
tulajdonsagait képesek befolyasolni. Kritikus tehat megérteni a kapuzas torténéseit molekularis
szinten, és azt, hogy ezen a szinten hogyan hat kdlcson a csatornafehérje az olyan kérnyezeti
tényezokkel, melyek e torténéseket modosithatjak. Ilyen tényezék példaul a tumorok
kornyezetében, vagy gyulladasos teriileteken a fiziologias értékektdl jelentdsen eltérd lokalis
ionkoncentraciok és pH.

A terdpids alkalmazéassal kecsegtetd peptid toxinok csatorndkkal kialakitott
kdlcsonhatasanak részleteit ismerve lehetdség nyilik a kolesonhatast a kivant irdnyba modositani
példaul az affinitas vagy a szelektivitas javitdsanak érdekében. Ilyen iranyu Kutatasi

eredményeink hozzdjarulhatnak a peptid toxinok jovoébeni terdpias célu felhasznaldsdnak
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elosegitéséhez, illetve az ujabb nagy affinitdsu és szelektiv Kv1.3 gatloszerek tervezésének

sikerességéhez.

2.2 A feszlltség-fiiggé Na* ioncsatorndk kapuzasa

2.2.1 A natrium ioncsatornak attekintése

Bar Na* ionokat sok kiilonb6zd csaladba tartozé ioncsatorna képes atengedni, a nagy K*-
szelektivitast ioncsatornak magas szamahoz képest igen keveés olyan csatorna ismert, mely nagy
Na*-szelektivitissal bir. Ingerelhetd sejtekben az akcios potencialok kivaltasaban szerepet jatszo
ligand-kapuzott neurotranszmitter receptor csatornak, mint példaul a nikotinos acetilkolin-
receptor (nAchR) vagy az N-metil-D-aszpartat receptor (NMDAR), nem-szelektiv
kationcsatornak, melyek alegység-0sszetételiik fliggvényében a Na* mellett jellemzéen K* és /
vagy Ca?" ionokra is permeabilisak, igy nem tekintheték Na* csatornaknak. Hasonloképpen
Na*-permeabilisak, de nem szelektivek az érzékszervek jelatvitelében is szerepet jatszé ciklikus
nukleotidok altal kapuzott (CNG) csatornak, és az endo-lizoszémalis rendszerben expresszalédo
két-porusu (TPC) csatornak sem (8, 164). A kdzponti idegrendszerben széles korben kifejez6dé
,,Szivargd” Na® csatorna (sodium leak channel), az Navi2.1, szerkezeti rokonsagban all a
feszilltség-fliggé6 Na* csatorndkkal, de azoktol eltéréen fesziiltség-fuggetlen (165).
Feltételezheté, hogy a sok neuronban megfigyelhetd tetrodotoxin-rezisztens, fesziltség-
flggetlen szivargasi Na* 4ramért ez a csatorna a felelés (166). Elnevezésével ellentétben
azonban e csatorna szelektivitasa is igen alacsony mas kationokkal szemben. Az alabbiakban a

nagyobb Na*-szelektivitasi ioncsatornakat mutatom be.

Epitelialis Na* csatorna (ENaC)

Az ENaC csatorna harom homolog alegységbdl felépiilo Na*-szelektiv csatorna, mely a
polarizalt epitelialis sejtek apikalis membranjaban taldlhaté elsdsorban a vesében, tiidében és
vastagbélben. Fé funkcidja a Na® reabszorpcidja a vesében, ezaltal kritikus szerepe van a
szervezet sO és viz homeosztazisaban, de szerepe van a soOs iz érzékelésében is az iz-receptor
sejtekben. Négy gén kddolja az a, B, vy és & alegységeket, melyek kozil egy o vagy 6 all 6ssze
egy-egy B és y alegyseéggel a funkcionalis trimer Kialakitasahoz (167, 168). A csatorna
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konstitutivan nyitott allapotban van, az expresszio mertékét, s ezen keresztiil az ionfluxust a

keringésben lev6 aldoszteron-medidlt transzkripcid szabalyozza.

Sav-érzékeny (proton-kapuzott) csatorndk (Acid-sensing ion channels = ASICs)

Az ASIC csatornak a Na* csatorna szupercsalad tagjai, és igy rokonsagban allnak az ENaC
csatornakkal. Egy ASIC alegység két transzmembran doménbdl all, és a csatorna homo- vagy
heterotrimerként funkcional, mint proton-kapuzott, fesziiltség-fliggetlen Na* konduktancia (169,
170). Négy ASIC alegység ismert, melyek tobb splice varianssal is rendelkeznek, de ezek nem
mindegyike képes oOnalldan milk6dd csatornat kialakitani, hanem csak moddositjadk masik
alegységek mitkddését. Az ASIC csatornak széles korben kifejezOdnek a szervezetben, részt
vesznek példaul az izérzekelésben, de f6 funkciojuk kézponti €s periférias neuronokban, koztiik

a fajdalomérzékel6 neuronokban, a sav-érzékenyseg megvalositasa (168).

Az Nay csatorna

Az Nayx csatorna az agy specifikus részeiben fejezOdik ki neuronokban és gliasejtekben.
Alapvet6 szerkezete megegyezik az Nay és Cay csatornak 4 x 6 TM szerkezetii, folytonos, négy
doménbdl allo felépitésével, de azokkal csak alacsony homolégiat mutat. A csatorna Na*-
szenzorként milkodik, és igy kulcsszerepe van a szervezet so €s folyadék homeosztazisaban

(171, 172).

Fesziltség-fiiggd Na* csatornak (Nav)

Ez a legkorabban azonositott, és legjobban tanulmanyozott Na*-szelektiv ioncsatorna
csalad, mely Kilenc tagjanak kozismert funkcidja az akcios potencidl felszallo szaranak
kialakitasa. Szinte minden ingerelhetd sejt membranjaban megtalalhatok e csatorndk, melyeket
az egyesitett nomenklatdra alapjan Nayv1.1-1.9-nek neveziink (173, 174). Az Nav1.1-1.3 és 1.6
csatorndk elsdsorban a kozponti idegrendszer neuronjaiban fejezOdnek ki, de megtalalhatok
periférids neuronokban is, mig a Nav1.7-1.9 csatornak szinte kizarolag a periférias idegrendszer
neuronjaiban expresszalédnak. Az Navl.4 a vazizom, az Nayl1.5 pedig a szivizom fesziltség-
fliggé Na® csatorndja. Az Nav csatornak jol ismert gatlészere a gdmbhalban is megtalalhat6
tetrodotoxin (TTX), mely er6s neurotoxin, ami mar 8 ug/ testsuly kg koncentracioban is halalt

okozhat (175, 176). Az Nav csatornakat a TTX altal okozott gétlas félhatdsos koncentréacidja
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alapjan (ICso) TTX-érzékeny és TTX-rezisztens csatornakra oszthatjuk. Az Nayv1.1-1.4 és 1.6-
1.7 csatornak TTX-érzékenyek 1Cso = 1-25 nM tartomanyban, mig az Navl.5, 1.8 és 1.9 a
rezisztens csatornak, melyeket a TTX csak uM-os koncentracio-tartomanyban gatol (8).
Jellemzéen TTX érzékenység alapjan csak e két f6 kategoéria egyikébe sorolhatd be egy
ismeretlen identitasu Nav csatorna, mivel a megéallapitott ICsp érték fligg az alkalmazott mérési
moddszertdl, az expresszids rendszertdl €s a fajtdl, amibdl a csatorna szarmazik, ezért jelentds
szoras ¢€s igy atfedések figyelhetOk meg az egyes csatornatipusok koézott, ami megakadalyozza
az egyeértelmii azonositast. Ugyanez igaz a kinetikai paraméterekre is, hiszen hasonléan gyorsan,
néhany tized ms alatt aktivalodnak és a lényegesen lassabb Nav1.8 és Navl1.9 kivételével
ugyanugy 0,5-1 ms-os idéallandoval inaktivalodnak. A nyitasi valoszintiség fesziiltség-fliggését
leird Boltzmann-figgvény jellemz6 paramétere a Vi, az a membranpotencial érték melynél a
csatornak fele nyit ki, illetve a k érték, mely a figgvény meredekségét jellemzi (magasabb értek
,lankasabb”, kevésbé meredek fesziiltség-fliggést jelez). Ezen egyensulyi parameéterek szintén
nagy szorast mutatnak a fent emlitett koriilményektdl fliggden, raadasul a késdbb emlitendd
kiegészitd [ alegységek jelentds mértékben moddosithatjdk e kinetikai és egyensulyi
paramétereket. Ezen okok miatt nativ sejtekben az Nav csatorndk azonositdsa a biofizikai
paraméterek meghatarozasan tul legtobbszor szlikségesse teszi molekularis biologiai modszerek
alkalmazasat is.

A TTX mellett szamos, Nav csatornak mitkodését modositod peptid toxin is ismert, melyek
a csatorna kiilonb6z6é strukturalis elemeihez kotédhetnek (15. dbra), és a Ky csatorna-gatlo
skorpidtoxinokkal ellentétben az egyszerti poérusblokkon tul a kapuzast is er0sen modosithatjak
(177, 178). Igen fontos, a Klinikai gyakorlatban is alkalmazott gatlészer csoportot jelentek a
helyi érzéstelenitdk, melyek legismertebb képvisel6je a lidokain. E vegyiiletek a Nay csatornak
gatlasan keresztil gatoljak az akcios potencial kialakulasat, €s igy az idegi vezetést (179).

a-toxinok  yi-toxinok B-toxinok 15. abra Az Nay csatorndk gatlészereinek
tamadéaspontjai.

Az o-skorpié toxinok a DIV doménhez kétddve lassitjdk az
inaktivacidt, a p-conotoxinok a TTX-hez hasonldan a pérusba
kotddve gatoljak az ionaramlast, mig a skorpio és pok B-toxinok
a DII doménhez ko6tédnek, és az aktivacid fesziiltség-fliggését
modositjdk. A helyi érzéstelenit6k, mint a lidokain, az
intracellularis oldalrol, vagy a membranon keresztiil k6tddnek a
porus belsejébe és gatoljak a Na* ionok aramlésat.
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2.2.2 A fesziiltség-fiiggd Na* csatornak szerkezeti sajatsagai és kapuzasa

A funkcionalis Nay csatornak egyetlen porusformalé a-alegységbdl allnak, melyhez egy
vagy tobb B-alegység csatlakozhat (180). Az a-alegység négy homoldg, hat transzmembran
hélixet tartalmazé doménbél all (DI-DIV), melyek a Kv csatorndk egy-egy alegységeinek
felelnek meg (16. &bra). Ezen domének mitkddése azonban messze nem olyan szimmetrikus,
mint egy homotetramer Kv csatorna alegységei esetén, egyedi funkcidik vannak a kapuzasi
Iépések sordn (178). A csatornak szelektivitasi sziir6jét a Ky csatornakhoz hasonléan a négy
domén S5 és S6 szegmensei kdzotti porushurkok egyittesen alakitjak ki, mindegyik domén egy-
egy aminosav oldallanccal hozzajarulva a DEKA szekvenciaju szlir0hdz. A porus tovabbi részét
az S6 szegmensek hataroljak, és ezek alakitjak ki a porus intracellularis oldalan az aktivacios
kaput (181).

16. abra Az Nay csatornak domén
szerkezete.

Az Nay csatorndk szerkezete nagyon hasonlé a
Kv csatornakéhoz, de azoktdl eltéréen egyetlen
folytonos polipeptid lanc alkot egy funkcionalis
csatornat. A négy domén (DI-DIV) mindegyike
tartalmaz egy VSD és egy PD régiot.
Megfigyelhetd a Ky csatorndk tobbségére
jellemz6 domén-felcserélt elrendezés, azaz az
egy doménhez tartoz6 VSD-k és PD-k nem
egymas mellett helyezkednek el.

Az Nay csatornédkra jellemzd az aktivaciot rdvid idon beliil kovetd gyors inaktivacio, mely
szorosan kontrollalja a sejtbe aramlé Na* ionok mennyiségét. A gyors inaktivaciot egy, a lll-as
és 1V-es domént 6sszekotd intracellularis hurkon elhelyezkedd, harom aminosavbol allo 1IFM-
motivum hozza létre a porus intracellularis oldaldhoz bekdtddve és elzarva az iondramlas utjat

(17.4bra).
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17. &bra Az Nav csatorndk transzmembran topologiéja.

Az egyes domének hat transzmembran hélixet tartalmaznak. A DIII-DIV osszekotd tartalmazza az IFM
inaktivacios motivumot, amely a nyitast kdvetden elzarja a porust az intracellularis vége feldl, gatolva az

ionaramlést.

Depolarizécié soran a DI-DIII fesziltségszenzorok elmozduldsa kinyitja a csatorna
porusat, majd a lassabb kinetikajua DIV elmozdulasa olyan konformacio-valtozast eredmenyez a
pérus belsé vége koriil, hogy kialakul egy ,,masodik nyitott allapot” (18. abra), s ezzel a nagy
affinitasu kotéhely az IFM-motivum szamara (182). Ingerelhet6 sejtekben a gyors inaktivacio
kovetkeztében alakul ki az abszolut refrakter periodus, mely alatt nem képzddhet ujabb akcios

potencial a Na* bearamlas hianya miatt.

zart nyitott masodik nyitott inaktivalt

IV +30 mV
-120 mV
-130 mV
10 ms

18. &bra Az Nay csatornédk kapuzasa.

(Fent) A modell szerint depolarizacié soran a DI-DIII domének VSD-je aktivalédik, melynek hataséra nyilik a
csatorna. A DIV-VSD késéssel aktivalodik, ezutan a porus intracellularis vége képes kotni az inaktivéacids IFM-
motivumot, ami elzérja az ionaramlés Gtjat. (Balra) Reprezentativ aramgoérbék Nayl1.5 csatorndkrél. Az egyre
névekvo depolarizacids impulzusokkal kivaltott aramokon lathaté az aktivacié fesziiltség-fliggd gyorsulésa,

majd a gyorsan végbemend inaktivacio.
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Az inaktivacié sorén kialakul a kordbban emlitett, és a Kv csatornaknal is megfigyelhetd,
kapuzasi toltés immobiliz&cio, ami az inaktivacidos IFM-motivum és a VSD-k kozott fellépd
kdlcsonhatés okoz. Patkdny izom Nay csatornan azt taldltak, hogy a repolarizacio soran lassan
visszatér6 toltés a DIII- és DIV-VSD-k IFM altal akadalyoztatott visszatérésébdl szarmazik, mig
a gyorsan visszatéré hanyad a DI- és DII-VSD-k toltését jelenti (183). Ezzel szemben human
Nav1.5 csatorndkon csak a DIII-VSD szerepét mutattak ki az inaktivacio altal okozott lassu
toltés visszatérésben, mig a DIV-VSD visszatérését attdl fliggetlennek taldltak (184). Az
irodalmi adatok alapjan tehat az inaktivaciés mechanizmusok kdlcsonhatasa a fesziiltség-
érzékel6 doménekkel a fesziiltség-fiiggd ioncsatornak altalanos tulajdonsaganak tekinthetd, de a
kolcsbnhatds részletei csatornanként valtozhatnak, igy egyedi kapuzési modellek lehetnek

szlikségesek még azonos csaladba tartozo csatornak esetén is.

2.2.3 Navl.5, a sziv fesziiltség-fiiggé Na* csatornaja

A sziv kamrai és pitvari akcids potencialjait jelentds, depolarizaciot okozo Na* bearamlas
inditja el a fesziiltség-fiiggé Nav1.5 csatornakon keresztil (185). Az Navl.5 a-alegységét az
SCN5A gén kodolja, és felépitése megfelel a fent ismertetett altalanos Nay struktdranak. A
csatorna a TTX-rezisztens csoportba tartozik, amiért a porusban taladlhat6 C373 aminosav
felel6s, ugyanis a C373Y mutaci6 TTX-érzékennyé valtoztatja a csatornat (186). A
depolarizaci6 hatasara kialakuldo aramcsucsot kovetd kis amplitudéju, de hosszabban aktiv
,kés01” Navl.5 aram szintén jelentOs szabalyozoja az akcids potencial hosszanak. Az akcids
potencial Kkialakitdsdban betdltott kozponti szerepe miatt az olyan molekularis szintii
kdlcsonhatasok, melyek interferdlnak az Nav1.5 mikodésével, konnyen vezethetnek aritmiak
kialakuldsahoz. Az Navl.5 mutécidi 3-as tipusu hossz QT szindromat (LQT3), Brugada-
szindrémat, Sick Sinus szindrémat és pitvari fibrillaciot okozhatnak (187, 188). Sok esetben a
mutaciok az inaktivacio folyamatat befolyasoljak: LQT3 betegekben a csokkent inaktivacio
funkcio-nyeréses valtozast okoz, azaz fokozodik a Na* bearamlas és ezzel megnyulik az akcios
potencial, mig Brugada-szindroma esetén gyakran a felgyorsult inaktivacié okoz funkci6-

vesztés miatt csokkent Na* bearamlast és vezet aritmiahoz.
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2.2.4 Motivacioé a hNav1.5 csatorna kapuzasanak molekularis szintii megértéséhez

Az l-es tipusu antiaritmias szerek (pl. lidokain vagy flekainid) az Navl1.5 csatornan
keresztiil hatnak, és hatdsmechanizmusuktol fliggden kiilonboz6 tipusu aritmidk kezelésére
alkalmasak (189). E csatorna kapuzasanak molekularis szintli ismerte kritikus a potencialisan
¢letet is veszélyeztetd betegségek kialakulasanak megértéséhez, valamint a célzott terdpiaban

alkalmazhatd gatloszerek hatdsmechanizmuséanak finomhangolasahoz.

2.3 A Voltage-Clamp Fluorometry (VCF) technika meghonositasa

A fesziltség-fiiggd ioncsatornak egyszerii molekularis kapcsoloként miikodnek a
membranpotencial valtozasanak fuggvényében, de ezt a funkcidt szamos faktor mddosithatja.
Ennek a ,.finom szabdlyozdsnak” a megismeréséhez a klasszikus biofizikai mddszereket (pl.
patch-clamp, két elektrodas voltage-clamp) ki kell egésziteni olyan funkcionalis
szerkezetvizsgald modszerekkel, melyek segitségével valds idoben kovethetOk a szerkezeti
atalakulasok, felderitheté a funkcionalis domének kozotti kommunikéacio. Igy lehetéség nyilik
olyan fundamentalis esemenyek megértésére, mint a fesziltség-szenzor atrendez6dése és a
csatornak aktivacios/inaktivacios kapui kozotti kommunikacid vagy a lassl inaktivaciobol
torténd visszatérés molekularis torténései. Ez utdbbiak pedig a cellularis neurobiologiai
rendszerek €s neuronhaldzatok finomhangolasa szempontjabol olyan fontos jelenségeket
befolyasolnak, mint az akciés potencialok alakjanak és a Ca?" jeleknek a valtozéasa repetitiv
akcids potencial tiizelés soran.

Amerikai tanulmanyutam soran elsajatitottam a fesziiltség-zar fluorometria (Voltage-
Clamp Fluorometry = VCF) technikat, mely éppen ilyen jellegii tobblet informaciot szolgaltat.
A VCF egy hatékony elektrofiziologiai mddszer, melyet a vilagon csak néhany tucat, itthon
pedig — tudomasunk szerint — rajtunk Kivul egyetlen laboratérium sem alkalmaz. E mddszer
elénye, hogy egyidejlileg vizsgalhato az ioncsatorndkon atfolyd aram hagyomanyos két-
elektrédas feszlltségzarral mérve, valamint a feszlltség-kapuzott csatorndk fesziiltség-
szenzorahoz vagy a porusformald részhez kapcsolt fluoreszcens festék jelével e domének
mozgasa (190). Ezaltal informéaciét nyerlink ugyanazon csatorna-populacié pérusanak és

feszlltség-szenzoranak kapuzasi allapotarol, kovetheté e domének kapuzasi kinetikaja, és
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kovetkeztetéseket lehet levonni a két domén kdzotti csatolasrol (részletesebb leiras az Anyagok
és Modszerek fejezetben). Amerikai kutatdmunkam soran a sziv fesziiltség-fiiggé Nayv1l.5 Na*
csatornajaval kapott eredményeim Kkivaldan érzékeltetik e mddszer potenciéljat a VSD-k és az
aktivacios kapu kdzotti kommunikécio vizsgalataban.

Mivel munkacsoportunk egy masik tagja is a VCF technika segitségével vizsgalt egy Uj
feszlltség-érzékeny fehérjét egy amerikai laboratoriumban, és e munkajat 6 is folytatni kivanta
hazatérése utan, célunk volt létrehozni egy VCF mérdallomast a hozza tartozd infrastruktaraval

egylitt, hogy eszkoztarunkat bovitsiik, és kutatasainkat Uj iranyokba fordithassuk.
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3. CELKITUZESEK

Munkam soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt, illetve célokat tliztem ki a fesziiltség-
fliggd ioncsatorndk kapuzésaval és a Ky csatorndk skorpi6 toxinokkal valé kdlcsénhatasaval
kapcsolatban:

3.1 A Ky csatornak kapuzasanak és az azt modulalé faktoroknak a vizsgalata
3.1.1 AVSD és a porus domén kozotti csatolas és kationok hatésa a csatolasra

Depolarizécié soran a fesziiltség-szenzor elmozdulasa megel6zi a porus nyitasat, de a
hiperpolarizicio hatdsara végbemend visszatérési 1épések sorrendje nem teljesen tisztazott.
Vizsgéalni kivantuk, hogy milyen Gsszefiiggés van a fesziltség-szenzor domén mozgasa és a
porus zarodasa kozott a csatorna hiperpolarizacio alatt Iétrejovo deaktivacidja soran, és hogyan
maodositjak ezt kiillonb6zé permeabilitasu kationok. Célunk volt tovabba annak tisztazasa, hogy a
hosszan tarto depolarizacié hatasara kialakulo C-tipust inaktivacio hogyan modositja a VSD és

az aktivacios kapu kdzotti csatolast.

3.1.2 Az intra- és extracellularis pH hatasa a Ky csatorna kapuzasra

Az irodalombol ismert volt kiilonboz6 Kv csatornak kapuzésanak pH fuggese, melyre
alapozva célunk volt szisztematikusan megvizsgalni, hogyan modositja a Ky csatornak
kapuzasat, illetve a csatornan atfolyo aramot az intra- és extracellularis pH csdkkentése. Széles
pH-tartomanyban kivantuk vizsgalni a kapuzasra gyakorolt hatast, és célunk volt a valtozasok

molekularis alapjanak felderitése.

3.1.3 A Kv1.3 inaktivaciojanak anomalis pH-fliggése

A T-limfocitak aktivacidjaban kulcsszerepet jatsz6 Kv1.3 csatornar6l ismert volt, hogy a
pH csokkentésére a csatorna inaktivaciojanak kinetikdja a tobbi vizsgalt Ky csatornaval
ellentétes mddon valtozik. Célunk volt e megfigyelésnek a hatterében all6 molekularis

mechanizmus meghatarozasa, és a jelenséget leird modell felallitasa.
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3.2 Ky csatornéakat gatlo skorpio toxinok vizsgalata
3.2.1 Uj Kv1.3-gatl6 skorpid toxinok azonositésa és karakterizalasa

A T-sejtekben dominéns Ky1.3 csatorna terdpias potencidljanak ismeretében célunk volt
uj, skorpi6 mérgekbdl izolalt, Kv1.3 csatornat gatlé peptid toxinok felkutatdsa. lzolalast
kovetden vizsgalni kivantuk a toxinok szekvenciajat, szerkezetét, valamint elvégezni biofizikai

és farmakoldgiai karakterizalasukat.

3.2.2 Az anuroctoxin Ky1.3 irdnti szelektivitdsanak javitasa

Az anuroctoxin egy, korabban munkacsoportunk altal azonositott természetes Kv1.3-gatlé
toxin, mely azonban alacsony szelektivitassal bir. Célunk volt a toxin szintetikus eldallitasa €s
Kv1.3 iranti szelektivitdsanak javitasa celzott pontmutaciokkal. Tisztazni kivantuk tovabba,
hogy a mutans toxin szerkezetében a mutaciok altal létrehozott szerkezeti valtozasok hogyan

befolyéasoljak a csatornaval torténd kdlcsonhatast.

3.3 A szivizom Nav1.5 csatorna kapuzasanak vizsgalata
3.3.1 Azegyes VSD-k aktivitasanak vizsgalata a kapuzas soran.

A Nav csatorndk szerkezetiiknél fogva joval aszimmetrikusabban miikédnek a Kv
csatornakndl, az egyes VS domének egyedi fesziltség-fuggéssel és kinetikaval mozognak a
kapuzas soran, ami jol kovetheté a VCF technikaval. Bar mar sziilettek VCF mérések a patkany
izom Nav1.4 csatornardl, egyéb irodalmi adatok arra utaltak, hogy jelentds eltérések lehetnek a
human szivizom Navl1.5 kapuzdsdban ahhoz képest. Ezért célunk volt a hNayvl.5 esetén
kideriteni, hogyan aktivalodnak és deaktivalodnak az egyes VSD-k a kapuzas soran, illetve,
hogy keét, Brugada-szindromat okoz6 mutacid esetén milyen valtozasok torténnek ezekben a

kapuzasi Iépésekben.

3.3.2 Az Navl.5 inaktivaciojat leiré modell tokéletesitése

A fiziologias szivmiikddésben, illetve a potencialisan fatalis aritmiak Kialakuladsaban
kritikus elem az Nay1.5 csatornék inaktivacidja, illetve az abbdl vald visszatérése, mivel ezek
meghatarozé folyamatai a sziv akciés potencial formaladsanak. A DIV-VSD szerepe az

inaktivacio kialakulasaban ismert volt, és bizonyos korabbi eredmények utaltak a DIII-VSD
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lehetséges szerepére is, azonban ezek egymashoz viszonyitott szerepe, illetve kapcsolata az IFM
inaktivacios motivummal nem volt vilagos. Ezen feliil ellentmondas volt a kiilonb6z6 Navl.Xx
csatornakkal és kiillonboz6 fajokbol szarmazo eredmények kozott. Ezért célunk volt konkrétan a
human Nav1.5 csatorna inaktivacidja, kiilonosen a sziv akcids potencial hosszaval 6sszemérhet6
id6tartam, soran Kialakuld kapuzési lépések feltarasa, és ez alapjan egy koherens inaktivacios
modell felallitasa.

3.4 A Feszultség-zar Fluorometria (VCF) technika meghonositasa és alkalmazésa

Kiilfo1ldi tanulményutam soran lehetdségem nyilt elsajatitani a VCF technikat, mely lehetové
teszi a fesziiltség-fiiggd ioncsatornak funkcionalis doménjeinek fliggetlen nyomon kovetését, s
ezaltal a kapuzas mechanizmusanak melyebb megértését. Célom volt e hazankban eddig nem

alkalmazott technika meghonositasa, €és a csatorna kapuzas vizsgalatara torténd alkalmazasa.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejtek es ioncsatorna expresszios vektorok
4.1.1 Humén limfocitak

A skorpi6 toxinok hatasat hKv1.3 csatornan, a csatorndt expresszald, egészséges
donorokbol vett human periférias T-limfocitakon is mértik, melyeket Ficoll-Hypaque stiriiség
gradiens centrifugalassal izolaltuk. A sejteket kétszer mostuk 25 mM HEPES-t is tartalmazé
Ca?* és Mg?" mentes Hanks’ oldattal (pH: 7,4), majd 0,5x10° sejt/ml koncentraciéban 2-7 napig
tenyésztettiik 5% CO2 mellett 37°C-on 24 lyuku tenyésztéedényekben, RPMI-1640 médiumot
hasznalva, mely tartalmazott 10% FBS-t, 100 1U/I penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM
L-glutamint. A sejteket 2,5, 5 illetve 10 mg/ml phytohemagglutininnal (PHA-P, Sigma-Aldrich

Kft, Hungary) aktivaltuk majd a Kv1.3 aramokat az aktivaciot kovet6 2-7. napban mértik.

4.1.2 Sejtvonalak
tsA201 sejtvonal

A tsA201, azaz az SV40 large T antigénnel transzforméalt human embrionalis vese sejteket
(HEK) magas gliikdz (4500 mg/ml), 10% FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/ml penicilin-G, és 100
pug/ml streptomycin tartalmia Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM) tapoldatban
tenyésztettlik, 37°C-on, 5% CO> es 95%-0s paratartalom mellett. A sejteket hetente haromszor
passzaltuk.

A tsA201 sejtekben az aldbbi ioncsatorna kodold géneket expresszaltuk Lipofectamine
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) reagenssel torténd transzfekciot kovetden:

A hKvl.1l, hKvl.2, hKv1.6 és hKv1l.7 géneket pPCMV6-GFP vektorban expresszaltuk,
melyeket az Origene cégtdl rendeltiik.

A hKv1.3 csatornat a korabbiakban p-EGFP-C1 vektorba klénoztuk (Dr. Hajdu P.).

A hKvl.4 IR (inaktivaciés domain—t6l megfosztott) gént kodolo vektort D. Fedida,
(University of British Columbia, Vancouver, Canada) ajandekozta.

A hKv1.5 gént kddoldé plazmidot Dr. Heike Wulff (University of California, Davis CA)
biztositotta szdmunkra.

A rKv2.1 gént kodolé vektort Dr. S. Korn, (University of Connecticut, Storrs, CT)

biztositotta szamunkra.
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A hKCa3.1 (IKCal) gént a pEGFP-C1 vektorban expresszaltuk, melyet szintén Dr. Heike
Wulff ajandékozta.

A Shaker IR (inaktivacios doméntdl megfosztott) csatorna expresszios vektorat G. Yellen
(Harvard Medical School, Boston, MA) ajandékozta.

A hNaV1.5 csatorna expressziés vektorat R. Horn (Thomas Jefferson University,
Philadelphia, PA) ajandékozta.

A hERG csatorna génjét SH. Heinemann (Max-Plank-Gesellschaft, Jena, Germany)
biztositotta.

A hKCal.l (BK) gént pClneo plazmidban T. Hoshi (University of Pennsylvania,
Philadelphia, PA) ajandékozta.

Mivel a HEK sejteken tébb ioncsatorna termeszetes, endogen expressziojat is leirtak, a
sejteken minden esetben outside-out patch konfiguracioban veégeztiik az elektrofiziologiai

méréseket.

L929 sejtvonal

Egér kotészoveti eredeti sejtvonal. Az egér Kvl.l (mKvl.1) csatorna génjével stabilan
transzfektalt L1929 sejtvonalat [37] H. Wulff (UC Davis, CA, USA) ajandékozta
munkacsoportunknak. A sejteket a tsA201 sejteknél leirtak szerint tenyésztettiik, ahol a
tapoldatot 300 pg/ml geneticinnel (G418) egeészitettiik ki a stabil transzfektans sejtek pozitiv

szelekcidja miatt.

CTLL-2 sejtvonal

Egér citotoxikus T sejtvonal. A sejteket 10% FBS-sel (Hyclone, Logan, UT), 2 mM Na-
piruvattal, 10 mM HEPES-sel, 4 mM L-glutaminnal, 50 uM 2-mercaptoetanollal, és 100 CU/ml
IL-2-vel kiegészitett RPMI-1640 tapoldatban tenyésztettik.

CHO sejtvonal
A Kinai horcsdg petefészkébdl izolalt sejtvonal sejtjeit a tsA201 sejtekkel megegyez6
korulmények kozott tenyesztettik. A CHO sejtekben a hKvl.l és hKvl1.2 csatornékat

expresszaltuk.

41



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

Sf9 sejtvonal

Az S19, rovar eredetli sejtvonalon végzett méréseket kollaboracids partnereink (Prof.
Lourival Domingos Possani munkacsoportja, Instituto de Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca,
Mexikd) végezték. A sejtekbe Shaker-IR ioncsatornat expresszaltak bakulovirusos transzfekciot

kovetden.

4.1.3 Tranziens transzfekcio

A sejteket (CHO és tsA201) Lipofectamine 2000 reagenst hasznalva transzfektaltuk a
gyarté (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (tmutatdsai szerint, standard feltételek kozott
tenyésztve. A transzfektalast 35 mm atmérdji szovettenyészto Petri csészében végeztiik a sejtek
kb. 80%-0s konfluencidja mellett. A hKvl.1, hKvl.2, hKvl.3, hKvl.5, hKvl.6 és IKCal
csatornakat koadolo vektorok C-terminalis GFP (zold fluoreszcens fehérje) tag-gel latjak el a
csatornakat, igy a transzfektalt, csatornat expresszalé sejtek fluoreszcens mikroszkop
segitségével kozel 100%-0s pontossaggal azonosithatok. A hKvl.4, rKv2.1, Shaker-IR, hERG,
NaV1.5 és BK csatorndk eseteben a csatornat expresszalo gént 10:1 aranyban kotranszfektaltuk
a GFP genjét kddold plazmiddal, igy a zold fluoreszcenciat mutatd sejtek nagy valdsziniiséggel
a csatorna génjét kddold vektort is felvettek, es kifejezesre juttatjak. A GFP pozitiv, transzfektalt

sejteket Nikon TE2000U vagy TS100 invert fluoreszcens mikroszkdppal azonositottuk.

4.1.4 Xenopus laevis oocitak elokészitése és injektalasa

A néstény békakbol eltavolitott oocitakat Ca**-mentes oldatban kezeltiik kollagenazzal,
hogy a follikularis réteget eltavolitsuk [38], majd egészséges V. stadiumu sejteket valogattunk
ki. A hazai VCF mérésekhez a kivalogatott oocitdkat az Ecocyte Bioscience-t6l (Castrop-
Rauxel, Németorszag) rendeltik. Drummond nanoinjektaléval (Drummond Scientific Co.) 30-
Az Navl.5 csatorndk vizsgalatahoz egyiittesen injektaltuk a B1 (UniProtKB/Swiss-Prot
accession no. Q07699.1) és az a-alegységeket (accession no. Q14524.1) koédolé RNS-t 2:1
molaris ardnyban (sejtenként dsszesen 50 ng RNS) az oocitdkba. Ezt kdvetden a sejteket a
mérések elott 1-7 napig inkubaltuk 18°C-on, ND-96 oldatban (mM-ban: 96 NaCl, 2 KCI, 1.8
CaCly, 1 MgCl,, 5 HEPES, 2.5 Na-piruvat, és 1% penicillin-streptomycin, pH 7.4). Patch-clamp
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mérések elott a sejteket 5-10 percre hiperozmotikus oldatba helyezve a zsugorodast kovetden

csipeszekkel eltadvolitottuk a vitellin membrant.

4.2 Molekuléris biologia
4.2.1 A Kvl.3 csatorna mutacioi

A vad-tipust és a H399Y mutanst tartalmaz6 pRc/CMV plazmidot, és a human CD4 —et
kddoloé Ccd4neo plazmidot Dr. Carol Deutsch-t6ol kaptuk ajandékba (University of Pennsylvania
Philadelphia, PA). A tdbbi mutans csatornat a QuikChange Kittel hoztuk Iétre (Stratagene, La
Jolla CA).

4.2.2 Az Navl.5 csatorna mutacioi és mRNS szintézis

Minden mutéaciot atfedéses extenzios (2 primer paros) PCR-rel végeztiink Phusion Hot
Start Flex Kit (New England Biolabs) felhasznalasaval, a primereket Sigma-Aldrich-tol
rendeltik. A PCR termékeket T4 DNA ligazzal (New England Biolabs) helyeztik a
plazmidokba (pBSTA a 1 alegységhez, pMAX az o alegységhez), melyeket Turbo kompetens
sejtekbe transzformaltunk (New England Biolabs). Tébb klon kivalasztasa utan a plazmidokat
NucleoSpin Plasmid miniprep Kittel (Macherey-Nagel) izolaltuk. A mintak szekvenalasat
kOvetéen egyetlen klont valasztottunk ki Midiprep készitéséhez (NucleoBond Xtra Midi,
Macherey-Nagel). Minden konstruktot linearizaltunk és futtatas utan NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up kittel tisztitottuk (Macherey-Nagel). Az oocitak injektalasahoz az mMRNS-t mMessage
mMachine T7 Transcription Kittel szintetizaltuk (Life Technologies) és fenol-kloroformos

extrakcidval tisztitottuk.

4.3 Toxinok

4.3.1 Nativ és rekombinans toxinok
A toxinokat skorpi6 mérgekbdl izolaltak mexikoi kollaboréacids partnereink. A faj tobb €16
egyedét befogtdk, majd megfeleld laboratoriumi koriilmények kozt tartva az allatok mérgét

tobbszori, elektromos stimuldcidval kinyerték. Az Osszegyiijtott méregbdl a vizoldékony
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komponenseket kioldottak, majd ebbdl a toxint HPLC technikaval, C18 forditott fazisu
oszloppal tisztitottak.

A rekombinans margatoxint (rMgTx) az Alomone Labs-t6l (Izrael, Jeruzsalem), a
szintetikus margatoxint (sSMgTXx) a Peptide Institute Inc.-t61 (Japan, Osaka) vasaroltuk

4.3.2 Anuroctoxin eléallitasa kémiai szintézissel

A vad tipusu anuroctoxint (SANTx WT), illetve annak mutans véltozatait (SANTX N17A,
SANTXx F32T, sAnTx N17A/F32T) a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetben,
Prof. Toth Gabor és munkatérsai allitottak elé Fmoc/tBu stratégiaval TentaGel R PHB, illetve
Wang hordozon CEM mikrohullaml peptid szintetizdtoron. A ciklizalt termékeket
szemipreparativ. HPLC-n tisztitottak, analitikai jellemzésiket retencios idejuk és

molekulatomegiik mérésével végeztek.

4.4 Invivo DTH reakciok

Minden allatkisérletet jovahagyott a Baylor College of Medicine allathasznalattal és
tartassal foglalkozo bizottsaga. A ndstény Lewis patkanyokat rats (9—10 hetesek) a Harlan cégt6l
(Indianapolis, IN) vasaroltuk és patogénmentes kdrnyezetben tartottuk, tapszer és viz a
rendelkezéstkre allt ad libitum. Az aktiv DTH-t a korabbiakban leirtak szerint valtottuk Ki
(191), a patkanyokat komplett Freund adjuvansban (Sigma-Aldrich) emulgealt ovalbuminnal
immunizélva. Az elicitacié 7 nappal késobb tortént ovalbuminnal (20 ng / 20 ul oldatban) az
egyik fllcimpaban (kezelt ful). A maésik ful csak hordoz6 oldatot kapott (kontroll fil). A
patkanyok egyetlen szubkutan injekcioban kaptak vagy csak hordoz6 oldatot (PBS + 2 %
patkany szérum) vagy 0,1 mg/kg Vm24-et 0,5 ml hordozé oldatban a nyak hatuljaba az
elicitacioval egyidében (19. abra).

19. abra Az aktiv DTH-reakcio
Ovalbumin / adjuvans Ovalbumin kivaltasa

(immunizécio) (elicitdcié)  s@oldat

A patkényokat ovalbuminnal / adjuvanssal
immunizaltuk, az eliciticié 7 nap mulva
tortént ovalbuminnal az egyik fiilben. A
kezelt Allatok ekkor kaptak toxint is
szubkutan injekcidban. Egy nap mulva
tortént a ful vastagsaganak mérése.

Kontroll oldat
vagy Toxin

7 nap > 1nap > *

Fulvastagsag mérése
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Az adoptiv DTH-t a korabban leirtak szerint valtottuk ki (191), in vitro aktivalt Ova-GFP
T limfocitak intraperitoneélis injektalasaval (5x10° sejt / patkany, a sejteket Dr. Fligel
ajandékozta, University of Gottingen, Goéttingen, Germany) 1 ml hordozé oldatban. Az elicitacio
2 nappal késébb tortént a fiilben, amikor a patkanyok hordozé oldatot vagy Vm24-et is kaptak a
fent leirtak szerint. Mindkét reakcid analizisekor a fillvastagsagot az elicitacio utan 24 o6raval
mértik egy rugés mikrométerrel (Mitutoyo, Aurora, IL) harom tizedes jegy pontossaggal.
Ugyanazon a helyen végzett hat mérés atlagat szamoltuk ki, és hasznaltuk a statisztikai analizis
soran. A specifikus fll duzzadast (valtozas a fiil vastagsagaban) az adott allat ovalbuminnal
kezelt és PBS-sel kezelt filleinek vastagsdgadban mért kilonbségeként hataroztuk meg, és ezt

hasonlitottuk 6ssze a Vm24-gyel kezelt illetve nem kezelt kontroll allatokban.

4.5 Az alkalmazott elektrofiziologiai technikak altalanos attekintése

Az ioncsatornak legalapvetébb tulajdonsaga, hogy aramot vezetnek a membranon
keresztul. Az elektrofiziologiai mérések célja a csatornan atfolyé aram mérése alapjan
kovetkeztetni a csatorna tulajdonsagaira. Az arammérés Kivitelezéséhez szikséges a
membranpotencial egy adott értéken torténd stabilizalasa, melyet ,,Voltage Clamp” (VC), azaz
fesziiltség-zar technikanak neveznek. A fesziiltség-zar alapétletét Kenneth Cole-nak és George
Marmont-nak tulajdonitjak, akik 1947-ben alkalmaztak e technikat tintahal drias axonon, de az
Otvenes évek elején Hodgkin és Huxley tették nevezetessé az akcios potencial ionaramokon
alapulo részletes leirasan keresztul (6).

A fesziltség-zar technika lényege, hogy egy ,fesziiltség-clektrodaval” mérjik a
transzmembran potencialt a foldhdz (extracellularis oldal) képest, és egy ,,aram-elektrodaval”
aramot jutattunk a sejtbe. A fesziiltség-zar elektronika egy negativ visszacsatolasu kort alkalmaz
a bedllitott tartofesziiltség stabilizalasara. Az erdsité méri a kivant tartofesziiltség és a
feszultség-elektrodaval ténylegesen detektalt membranpotencial kiillonbségét, és ezen ,hibajel”
alapjan a kilonbség megsziintetéséhez szilkséges aramot injektal a sejtbe az aram-elektrodan

keresztul.
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4.5.1 A két-elektrodas feszlltség-zar technika (TEVC)

A mikroelektrodak elterjedése Ota a technikat jellemzéen Xenopus laevis, azaz afrikai
karmosbeka, petéin alkalmazzéak két-elektrodas feszultség-zar (Two-Electrode Voltage Clamp =
TEVC) néven (192). Ekkor a két elektrodat jelentd vezetéket egy-egy elektrolittal toltott, Kis
ellendllast Gveg mikropipettaba vezetjik, melyeket a sejtbe szirva kerlilnek az intracellularis
oldallal elektromos kontaktusbha az elektrodak (20. abra). A Xenopus oocitadk nagyon hatékonyan
képesek kifejezni exogén ioncsatornakat, melyek génjét RNS formaban mikroinjektalassal
juttatjdk a sejtbe (21. &bra). E sejtek kelléen nagy méretiiek ahhoz, hogy a pipettidkat a
sejtmembran durva sériilése nélkil beléjlk lehessen szurni, s igy a membrénpotencial tartdsahoz
szlikséges, az aram-elektrodan mért aram megegyezik a membran ioncsatornain keresztil
atfolyd arammal. A sejt nagy mérete lehetové teszi tobb tiz vagy akar szaz pA amplitudoju
aramok mérését is, ugyanakkor ,,space-clamp” problemat vet fel, ami azt jelenti, hogy az aram-
elektroda pontforras jellegébdl adodéoan nem minden esetben képes térben és idOben
megfelelden homogén membranpotencialt biztositani a sejtmembran teljes feliiletén. Tovabbi

hatranya e technikanak, hogy az intracellularis oldat 6sszetétele nem valtoztathato, valamint

nem is ismert pontosan.

20. abra Kételektrodas feszlltseg-zar
(TEVC) méreés Xenopus oocitan.

A petesejt egy perfundalhatdé mérékamraban
helyezkedik el, ami lehetdvé teszi az oldatcserét,
membrénjat egy fesziltség-méré és egy aram-
injektalé elektrodaval szlrjuk at, igy allithatjuk
be a kivant membranpotencialt, és mérhetjik az
ioncsatornakon atfolyd aramot.

46



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

=K,

in vitro transzkripcio

Xenopus laevis

petesejtek
eltavolitasa
kollagenaz
emeéesztés
MRNS
injektaldsa , , .
) _. 21. abra loncsatorndk expresszidoja a Xenopus laevis
/ rendszerben.

A petesejtek miitéti eltavolitdsa utan mechanikus és enzimatikus uton
valasztjuk szét az egyedi sejteket és tavolitjuk el a follikularis membrant.
Ezek utan mikroinjektalassal juttatjuk be a sejtekbe a vizsgalni kivant
ioncsatornat kodold RNS-t. Jellemzben az injektalast koveté 1-4. napon

cgezhetdk TEVC tch-clamp mérések.
iondram végezhetd vagy patc p

mérése

4.5.2 A Cut-open Oocyte Vaseline Gap fesziiltség-zar technika (COVG)

A TEVC technika egy bonyolultabb, de tobb szempontbol elonydsebb valtozata a Cut-
open Oocyte Vaseline Gap fesziltség-zar technika (COVG) (193). Ennek soran az oocita
membranjat térben harom elszigetelt részre osztjuk (itt alkalmazhaté a vazelin a szigetelés
javitasa érdekében), és az ioncsatorndk aktivitasat csak a felsd ,,sapkdbdl” mérjiik, mely a teljes
membranfeliilet 1/10-1/6-od része (22. &bra). A sejt alsé részét jellemzben szaponinnal
permeabilizaljuk, és az also, intracellularis oldat potencialjat allitjuk foldpotencialra. A felso,
extracellularis oldat potencialjat valtoztatjuk az intracellularis nulldhoz képest, melynek értékét
egy, a felsd sapkaba szurt pipettaval ellendrizziik. A k6zEépsd rész a két sz€lsé tartomany még
hatékonyabb elszigetelését hivatott megvaldsitani. Mivel egy kisebb membrandarab fesziltsegét
kontrollaljuk, és az intra- és extracellularis oldatok potencialjat kis ellenallast agarhidakkal
allitjuk be, mind a soros ellenallassal, mind a membrankapacitassal kapcsolatos problémak

minimalizalédnak, csakiigy, mint a ,space clamp” problémak. Ezaltal a bedllitott
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membranpotencidl joval gyorsabban elérhetd, mint TEVC esetén, és a passziv kapacitiv
aramtiiskék is kisebbek, konnyebben kompenzalhatok lesznek. Ezek az elonydk lehetové teszik

olyan gyors kinetikaja aramok mérését, mint példaul a fesziiltség-fiiggé Na* csatornak arama,

vagy kapuzési aramok (194).

22. abra A Cut-open Oocyte Vaseline
Gap feszlltség-zar technika (COVG).

Az oocita membranjat harom szegmensre
osztjuk, az ionaramokat a felsé ,,sapkabol”
mérjuk. Az egyes kamrdk nyilasainal
alkalmazhaté a  vazelin (sarga) a
kompartmentek jobb elszigetelése érdekében.
V kommand Az alsd részt permeabilizaljuk, és aram
injektalasaval foldpotencialon tartjuk, mig a
fels6 oldatot allitjuk a parancs potencial
negativjara. igy alakult ki a kivant fesziltség a
fels6 membran darabon keresztiil, melyet az

I membran

elektrodaval ellenérizzink.

4.5.3 A kapuzasi d&ram és kapuzasi t0ltés mérése

A Kv csatornak kapuzasardl értékes informaciot szolgaltat a membranpotencial
megvaltoztatasanak hatasara a fleg az S4 szegmensben levo toltések elmozduldsabdl szarmazo
kapuzasi aram, illetve ennek id6 szerinti integralja, a kapuzasi toltés (195). A kapuzasi aram
amplitadodja jellemz6en 2-3 nagysagrenddel kisebb a csatornan atfolyo ionaram amplitadéjanal,
ezert meréséhez olyan specialis kortilmények szikségesek, melyek soran az iondram szinte
teljes mértékben hidnyzik a mérés soran. Ez elérhet6 példaul hatékony gatloszer nagy
koncentracidju alkalmazasaval, iondramot nem vezeté mutdns csatornakkal, vagy a permeélo
ion igen alacsony koncentracioja mellett az egyenstlyi potencidlra torténd depolarizacidval. A
permeald ion teljes elhagyasa ugyanis gyakran a csatornat egy funkcioképtelen konformacios
allapotba juttatja.

A kapuzési aram kinetikaja informal a VSD konformacio-valtozasanak sebességérdl, tobb
komponens jelenléte példaul utalhat arra, hogy az elmozdulas tobb fazisban térténik meg. A
kapuzasi aramok id6 szerinti integralja az elmozdult toltés nagysagat adja meg (pontosabban az
elmozdult toltés és az elektromos mezd atszelt hanyadanak szorzatat), amibdl a csatornak

szamanak ismeretében kiszamolhat6 az egy csatornara jutd kapuzasi toltés. Ez az érték a Shaker
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csatorna esetén mintegy 13 eo nagysagl, ami magyarazza a csatorna meredek fesziltség-
fuggesét (196).

Kiilonbozo tesztfesziiltségek mellett meghatarozva és abrazolva az elmozdult toltés
nagysagat megkapjuk a Q-V gorbét, ami jellemzben egy kétallapotu rendszert leir6 Boltzmann-
fiiggvénnyel illeszthet6. Ez a VSD-k elmozdulasénak feszultségfliggését jellemzi, de globalisan
az egész csatornara nézve, igy az egyes VSD-k mozgasa nem kiilonithet6 el. Ez Ky csatornaknal
nem jelent problémat, mivel a négy alegység egyenértékii €s azonos mozgast végez. Az egy
folytonos polipeptid lancbol allé fesziiltség-fiiggé Na* és Ca?* csatorndkban azonban a négy
domén (melyek megfelelnek a Ky csatorndk egy-egy alegységének) kiilonboz6é funkciokat lat el
a kapuzas soran, és emiatt eltéré kinetikaval és fesziiltség-fliggéssel mikodnek, igy ezeknél a

kapuzéasi aramok éertelmezése nehézkesebb.

4.5.4 Fesziltség-zar fluorometria (Voltage-clamp Fluorometry = VCF)

A fesziltség-zar fluorometria egy hatékony elektrofizioldgiai mddszer feszultség-fiiggd
ioncsatornak vizsgalatara, melyet el6szor 1996-ban az Isacoff laboratérium alkalmazott (190). E
moddszer eldnye, hogy egyidejlileg vizsgalhatd az ioncsatornakon atfolyd aram hagyomanyos
két-elektrodas fesziltségzarral mérve, valamint a fesziltseg-kapuzott csatornak feszultség-
szenzorahoz vagy a porusformalo részhez kapcsolt fluoreszcens festék jelével e domének
mozgasa. Ezaltal informaciot nyertink ugyanazon csatorna-populacié porusanak és fesziiltség-
szenzoranak kapuzasi allapotar6l, kovethetd e domének kapuzéasi kinetikdja, ¢és
kovetkeztetéseket lehet levonni a két domén kdzotti csatolasrol.

A technika lényege, hogy a csatorna szekvencidjaban egy célzott poziciéban egy
aminosavat ciszteinre mutalunk, melyhez aztan jel6lés soran a cisztein tiol-csoportjaval reagaléd
¢s fluoreszcens festékkel konjugalt molekula kapcsolodik. A fluoreszcens jeloldt leggyakrabban
maleimidhez vagy metantioszulfonathoz kapcsoljak. Az optimalis jel61ési pozicid jellemzben a
VSD régiodban van, ott is a feltételezhetden legnagyobb mértékli mozgast kivitelezé S4 hélix
kozelében. Tipikusan az extracellularis S3-S4 kozotti hurokban talalhatd, esetenként akéar tobb,
jelolésre alkalmas pozicié (103). Az ide kot6dott fluoreszeens jelold a fesziiltség-fliggd kapuzas
soran az S4 altal indukalt konforméacidé-valtozas miatt megvaltozott fiziko-kémiai kdrnyezetbe
kerul (dielektromos alland6 valtozasa, fluoreszcencia kioltasra képes aminosavak kozelsége,

sth.), ami modositja az emisszid intenzitasat (23-25. abrak). Az intenzitds valtozasa lehet
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novekedd vagy csokkend, sot akar tobb komponensi attol fliggden, hogy a festék molekula
milyen mozgast végez a kapuzas soran. Hasonloképpen, egymas kozelében levé pozicidkbol
szarmazo jelek mutathatnak igen eltéré amplitidokat vagy polaritast. Fontos tehat megjegyezni,
hogy a jel valtozésa nem feltétleniil a festékmolekula mozgésat mutatja, hanem a kornyezetének
valtozéasat, ami szdrmazhat a fehérje egyéb részeinek a festékhez torténé kozeledésébdl vagy
tavolodasabol. Nagy elonye viszont e technikanak a kapuzasi aramok méréséhez képest, hogy az
egyes domének mozgasa egyedileg vizsgalhato Na* és Ca2* csatornak esetén.

A A\ okular B

gy(jtélencse

- fotodidda

em. szUr6

extracelluldris

fluorofér

port valaszté

ex. szUrd

dikroikus t.

vizimmerzids objektiv, 40x

\Y/ feszlltség-elektréda

éram-elektréda{

23. abra A feszliltség-zar fluorometria (VCF) technikai megvalositasa.

intracellularis

(A) A technika épulhet két-elektrodas (TEVC, mint az abran) vagy COVG elrendezésre, mellyel a
membranpotencialt kontrollaljuk, €és az ionaramot mérjiikk. A vizsgalt sejt fels6 membrandarabjarol
vizimmerzios objektivvel gyiijtjik be a fluoreszcencias jelet, melyet fotodiodaval mériink. (B) A
fluoreszcencias jelet tiol-reaktiv vegyiletekhez kapcsolt fluoroférok szolgéltatjak, melyek a fesziiltség-fuiggéd
csatorna S3-S4 o0sszekotdjébe helyezett ciszteinhez kotddnek, és a VSD mozgasa soran a kdrnyezet
megvaltozasa miatt valtozik a fluoreszcencia intenzitasa.
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csatorna nyugalomban negativ MP-nal depolarizécid éltal aktivalt csatorna
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24. abra A VCF technikaval nyerhetd informdcio.

A depolarizaciora elmozdulé VVSD-hez kapcsolt fluorofér intenzitasa megvaltozik az aj kérnyezetben, ez adja a
fluoreszcencias jelet. Az elmozdulé S4 szegmens kapuzasi toltései hozzak létre a kapuzasi aramot, ami ionaram
hidnyéban (pl. permedl6 ionok hianyaban) mérhetd, jellemzéen COVG technikaval a jobb fesziiltség-kontroll és
kisebb zaj miatt. A depolarizacié hatasara kinyilé csatornakon atfolyé ionaram TEVC vagy COVG technikakkal
mérhetd.

F-V, Q-V, G-V
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25. &bra Feszlltseg-fiiggd paraméterek kinyerése VCF technikdval.

Egy tartofesziiltségrol kiilonbozo tesztfesziiltségekre depolarizalva a sejtet, a mért jelekb6l megkonstrualhato a
fluoreszcencia véltozas (F-V), a kapuzasi toltés (Q-V), és a konduktancia (G-V) fesziiltség-fiiggése, illetve
meghatérozhatok aktivacios, deaktivacios és inaktivacids kinetikai paraméterek.
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4.5.5 A patch-clamp technika

Kisméretli sejteken az ioncsatorndk aktivitdsa a patch-clamp modszerrel kovethetd
nyomon, melyet Hamill, Marty, Neher, Sakmann és Sigworth fejlesztett ki az 1980-as evek
elején (197). Itt a sejtek mérete kisebb nyilast, azaz nagyobb ellenallasu pipetta hasznélatat
kdveteli meg, mely egyedul tolti be a fesziiltség-méré és az aram-injektald elektroda szerepét. A
foldpotencialt jelentd elektroda itt a sejtet koriilvevé extracellularis oldatba meril. Minden
patch-clamp kisérlet az iivegpipetta és a sejtmembran kozott Iétrejové nagy ellenallasu
kontaktus (giga-seal) kialakitasaval kezd6dik. Ennek eredménye az tn. sejthez-kapcsolt vagy
cell-attached-patch konfiguracié. llyenkor a sejt membrénja és a citoplazma 6sszetétele ép
marad, igy a csatorndk miikddése kozel fizioldgias koriilmények kozott vizsgalhatd. Ezt
kovetden tobb kiillonbozd meérési konfiguracid alakithatd ki a mérés céljatol fiiggben. Ha ebbdl
az allapotbdl a pipettat eltavolitjuk a sejtt6l, egy kis membrandarab kiszakad gy, hogy annak a
korabban a citoplazma felé esé oldala az extracellularis oldat felé fog nézni (inside-out
konfiguracid). Igy hozzaférhetévé valik a csatorndk intracellularis oldala és vizsgalhatd az
intracellularis oldat 6sszetételének vagy intracellularisan k6t6d6 ligandok, gatloszerek hatasa.

A giga-seal kialakulasa utan a pipettan keresztil szivast alkalmazva kiszakithato a pipetta
nyilasa alatti membrandarabka, s igy hozzaférhetévé valik a sejt belseje. Ez az un. teljes-sejt,
vagy whole-cell konfiguracié. Ilyenkor az egész sejtmembranon atfolyd aram mérhetd, és jol
tanulmanyozhaté példaul az aktivacio fesziltségfliggése vagy az inaktivacios Kkinetika. Az
extracellularis oldat cseréjével vizsgalhatdo kiilonboz6 gatloszerek hatdsa és a csatornak
farmakologiai tulajdonsagai.

Ebbdl a konfiguraciobdl a pipetta eltavolitasaval kiszakithatdo egy membrandarabka, mely
Ujra Osszetapadva hozza létre az outside-out konfiguraciét, vagyis a membran extracellularis
oldala tovabbra is az extracellularis oldattal érintkezik, de a teljes membrannak csak kis részét
tartalmazza, ezaltal Iényegesen kevesebb csatornat is (26. &bra). Ekkor a teljes-sejt
konfiguracidhoz hasonld mérések végezhetdk, de a kisebb felszin és térfogat miatt gyorsabb és
homogénebb membranpotencial-kontroll mellett. Alacsony csatornasiiriiség esetén inside-out és
outside-out konfiguraciokban egyedi csatorna mérések is végezhetok, mellyel tovabbi

informécidk, példaul az egyedi vezetdképesség is meghatarozhatok.
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26. &bra A patch-clamp
technika méreési
konfigurécioi.

Gyenge vakuum alkalmazasaval
el6szor kialakul a ,,giga-seal” sejthez
kapcsolt  (cell-attached) maodban.
Innen a pipetta elhtizasaval téphetd
ki egy membréndarab, elérve az
»inside-out” konfiguraciot. A sejthez
kapcsolt modban egy erés vakuum
impulzussal ,belyukadhatunk” a
sejtbe, kialakitva a teljes-sejt
konfiguraciot. Ebbdl lassan
visszahlGzva a pipettat alakul ki az
outside-out konfiguracio.

4.6 Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt miiszerek és oldatok

4.6.1 Feszilség-zar fluorometrias mérések (Voltage-clamp Fluorometry = VCF) TEVC

technikaval

Az oocitakon az aramméréseket egy Warner TEV-700 két-elektrodas fesziltség-zar

munkaallomason végeztik (OC-725 erdsitével). A fluoreszcencia méréséhez az oocitakat 10

MM metanszulfonat-karboxitetrametilrodaminnal (MTS-TAMRA) vagy Alexa488-maleimiddel
jeloltik (Santa Cruz Biotechnology) depolarizalé oldatban (mM: 110 KCI, 1,5 MgCl,, 0,8
CaCly, 0,2 EDTA and 10 HEPES, pH 7.1) jégen 20 percig. A megvilagitast 470 nm és 530 nm-

es LED (Thorlabs) fényforrasok biztositottak, melyet a méréprogram kontrollalt. A méréseket

egy Nikon Eclipse Fnl mikroszkdpon végeztik 40x vizimmerziés objektivvel, NA: 0,8 (CFlI

Plan Fluor, Nikon). A fluoreszcencia intenzitasat egy XY -pozicionaléra (Thorlabs Inc.) szerelt

fotodiodaval mértik (PIN-040A; United Detector Technology), melyre egy gyijt6lencsével

fokuszaltuk a beérkezd fényt. A didda aramat egy patch-clamp erdsitével mértiik (Axopatch-

200A; Molecular Devices).

4.6.2 Feszilség-zar fluorometrias mérések COVG technikaval

Az Navl.5 csatornak vizsgalata soran alkalmazott COVG méréseket (193, 194) egy

specialis er6sitével (CA-1B; Dagan Corporation) végeztik, mely digitalizalon keresztil
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csatlakozott az adatrogzitd szamitégéphez (Digidata 1440; Molecular Devices) Adatgyiijtéshez
és analizishez a Clampex és Clampfit programokat (v10; Molecular Devices) hasznaltuk. A
hémérsékletet 19°C-on tartottuk egy szabalyoz6 rendszerrel (HCC-100A; Dagan Corporation).
A mérés egyéb korulményei a TEVC-VCF mérésekhez hasonléak voltak.

4.6.3 Patch-clamp mérések

A patch-clamp méréseket teljes-sejt, inside-out vagy outside-out patch konfiguracioban,
feszultség-zar izemmaddban végeztiik. A mérésekhez a sejteket 3,5 mm atmérdji Petri csészében
tartottuk, a méréelektrodat a mikropipettaval Burleigh PCS-PS60 mikromanipulator (Thorlabs,
Newton, NJ, USA) segitsegével juttattuk a sejtekhez. A meréseket szemelyi szamitogép vezerelt
Axon Axopatch 200A, Axopatch 200B, Multiclamp 700B vagy HEKA EPC-9 (HEKA
Elektronik) erdsitdvel és Axon Digidata 1200, 1440 vagy 1550 digitalizaloval rogzitettiik
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA). Az adatok grafikus megjelenitéséhez és
kiértékeléeséhez a pCLAMP8-10 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) és a Pulse
(HEKA Elektronik) programcsomagot hasznaltuk. A mikropipettakat GC 150 F-7.5 boroszilikat
kapillarisokbol készitettiik (Harward Apparatus, Kent, Egyesiilt Kiralysag), melyek belsd
oldattal feltéltve 2-5 MQ ellenallast mutattak a kiilsé méréoldatba helyezve.

A mérések soran a tartdfesziltséget és a fesziltség-protokollok impulzus amplitudoit és

id6tartamat a vizsgalt ioncsatorna jellemzdihez igazitottuk.

4.7 Oldatok

Az elektrofizioldgiai mérésekhez hasznalt oldatok 6sszetételét az alabbi tdblazat mutatja.

A kilon nem emlitett csatornaknal a normal oldatokat hasznéaltuk.

Elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt oldatok

Fajtaja loncsatorna Osszetétele (mM)

145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl, 2,5 CaClz, 5,5 glikoz,10 HEPES (pH

. normal
extra 7.35)

cellularis -
hKv1l.1 140 Choline-ClI, 5 KCI, 2 MgCly, 2 CaCly, 0,1 CdCl., 20 gliikdz, 10
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HEPES (pH 7,35)

oocita (patch- )
1,8 CaCly, 10 HEPES + 115 KCI, NaCl, RbCl, CsCl vagy Tris-Cl

clamp)
normal 140 KF, 2 MgCl,, 1 CaCl, 10 HEPES és 11 EGTA (pH 7,22)
140 KCI, 10 EGTA, 9,69 CaCly, 5 HEPES (pH 7,2, szabad [Ca?*] =5
hKCal.l
uM)
intra- hKCa3.1 150 K-aszpartat, 5 HEPES, 10 EGTA, 8,7 CaCl,, 2 MgCl. (pH 7,2,
a3.
cellularis szabad [Ca?*] = 1 uM)
hKv11.1 140 KCI, 10 EGTA, 2 MgCly, 10 HEPES (pH 7,3)

oocita (patch- )
| | 1,8 EGTA, 10 HEPES + 115 KCI, NaCl, RbCl, CsCl vagy Tris-Cl
clamp

Az emelt K* koncentraciéju oldatok (20-150 mM [K*]) esetén a NaCl-ot részben vagy
egészben KCl-dal helyettesitettiik. A 15 mM Ba?*-ot tartalmazo oldatban szintén NaCl-ot
10 mM MES-sel puffereltik HEPES helyett.

Az Navl.5 csatorna COVG technikaval végzett vizsgalata soran a kovetkezd oldatokat
alkalmaztuk: bels6 oldat (mM): 105 NMG-Mes, 10 Na-Mes, 20 HEPES, és 2 EGTA, pH 7,4.
Kiils6 oldat (mM): 25 NMG-Mes, 90 Na-Mes, 20 HEPES, és 2 Ca-Mes2, pH 7,4. A kapuzasi
aram meréséhez Na-Mes-t NMG-Mes-sel helyettesitettiik mind a kiils6, mind a belsé oldatban,
és a kiils6 oldat 10 uM TTX-et tartalmazott.

Az oldatok elkészitéséhez a vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (Budapest,
Magyarorszag) vasaroltuk. Peptid toxinok vizsgalata soran a tesztelt toxinokat mindig a kiilsé
oldatban oldottuk fel a mérni kivant koncentraciokban, ezért a kiilsé oldatok minden esetben 0,1
mg/ml koncentracioban BSA-t (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) tartalmaztak, hogy
elkertiljiik peptid toxinok esetleges kikotddését a miianyag feliiletekhez.

Az oldatok cseréjét a sejtek kdrnyezetében gravitacio altal hajtott perfazids rendszer
segitségével valositottuk meg, folyamatos elszivas mellett. A perfuziés fej 6 bemenettel

rendelkezett, azaz egy sejten akar 6 kiilonb6zd oldat hatasat tudtuk mérni. A perfuzios fej
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kimeneti oldalat egy PE10-es (0,28 mm bels6-, 0,61 mm kiils6 atméré) csé adta, melynek
tolcsérszeriien kiképzett kifolyd nyilasa laminaris aramlassal juttatta a tesztelt oldatot a sejtekre.

A pH-méréseknél hasznalt gyors oldatcserét egy két-csovii, 20 um atmérdjic @-lveggel
oldottuk meg, melynek gyors mozgatasarél egy piezo meghajtdé gondoskodott (LSS-3100,
Burleigh Instruments).

4.8 Az elektrofiziologiai es VCF mérések kiértekelese

A mért aramgdrbéket minden esetben korrigaltuk szivargési aramra. Ez esetenként mérés
kdzben P/n korrekcidval tortént, mas esetekben pedig off-line a mérés utan. A teljes-sejtes
mérések soran kapacitas és soros ellenallas kompenzaciot alkalmaztunk jellemzéen 85%-0S
mértékig.

A VCF mérések elején rogzitettink egy fluoreszcencia alapvonalat, melynek soran nem
valtoztattuk a fesziiltséget a megvilagitas alatt. A fotohalvanyitas altal okozott miitermékek
kikiiszobolésére ezt az alapvonalat sziir6zés utdn kivontuk a fesziltségprotokoll alatt rogzitett
gorbékbol. A fluoreszcencia jelek nagysagat AF/Fo relativ valtozassal fejeztik ki, ahol AF a jel

amplitadojaban a fesziiltség valtozasara bekovetkezd valtozas, mig Fo az alap fluoreszcencia

intenzitas.

A kétallapotl fesziiltség-fiiggé mennyiségeket jellemz6 adatpontokat, gy, mint a
konduktancia (G-V), fluoreszcencia-valtozas (F-V) és a kapuzasi toltés (Q-V) aktivacioja,
kétparaméteres Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettik a maximalis értékre torténé normalast
kovetden: pl. G(V) = 1 / (1+exp[-(V-Vir)/K]), ahol V12 az 50%-0s aktivaciohoz tartozo

feszlltseég, mig k a gorbe meredekségét jellemz6 paraméter.

A toxinok adott koncentraciéban mért hatdsat megmaradd dramhanyad formaban tlintettik
fel (M.A.H. = 1/lo, ahol | a toxin jelenlétében mért aram amplitado, lo pedig a toxinmentes
kontroll oldatban mért &ram amplit(do).

A dodzis-hatas gorbén a kiilonboz6 koncentraciokban mért adatpontokra kétparaméteres
Hill-egyenletet illesztettiink (M.A.H. = 1Cso™/(1Cso"+[Tx]™), ahol ICso a félhatasos dozis, H a

Hill-koefficiens, [Tx] pedig a toxin koncentracio).

56



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

Az Navl.5 csatorndk vizsgalatanal az ionaramok és a fluoreszcencias jelek aktivacioja
eltérd fiiggvényekkel irhaté le. Igy az Osszehasonlithatdosag kedvéért ionaramok esetén a
maximalis amplitddé 10 és 90%-a kozotti idétartamot hataroztuk meg, mig a fluoreszcencias
jelek joval magasabb zaj/jel aranya miatt meghataroztuk az illesztett exponencialis fuggvény
iddéallandojat, és abbol kiszamoltuk az id6t, mely idealis exponencialis valtozas esetén sziikséges
lenne az amplitad6é 10 és 90% kozotti intervallum befutédsara. Ez alapjan az 6sszefliggés az
id6allando és a szamolt t1o-g0% Erték kdzott: tio-gom,c = 2,1971.

A pH egyedi csatorna paraméterekre kifejtett hatdsanak vizsgélatdhoz nem-stacionarius
zaj analizist alkalmaztunk. -20, 0, 30, 60, 90 mV-os, 15 ms hossz( depolarizalé impulzusokat
ismételtiink -100 mV-os tartofesziiltségrol 250-300 sorozatig, majd kiszamoltuk az egyes
fesziiltségekhez és pH értékekhez tartozo atlag aramokat (1) és variancidkat (o) PulseTools
(HEKA) és IgorPro (WaveMetrics) programokkal. A csatornak szdmat (N), az egyedi csatorna
aramot (i) és a maximalis nyitasi valoszintiséget (Po) az 1-o> fiiggvény pontjaira illesztett

parabolakbol hataroztuk meg: o® = ixI — 1/N alapjan.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1 A Kv csatornék kapuzasanak vizsgalata

5.1.1 A fesziiltség-szenzor domén és az aktivacios kapu kolcsonhatasanak vizsgalata kiilonb6z6
kationok segitségével.

A Kv csatornakban a membran depolarizaciojat kovetéen a VSD konformacio-valtozasa
attevodik a porus doménre, és a csatorna nyitasat eredményezi (102). Bar léteznek lazabb VSD-
PD csatolasi K* csatornak, mint példaul a Kv7.1, melyekben nem szilkséges mind a négy VSD
aktivalt allapota a porus nyitdsahoz (106), az altalunk vizsgalt Shaker a linearis, vagy
determinisztikus kapuzasu csatornak kozé tartozik, melyekben a VSD-k teljes aktivacioja
megel6zi mind idében, mind fesziiltség-fliggésben a porus nyitasat (105). Ennek megfeleléen a
VSD mozgassal egyiitt jaré kapuzasi toltés elmozdulasa is korabban torténik, mint az ionok
aramlasa a poruson keresztil.

A hiperpolarizacié sordn végbemend mozgdsok sorrendje azonban kevésbé egyértelmil.
Az egyik lehetéség, hogy a fesziiltségvaltozas hatasara eloszor a VSD mozdul a nyugalmi
allapota felé, és egy csatolasi mechanizmuson keresztil okozza a pdrus zarédasat a PD-ben. Az
is lehetséges azonban, hogy a porusnak kell el6szor zarodnia miel6tt a kapuzasi toltés nagy része
visszatérhet a nyugalmi allapotba. Mivel a zar6das membranpotencial-fiiggé, az utobbi eset csak
akkor lehetséges, ha maga a kapu is tartalmaz némi kapuzasi toltést, vagy a VSD kismértekii
elmozdulasa lehetdvé teszi a kapu zarodasat, de a nyugalmi allapotba vald visszatérésének {6
komponense csak a zarddas utan kovetkezik be.

A masik fontos kérdés, amit vizsgalni kivantunk az volt, hogy a pérusban talalhatd, azon
ataramlo ionok befolyasoljak-e a kapu nyitasaval és zardsaval kapcsolatos konformacio-
valtozasokat. Korabbi irodalmi adatok mar utaltak arra, hogy mind az aktivaciés kapu zarddasi,
mind a kapuzasi toltés visszatérési kinetikdja fligghet a permedld kationok fajtajatol, a kettd
egylttes szisztematikus vizsgalata azonban tanulmanyunk el6tt még nem tortént meg.

Kisérleteinkben Shaker Ky csatorndkat vizsgéltunk a patch-clamp technika inside-out

konfiguracidjaban kiilonb6z6 iondsszetételii oldatokban (198). Annak érdekében, hogy kapuzasi
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aramokat is mérhessiink, a permeélé ionok koncentraciojat lecsokkentettiik, és szimmetrikusra
allitottuk be, hogy 0 mV-os depolarizacio esetén nulla legyen rajuk nézve a hajtoers. A
csatorndk depolarizicio Altali nyitasat kovetden novekvé idGtartamU hiperpolarizacios
pulzusokat alkalmaztunk, mely alatt egyre tobb csatorna zarédhatott be, és VSD térhetett vissza
nyugalmi allapotdba. Meghataroztuk a farokarambdl a csatorndk zarodasi Kinetikajat és a
kapuzési aram integraljabol a kapuzési toltés visszatérési kinetikajat, mely a VSD mozgasat
jellemezte (27. abra). E két relaxaciés mechanizmus kinetikajat hasonlitottuk 6ssze a kapuzasi
Iépések megértéséhez (28. abra). Eredményeink azt mutatték, hogy a vad-tipusu csatornakban a
porus zarddasi kinetikaja lényegesen gyorsabb volt, mint a kapuzési toltés visszatérése (pl.
szimmetrikus 1 mM K*-ban, 1 = 643 + 36 ps, ill. 2,80 + 0,23 ms). Cs*, Rb" és K* ionok
felhasznalasaval vizsgalva e folyamatokat azt talaltuk, hogy a csatorna zarddasi kinetikaja
érzékeny volt az ion fajtajara (p < 2,2x10°, ANOVA), de a toltés visszatérés sebességét nem
befolyasolta (p = 0,07; 29. abra).

0omV 0omV

-100 mV

Vad-tipus (WT)

80 pA

W434FQ .

100 pA

Qorr
27. dbra A kapuzasi toltés visszatérésenek sebessége vad-tipust (WT) és W434F mutans
csatornakban.

(A) A visszatérés sebességét dupla impulzusos protokollal mértiik. Két 0 mV-os depolarizald impulzust
alkalmaztunk inside-out konfiguraciéban, melyek koézott ndvekve id6tartamot vartunk -100 mV-on. Az els6
impulzus valtja ki az ON aktivacios kapuzasi dramot, majd nagy befelé irdnyul6é farokdram lathatd a WT
csatornandl a repolarizal6 impulzus alatt, majd a masodik depolarizal6é impulzus alatt egyre névekvé ON aram
mérhetd, ahogy visszatér a kapuzasi toltés. (B) Csak OFF deaktivacids kapuzasi aram van jelen a nem-vezetd
mutansban a repolarizécid alatt. (C) A farokdram lecsengési kinetikjanak és a toltés visszatérés kinetikajanak
Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy a csatorna zarodasa gyorsabb, mint a toltés visszatérése. A gorbék az A
panelrél szarmaznak. (D) A t6ltés visszatérése gyorsabb a WT csatorndban (itt T = 2,5 ms), mint a mutansban (t
=5,9 ms).
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Ebbdl azt allapitottuk meg, hogy a kapuzési toltés visszatérését nem hatraltatja a porus
zarddasa, mivel az minden kation esetén gyorsabb volt. A hiperpolarizaciot kovetd, a csatorna
nyugalmi allapotaba visszavezetd folyamat soran tehat a sebesség-meghatarozo lépés a VSD
mozgéasa Vvolt.

Megismeteltik e kisérleteket a WA434F mutans csatorndval, melyben a szelektivitasi
szlir6h6z kozeli mutacio egy permanensen inaktivalt allapotd, elenyészé K vezetdképességli
csatornat hoz létre, mely azonban K" hidnyaban nagy Na* permeabilitassal bir (199). Ezzel a
csatornaval dramaian kiilonb6z6é eredményeket kaptunk: a kiillonb6z6 kationok esetén a kapuzasi
toltés kiilonbozd sebességgel tért vissza (p < 6x10°, ANOVA) arra utalva, hogy ebben az
esetben a porus a kation fajtajatol fliggd zarodasa valik a sebesseg-meghatarozd lépessé (29.
abra).

Ezen megfigyelések alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a kationok a kapu zarodasi
kinetikajat befolyasoljak, mely hatas csak akkor jelentkezik a VVSD visszatéreési kinetikajaban, ha

a zarddas a sebesség-meghatarozo lépés a relaxacio soran.

A
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28. abra Kapcsolat a kapuzasi toltés visszatérése és a csatorna zarddasa kozott WT és
W434F mutans csatornékban.
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A visszatért kapuzasi toltés hanyadat a dupla impulzusos protokollal hataroztuk meg a masodik és az els6
impulzus alatt kivaltott ON kapuzasi toltések hanyadosaként (bal panelek). A bal oldali panelek farok&ramai
lathatok a kozépsé paneleken atskalazva. Az oldatok a WT csatornanal (A) szimmetrikus 1 K* + 115 Tris*, mig a
W434F muténsnal (B) szimmetrikus 115 Na* voltak. (A) A WT csatornanal a toltés visszatérés és a csatorna
zarodas kozotti osszefliggés nem lineéris, mig a W434F mutansnal igen. (A) A bemutatott mérésnél a t6ltés 13%-
a tért vissza, mig a farokdram 48%-ot esett cstcsértékéhez képest. Sok mérés dsszesitett eredmenye lathato a jobb
oldali paneleken (WT: n =29, W434F: n = 18)
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29. abra Toltés visszatérési és farokdaram idoallandok.

(A) A WT csatorndban a toltés visszatérés sebessége hasonld volt a kiilonboz6 ionok jelenlétében, annak
ellenére, hogy kiilonbdz6 volt a csatorna zarddas kinetikaja ezekben az esetekben (B). Ezzel ellentétesen, a
W434F csatornaban a toltés visszatérés sebessége jelentdsen fliggott a jelenlévd ionoktol (C).

Tovabbi vizsgalataink soran kiderult, hogy az eddig nem-vezetének hitt W434F mutans
csatorna nagy K* gradiens esetén kis mértékben képes a K* ionok ateresztésére, viszont a vad-
tipust csatornaval ellentétben a Cs™ és Rb" permeabilitasa elenyészd. Ezt a hiperpolarizacid
soran mért visszatér6é (OFF), és a depolarizaci6é soran mért kifelé mozdulo (ON) kapuzasi toltés
hanyadosabol allapitottuk meg (30. &bra). A poruson at torténd iondramlas esetén ugyanis a
hanyados 1ényegesen kiilonbozhet az ionaramlas hidnyaban mért 1 értéktél. A K* esetén mért
2,82 + 0,27 hanyados jelezte szamunkra, hogy K* ionok aramlanak at a hiperpolarizacios lépés
alatt. A K* ionok aramlasa a poéruson keresztiil akadalyozta a kapu zarédasat, és igy lassitotta a
deaktivacios kinetikat, ezen keresztiil pedig a VSD nyugalmi allapotba torténd visszatérését.
Mig permeécio nelkul 6,01 + 0,45 ms, addig permeacio soran 13,92 + 2,13 ms volt a toltés-
visszatérés idoallanddja. A két nem permedld kation esetén ez nem volt megfigyelhetd, igy a

kapuzasi t6ltés lényegesen gyorsabban tért vissza.
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30. abra Detektalhato vezetoképesség és lassu csatorna zdroddas a W434F mutdnsban.

Egy outside-out membranfolt kiilsé oldalat 115 mM K*, Cs*, Rb*, vagy Tris* tartalmd oldatnak tettiik ki, mig a
pipetta (bels6) oldat 115 mM Tris*-t tartalmazott. (A) 15-ms hosszlsagd, 0 mV-os depolarizalé impulzussal
valtottuk ki az aramot, majd visszaléptiink -100 mV-ra. Kiilsé Tris* esetén csak az ON és OFF kapuzasi aramok
lathatok, Cs* és Rb* (nincs abrazolva) esetén ezeken felill minimalis iondramok megfigyelhet6k, mig K* esetén
viszonylag jelentds permeaci6 lathaté mind a depolarizal6, de féleg a repolarizalé impulzus alatt. (B) Az integralt
OFF kapuzasi toltés + farokdram és az ON kapuzasi toltés hanyadosa csak 115 mM K* esetén mutat jelentds
permeaciot (Qorr / Qon = 2,82 + 0,27, n = 8; permeacié hianyaban a hanyados értéke 1). (C) A farokaram lecsengése

szignifikansan lassabb volt K*-ban, mint a tobbi ion jelenlétében.

A permanensen inaktivaltnak gondolt W434F mutansban a kapuzasi toltés visszatérésének
kinetikdja még ionaramlas hianyaban is szamottevéen lassabb volt, mint a vad-tipusu
csatornaban (6,01 + 0,45 ms, ill. 2,80 + 0,23 ms). Hipotézisiink szerint az inaktivacié folyamata
megvaltoztatja az aktivacios kapu és a VSD kapcsolatat, oly mddon, hogy a porus zarodasa
Iényegesen lelassul, és az valik sebesség-meghatarozo 1épéssé. E hipotézis ellenérzésére vad-
tipust csatornakat is vizsgaltunk K*-mentes, Na ionokat tartalmaz6 oldatokban, mivel ismert,
hogy ezen Kv csatorndk az inaktivaciot kovetéen K* ionokat nem, de Na" ionokat képesek
vezetni az atalakult szelektivitasi szlird miatt. Azt tapasztaltuk, hogy rovid, inaktivacidot nem
indukalo impulzusokat kévetGen a csatorna zarddasa gyorsabb volt, mint a VSD visszatérése,
hasonléan a K* ionok jelenlétében megfigyeltekhez. Amikor azonban a depolarizacio kellden
hosszu volt az inaktivacio kivaltdsdhoz, a W434F mutanshoz hasonloan a csatorna zarodésa

lelassult, és hatraltatta a VVSD visszatérését (31. abra).
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31. abra Kapcsolat a toltés visszatérés és csatorna zarodas kozott a WT csatorndban
szimmetrikus 115 mM Na* oldatban.

Az abra a korabban leirtaknak megfeleléen késziilt. (A) A Na® farokaram legalabb két komponensii a WT
csatorndban rovid (< 60-100 ms) depolarizalé impulzusok utan. Egy 15 ms-os depolarizalé impulzus utén
~30%-a a farokaramnak a gyors komponenssel cseng le (kdzépsé panel), emiatt a toltés visszatérése késik a
csatorna zarédashoz képest (jobb panel). (B) Egy 1000 ms-os depolarizaldé impulzus utadn a farokaram gyors
komponense eltiinik, és a kapcsolat a toltés visszatérés és a csatorna zarodas kozott 1:1 linearissa valik, mint a
WA434F mutansban.

Ezen eredményeink tehat ramutattak arra, hogy hiperpolarizaciot kovetéen az aktivacids
kapu zar6dasa minden esetben megeldzi a VSD visszatérését. Fiziologias korilmények kozott az
aktivacids kapu minimalis tltést hordozva, de igen gyorsan, és a permedld ion fajtajatol fiiggd
sebességgel zarodik be, és a VSD visszatérése joval lassabban ezt kovetden torténik meg.
Hosszt depolarizaciot kovetden azonban az inaktivacié hatasara a csatorna zarddasa lassuva, s
ezzel sebesség-meghatarozova valik, ezéltal hatraltatva a VSD visszatérését a nyugalmi
allapotba. E megallapitasunkat késobb ciszteinnel reagaldé MTS reagensekkel tortént fliggetlen
kisérlettekkel megerésitették (200).

5.1.2 Az intra- és extracellularis pH csokkentésének hatasa a Ky csatornak kapuzasara

Az intra- és extracellularis kdzeg savasitasanak a Ky csatornak kapuzéséara gyakorolt

hatasat mar tobb tanulmany jelezte (114, 120), azonban mi végeztik el az elsé szisztematikus
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vizsgalatot, melynek soran a héattérben all6 mechanizmusokat is feltartuk. Vizsgaltuk, hogy a
Shaker Ky csatorna porusat képesek-e valamelyik oldalrél blokkolni a protonok, és hogy
felléphet-e permeéaci6 a poruson &t. Arra is kerestik a valaszt, hogy az aktivaciés vagy
inaktivacios kapuzasi Iépéseket moddositja-e a pH valtoztatasa. Kisérleteinket Xenopus
oocitakbdl kiszakitott inside-out és outside-out membran darabokon mértik gyors-perfizids
rendszerrel (201).

Inside-out membrandarabok citoplazmatikus oldalat kiilonb6z6 pH-ju oldatokkal
perfundalva az a&ram csokkenését figyeltiik meg alacsony pH-n (32. abra). A 6,4-es és 8,0-as pH
értéken mért aramokat egymashoz skaldzva kiderilt, hogy sem az aram aktivacios, sem az
inaktivacios kinetikaja nem valtozott jelentés mértékben: az alacsony pH-n mért aram egy kb.
kétszeres faktorral leskalazastol eltekintve azonos volt a kontroll arammal. A géatlas a kontroll
pH-ra visszatérve teljes mértékben reverzibilisnek bizonyult. A gatlas mértekét a pH
fuggveényében abrazolva meghataroztuk a gatlas pK értékét, melyre 6,5-6t kaptunk, ami azt
mutatja, hogy mar a fiziologias pH 7,2-7,4 tartomanyban is az aram jelent6s hanyadat gatoljak a
protonok. Emiatt a kisérletek tovabbi részében pH 8,0 oldatot hasznaltunk kontrollnak.

Kiilonb6z6 mértékii depolarizalod 1épéseket alkalmazva Kiderilt, hogy a gétlas feszlltség-
fiiggetlen, ami arra utal, hogy a protonok nem hatolnak mélyen a szelektivitasi sziir6be, ahol a
transzmembran potencial nagy része esik. A gatlas Kinetikdjat gyors perfuzidval vizsgaltuk,
mely lehetdvé tette az oldat cseréjét < 2 ms id0 alatt. Eredményeink azt mutattak, hogy a gatlas a
rendszeriink idObeli feloldasi hataran beliil kialakult, azaz igen gyors. A kimosas kinetikaja
szintén gyors volt, viszont konzisztensen lassabb, mint a gatlds kialakuldsanak Kinetikaja és
szigmoid Kinetikat kovetett. Bar nem bizonyitottuk tovabbi Kisérletekkel, ennek lehetséges
magyardzata, hogy tobb proton kdtdhely van a szelektivitdsi sziird intracellularis bejaratanal,

melyek koziil egy betoltottsége elegendd a gatlas kialakuldsdhoz.
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32. abra Xenopus oocitakban kifejezett Shaker csatornak gatlasa intracellularis protonok
altal inside-out konfiguréacioban.

(A) -80-t6l +100 mV-ig terjedé depolarizaciokkal, 20 mV-o0s lépésekben kivaltott &ramok. A bal panelen pH 8,0-
on, kozépen pH 6,4-en mért &ramok, mig a jobb panelen a 6,4-en mért d&ramok jelzett értékkel felskaldzva és
fedésbe hozva a pH 8,0-on mért gorbékkel lathatok. (B) A felsé panelen az aram-fesziltség (1-V) dsszefuggés
lathat6 pH 8,0 (Ures kor), pH 6,4 mellett (tele kor), és kimosast kovetden (iires négyzet). Az also panel a pH 6,4-en
és pH 8,0-on mért aramok hanyadosat mutatja, ami feszlltség-fuggetlen gatlasra utal. (C) +40 mV-os depolarizacio
alatt mért aramok. A felskalazott pH 6,4-en mért aram jé atfedést mutat a pH 8,0-on mért &rammal, ami protonok
C-tipusu inaktivacidra kifejtett hatasanak hianyara utal. (D) Az intracelluléris proton gatlas dozis-hatas gorbéje +40
mV-nal Hill egyenlettel illesztve. A fiiggbleges vonal a pH 7,2-t jelenti, ami az oocita kisérletekben gyakran
hasznélt intracellularis pH. (E) Az alacsony pH-ju oldat gyors alkalmazasa inside-out konfiguraciéban. A
membrant + 60 mV-ra depolarizaltuk, és az impulzus alatt cseréltilk az intracellularis oldatot pH 7,3-rél pH 4,2-re,
a vizszintes vonallal jelolt idétartamra. (F) Az aram valtozasa felnagyitott idéskalan.

Zaj-analizist alkalmazva megallapitottuk, hogy az aram csokkenésének oka els6sorban az egyedi
csatorna vezetOképesség csokkenése, és kisebb mértékben a nyitasi valoszinliség csokkenése.
Ezek alapjan a gatldas mechanizmusat az extracellularisan alkalmazott tetraetil-ammdnium
(TEA) gatlasdhoz hasonlénak gondoljuk, mely olyan nagy sebességli asszocidcidos €s
disszociacios 1épéseket jelent, ami a mérdrendszer feloldoképességét meghaladja, s igy egy

latszolag csokkent egyedi csatorna vezetOképesség figyelhetd meg (33. abra).
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valdszinliség.

Erdekes modon az intracellularis alacsony pH gyorsitotta a farokaramok kinetikajat, ami
nem lehetett felszini téltés-arnyékolasi effektus (surface charge screening) eredménye, mivel
annak éppen ellenkezd irdnyba kellett volna valtoztatnia a kinetikat. Feltételezésiink szerint a
protonok kompetalnak a csatornaba belépd K* ionokkal, melyek akadalyozzak az aktivacios
kapu zarodasat. A proton jelenléte a csatorna bejaratanal megfigyeléseink alapjan viszont
Ezzel ellentétben viszont az inaktivacio sebességét nem mddositotta az intracellularis pH. Ez a
megfigyelés nem meglepd annak fényében, hogy az inaktivacio a szelektivitasi sziird

extracellularis végéhez kdzel megy végbe.

Az extracellularis oldali savasitas teljesen mas hatassal volt a csatornak kapuzasara (34. abra).
Megfigyeltik a mar ismert toltés-arnyékolasi effektust, aminek hatasara pH 8,0-r6l pH 5,0-ra
valtva a VSD mintegy 45 mV-tal negativabb fesziltséget érzékel, s igy ennyivel eltolodik a
nyitashoz szilkséges membranpotencial a pozitiv iranyba, valamint felgyorsul a farokaram a
latsz6lag negativabb fesziiltség miatt. Az extracellularis pH fiziologias tartomanyon beldli
csokkenése nem blokkolta a csatorndkat, csak joval alacsonyabb értékek esetén okozta a

csatornak lassu inaktivaciéjanak gyorsulasat.

66



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

2nA

pH 8.0

pH 5.0

20 ms

kimosas

f
50 0 50 100

Feszlltség (mV)

0.5nA

200 ms

34. dbra Az extracellularis savasitas
hatasa a Shaker csatornakra.

(A) -80-tol +100 mV-ig terjedd depolarizaciok
altal kivaltott aramok pH 8,0 (bal panel) és pH
5,0 (kdzépen) esetén. A jobb panelen feketével a
pH 5,0-n mért, a jelzett faktorral felskalazott
aramok lathatok a pH 8,0-n mért aramokkal
(sziirke) fedésbe hozva. (B) A fels6 panelen az
aram-feszilltség (I-V) 0Osszefliggés lathaté pH
8,0 (Ures kor), pH 5,0 mellett (tele kor), és
kimosast kdvetoen (iires négyzet). Az alsd panel
a pH 5,0-en é pH 8,0-on mért aramok
hanyadosat mutatja. (C) Aramok +60 mV-nal
pH 8,0-n, majd 5,0-n és Ujra 8,0-n kiterjesztett
idéskalan.

Ez utobbi hatas kikiiszobolése érdekében alkalmaztuk az erésen csokkent C-tipusu

inaktivaciot mutatd T449V mutanst (35. abra). Ennél a mutansnal még pH 5,0 esetén sem

tapasztaltunk aramcsokkenést vagy az inaktivacio gyorsulasat, tehat a vad-tipusnal megfigyelt

hatds a C-tipusu

inaktivacio befolydsolasan keresztll valosult meg. Az inaktivacid

gyorsulasanak mértéke igen nagymértékii volt: pH 4,0-nal 200-szor gyorsabb volt az

inaktivacio, mint pH 8,0-nal. A dozis-hatas gorbe alapjan pKa = 4,7/alegyseg ertéket kaptunk,

ami egy savas oldallanct aminosav protonalasdra utal. A legvalosziniibb jelolt a 447-es

pozicidju aszpartat, mely a szelektivitasi sziir@ extracellularis végéhez kozel helyezkedik el, ahol

az inaktivacioval kapcsolatos konformacio-valtozasok mennek végbe.
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35. abra Az extracellularis savasitas
hatasa a csokkent inaktivacioju
T449V mutansra.

(A) -80-tol +100 mV-ig terjedd
depolarizaciok altal kivaltott &ramok pH 8,0
(bal panel) és pH 5,0 (kdzépen) esetén. A
jobb panelen feketével a pH 5,0-n mért
skélazés nélkili aramok lathatok a pH 8,0-n
mért dramokkal (sziirke) fedésbe hozva. (B)
A felsé panelen az aram-fesziltség (I-V)
Osszefiigges lathatd pH 8,0 (Urres kor), pH
5,0 mellett (tele kor), és kimosast kovetden
(Ures négyzet). Az also panel a pH 5,0-en és
pH 8,0-on mért aramok hanyadosat mutatja.
(C) Az aramok +60 mV-nal pH 8,0-n, majd
50-n és Qjra 8,0-n minimalis hatast
mutatnak a T449V mutans csatornara.
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A protonok C-tipusl inaktivaciot modositdé hatdsanak vizsgalatdhoz egy +60 mV-o0s
depolarizal6 impulzus alatt alkalmaztunk egy gyors roévid pH 5,0-6s impulzust. Ahogy a 36.
abrén lathato, az eredetileg lassu inaktivacios kinetika azonnal felgyorsult az alacsony pH
hatasara, és pH 8,0-as oldatra visszavaltva csak nagyon lassu visszatérést tapasztaltunk, ami azt
mutatja, hogy a pH 5,0-0s periddus indukalta a C-tipusuy inaktivacié kialakulasat.

Csatorna-gatlast még befelé folyd aramok esetén sem figyeltiink meg, ami azt bizonyitja,
hogy a protonok nem tudnak belépni a szelektivitasi szlirGbe, €s nincsen proton permeabilitds a
Kv csatorna porusan keresztiil. Ezt pH 2 értékig ellendriztik.

Osszességében tehat megallapitottuk, hogy intracellularisan a protonok gétoljak a Ky
csatornakat mar fiziologias pH tartomanyban is, aminek élettani relevanciaja is lehet. Az
extracellularis oldalrél viszont csak joval alacsonyabb pH tartomanyban befolyasoljak az
inaktivacio mechanizmusat, felgyorsitva azt. Ez a hatds mégis relevans lehet alacsony
extracellularis pH-ju, pl. gyulladasos teriileteken, mivel a toltés-arnyékolasi effektussal egyutt a
csatornak aktivaciojat hatraltatva, inaktivacidjat pedig felgyorsitva, lényegesen csokkentheti a

K* konduktanciat, modositva ezzel a sejt ingerelhetéségét.

A

36. abra A C-tipusu inaktivacio felgyorsulasa
extracellularis protonok hatasara.

pH 8.0 és kimosas

(A)  Shaker csatornakat expresszald6  membranfoltokat
depolarizaltunk +60 mV-ra a jelolt pH értékek mellett. Az
inaktivacio drasztikus felgyorsulasa figyelheté meg. (B) A
inaktivacio sebességét az aramgorbék lecsengd szaraira illesztett

egy-exponencialis fliggvények idballandoival jellemeztik. Az

B id6allandokat a pH fiiggvényében abrazoltuk. A folytonos vonal
® . ) . )

1000 = az illesztést mutatja, mely azon alapul, hogy az egyes alegységek
E //— egyedileg hatnak koélcsén a protonokkal. (C) Egy +60 mV-ra
§ 100 — : torténd depolarizacio alatt alkalmazott gyors pH 5,0-s impulzus.
T pKa = 4.7 /alegység Az impulzus alatt csokkenést mutaté aramra illesztett egy-
= s . r e s, e . . .
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5.1.3 A Kvl.3 csatorna inaktivaciojanak extracellularis pH-figgése

A Shaker csaladba tartozé Ky csatornak fent leirt inaktivacioja a ,,lab az ajtoban” (foot-in-
the-door) mechanizmusnak megfeleléen csak akkor mehet végbe, ha egy K* ion kotéhely a
pérusban kiiiriil, vagyis az ott 1évé ion tavozik (202). A lassu inaktivacid sebességét erdsen
befolyasolja az extracellularis pérusrégié aminosav sorrendje, killondsképpen a Shaker csatorna
449-es pozicidjanak megfelelé helyen taldlhaté aminosav (114). Ezen felul az inaktivacio
sebessége modosithatd gatldszerekkel (pl. tetraetil-ammadnium), valamint az extracellularis oldat
kation 6sszetételének és pH-janak valtoztatasaval.

Az irodalombol ismert, hogy tdbb, a Shaker csaladba tartozd csatorna inaktivacios
kinetikdjat modositja az extracellularis pH (pHe) (123, 124, 126). Kulondsen figyelemremelto,
hogy mig minden mas csatornanal a kinetika el6z6 részben leirt gyorsuldsa figyelhetd meg a pH
csokkenésevel, addig a human T-sejtek dominans, és a proliferacioban kulcsszerepet jatszo
Kv1.3 csatorndjanak esetében lassul a lassu inaktivacio (37. abra) (120). Fontos és egyedulallo
tulajdonsaga a pH érzékenység szempontjabol, hogy a kritikus (Shaker 449-cel ekvivalens)

pozicioban egy titralhatd hisztidin talalhato (H399).

- - 37. abra Az extracellularis pH

csokkentése lassitja a Kyl.3 aram
inaktivaciés Kinetikajat és csokkenti
amplitadojat.

1/1735

(A) Kyl.3 csatornakat expersszal6 CTLL-2
sejteket depolarizaltunk +50 mV-ra teljes-sejt
konfiguraciéban a jel6lt extracellularis pH
mellett. pH 6,5 csak kis mértékii valtozasokat
okozott. (B) A pHe 5,5-re csokkentése
reverzibilisen és jelentds mértékben csokkentette
az amplitadot, és lassitotta az inaktivacidt. (C) Az
adramamplitid6 csokkenése alacsony pHe esetén.
(D) Az inaktivAci6 lassuldsa alacsony pH. esetén.
Az aramgorbék lecsengd szarara illesztett egy-

6.5
extracellularis pH

55

\ PHSS
/ - -
J BERG

/ pH 7.35 kimosas
/7

exponencialis fiiggvények id6allandoinak aranyat
abrézoltuk a pH 7,35-6n mért id6allandohoz
képest.

[~ 65
extracellularis pH

5.5
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A lassu inaktivacio pH-fliggése fontos szabalyozé mechanizmus lehet példaul gyulladasos
terlileteken, ahol a kornyezet pH-ja jelentdsen eltérhet a fiziologias értékt6l. Mivel a human
limfocitdk membranpotencialjat els6sorban a Kvl.3 csatorndk hatarozzak meg, ezek
muikodésének a pH valtozasa altal okozott moddosuldsa befolyasolja a sejtek
membranpotencialjat és ezen keresztiil szamos sejtfunkciét. Nevezetesen, gyulladasos, alacsony
pH-ju tertileten a Kv1.3 csatornék lassabb inaktivacioja miatt atlagosan hosszabb ideig tartanak
nyitva e csatornak. Ez negativabb membranpotenciélt eredményez, ami kedvez a limfocitak

E tanulmany elsd részét Dr. Panyi Gyorgy mar felhasznalta MTA doktori értekezésében,
de mivel a masodik rész megértéséhez sziikséges az eldzetes eredmények ismerete, ezeket az
eredményeket részletes kifejtés és abrak bemutatasa nelkil lista forméajaban ismertetem.

Meérési eredményeink alapjan feléllitottunk egy modellt, mely szerint a Kv1.3 csatorna
inaktivacio szempontjabol fontos 399-es pozicidjaban levé hisztidin protonalodik alacsony pH-
n, az igy kialakuld elektrosztatikus tér akadalyozza az inaktivacié sebességét meghatarozé K*
kot6helyrél a K* ion tavozasat, ezaltal megnoveli annak atlagos bet6ltottségét és lassitja az
inaktivalt allapot kialakulasat (203). Ezen kisérletekhez idealis a Ba?" ionok hasznalata,
amelyekre a fesziiltségfiiggd K* csatornak permedbilisak, de a Ba®" nagyobb toltése miatt
erdsebben kotddik az egyes kotohelyekhez, igy a poéruson keresztiili mozgésa is lassabb.

Modelliinket tébb eredményiink tamasztotta ala:

1. A hisztidint mas aminosavra mutalva a tobbi csatornanal is megfigyelt gyorsulas
kovetkezett be az inaktivacioban.

2. Magas ionerdsségli oldatot (High Ionic Strength =HIS, mely 96,25 mM MgCl-t
tartalmazott) alkalmazva a vad-tipusi (WT) csatornaban is az inaktivacio gyorsulasa volt
megfigyelheté alacsony pH-n. Ennek magyarazata, hogy a magas ionerdsség ledrnyékolta a
protonalt hisztidin elektromos terét, igy eltiint a K* kilépését hatraltaté potencialgat.

3. Az inaktivaciot kontrollald K* kotdhelyre kotédott Ba®* ion kimosodasi kinetikaja
lelassult alacsony pH esetén, arra utalva, hogy a kialakult potencialgat akadalyozza a kotéhely
elhagyasat.

4. A Ba?* disszociacio sebessége nem fiiggott a pH-tol a H399K és H399L csatornak

esetén, ahol nem volt protonalhaté a kritikus pozicidju aminosav.
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5. A Ba*" disszociacio sebessége azonos volt a WT csatornabdl pH 5,5-nél a H399K
csatornaban mért értékkel, valamint a WT csatornabdl pH 7,35-nél a H399L csatornaval mért
értékkel.

A tovébbiakban arra voltunk Kkivancsiak, hogy a porus extracellularis bejaratanal
elhelyezkedé protonalt hiszitidin altal 1étrehozott potencialgat a kiviilrdl a porusba belépd
kationokat is akadalyozza-e. Ennek érdekében vizsgéltuk az alacsony extracellularis pH hatasat
megemelt kiilsé K* koncentracié ([K*]e) alkalmazasa mellett (38. abra). llyen kortilmények
kozo6tt a modell szerint az inaktivaciot kontrollaldé kotéhely betoltddése novekvd [K*]e esetén
egyre inkabb az extracellularis tér feldl torténik, melyet a pozitiv oldallanc jelenléte akadalyoz, s
igy az inaktivacio gyorsulasat eredményezi. A modell predikcidjanak megfeleléen, alacsony pH
mellett az inaktivacid gyorsuldsa volt megfigyelhetd6 a 40-150 mM extracellularis K*
koncentracid-tartomanyban. Az inaktivaciés kinetika analizise azonban nehézkes emelt [K™]e
esetén, mivel — korabban mar leirt modon — a lecsengés legalabb két komponenstivé valik, és

tobb idéallando és amplitudo jelenik meg az dsszehasonlitasban (204).

38. abra Az extracellularis savasitas hatasa a
150 K-ECS pH 7.35 Kv1.3 inaktivaciojara magas extracellularis K*

esetén. (Felsd panel) Ky1.3 csatornakat kifejezd CTTL-2
150 K-ECS pH 5.5 sejteket depolarizaltunk 3 s id6tartamra +50 mV-ra -120
mV tartofesziiltségrél. A K-ECS extracelluléris oldat 150
mM K*-ot tartalmazott. pH 7,35-r61 pH 5,5-re valtva az
inaktivacids kinetika felgyorsult. (Alsé panel) Az aram
lecsengése két exponencialis komponens dsszegeként volt
illesztheté. A pH csokkenésével a lassi komponens (As)
aranya csokkent a teljes amplitidéban (As + As).

i

500 ms

400 pA

1.0 7

0.8

0.6

/ (AS } /\f‘)

0.4

Ag

0.2 A

0.0 -

735 6.5 35

extracellularis pH
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Ennek kikiiszobolésére bevezettiink egy, a komplex kinetikaval lecsengd aramot egyetlen
id6 dimenzi6ju szammal jellemzé mennyiséget, amit APPR-nek (Area / Peak Ratio) neveztlink
el. Ezt Ogy hataroztuk meg, hogy megmértiik az d&ramgdrbe alatti terliletet (Area = a gorbe
integralja = t6ltés) levonva bel6le a steady-state aramszinthez tartozé terliletet (toltést), és ezt
osztottuk az aramgorbe amplitiddjaval (Peak), melybdl eldtte szintén levontuk a steady-state
aramszintet (39. abra). Mivel egy exponencialis lecsengésii gorbe teljes integralja Axt - val
egyenld, ahol A az amplitadd, 1 pedig az id6allando, az integrél és az amplitidé hanyadosa az
1déallandot adja meg. Az APPR segitségével igy tehat a komponensek szaméatdl €s a relativ
amplitudoktol fliggetleniil egyetlen szdmmal jellemezhettiik és hasonlithattuk 6ssze kiilonb6z6

korulmények kozott az inaktivacios kinetikat. 39, 4bra A savasitas inaktivaciora

gyakorolt  hatasanak  [K']e
flggése

(A) Mig [K*]e = 20 mM esetén a pH
A \ 20 K-ECS, pH 7.35 & P HORECS TR csokkentése lassitotta az inaktivaciot,
\ JoKECS. gl 55 \ addig (B) [K*]e = 40 mM esetén mér
kismértékii gyorsulas volt megfigyelhetd.
(C) Meghataroztuk az aramamplitaddkat
és az aramgorbék alatti teruleteket +50
— mV-0s  depolarizciék alatt, majd
_ S L kiszamoltuk a terilet / cslcséram
200 ms 200 ms hanyadosokat (area per peak ratio =
APPR) pH 7,35 (APPR;3s) és pH 5,5
(APPRss) esetén. Ezek hanyadosat
1.0 \ dbrézoltuk a [K*]e flggvényében. (D) Az
i APPR meghatarozasa. Az aramamplitido
inaktivalodd6 komponensét (Pi) az
* o 2’55525&EEEEEE523232;5\2572‘55“32?2?ESEQiSS egyensulyi (SS=steady-state) komponens
5 W . 150 abszolat cstcsbol torténd levonasaval
extracelluléris [K°] kaptuk. Az inaktivalédé komponenshez
tartozd toltést (Ai) a teljes gorbe alatti
tertiletbdl az SS komponenshez tartozo
komponenst (satirozott rész) levonva
kaptuk. Az APPR érték az Ai / P

h&nyadosként adddik.

40 K-ECS,pH 5.5

I nA

2 nA

O

1.5 D

7.35

APPR, /APPR
o
__1
;;////

A modell alapjan feltételeztiik, hogy ha az aram iranyat a K* koncentraciok valtoztatasaval
megforditjuk, akkor a befelé iranyuld6 K* 4aramlas esetén a kotShely toltédése még

hangsulyosabban kiviilr6l torténik, ¢és a pH csokkentése még inkdbb az inaktivacio
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gyorsuldsanak irdnydba fog hatni. Ennek megfeleléen befelé iranyuld dramok esetén, az &ramok
inaktivacidjat gyorsitotta az alacsony extracellularis pH a 20-150 mM extracellularis K*
koncentracié-tartomanyban (40. abra). Mig kifelé iranyulé aramok esetén 40 mM [K™]e folott
okozott inaktivacié gyorsulast az alacsony pH, addig befelé iranyul6 d&ramok esetén ez mar 20

mM [K*]e fol6tt bekdvetkezett. o
40. abra A savasitas inaktivaciora

gyakorolt hatasanak [K*]e flggése
befelé folyé aramok esetén

(A-C) Teljes-sejt K* aramok CTLL-2
sejteken 2 s hossz, +20 mV-0s
40 K-ECS, pH 7.35 depolarizald impulzusok alatt. A pipetta
oldat 5 mM K*-ot tartalmazott, igy a K*
200 ms 200 ms egyensulyi  potencial minden esetben
pozitivabb volt +20 mV-nal, ezért befelé
B irdnyultak az aramok. Az extracellularis
2 oldat 20 (A), 40 (B) vagy 150 mM (C) K*-
ot tartalmazott, és az aramokat rogzitettiik
pH 7,35 és pH 5,5 esetén is. Az dramokat
L 0 150 normaltuk  az  inaktivacios  kinetika
extracelluldris [K*] kénnyebb 0ssze—hasonlithatésaganak
érdekében. (D) Az APPRss / APPR73s
hanyadosokat abrazoltuk kiilonbozé [K*]
értékek mellett.

40 K-ECS,pH 5.5

150 K-ECS, pH 5.5

=4
150 K-ECS, pH 7.35 ::
-

200 ms

A korabbi, Ba?* ionok kimosodasi kinetikajat vizsgalo kisérletekhez hasonloan, azt is
vizsgaltuk, hogy a protonalt hisztidin lassitja-e a Ba®" ionok porusba torténd belépését az
extracellularis térbél. Ehhez sszehasonlitottuk a Ba?* altal vad-tipust, valamint H399L és
H399K mutans csatornakon okozott gitlas kialakulasanak kinetikajat kiilonbozé pH értékek
esetén. A kimosodashoz hasonléan a bemosodasi kinetika is lassabb volt alacsony pH esetén a
vad-tipust csatornan, pH-fliggetlen volt a két mutans esetében, és gyorsabb volt a H399L
mutansnal, mint a H399K mutansndl. E megfigyelések mind aldtamasztottdk egyszerii
modelliinket, mely szerint a kotShely toltddését mindkét irdnybol akadalyozza a pozitiv toltésii

oldallanc altal létrehozott potencialgat a porus extracellularis végenél.
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>

WT pH 7.35
47 00 \
»

WT pH 5.5

41. 4dbra A Ba?* gatlds bemosodasi
kinetikaja WT, H399L és H399K
mutans csatornakon

. N

.\"-.-o-. .

(A-B) Az extracellularis pH csokkentése
lassitja a Ba?* bemosodasi kinetikajat WT
K.1.3 csatornakon. A teljes-sejt aramokat 10
ms hosszd, +70 mV-os depolarizalo
impulzusok alatt mértiik 15 s idokdzonként -

csticsaram (nA)
[}
csticsaram (nA)

i Rt o e

15mM Ba™' 15 mM Ba™

0 0 T ! T 1
0 I 4 0 1 2 3 4

ido (min)

ido (min)

wT D H399L H399K

O

90 mV tartofesziiltségrol. A panelek a
csucsaram iddbeli valtozasat mutatjak 15 mM
Ba?* alkalmazasa alatt (fekete csik) pH 7,35
(A) illetve pH 5,5 (B) esetén. A folytonos
vonalak az illesztett exponencialis fuggvényt
mutatjak, melyek idéallandoit meghataroztuk.
A bemosddasi id6allandok fiiggnek a pH-t6l a
WT csatornénél (C), de fliggetlenek a H399L
és H399K muténsok esetén (D).

10

idoallando (s)
idéallando (s)

7.35 5.5 735 55

extracellularis pH

735 55

extracellularis pH

Ezen megfigyelések alapjan tehat kibdvitettiik eredeti modelliinket Ugy, hogy az alacsony
pH-n protonalt H399-es aminosav gatolja a K* ionok mozgasat mindkét iranyba a porus
bejaratanal. Emiatt az alacsony pH hatasa az inaktivacios kinetikara attol fligg, hogy a kotohely
betoltddése elsdsorban melyik oldalrol térténik az aramirany és K* koncentracio fiiggvényében.

Osszefoglalasképpen, egy egyszeri modellel sikeriilt megmagyaraznunk a Kv1.3 csatorna

szokatlan inaktivacios kinetika valtozasat alacsony extracellularis pH esetén (42. abra).

42. abra Modell a H399 szerepérol a Kv1.3
inaktivaciéjanak pH flggésében

pH 7.35 pH 5.5

(Fels6 panelek) Alacsony extracellularis [K*]e esetén pH
7,35 mellett a H399 (His) neutralis, mig pH 5,5 mellett
protonalédik, igy elektromos tere akadélyozza a K* ion
(z01d) kilépését az inaktivaciot kontrollald kotohelyrol
(barna), lassitva azt. (Als6 panelek) Magas
extracelluldris [K*]e esetén a kothely elsésorban
kiviilrél telitddik, igy pH 7,35 esetén nagyobb a
betoltottsége, mig a pH 5,5 mellett protonalédott H399
tere akadalyozza a K* belépését, s igy csokkenti a
betoltottseéget ezaltal gyorsitva az inaktivaciot.

5 mM K*,
y @y

(i3 @iy
yiN

@9

T
150 mM K*, '( )‘ .'l‘
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5.2 Kv csatornakat gatlo skorpio toxinok vizsgalata

5.2.1 Uj Kv1.3 csatornat gatlo peptid toxinok felkutatasa és karakterizalasa

A skorpid toxinokkal kapcsolatos kutatasaink egy tobb, mint két évtizedes kollaboracios
kapcsolatbdl szarmaznak Prof. Lourival D Possani munkacsoportjaval az Universidad Nacional
Autonoma de México egyetemen. Prof. Possani a toxinoldgia nemzetkozileg elismert
szaktekintélye, elsOsorban a skorpidmérgek komponenseinek azonositasaval €s funkcidjuk
meghatarozasaval foglalkozik. E kollaboracio révén szamos skorpioméregbdl izolalt és altaluk
meghatarozott szerkezetii peptid toxinhoz jutottunk, melyek elektrofiziologiai karakterizalasat és

Kv csatornédkkal valo kdlcsonhatasanak vizsgalatat laboratoriumunkban végeztik el.

25 ‘
2.04
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J— _ 60
\ i o-KTx 2.13 el
1.54
| 0.12
g 1 s0
E
= |
=
o1 ‘.»" \ -
< 107 g ‘ € 008 // 1
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S ‘ + 30
057 . H H | 0.04
’ | At T A
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43. &bra A Centruroides suffusus suffusus skorpi6 mérgének reverz-fazisai HPLC
kromatogramja

(Bal panel) A C. s. suffusus mérgének vizoldékony részét (melyet 10 mg teljes nyers méregb6l nyertiink ki) egy
reverz-fazisi Cig-as oszloppal frakcionaltuk. Az elualds 0-60 % acetonitril gradienssel tortént 0,1 % TFA
(trifluorecetsav) oldatban 60 perc alatt, 2 ml / min &raml&si sebességgel. A Kis csucs, melyet a 20-as szam jeldl,
volt az a frakcid, mely gatlé hatast mutatott Ky1.3 csatornékon, igy azt tovabb tisztitottuk. (Jobb panel) A 20-as
frakci6 tovabbi tisztitisa reverz-fazisi HPLC-vel 20-60%-o0s acetonitril gradienssel. Az o-KTx2.13 tiszta
peptidet tartalmazé frakcid volt az egyetlen, mely gatolta a Ky1.3 csatornat. A vizoldékony meéregnek mintegy
0,1%-4t teszi ki a peptid.
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A bevezetéshen emlitett potencidlis terapias felhasznalhatosag reményében kereslink a
Kv1.3 csatornat minél hatékonyabban és minél szelektivebben gatlé toxinokat. Ezen Kivil
vizsgéljuk a toxin-csatorna interakcid molekularis részleteit, keressiik a koélcsonhatasban
szerepet jatszo strukturalis elemeket. Az évek soran munkacsoportunk szamos djonnan izolalt
skorpiotoxin farmakoldgiai karakterizalasat végezte el, mint példaul a Pi2, Pi3, Ce toxinok,
Css20, TsT26, anuroctoxin és a Vm24 (205-210).

Els6ként a toxinok Kyv1.3 csatornat gatlé hatdsat teszteltiik teljes-sejtes patch-clamp
merésekkel. Esetenként szamos peptid keverekeét tartalmazd méreg-frakciokat kaptunk mexikoi
kollaboratorainkt6l, melyek kozil a géatld hatdst mutaté frakcidkat tovabb frakcionaltak
kromatografias modszerekkel, és végil eljutottunk az izolalt egyedi peptidekig, melyek
szekvenciajat Edman-degradacioval és tomegspektrometriaval hataroztdk meg (43. dbra). Mas
esetekben mar kordbban izolalt, ismert szerkezeti toxinokat kaptunk tesztelésre. A hatékony
peptidekkel ddzis-hatas gobéket vettiink fel, melynek soran a toxint jellemzéen 30-100-szoros
koncentraciotartomanyban alkalmazva meghataroztuk a megmaradé Ky1.3 dramhanyadokat. A

toxint [Tx] koncentracioban alkalmazva az aram amplituddja exponencialis kinetikaval csokken
Tin id6allandoval az egyensulyi szintig (44. &bra), melynél a megmaradé aramhanyad

(Remaining Current Fraction):

RCF::E;§%§ﬁ

A toxin koncentracio fliggvényében abrdzolva az RCF-et, az adatpontokra illesztett Hill-
fliggvényekbbdl meghatarozhattuk a kotédés mikroszkopikus disszociacidos allandojat (Kg),
valamint a Hill-egyutthatét (n), melynek egyhez kozeli értéke jelezte a toxin-csatorna

kdlcsonhatés 1:1-es sztochiometriajat. Ebben az esetben az egyenlet az egyszerii

RCF = —%4__ formara redukalodik.
Kd+[Tx]

JO gatld hatdsi toxinok esetén a Kg értéke néhany nM nagysagrendbe esik, de

azonositottunk néhany igen nagy affinitast peptidet is, melyek Kqy értéke az alacsony pM-os

tartomanyban volt. A gatlas kialakulasa soran meghatarozott Tin, és a toxin kimosasa soran az

aram amplitddé visszatérését jellemzd Tout id6dllandok meghatirozasaval kiszamolhatok a

kolcsonhatas sebességi allanddi az alabbiak szerint:
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k _ 1-toNXKoFF
ON =

k 1
Ton X[Tx] OFF ™ 2ok

A mikroszkdpikus asszociaciés (kon) és disszociacios (korr) sebességi allandokbél szintén
kiszamolhat6 a d6zis-hatas gorbébdl is kinyert disszociacios allando:

korr
K, = “CFF
d kon
1nM sAnTx 44, abra A toxin disszociaciés allandojanak
141 ooy meghatarozdsa a be- és kimosddasi
[ A K |
1.2 5 __ssee®e*  kinetikakbol
< el
[ 1.0 b p g - . , . .
-~ Wl A toxin alkalmazasa soran (szirke csik) az
g 0.8 1 ’ aramamplitiddé idében exponencialisan csokken
‘g 0.6 - y (illesztés pirossal) ton id6allandoval, mely figg a
2 0.4 - toxin koncentraciéjatol, majd kimosas soran szintén
o W exponencialis idofliggéssel tér vissza (zold illesztés)
0.2 1 tore idGallanddval koncentréciétdl fiuggetlendl. A
0.0 ' T Y v disszociaciés allandé a szdvegben leirt mddon
0 100 200 300 400 szamolhato a két idéallandobol és a  toxin

Idé (s) koncentréacidobol.

A Kv1.3 csatorna iranti affinitas meghatarozasat kovetden elvégezziik a toxinok biofizikai
jellemzéset: vizsgaljuk az asszociacios és disszociacios kinetikat, a gatlas fesziltség-fliggeset,
esetenként kompeticios kisérletekkel a kotohely poziciojat, illetve néhany toxinnal végeztiink
dokkolasi szimulaciokat a csatornaval kdlcsonhaté aminosavak meghatarozasara. Végul pedig a
szelektivitdas meghatarozasa torténik a toxint kiprébalva a rendelkezésiinkre allé, mintegy 15
ioncsatornabdl allé bankunkon. A nagy szelektivitas igen fontos elvaras egy potencidlisan
gyégyszerként hasznalandé molekulanal a mellékhatdsokat okoz6 keresztreakciok elkerilése
szempontjabol. A skorpid toxinok esetében a szelektivitas altalanosan elfogadott kritériuma a
szazszoros kilonbség a toxin disszociacids allandojaban két K* csatorna kozott (211), de
karakterizaltunk ennél Iényegesen nagyobb szelektivitast mutat6 toxinokat is.

A hagyomanyos vizsgalatokon tal bizonyos toxinoknal végeztiink tovabbi kisérleteket a
struktara-funkcié kapcsolat feltarasara is. A nem-diffazio-limitalt bimolekularis toxin—csatorna
modell szerint (212, 213) a toxin és a csatorna kdlcsonhatasanak elsé 1épéseként kialakul egy

,koOlcsonhatasi komplex”, mely a toxin difftiziojat jelenti a csatorna kozelébe, és nagyszdmu
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kapcsolodasi orientacio ,kiprobalasat”, melyek még nem jelentik a pérus, azaz az ionaram
blokkolasat. Ez a lépés a hosszu tavd nem-specifikus elektrosztatikus kélcsonhatasoktol figg,
ami a nettd pozitiv toltésii toxin €s a negativ toltési szelektivitasi sziird kozott 1ép fel. A lokalis
negativ felszini potencidl megndveli a toxin koncentracidjat a porus kozelében és magas
asszociécios sebességi allanddt eredményez. Innen alakulhat ki a mar a pérus blokkolasaval jaro
kotott allapot. Ezt a 1épést ma mar a hagyomanyos merev ,kulcs a zarban” modell helyett egy,
mindkét molekula részér6l rugalmasabb atalakulast feltételezé ,kéz és kesztyli” vagy ,,induced
fit”, azaz indukalt illeszkedésként képzeljik el (214). Ez a sebesség-meghatarozo 1épés magaban
foglalja az aminosav oldallancok atrendezddését, hidrogénkotések kialakitasat, és a kationok €s
vizmolekuldk kiszoritasat az érintkez6 feliiletek koziil. Ennél a 1épésnél mar a rovidtava, a két
molekula aminosav oldallancai kozotti paronkenti elektrosztatikus kdlcsonhatasok jatszanak
szerepet. A kotddés affinitasat a szoros kontaktust kialakitd aminosav parok kozott kialakulo
elektrosztatikus és van der Waals kélcsonhatasok, illetve hidrogénkotések szama hatarozza meg,
ami a két kolcsonhato felszin komplementeritasanak mértékétdl fligg. A toxin-csatorna komplex
atlagos életideje, és igy a disszociacio sebessége (Kore) e kdlcsonhatasoktol fugg. Igy a gatlas
kialakulasanak és az abbol vald visszatérésnek a sebesseégét merve, és abbol az asszociacios es
disszociacios sebességi allandokat meghatdrozva tobblet informacié nyerheté a kdlcsdnhatas

mechanizmusarél.

5.2.1.1 A Css20 skorpidtoxin szelektivitast meghatarozo tulajdonsagainak vizsgalata

Ilyen jellegli részletesebb tanulmanyunk a Centruroides suffusus suffusus skorpio
mérgébdl izolalt Css20 nevii toxin gatldsi mechanizmusanak analizise volt. Ez a peptid
méréseink szerint gatolta a Kv1.2 (K¢ = 1,5 nM) és a Kv1.3 csatornakat (K¢ = 7,2 nM), mig
nyolc masik tesztelt csatornan, koztik a kdzeli rokon Ky1.1 és Ky1.4 csatornakon hatastalannak
bizonyult (207) (45. abra).
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45. abra A Css20 toxin affinitasa és szelektivitasa

(Bal panel) A Css20 dozis-hatas gorbéje Ky1.2 (tele kérok) és Ky1.3 (ures korok) csatorndkon. A megmaradé
aramhanyadot MAH = 1/1, alapjan hataroztuk meg, ahol lo a kontroll oldatban mért aramamplit(idd, mig | a toxin
adott koncentracidja mellett, az egyensulyi gatlas beallasat kovetéen mért aramamplitadd. A mért pontokat Hill
egyenlettel illesztettik: MAH = K¢ / (K¢ + [TX]"), ahol [Tx] a toxin koncentrécid, Kq a disszociacios allando, és n
a Hill koefficiens. (Jobb panel) A Css20 szelektivitasanak vizsgalata. A teljes-sejt aram megmaradé hanyadat 10
nM toxin koncentracié mellett hataroztuk meg. A Ky1.2 és Ky1.3 csatornakon kivil egyik csatornat sem gatolta
szignifikans mértékben a Css20.

Erdekes modon a gatlas kialakulasanak és az abbdl vald visszatérésnek a kinetikaja
Iényegesen lassabb volt a hatékonyabban gatolt Kv1.2 csatornan a Kv1.3-hoz képest, ami arra
utal, hogy a ket csatornaval mas modon hat kélcson a toxin (46. abra). Ennek felderitéséhez
molekularis dokkolasi szimulaciokat végeztiink, melyekkel az egyes csatornakhoz torténd
kotddés affinitasat és szelektivitasat meghatarozo kritikus aminosavakat kivantuk meghatarozni.
Ez az informacio segitséget nydjthat olyan moddositasok tervezésehez, mellyel egy adott
csatornara specifikus toxin hozhato létre. Ezt a stratégiat alkalmaztuk egy szelektiv anuroctoxin

mutans létrehozasanal (Id. alabb).

" - © — 46. abra A Css20 gatlas
_ +somv +50 mV reverzibilitasa és kinetikaja
-120 mVI 120 mV
kool A Css20 reverzibilisen gatolja a hKy1.2 (A)
1.0 , P
g ———, E 2 és hKy1.3 (C) aramokat, melyeket +50 mV-
£ 05 £ 10 nM Css20 os depolarizal6 impulzusokkal valtottunk ki -
1
L ST Caach ® k; 120 mV-os tartofesziiltségrél 30  s-0s
s ° idékozonként. A Kyl.2 csatornakat Cos-7
0 10 20 30 sejteken, a Kyl.3 csatorndkat human
. 1d8 (min) 4o limfocitikon mértik. Az &ramamplit(dok
- 10 ¢ . 2 véltozdsa a toxin be- és kimosasa soran
&
é = / é« 2 Kv1.2 (B), illetve Ky1.3 csatornakon (D). A
Sos] & o 5 toxin alkalmazasanak idétartamét az idéskala
@ 31
3 3 1o Cas20 feletti fekete csik jelzi. A Ky1.2 csatornan
& 3 nM Css20 o MRS . . . " T
—_— 0l e mind a be-, mind a kimosddas kinetikaja
0 500 1000 0 50 100 150 200 250 300 350 Iényegesen lassabb V0|t, mint a KV1-3
1d6 (min) 1d6 (min)

csatorna esetén.
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Az o-KTx2 csaladba tartozd toxinok szekvencigjanak 6sszehasonlitasa szamos igen
konzervalt aminosavat mutat, melyek koziil kettd, a kritikus lizin (K28 a Css20-ban) és egy
aromas aminosav 9 pozicioval lejjebb (Y37) alkotja a bevezetdben mar emlitett, ,,esszencialis
diadnak” nevezett, sok nagy affinitasa K csatorna gatlé toxinban megtalalhat6 parost (157, 158,
215, 216). Az esszencialis diad kritikusnak tiinik a Kv1.2 nagy affinitasu gatlasdhoz. A diad
aminosavainak alaninra torténé mutacidja tobb nagysagrenddel csokkentette a Pil toxin (o-KTx
6.1) affinitdsdt a Kv1.2 irant (217), és e két pozicid szintén kritikusnak bizonyult a
maurotoxinban (MTX (a-KTx 6.2), K23 és Y32) a Kv1.2-hoz torténd kotédésben (218). A diad
sziikségessége azonban nem ennyire egyértelmii a Kv1.3 gatldsa esetén. A diad jelenléte
ellenére a MTX igen gyengén gatolja a Kv1.3-at, de a csatorna porus kiilsd végénél talalhato
H399T mutacio a Kv1.2-h6z hasonlo érzékenységet kdlcsonodz a Kyv1.3-nak. Az MTX Y32 diad
aminosavarol kimutattak, hogy kdlcsonhat a mutans Ky1.3 T399-es aminosavaval, igy a vad-
tipust Kv1.3 csatorna 399-es poziciéju hisztidinje és a toxin diad tirozinja kdzotti kdlcsonhatas
valdszintileg akadalyozza a nagy affinitasu kétddést. Ugyanez allhat fent a Css20 esetén, mivel a
dokkolasi szimulécioink kdlcsonhatast mutatnak a toxin Y37-es és a Ky1.3 H399-es aminosava
kozott. Annak ellenére, hogy tobb olyan toxin is ismert, melyben tirozin talalhaté az aromas
didd pozicioban és nM-os koncentracioban gatolja a Kvl.3-at, mint pl. a noxiustoxin,
hongotoxin-1 és a Css20, a Kv1.3 iranti szelektivitas szempontjabol eldnydsebbnek tiinik mas
egyéb aminosavak jelenléte a tirozin helyett. A Kyl.3-at leghatékonyabban gatlo skorpio
toxinokban az ,,aromas didd” pozicidban tirozintol kiilonbozé aminosavak talalhatok: fenilalanin
(Pi2, Pi3, és anuroctoxin azaz a-KTx 7.1, 7.2 és 6.12) (205, 209), treonin (kaliotoxin és OSK1
azaz o-KTx 3.1 és 3.7) (219, 220), vagy aszparagin (HsTx1 azaz a-KTx 6.3) (221), mig az
0sszes Kv1.2-t ,preferald” toxinban tirozin talalhato ebben a pozicioban (MTX, Pil, CoTX1 (a-
KTx 10.1), Pi4 (a-KTx 6.4), (222-225), 1. tablazat).
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peptid toltés / His K4 arany Ky (nM)
név 1234567890123456789012345678901234567890  gssz/C-term Kv12 /K13 Kvi2  Kvl3
maurotoxin VSCTGSKDCYAPCRROI'GCPNA-KCLNKSCKCYGC  5/0  3/0 2e-4 0.7* 3300°
A cotxI AVCVYRT-CDKDCKRRE GYRSG-KC[INNACKCYPY 6/0  3/0 0.005 27° 5300
Z | pi4 IEAIRCGGSRDCYRPCQKRETGCPNA-KCINKTCKCYGCS 6/0  3/0 <8e-7 0.008°  >10000°
Pil LVKCRGTSDCGRPCQORUrGCPNS-KC[[INRMCKCYGC 5/0  3/0 0.09 1 1
- | Css20-3 IFINVKCSSPQQCLKPCKRAFGISAGGKCINGKCKCYP 6/0  3/0 0.2 1.5 7.2
2| Noxiustoxin TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN  6/0  3/0 2 2 it
& | Hongotoxin-1  TVIDVKCTSPKQCLPPCKRQEFGIRAGAKCMNGKCKCYPH 6/1 4/ 1.9 0.17¢ 0.098
| chrx EFTNVSCTTSKECWSVCQRIHNTSRG-KCMNKKCRCYS 51 5/ 5.4 14! 2.6'
anuroctoxin ZKECTGPQHCTNFCRKNE-KCTHG-KCMNRKCKCENCK 72  6/1 9 6" 0.7"
OSK1 GVIINVKCKISRQCLEPCKKAE-GMRFG-KCMNGKCHCTPK 81  4/1 386 5.4 0.014'
| OSKI-20 GVIINVKCKISRQCLEPCKPAE-GMRFG-KCMNGKCHCTPK 6/1 4/ 2108 78' 0.037'
S| OSKI-12,1620 GVIINVKCKISPQCLKPCKDAE-GMRFG-KCMNGKCHCTPK 71 4/l 3322 196' 0.059'
| HsTXI ASCRTPKDCADPCRKE['GCPYG-KCMNRKCKCNRC  6/0  5/0 >45000 >5000 001V
KTX GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAE-GMRFG-KCMNRKCHCTPK  6/1  5/1 >1538 >1000  0.65'
_E. L]
I
diad

1. tdblazat Kv1.2 és Ky1.3 gatl6 toxinok szekvenciaja és szelektivitasa

A tablazatban olyan o-KTx toxinok talalhatok melyeknek ismert az affinitdsa mindkét csatorna irant. A
szekvenciakat a diszulfid hidakat kialakito ciszteinek alapjan rendeztiik Gssze. A kovetkezd oszlop a toxinban
talalhatd Osszes netto toltést jelzi az aminosav oldallancok toltése alapjan, illetve a protonalhat6 hisztidinek
szamat, mig az azt kovetd oszlop ugyanezeket mutatja a (szaggatott vonaltol jobbra talalhaté) C-terminalis
régioban. A kovetkezd oszlopban a kozolt értékekbdl szamolt Kq arany talalhato, mely alapjan Ky1.2-szelektiv,
atmeneti, vagy Ky1.3-szelektiv csoportba soroltuk a toxinokat. Az utolsd két oszlop a kozolt Ky értékeket
mutatja a két csatornara. A bekeretezett pozicidkban jellegzetes mintazatok figyelhetk meg a kiilonbdzo
szelektivitasu toxinokban az aminosavak karakterét illetGen. A tablazat alatt az ,,esszencidlis diad” két
pozicidjat jeloltik.

Tehat mig a porusba benyuld kritikus lizin esszencialisnak tlinik mindkét csatorna
gatlasdhoz, ugy tlinik, hogy a didd masik felét alkoto tirozin a Kvl.2 irdnyaba moédositja a
szelektivitast. Ezzel megegyezden a dokkolasi eredmenyek tébb kontaktust is mutatnak a Css20
Y37 és P38 aminosavai és mindkeét csatorna felszini aminosavai kozott, ami arra utal, hogy az
»aromas diad” pozicidban levd aminosav nagyon fontos meghatdrozdja a nagy affinitasu

gatlasnak sztérikus korlatok révén (47. abra).
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47. dbra A Css20 Kyl.2 és
Kvl1.3 csatornakhoz torténd
kotodésének modellje

A toxin dokkolésa a Kv1.2 (fent) és
Kv1.3 (lent) csatorndkhoz. A toxint
sargaval megjelenitett masodlagos
szerkezeti elemek mutatjak, mig a
csatornakat molekuldris
felszinekkel 4&brazoltuk. A toxin
csatornaval  kontaktusba  1ép6
oldallancait palcika &brazolassal
jeloltuk, melyekben a N atomok
kék, az O atomok piros szint
kaptak. A  csatorna  toxinnal
kontaktusba 1ép6 aminosavait a
kovetkezdk szerint szineztiik: savas
(Asp, Glu) piros, bazikus (Arg, His,
Lys) kék, polaros (Asn, Gin, Ser,
Thr) vilagoskék, hidroféb (Gly,
Met, Pro, Val) zdld, és aromas
(Tyr) narancs. A ko6zéps6 panel a
toxin szekvenciajat mutatja a 9-es
poziciotol (ennél el6rébb nincs
jelent6s kontaktus), a sarga részek a
masodlagos szerkezeti elemeket
jelolik. Az egyes aminosavak felett
a Kyl.2, alatt a Kyl1.3 az azzal
kélcsbnhatd csatorna aminosavak
vannak feltlintetve. Az utolso betii
(A-D) a csatorna alegységet jeldli,
melyben a kolcsonhaté aminosav
talalhat6. Peldaul a toxin S9
kélcsonhat a Kyl.2-ben a Q357
aminosavval az A alegységben.

A toxin kiilonbozd régidinak szerepét a csatorna felismerésében egy kiméra toxinnal

demonstraltak, melyet a Kv1.2-szelektiv MTX a-helikalis N-terminalis szakaszabol, és a Kv1.3-

szelektiv HsTx1 C-terminalis szakaszabol allitottak 6ssze (a két szakasz hatarat szaggatott vonal

jelzi az 1. tablazatban) (226). Kimutattak, hogy az MTX B-lemezt tartalmazo C-terminalis felét

a HsTx1 megfeleld szakaszaval helyettesitve teljesen megsziint a Kv1.2 nagy affinitast gatlasa,

ami e szakasznak a szelektivitds meghatarozasaban jatszott szerepére utal. E régio kdzelebbi

vizsgélata kulonbségeket tar fel a Kyv1.2- és Kyv1.3-specifikus toxinok kodzott a bazikus és savas

oldallanct aminosavak szamat tekintve (Table 3). A Kv1.3 irdnt nagyobb affinitast mutatd
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toxinok jellemz6en nagyobb nettd toltéssel rendelkeznek, de még lényegesebb, hogy a toxin C-
termindlis felének magasabb nettd toltése jol korreldl a Kv1.3 irdnti szelektivitassal a Kv1.2-vel
szemben. A Css20 illeszkedik ebbe mintaba, mivel csak harom bézikus aminosava van (a diad
lizin, és két masik lizin) a C-terminalis félen, és nagyobb affinitassal bir a Kv1.2 iranyaba.
Tovéabba a Css20 dokkolasi szimulacidja a Kv1.2 és Kyv1.3 csatorndkhoz a nem-diad lizinek
(K33 és K35) altal kialakitott hidrogén hidat és tébb egyéb kontaktust mutat a Kyv1.2-vel, de
egyet sem Ky1.3-mal.

A szelektivitas szempontjabol fontos lehet tovabba a kritikus lizintd1 két pozicioval lejjebb
talalhatd aminosav (keretezve az 1. t&blazatban), mivel annak ismeretében, hogy a lizin
oldallanca behatol a szelektivitasi sziirGbe, varhatoan ez az aminosav is kozeli kapcsolatba kerl
a csatorna felszinével. A szekvenciak 6sszehasonlitasabol kideriil, hogy a nagy affinitasu Kv1.2
gatlokban ebben a pozicidban egy izoleucin, mig a Kvl1.3-szelektiv toxinokban egy metionin
talalhato. Ezt az izoleucint azonositottak is, mint kulcsfontossag aminosavat a CoTx1 (224) és
Pi4 (225) toxinok Kv1.2-vel torténd kolcsonhatasaban. A Css20-ban e pozicioban izoleucin van
(130), ami megfelel a Kvl1.2-szelektiv toxinok mintazatanak, és dokkolasi eredményeink is
megerdsitik, hogy ez az aminosav valdban kozelebb van a csatorna felszinéhez a Kv1.2 esetén

(kb. 2 A) mint Kyv1.3 esetén (kb. 5 A).

A toxinok a-helikalis részt tartalmazd N-terminalis szegmensei nem mutatnak olyan
nyilvanvalé kiilonbségeket, melyek felelosek Ilehetnének a szelektivitds meghatarozasaért
barmelyik csatorna iranyaba. Ennek ellenére az MTX-HsTx1 kiméra Kisérletek vilagosan
demonstraljdk ennek a szakasznak a fontos szerepét is a kotédés soran. A HsTx1 N-terminalis
felét kicserélve a MTX megfeleld szakaszara, kozel 400-szoros faktorral csokkent a toxin Kv1.3
iranti affinitasa (226). Amikor az OSK1 toxin harom aminosavat mutaltak (OSK1-12,16,20, az
1. tdblazatban jelélve) a nagy Kvl.3-szelektivitasu kaliotoxin ekvivalens pozicidiban talalhato
aminosavakra, a Kv1.3 iranti szelektivitas mintegy tizszeresére nétt (220). Az OSK-1 K20D
mutacidja 6nmagaban mintegy hétszeres javulast okozott a Ky1.3 irdnti szelektivitasban,
valamint a CoTx1 ekvivalens R14 aminosavardl kimutattdk, hogy kdélcsonhat a Kyl1.2-vel. E
megfigyelések arra utalnak, hogy ebben a pozicidban a bazikus aminosavak a Ky1.2-hdz vald
kotodést segitik el6 a Kv1.3-hoz képest (224).

A Pi4 toxin R19 aminosava is fontos meghatarozoja a Kyv1.2-hoz torténd kotédésnek. A
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Kv1.2-szelektiv toxinokban arginin vagy glutamin talalhato ebben a poziciéban, mig a csatornat
kisebb affinitdssal gatld toxinokban rdvidebb oldallanci toltetlen vagy savas aminosavak
talalhatok (225). Ebb6l a szempontbdl a Css20 kiilonbozik a nagy affinitasd Kv1.2 gatld
toxinoktdl, mivel két alanin talalhaté az ekvivalens poziciokban (19 és 20). A felsorolt
kritériumok alapjan a C-terminalis fél alacsony nettd toltése, a diad tirozin jelenléte (Y37) és a
30-as pozicidju izoleucin nagy affinitast josolnak a Kv1.2 felé, mig az alaninek a 19-es és 20-as
poziciokban valoszinlileg ezzel ellentétesen hatnak. Ezek ereddjeként a Css20 kis mértékben
szelektiv a Kv1.2 iranydban a Kvl1.3-mal szemben azaz kdzepes szelektivitasi toxinnak
tekinthetd.

Mind a gatlasi egyensuly kialakulasa, mind az aramamplitidd gatlasbdl valo visszaterése
teljes volt 30 masodpercen belil a Ky1.3 esetén, mig a gatlas kialakulasa mintegy 10-szer, a
gatlasbol valo visszatérés pedig 30-szor lassabb volt Kyv1.2 esetén. A Iényeges kilonbsegek a
toxin asszociacios €s disszociacios sebességi allandoiban kiilonb6zo kdlcsonhatasokra utalnak a
két csatornaval a hasonlo affinitas ellenére. A Kvl.3-hoz torténé gyors asszociacio gyors
orientacidra utal a dokkolas korai lépései soran hosszu-tavla elektrosztatikus kélcsénhatasok
révén, de szdmos szoros kontaktusbdl szarmazo kedvezotlen kélcsonhatas okoz hasonldéan gyors
disszociaciot a csatornatol (151). A dokkolasi eredmények teljes mértékben alatdmasztjak ezt a
modellt; a legtobb toxinnal kdlcsonhatd aminosav a Kvl1.3 szelektivitasi sziir6jénél talalhato,
melyek fOleg a toxin porusba nytldé K28 aminosavaval 1épnek kdlcsonhatasba. Ezzel szemben a
Kv1.2 esetén ugy tinik, kevésbé érvényesiil a hosszu-tdvl elektrosztatikus kdlcsonhatasok
orientald hatdsa, igy lassabb az asszociacié. A Css20 kontakt felszine azonban jobban
illeszkedik a Kv1.2 dokkolasi felszinéhez, és a modellezés altal josolt kiterjedt hidrogénkotés
halozaton keresztiil kotédést kovetden hosszabb ideig marad kapcsolatban a csatornaval, ami

lassabb disszociaciét és magasabb affinitast eredményez.

5.2.1.2 A margatoxin szelektivitasanak vizsgalata

Ezen toxinokon felll részletesen vizsgaltuk a korabban izolalt, sokak altal a Ky1.3
csatorna szelektiv gatloszereként ismert és alkalmazott margatoxin (227, 228) hatasat 13
kiilonb6z6 ioncsatornan. Annak ellenére, hogy a margatoxin a kaliumcsatornak vizsgalataban
szeéles korben hasznalt, kereskedelmi forgalomban 1évé molekula, olyan tanulmany, mely

azonos feltételek mellett (expresszids rendszer, affinitds meghatarozasanak mddja, stb.)
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keletkezett adatok alapjan adna felvilagositast a margatoxin receptorara, még nem ismert. Egy
ilyen atfogd tanulmény hianyaban tobb munkacsoport, mely e toxint alkalmazta eszkdzként,
téves kovetkeztetéseket vonhatott le kiilonb6zo sejttipusok altal kifejezett ioncsatornak
meghatarozasa soran.

E tanulményban megallapitottuk, hogy a margatoxin hatékonyabban gatolja a Kvy1.2
csatornat, mint a Ky1.3-at, és bar lényegesen Kisebb affinitassal, de a Ky1.1 csatornat is (48.
4bra). Igy a konkluzionk szerint a margatoxin nem tekinthetd Kvl.3-szelektiv gatloszernek
(229).

48. &bra A  margatoxin  (MgTXx)

1.0 = FEmme=m =@ szelektivithsa

o

©

% 0.8 - = A MgTx gatlé hatdsat vizsgaltuk 14 ioncsatornan
= - outside-out konfiguracioban. Az abran a megmarado
z 06 1 aramhanyadot abrazoltuk 1 nM toxin jelenlétében a
3 0.4 kontrollhoz képest. Az egyes csatornakhoz hasznalt
g O

g expresszios rendszerek és fesziiltség-protokollok a
gy 021 Modszerek leirasanal talalhatok meg. Az eredmények
= i Bl ‘ alapjan az irodalomban sokak &ltal Ky1.3-szelektiv

V.S

t: \Q- 0 '\ '\ <:» toxinként kezelt MgTx hasonld hatékonysaggal
ETEe gatolja a Ky1.2 csatornat, és bar kisebb affinitassal, de
a Ky1.1 csatornat is.

5.2.1.3 Egy kivételes tulajdonsagokkal rendelkezo skorpiotoxin, a Vm24

Az eddig felsorolt toxinok kozul tébb hatékony (Kq a nM vagy alacsonyabb koncentracio
tartomanyban), és tobbé-kevesbé szelektiv gatldészere a Ky1.3 csatorndnak. Itt a legjobb
tulajdonsagl Vmz24 toxint mutatom be (210).

A Vm24 egy 36 aminosavbdl allé toxin, mely a Vaejovis mexicanus smithi skorpid
mérgébdl szarmazik. Szekvencidja az 49. &bran lathatd, szerkezetét neégy diszulfid hid
stabilizalja, és megtalalhato benne a fent ismertetett ,.esszencialis didd”, melyet az egyik [3-

lemezbdl kinyl6d Lys25 oldallanca, és a Tyr34 hoz létre.

diad 49. abra A Vm24 toxin szekvencidja és
szerkezete

1
AAAIS(IZVGSPE(IZ | RAQG(IZKNGK(IZMNRKCKCIYYC
| A Vm24 szerkezetét négy, a fekete vonalakkal

jelzett diszulfid hid stabilizélja, a z6ld rész a rovid

a-hélixet, a pirosak a B-redéket a jelolik. A kék

vonal az ,,esszencialis diad” két aminosavat jelzi.

85



dc_1498 17

Fesziiltség-fuggd ioncsatornak kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal

Megmaradé aramhanyad
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1 10 100
Vm24 koncentracio (pM)

1000

50. &bra A Vm24 dodzis-hatds gorbéje a Kv1.3
csatornan

A Vm24 hatasat Ky1.3 csatorndkat expresszald human
limfocitakon mértiik. A megmaradé aramhanyadot MAH =
I/1o alapjan hataroztuk meg, ahol lo a kontroll oldatban mért
aramamplitddé, mig | a toxin adott koncentracidja mellett, az
egyensulyi gatlas beallasat kovetéen mért aramamplitado. A
mért pontokat Hill egyenlettel illesztettilk: MAH = Kq" / (Kqg"
+ [Tx]", ahol [Tx] a toxin koncentracid, Kq a disszociacios
allando, és n a Hill koefficiens. Az illesztés Ky =2,9 pM ésn

= 0,99 értékeket adott.
Meéréseink szerint a Vm24 a jelenleg ismert egyik legpotensebb Kv1.3 csatorna gatloszer,

disszociacios allanddja 2,9 pM (50. &bra). A nagyon alacsony alkalmazott koncentraciok és a

rendkiviil lassi kimosodasi kinetika miatt tobb kisérletet végeztiink annak megerdsitésére, hogy

a csatornaval fellépd valodi specifikus kdlesonhatas révén alakul ki a gatlas.

b -

aram (nA)

normalt csiicsaram

51. dbra A Ky1.3 csatornak gatlasa a Vmz24 altal

=

kontroll
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A teljes-sejt aramokat a Ky1.3 csatorndkon keresztil human limfocitédkban valtottuk ki +50 mV-os depolarizalo
impulzusokkal -120 mV-os tartofesziiltségrél 15 s idékozonként. 1 nM Vm24 szinte teljes mértékben gatolta az
aramot. Nyilak jelzik az els6é és a 12. impulzust a toxin jelenlétében. (B) Normalt csucsiramok az id6
figgvényében 0,3 vagy 1 nM Vm24 alkalmazasa soran. A nyil jelzi a toxin hozzéadasénak idejét. (C) Normalt
csucsaramok az id6 fiiggvényében 3 pM Vm24 alkalmazasa, majd a toxin kKimosdsa sordn. A toxin-mentes
kontroll oldattal val6 perfuzié az &ram nagyon lassu részleges visszatérését okozta ~ 3800 s-os id6allandéval. Az
impulzusok 30 s id6kozonként kovették egymast. (D) A gatlas kialakulasanak sebessége (a bemosasi idéallando

reciproka, 1/ Tvmea,in) @ VM24 koncentracio fiiggvényében. A pontokat egyenessel illesztettiik (r2 = 0,99).
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Vizsgaltuk a gatlas kialakulasanak kinetikajat az alkalmazott koncentrécio figgvényében,

¢s a vartnak megfelelden, a bemosasi iddallando reciproka egyenesen aranyos volt a
koncentracioval. Ennek magyarazata, hogy a bemosasi idéallandd Ty, = 1/ ((Kon x [VmM24]
+korr), ahol kon és korr a toxin asszociacio és disszociacid molekularis sebességi allandoi és
[Vm24] a toxin koncentracioja, de a toxin nagyon lasst kimosodasa miatt Korr ~ 0, 1QY Tyosin =
1/ (kon x [Vm24]) adddik (51. &bra).

Végeztink kompeticios kisérletet charybdotoxinnal (ChTx), mely egy jol karakterizalt
porus-blokkoldja e csatornanak, és azt tapasztaltuk, hogy novekvé ChTx koncentraciok mellett

lassult a Vm24 bemosodasi kinetikaja, mely arra utalt, hogy azonos kot6helyért kompetalnak,

azaz a Vmz24 is a hagyomanyos toxin gatlasi mechanizmust koveti (52. abra).

A B c
3.0 4 ChTx 1.0 0.03 4
— 25 (=) P
& S g 08 '
£ ChTx +Vm24 © ® Vm24 ..é
g 207 o 8 os O Vm24+03nMChTx £ 0.024
o - ¥ Vm24+25n0MChTx <
w 151 5 ~
=, o 04 E
3 E -
9o 0 £ > 001 °
(7] N -
© 0.5 g 0.2 =
- =
o 4]
= 0.0 C 0.0+ T T - 0.00 T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 50 100 150 200 250 300 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
idé (s) idé (s) ChTx megmaradé aramhanyad

52. abra Kompeticio a ChTx és a Vm24 kozott

(A) Kvl1.3 cstucsaramok az id6 fiiggvényében egy T sejten, melyet elészor 0,3 nM ChTx-nal, majd az egyensuly
bedlltat kovetéen 0,3 nM ChTx és 0,3 nM Vm24 keverékével perfundaltunk. A Vm24 gatlas kinetikajat egy-
exponencialis illesztés idéallanddjaval jellemeztiik. (B) T sejtek normalt csicsaramai, melyek 0,3 nM Vm24
gatlasi Kinetikajat mutatjadk ChTx nélkdl, vagy 0,3 nM vagy 2,5 nM ChTx jelenlétében. (C) A 0,3 nM Vm24
gatlas sebessége (a bemosasi id6allandd reciproka) a ChTx jelenlétében vagy hianyaban megmaradd
dramhanyad (nem gatolt csatorna hanyad) fiiggvényében. A pontokat egyenessel illesztettiik (r’= 0,967).

Egy ilyen affinitast toxinnal kilondsen érdekes a csatorna-szelektivitas, ezért 10 egyéb
ioncsatornan is teszteltik gatldo képességét. 10 nM koncentraciéban harom csatornan okozott
jelent6sebb gatlast, azonban 1 nM koncentracioban mar csak a Kv1.2 csatornat gatolta mintegy
20 %-ban. Ez legaldbb 1500-szoros szelektivitast jelent a Kyl1.3 iranyaba, ami bdéven

meghaladja a terapias alkalmazashoz javasolt minimum 100-szoros kilénbséget (53. abra).
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53. abra A Vm24 szelektivitasa

(A) A Vm24 gatl6 hatasat vizsgaltuk 11 ioncsatornan. Az abran a megmaradd aramhanyadot abrézoltuk 10 nM
toxin jelenlétében a kontrollhoz képest. Az egyes csatorndkhoz hasznalt expresszids rendszerek és fesziiltség-
protokollok a Moddszerek leirasanal taldlhatok meg. (B) Azoknal a csatornaknal, melyeknél 10 nM toxin
jelenlétében detektalhatd gatlast tapasztaltunk, Gjra meghatéroztuk a megmaradé aramhanyadokat 1 nM toxin
jelenlétében. (C) 1 nM Vm24 hatasa Ky1.1, Ky1.2 és Kca3.1 csatornakra. Az aramgorbéket toxin alkalmazas
el6tt (kontroll), a gatlasi egyenstly beallta utan (1 nM Vm24), és kimosast kdvetden (kimosas) rogzitettiik.

Tovabbi kisérletekben kimutattuk, hogy a Vm24 pM-os koncentracioban gatolja a T-sejtek
abra).

Ezek utan vizsgaltuk a toxin in vivo immunszuppressziv hatasat gy, hogy meghataroztuk,
hogy milyen mértékben képes gatolni a Vm24 a patkanyok fiilében kivaltott aktiv vagy adoptiv
kés6i hiperszenzitivitasi reakciot (Delayed Type Hypersensitivity reaction = DTH). A kivaltott
DTH reakci6 soran a borbe migraldo Tem sejtek okoznak gyulladast (230). Az aktiv DTH esetén
ovalbuminnal immunizaltuk az allatokat, majd az ovalbumin Ujboli alkalmazasaval valtottuk ki
a reakciot, ami az érintett fiil gyulladasat és duzzadasat idézte eld. Adoptiv DTH soran
elézetesen in vitro aktivalt Ova-GFP T-sejteket juttattunk az allatokba, majd szintén ovalbumin
alkalmazasaval valtottuk ki a reakciot. A kezelt csoport egyszeri szubkutan 0,1 mg/kg Vm24
dozist kapott a masodik ovalbumin alkalmazéssal egy idében, mig a kontroll 4llatokba PBS-t

injektaltunk. A DTH reakci6 mértékét 24 oraval késébb vizsgaltuk a fiil duzzadéasadnak
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mérésével (valtozas a flil vastagsagaban, lasd az Anyagok és Mddszerek leirdsdban). Az 55.
abran lathatd, hogy a Vm24 egyetlen dozisa szignifikdnsan csokkentette a DTH reakciot a
kontroll értékek ~35 illetve 65 %-ara az aktiv illetve az adoptiv DTH esetén, ami a Vm24 in
vivo hatdsosséagat bizonyitja.

A demonstrélt tulajdonsagok alapjan a Vm24 az eddigi ismert egyik legjobb tulajdonsagu

Kv1.3 csatorna gatldszer, mely kiindulasi molekulaként szolgélhat a terdpias célu felhasznalas

irdnyaba.
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54. abra A Vm24 in vitro hatésai T-sejt funkciokra

(A) A proliferaciora és CD25 expresszidra kifejtett hatasok. (Bal oszlop) A Vm24 gatolta a CD3-CD28 indukalt
proliferaciot. Nyugvo T-sejteket aktivaltunk a CD3-CD28 Utvonalon Vm24 nélkil (CD3/CD28, sziirke) vagy a
jelélt koncentracioji Vm24 jelenlétében (CD3/CD28 + Vm24, fekete). A sejtek proliferacidjat 96 h mulva
vizsgaltuk a CFSE higulasan keresztil. A szaggatott vonal (kontroll) jelzi a CFSE szintet a stimulalatlan sejtek
esetén. (Jobb oszlop) A Vm24 hatésa a CD25 expresszidra. Nyugvé humén CD4* limfocitdkat aktivaltunk a
CD3-CD28 utvonalon, és 24 o6ras stimulaciot kdvetéen aramlasi citometriaval vizsgaltuk a CD25 expresszio
szintjét. A jeldlések megegyeznek a bal oldalon hasznaltakkal.

(B) Az dramgétlas (1-RCF, haromszdg), a proliferacio gatlas (kor) és a CD25 expresszio gatlas (négyzet) dozis-
hatés filggvényeinek atfedése. (C) A Vm24 gatolja a CD3-CD28-fiigg Ca?* mobilizaciét. Fura-2 hanyadosokat
dbrazoltunk reprezentativ T-sejtekb6l. Human periférias T-sejtek kalcium valaszai anti-CD3 és anti-CD28,
valamint RaMIG (egér-ellenes nyul) antitestek alkalmazasat kovetéen Vm24 nélkiil (sziirke), vagy 10 nM
Vm24 jelenlétében (fekete). A kisérlet végén a kalcium ionofor ionomycint alkalmaztunk pozitiv kontrollként.
Az &bra legalabb harom fliggetlen kisérlet eredményeit reprezentélja.
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Vizsgaltuk a Vm24 toxicitasat is egerekben. A Vm smithi oldhaté mérgéb6l 50-200 pg
mennyiséget injektalva egerekbe (20 g testtdmeg) nem tapasztalunk mérgezéses tiineteket. Bar a
teljes méreg nem bizonyult toxikusnak, a tisztitott peptid hasonl6 dozisban el6idézhet toxicitasi
tlneteket, mivel a tisztitas sordn az aktiv komponens felddsul a mintaban. Ezért tiszta Vm24-et
is injektaltunk egerekbe a teljes méreggel hasonld dézisokban (50-200 pg/20 g egér), de még a
legmagasabb 200 ug/20 g ( = 10 mg/kg egér témeg) koncentracid esetén sem figyeltiink meg
toxicitasra utalo tlineteket.

>

Aktiv DTH
0.3 1
= T
E 0.2
o
@
g
"6" ) e , , ; ., ,
s ™ i 55. abra A Vm24 gatolja a DTH reakciét patkanyokban.
<
0.0 . Az oszlopok a kuldnbséget mutatjak az ovalbuminnal kezelt bal fil és
Kontrol NN a kontroll oldattal kezelt jobb ful vastagsaga kozétt (atlag + SEM). A
R Adoptiv DTH toxinnal kezelt allatok egyetlen 0,1 mg/kg Vm24 dozist kaptak
szubkutan az ovalbumin masodik alkalmazasaval egyidejiileg, mig a
£ 03 T kontroll csoport az oldészert (PBS + 2% patkanyszérum). (A) A Vm24
&3 . gatolja az aktiv ovalbumin altal kivaltott DTH reakciét (n=7 patkany
,j? csoportonként). **, p < 0,01. (B) A Vm24 gatolja a Kv1.3"9-aktivalt
§ 0.1 1 Ova-GFP T limfocitdk altal indukal adoptiv DTH reakciét (n = 9
< 00 patkdny csoportonként). *, p< 0,05. (Fotdk) A kontroll patkany

Kontroll Vm24 ovalbuminnal kezelt fille duzzadt a gyulladastél, mig a Vm24-gyel
kezelt allat kezelt fille Iényegesen kevésbé gyulladt.

5.2.2 Az anuroctoxin szelektivitdsanak javitasa célzott pontmutaciokkal

Ebben a projektben célunk egy ismert Kv1.3-gatld toxin szelektivitdsanak javitasa volt.
Kisérleteinket egy, koradbban munkacsoportunk altal az Anuroctonus Phaiodactylus mexikdi
skorpio mérgébol izolalt 35 aminosavbol alld peptid toxinnal, az anuroctoxinnal végeztik.
El6z6leg kimutattuk, hogy bar e toxin tobb ioncsatornan hatastalan volt, a Kv1.3 mellett a Ky1.2
csatornat is nagy affinitassal gatolta (209). Mivel a Ky1.2 csatorna szamos idegsejtben
megtalalhato, ez er@sen korlatozza a potencialis terapias alkalmazas lehet8ségét. Ezért célunk az
volt, hogy a toxin affinitdsdnak megtartasa mellett annak szelektivitasan javitsunk.

A szelektivitas javitdsa érdekében létrehozott pontmutaciok helyét két technikaval

hataroztuk meg. Egyrészt ismert szelektivitasu toxinok szekvenciajat hasonlitottuk 0ssze, és a
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toxinokat a Kvl1.2 és 1.3 iranti disszociacios allandojuk hényadosa alapjan 1.2, 1.3, vagy
atmeneti szelektivitdsukent csoportositottuk (1. tablédzat 81.0). A szekvencidk alapjan sok
hasonlosag mellett (pl. a gatlashoz sziikséges centralis lizin) tobb kiilonbség is észrevehetd az
1.2 és 1.3-szelektiv toxinok kozott. A legfontosabb, hogy a didd aromas pozicidjaban
elhelyezkedé tirozin a Kv1.2 szelektiv és atmeneti szelektivitdsl toxinokra jellemz6, mig a
Kv1.3 irant magasabb szelektivitast mutat6 toxinokban polarosabb aminosav van itt jelen. Bér
az anuroctoxinban nem tirozin van e poziciéban, de egy szintén aroméas fenilalanin, aminek
polarosabb aminosavra cseréjétél a Kyv1.3 iranti szelektivitasanak ndvekedését vartuk. A kritikus
lizin utan két pozicioval (az 1. tablazatban keretezve) a Kyv1.2-szelektiv csatorndkban izoleucin,
mig a Kv1.3-szelektivekben metionin talalhatd. Mivel az AnTx-ben szintén metionin van, ebben
a pozicioban nem végeztiink valtoztatast. Szintén megfigyelhetd volt jellegzetes mintazat az
ANTx 17-es pozicidjanak megfelelé helyen (az 1. tablazatban keretezve, a szaggatott vonaltol
balra) a Kvl.2-szelektiv csatorndkban pozitiv, vagy polaros oldallanci aminosavak, mig a
Kvl.3-szelektivekben apoldros alanin vagy negativ glutamat figyelhetd meg.

A masodik modszer egy masik skorpidtoxinnal, a fentebb részletesen targyalt Css20-szal, mely
szintén gatolta e két csatornat, végzett szamitogépes modellezés eredményének analizise volt. A
toxin dokkoldsat szimulaltuk a Kyl1.2 és 1.3 csatornakhoz, és igy meghatarozhattuk a
legval6sziniibb kélesonhatd partnereket, melybdl kovetkeztethettiink a szelektivitast befolyasolo
aminosavakra.

Ezen analizisek alapjan a kovetkezé mutaciokat terveztiik meg: N17A (a természetes
anuroctoxinban 17. pozicibban 1évé aszparagint alaninra cseréltiik), F32T (a természetes
anuroctoxinban 32. pozicioban 1év6é fenilalanint treoninra cseréltiik), és a két mutaciot
egyuttesen tartalmazé N17A/F32T dupla mutanst. A anuroctoxin vad tipust (kontroll) és mutans
valtozatait szilard fazisu kémiai szintézissel allitotta eld kollaboracids partneriink Prof. Téth
Gabor és munkacsoportja a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében. Ezen
csatornakat expresszald aktivalt human T sejteken vagy Ky1.2 csatornagénnel transzfektalt
HEK-tsA sejteken.

El6szor a nativ és a szintetikus vad-tipusu toxint hasonlitottuk 6ssze, és azt talaltuk, hogy
mind a Kv1.3, mind a Kv1.2 csatornakat hasonlo affinitassal gatolték, igy a szintézis sikeresnek

bizonyult. Ezutan a mutansokat vizsgaltuk. Felvettiik a dozis-hatas gorbéket, és azt tapasztaltuk,
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hogy bar a vad-tipushoz képest némileg csokkent az F32T affinitasa, a Kv1.3 csatorndkat
tovabbra is hatékonyan gatolta, de a Kv1.2 csatornat nem blokkolta szamottevé mértékben még
100 nM koncentraciéban sem (56. &bra). A 17. pozicidban |év6 aszparagin alaninra torténd
modositasa (N17A) mind a Kv1.2 és Kv1.3 csatorna esetén csokkent affinitast eredményezett, a
szelektivitdsra nem volt hatassal. A dupla mutéans anuroctoxin, mely mindkét mutaciot
egylttesen tartalmazza (N17A/F32T) IC50 = 0,6 nM félhatasos koncentracioval gatolta a Ky1.3
csatorndt, mely mind a természetes és a szintetikus vad tipusu toxin hatasaval megegyezik,
ugyanakkor a Ky1.2 csatornat csak 9,6 uM félhatdsos koncentracioval gatolta, azaz 16000-
szeres szelektivitassal bir a Ky1.3 irdnt. Megvizsgaltuk a toxinok hatdsat még két masik
csatornara is: a legkdzelebbi rokon Kv1.1 és a T sejtekben megtalalhaté masik K csatornara, az

KCa3.1-re is, és a mutansok ezeken is hatastalanok voltak.

A sAnTx B  [F32T]-AnTx C [N17A]-AnTx D [N17A/F32T]-AnTx
~~1and3
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e
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56. abra A szintetikus AnTx variansok szelektivitasi profilja

A (A) SANTX, (B) [F32T]-AnTX, (C) [N17A]-AnTx és (D) [N17A/F32T]-AnTx toxinok hatasa Kv1.3 és Kv1.2
csatorndkra. Felsé sor: Kv1.3 dramok aktivalt humén limfocitdkon. A gorbék a K* aramot mutatjak a toxin
kimosas utén (3). Also6 sor: Teljes-sejt Kv1.2 dramok transzfektalt CHO sejteken. A jeldlések megegyeznek a
fels6 soréval. A (E) Kv1.3 és (F) Kv1.2 K* dram gatlasanak ddzis-fuggése SANTX (tele kor), [N17A]-AnTx (tele
haromszdg), [F32T]-AnTx (Ures kor), és [N17A/F32T]-AnTx esetén. (G) Az AnTx varidnsok hatdsa Kvl.1,
Kvl.2, Kvl1.3 és KCa3.1 csatorndkra 100 nM-os koncentracidban. Az oszlopok az &tlagos megmarado
dramhéanyadot mutatjék 3-5 fiiggetlen kisérletb6l +50 mV-0s depolarizacio esetén.
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Osszességében tehat sikerllt a toxin Kv1.3 iranti szelektivitasat nagy mértékben javitani
az affinitds megtartasa mellett, s ezzel egy lényegesen jobb tulajdonsagu toxint elballitani . E
toxin tehat kivald alapja lehet a T sejt-medialt autoimmun betegségek kezelésére kifejlesztendd
gyogyszereknek.

Ezek utan arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a toxin molekuldban milyen strukturélis
valtozas okozhatta a szelektivitas ilyen mértékii javulasat. Ennek felderitéséhez kollaboréaciés
partnerlink, Prof. Dr. Kdvér Katalin munkacsoportja (Debreceni Egyetem, TTK Szervetlen és
Analitikai Kémiai Tanszék), NMR vizsgalatokkal és molekularis dinamikai (MD)
szimulacidkkal hasonlitotta 6ssze a vad-tipusu és a mddositott toxin szerkezetét és dinamikajat.

Eredményeik azt mutattak, hogy a vad-tipusu, kevésbé szelektiv toxin Iényegesen nagyobb
flexibilitast mutat a peptid egészére nézve, de kilondsen az N-terminalis kozelében, a merevebb
szerkezetli mutans toxinhoz képest. Ez latszik mind az NMR strukturakon (57. abra), mind az
MD szimulacidkbol szarmazo atomi fluktuacio (RMSD = root-mean-square deviation of atomic
positions), valamint rend paraméter adatokbdl (58. és 59. abrak). Ezek alapjan a flexibilisebb
WT toxin jobban képes alkalmazkodni a két Ky csatorna eltéré porusrégiojahoz, igy ,.jobban
passzolo” kontakt felszint, s ezzel nagy affinitasu gatlast kepes kialakitani mindkét csatornaval,

mint a merevebb, csak a Kv1.3-mal komplementer felszinnel biré dupla mutans toxin.
57. &bra Az SAnTx és a [N17A/F32T]-
AnTx NMR szerkezete

10 NMR struktira egyittese, melyek
megfelelnek a kotéshossz, kotésszég és NOE
kritériumoknak a (A) sAnTx és a (B) [F32T]-
ANnTx toxinokra. A  vad-tipusi  toxin
Iényegesen nagyobb flexibilitast mutat.

58. dbra Az SAnTx és a [N17A/F32T]-
AnTx szerkezeti 6sszehasonlitasa
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0.9 /\//ﬂ\ .
5 08 RMSD értékei. A fels6 panel a fdlanc
ol /\

e T PE P E atomjainak adatait, mig az also az dsszes nehéz

SR :: A AtOM adatait mutatja sAnTx-re (fekete) és
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59. &bra Az sSAnTx és a [N17A/F32T]-
AnTx Osszehasonlitasa 100 ns, 1 us és
10 s hosszi MD-szimuléciokban

Az adatok a SsAnTx-re (fekete) és
[N17A/F32T]-AnTx-re (szirke) vonatkoznak.
A szerkezetek RMSD
atomjaira szdmolva a kiinduldsi (A) és az
atlagolt (B) struktirahoz képest.

értékei a folanc

(C) Fluktuacidk az atomi pozicidkban a

kiindulasi szerkezethez képest.

(D) Az NH kotés vektorainak rendparaméterei.

5.3 Asziv feszultség-fiiggé Nayv1.5 csatorna kapuzasanak vizsgalata
5.3.1 A fesziiltség-szenzor domének mozgasanak vizsgalata
5.3.1.1 A vad-tipust hNav1.5 kapuzasa

Az Nayl.5 csatorna kapuzasanak molekularis szintli vizsgalatahoz fesziiltség-zar
fluorometriat alkalmaztuk, melyet a csatorna igen gyors kapuzasi kinetikdja miatt a modszerek
leirasaban részletesen ismertetett cut-open (COVG) technikaval kombinaltunk (231). Az Nav
csatorna egyes doménjeit megjelélve, a VCF technikaval jol vizsgalhatok e domének egyedi
konforméacio-valtozasai, melyekr6l az ionaram vagy a kapuzasi aram mérése nem szolgaltat
informaciot. Ilyen jellegi mérések kordbban sziilettek az izomban kifejez6d6 Navl.4
csatornaval kapcsolatban (183, 232), az aritmiak kialakulasanak és a szivre szelektiv gatldszerek
hatdsmechanizmusanak megértéséhez azonban szikségesek a csatorna-specifikus vizsgalatok,
mivel jelentds eltérések lehetnek a két csatorna kapuzasaban. A mérések elvégzésének elsd
feltétele a VCF mérésekhez sziikséges cisztein-mutansok el6allitdsa volt. A Na* csatorna
esetében ez négy kiilonbdzd mutans eldallitasat jelenti a négy domén jeldlhetdségéhez, szemben
a Kv csatornaknal szlikséges egyetlen mutanssal. Mivel a Ky csatornak négy azonos alegységbol
szerelddnek Ossze, csatornanként négy fluorofor is szolgaltathatja a jelet, mig ez az Nav

csatornaknal csak egy fluorofor csatornankent, azaz a jel nagysaga jellemzden kisebb.
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Els6 célunk tehat négy olyan Nayv1.5 konstrukt létrehozasa volt, mellyel az egyes domének
VSD-inek konforméacid-valtozasait nyomon kovethettiik. A fluoreszcens jel mérésére iranyuld
kezdeti kisérleteink sikertelenek voltak a hNay1.5 elégtelen expresszidja miatt, mely lényegesen
alacsonyabb volt, mint az rNavl.4 esetében, melyet a korabbi VCF adatok gy(jtéséhez
hasznaltak. A két csatorna szekvencigjanak 6sszehasonlitasabdl Kiderult, hogy a hNayvl1.5
tartalmaz egy ubikvitinaciés motivumot, mely fokozza a csatorna kdérforgasat, és igy csokkenti a
csatorndk szamat a membranban, viszont nincs jelen az Navl.4 csatornaban. E motivum
megsziintetése a Y1977A mutécioval, és a PB1 alegységet kodoldé RNS koinjektéalasa azonban
megnovelte az Navl.5 expressziojat a megfeleld szintre. Létrehoztuk tovabba a C373Y
mutaciot, mely megndveli a csatorna TTX-érzékenységét, és igy lehetdvé teszi az ionaramok
gatlasat, ami sziikséges a kapuzasi aramok méréséhez, valamint eltavolit egy kiviilrdl
hozzaférhetd ciszteint, ami pedig megakadalyozza a festékkel torténd nem-specifikus jelolést
(60. &bra).

Két mérési protokoll futtatdsdval hasonlitottuk az Uj konstruktokat a vad-tipushoz.
Els6ként a vezetOképesség fesziiltség-fuggését (G-V) hataroztunk meg egy depolarizalo
impulzus-sorozat alatt mért aramamplitidokat osztva a hajtoerével. A masodikkal az egyensulyi
inaktivacio (steady-state inactivation = SSI) fesziiltség-fliggesét hataroztuk meg révid, -20 mV-
os impulzusokkal, melyek el6tt kiilonbozé fesziiltségeken tartottuk a membrant 200 ms
idOtartamig. A mutaciok nem modositottak jelentésen a G-V vagy SSI gorbéket, igy a
fluoreszcencia mérésekhez sziikséges mutéacidkat ezen a mutans hattéren hoztunk létre, melyet
WT-LFS-nek neveztiink el (Wild-Type, Large Fluorescence Signal).

60. &bra A WT-LFS konstrukt
C373Y

2 Tl 2 ’V‘ " A vad-tipusi hNay1.5 csatornaban létrehoztuk a C373Y (a
TTX szenzitivitdas novelése érdekében) és Y1977A (az
» Y1977A EXPresszids szint novelése érdekében) mutaciokat, mely a

fluoreszcencias mutansok alapjaul szolgalt.
A VCF merésekhez szilkséges, az egyes doménekben cisztein mutaciot hordozo
mutansokat ennek megfeleléen DI-LFS, DII-LFS, DIII-LFS, és DIV-LFS jeloléssel illettiik.
Minden domén esetében tobb pozicid kiprébalasa is szikséges volt a cisztein mutécidhoz,

hiszen nem minden mutans expresszalddik, vagy general hasznalhatd fluoreszcens jelet. Az

egyes domének esetén végiil a kovetkez6 mutansokat alkalmaztuk a VCF mérések soran:
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V215C (DI-LFS), S805C (DII-LFS), M1296C (DIII-LFS), S1618C (DIV-LFS), melyek mind az

adott domén S3-S4 extracellularis 6sszekotd szakaszan talalhatok (61. abra).

DI-LFS DII-LFS

DII-LFS
51618C
A '

61. abra A VCF mérésekhez hasznalt konstruktok

A WT-LFS hattéren létrehozott Cys-mutans konstruktokkal az egyes domének VSD mozgésat tudjuk kdvetni. A
mutaciokat az adott domén S3-S4 Gsszekotd szakaszan hoztuk 1étre. A legjobb fluoreszeencias jeleket a V215C (DI-
LFS), az S805C (DII-LFS), az M1296C (DIII-LFS) és S1618C (DIV-LFS) mutansokkal kaptuk.

Mivel a fluorofért a kapuzasban kulcsszerepet jatszd6 VSD-k kozelében kapcsoltuk a
csatornahoz, varhatd volt, hogy ez bizonyos mértékben moddosithatja a kapuzast. Ennek
megfeleléen a TAMRA-MTS jel6lés kilénb6z6 mértékii eltolodasokat okozott mind a G-V
(AV1 = -17 - +1 mV), mind az SSI gorbekben (AV12 = +8 - +12 mV) az egyes konstruktokban.

A festékkel jelolt csatornakon futtatva a fentebb leirt fesziiltség-protokollokat Iehetové
valt az aram mérésével egyidejilleg a VSD-k konformacio-valtozasait is nyomon kovetni. A G-
V protokollal mért fluoreszcencia jelekb6l megkonstrualhato az F-V gorbe, mely a jelolt domén
VSD aktivacidjanak feszlltség-fuggesét jellemzi. Az SSI protokoll alatt regisztralt
fluoreszcencias jelekbdl pedig az SSI F-V gorbéket hataroztuk meg. Amennyiben mindkét gorbe
egy egyszerli kétallapotu rendszer nyugvd és aktivalt allapotai kozott végbemend atmenet
feszlltség-figgését irja le, agy azok egymas tukorképei lesznek, és az 50%-0s y-tengely
értéknél metszik egymast. Mivel azonban az SSI protokoll soran egy adott teszt-fesziltségen
lényegesen hosszabb id6t tolt a csatorna, lehetdség nyilik lassabban betdlthetd ,,mélyebb”,
jellemzden, inaktivalt allapotok elérésére, s igy csokken a nyugvd és aktivalt allapotban levod

csatorndk szama, ezért a jel felvételéhez hasznalt erds depolarizacid sordn detektalt jel kisebb
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lesz, mintha a teszt-fesziiltségen révidebb id6t toltott volna. Mivel egy adott fesziiltségen az
SSI-FV gorbe értéke Kisebb lesz a vartnal, ez a gorbe balra tolodasét jelenti, és azt, hogy az FV
gOrbét az 50%-o0s érték alatt fogja metszeni. A két gorbe csak egyikének eltolddasa tehat tovabbi
,mélyebb” allapotok megjelenését jelzi az aktivacios vagy inaktivacios utvonal mentén.

A homotetramer Ky csatornakkal ellentétben méréseink alapjan az Navl.5 egyes
doménjeinek a VSD-i nagyon kiilonboz6 fesziiltség-fiiggéssel es kinetikaval aktivalédnak:
aktivaciojuk tobb, mint 50 mV-os feszultségtartomanyt fed le (62. abra). A DIl VSD
aktivalodik a legnegativabb membréanpotencialnal (V12=-106,0 + 3,2 mV), melyet DI kovet (-
83,9 £ 2,8), majd DIV (-66.8 + 3,4), és végll DIl (-51.4 + 2,4). Mind a négy VSD negativabb
fesziiltségnél aktivalodik, mint az aram aktivaciojat jellemz6 G-V gorbe (V12=-39.9 + 2,9 mV,
WT-LFS). Mivel az iondram ¢és a VSD aktivacioja idében kiilonb6z6 fliggvényeket kovet, a
kinetikak 6sszehasonlithatésaga érdekében megmértiik az id6tartamot a csicsaram 10 és 90%-0s
értéke kozott, valamint meghataroztuk a tiosowc értékeket a fluoreszcencias jelekbol (lasd a
Modszerek leirdsaban). A DI, DIl és DIl VSD-k hasonlo kinetikaval aktivalodtak (rendre tio-
90%c=0,82+0,08; 0,98+0,07 és 0,81+0,09 ms +30 mV-nal, n=5, p=0,332). Ezek az értékek
lassabbak, mint az ionaramra kapott aktivacios kinetika (t10-90%=0,24+0,02 ms), azonban az aram
szigmoid aktivacidja altal okozott keéslekedés miatt az aram és fluoreszcencia jelek felfutasa
idoben atfedett. Ez a megfigyelés egybevag a Hodgkin-Huxley féle modellel, mely az Nav
csatornak aktivacidjat 3 aktivacios ,.kapuval” jellemzi, ami alapjan az dram szigmoid felfutasa
varhatd, mivel az csak mindharom VSD aktivacioja utan kovetkezhet be. Szintén egybevag a
HH modellel a DIV-VSD lényegesen lassabb aktivacidja (tio-90%c=1,91+0,18 ms +30 mV-nal,
n=7, p<0,001), mivel ez a domén felelds a gyors inaktivacid kialakulasaért, és csak a masik

harom VSD aktivaciojat kovetden aktivalodhat.
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62. abra Fluoreszcencia jelek a négy Cys-mutans konstruktbol

A V215C (DI-LFS, bal felil), az S805C (DII-LFS, jobb felul), az M1296C (DIII-LFS, bal alul) és az S1618C
(DIV-LFS, jobb alul) konstruktok fluoreszcencias jelei lathatok az (A) paneleken, melyeket a COVG technikaval
régzitettiink. A membrénpotenciélt -100 mV-os tartéfesziiltségrél 50 ms id6tartamra -120 mV-ra allitottuk, majd 20
ms-0s depolarizald impulzusokat alkalmaztunk -170 (DI1I) vagy -150 mV-tél (DI, DIl és DIV) +30 mV-ig 20 mV-
o0s 1épésekben, ahogy a betétabrakon mutatjak a fesziiltség protokollok. A depolarizalé impulzust kovetéen -120
mV-ra 1éptiink vissza 50 ms id6tartamra. Az atlathatosag kedvéért csak minden harmadik depolarizald impulzus
jelét abrézoltuk. (B) G-V (fekete korok) és SSI (fekete négyzetek) valamint a megfelel F-V és SSI F-V gorbék
(szines korok és négyzetek). A G-V és F-V gorbéket az (A) panelnél leirt protokollal vettik fel, mig az SSI és SSI
F-V gorbék meghatarozasahoz a membrant az adott fesziiltségen tartottuk 200 ms-ig, majd -20 mV-ra léptink. Az
SSI goérbén a -20 mV-nal mért normalt aramot abrazoljuk, mig az SSI F-V gorbénél a AF értéket a kondicionald
potencialon és a -20 mV-on mért fluoreszcencias jelek kiilonbségéb6l hataroztuk meg és normaltuk a legnagyobb
értékre. A pontozott vonalak a WT-LFS G-V és SSI gorbéit mutatjak. (C) Fluoreszcencias jelek, melyeket 2
(fekete) vagy 200 ms-0s (szines) +50 mV-ra torténd depolarizacidt kovetéen mértiink -120 mV-os fesziltségen.
DIII-LFS esetén a piros vonalak az illesztett exponencidlis fiiggvényeket mutatjak. (D) A fluoreszcencias jelek
deaktivacigjat 1-200 ms id6tartamtt 0 vagy +50 mV-ra tortén6 depolarizaciot kovetéen mértik -120 mV-0s
fesziiltségen. A jelekre illesztett exponenciélis fiiggvények idéallandoibol szamoltuk ki a  tio.oow,c értékeket,
melyeket dbrazoltunk.
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Egyeb érdekes megfigyeléseket is tettlink az egyes domének esetében. A DIl F-V
gorbejének kozéppontja 12,5 mV-tal negativabb a G-V gorbéjénél, mutatva, hogy a DII-VSD az
aram aktivaciojat megeldzoen kezd mozogni, viszont enyhébb meredeksége miatt késobb
telitddik a gorbe, mint a konduktancia gorbéje, ami arra utal, hogy a két folyamat k6z6tt nincs
szoros csatolas — a porus nyitasa megel6zheti a DII-VSD teljes aktivaciojat. Hasonloképpen, a
DIl SSI és SSI-FV gorbéinek 6sszehasonlitasabdl kidertl, hogy az aram inaktivacidja
negativabb membranpotencialoknal megtorténik, mint a DI1-VSD aktivacidja (rendre V1,=-79,2
ill. -52,2 mV), és az inaktivacios gorbe lényegesen meredekebb is, mint a DII-VSD aktivacioe
(k=-6,5 ill. -17,5 mV, p<0,001). Ez azt jelenti, hogy olyan tartofeszultségeknél, melyeknél
teljesen megsziinik a vezetoképesseg az inaktivacio révén (V>-50 mV), a DII-VSD még tavol
van a teljesen aktivalt allapotatol, ami alapjan valoszinli, hogy nem vesz részt a zart allapota
inaktivacio kialakulasaban.

A Dll-vel ellentétesen, a DIII-VSD aktivacidja nagy feszultség-kilonbséggel megel6zi a
poOrus nyitasat, €s inaktivacid soran is a VSD mozgas dontd része megtorténik, még mieldtt a
konduktanciaban észrevehetd csokkenés 1épne fel az inaktivacid miatt.

Kiilonboz6 hosszasagu depolarizaldé impulzusokat kovetden visszatérve a negativ
tartofesziltségre, megmértiik az egyes VSD-k visszatérési, azaz deaktivacios kinetikajat. Mar
korai tanulmanyok beszamoltak arrol, hogy Nav csatornakban hosszabb depolarizaciot kovetden
a kapuzési toltés egy része ,,immobilizdlodik”, azaz lassabban tér vissza, mint rovid
depolarizéacié utan, az inaktivacio kialakulasa miatt (116). Késébbi VCF mérések a patkany
izom rNavl1.4 csatornan a DIIl és DIV VSD-k lassabb visszatérésének tulajdonitottdk az
immobilizacié jelenségét (183). Meéréseink alapjan a DI és DIl VSD-k gyorsan, és a
depolarizacié hosszatol fuggetlen sebességgel térnek vissza az aktivalt allapotb6l (DI: tio-
90%c=0,99+0,09 ms 2 ms depolarizacio utan és 0,99+0,05 ms 200 ms depolarizacio utan; DII: tio-
90%¢=0,86£0,12 ms 2 ms utan, és 0,99+0,05 ms 200 ms utan). Ezzel szemben a DIII-VSD
deaktivacidoja mar rovid depolarizaciot kovetben is lényegesen (legalabb 10-szer) lassabb a
masik két doménhez viszonyitva, de még ehhez képest is szignifikdnsan lassul hosszu
depolarizaciot kovetéen (tio-90%c = 12,85+0,92 ms 2 ms utén és 18,58+0,61 ms 200 ms utén,
n=6, p=0,009). A DIII-VSD deaktivacidjanak hosszii depolarizaciot kovetd jelentds lassulasat az
okozhatja, hogy a csatorna ,,mélyebb” inaktivalt allapotokat ér el, melyek stabilizaljak a DIII-
VSD aktivalt konforméaciojat. A DIV-VSD deaktivacidja jelentésen lassabb volt a DI és DIl-es
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doméneknél, de 2-3-szor gyorsabb, mint a DIII-é. Meglepé médon a DIV-VSD deaktivacio nem
lassult szignifikansan a novekvé impulzushosszal (ti090%c = 5,71+1,27 ms 2 ms utdn és
6,63+1,23 ms 200 ms utan, n=4, p=0,411). A DIV inaktivicidban jatszott kulcsszerepének
ismeretében a lassulas hianya a hosszabb depolarizaciok esetén igen vératlan megfigyelés volt
és egyértelmi ellentétben all a Nav1.4-nél kapott eredményekkel, viszont aldtdmasztja azokat az
eredményeket, melyek MTS reagenseket alkalmazva azt mutattdk, hogy az Navl.5 csatorna
DIV-VSD kapuzéasi toltésének immobilizacidja fliggetlen az inaktivaciotél (184). Bar mas
mddszert alkalmazva, de e tanulmany is azt talalta, hogy az inaktivacios motivum csak a DIlI-
VSD toltés visszatérését moduldlta, és a DIV-ét nem. Ezen eredményink feloldja az
ellentmondast e korabbi kozlemények k6zott, ramutatva, hogy még az egy csaladba tartozd
csatornak kozott is lehet lényeges elterés a kapuzas mechanizmusaban, és a két csatornaban

kiilonboz6 a DIII és DIV-VSD kapcsolata az inaktivacioval.

5.3.1.2 Brugada-szindroma mutans csatornak kapuzasa

A tovabbiakban molekularis szinten vizsgaltuk két Brugada-szindrémat (BrS) okozo, a
DII-VSD-ben pontmutéciot hordozé Navl.5 csatornat, az A735V és G752R mutansokat. A
Brugada-szindréma egy 6rokletes szivbetegség, melyet harom tipusu, jellegzetesen megvaltozott
EKG egyike és a hirtelen szivhalal emelkedett kockazata jellemez. A halal oka BrS esetén
kamrai fibrillacio. Tobb gén mutacioja is felelds lehet a BrS kialakulasaért, de az esetek mintegy
20 %-aban az Navl.5 poérusformalo o-alegységét kodold gén funkcidvesztéses mutécioja
okozza, azaz csokkent Na* bearamlassal jar. A VCF vizsgalatokhoz a mutaciékat a DII-LFS
hattéren hoztuk létre. Az A735V mutans F-V és SSI F-V gorbéi dramai mértékben jobbra
tolddtak a DII-LFS-hez képest (rendre +49,1 és 58,5 mV-tal), valamint a csatorna sajat G-V és
SSI gorbéihez képest is (+19,5 és +89,1 mV-tal, 63. abra). Ezen feltl a mutacié a DII-VSD
feszlltseg-fuggését is jelentdsen lecsokkentette, mindkét gorbe meredeksége Iényegesen
enyhebb lett (krv: 20,5 — 354 mV; kssipv: -17,5 — -39,5 mV). A DII-VSD aktivacios
kinetikaja is lassult a mutécio hatasara (+40 mV-nal a tio-g0uc értékek: DII-LFS: 0,99 £+ 0,08 ms,
DII-LFS-A735V: 1,49+0,13 ms, p=0,005), de még latvanyosabb valtozas, hogy a mutans DIlI-
VSD aktivacios sebessége elvesztette feszultség-fliggését (1,45+0,15 ms -20 mV-nal, és
1,49+0,13 ms +40 mV-nal, n=5, p=0,850) szemben a DII-LFS konstrukttal (1,42+0,08 ms -20

mV-nal, és 0,994+0,08 ms +40 mV-nal, n=8, p=0,002). Ezzel szemben az ionaram aktivacidja
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megOrizte fesziiltség-fliggését a mutansban, de szignifikansan lassabb volt a DII-LFS
Kinetikdjanal < 10 mV feszultségeknél (ti0-90%=1,48+0,06 ms ill. 0,71+0,11 ms, -20 mV-nél,
p=0,002; 64. &bra).

Az A735V mutdnsban a csatorna nyitasi valdszintisége mar 0 mV-nal kdzel 100 %-os,
mikdzben a DII-VSD még +80 mV-nal sem aktivalodik teljes mertékben. Ez a jelenség a DlII-
LFS-nél is megfigyelhetd, bar joval kisebb mértékben, ami arra utal, hogy ez az Nay1.5 inherens
tulajdonsaga, amit az A735V mutacio jelentésen felerdsit. Ezek alapjan a DII-VSD aktivacidja
csak facilitdlja a csatorna nyitasat egy allosztérikus mechanizmuson keresztil, ahol a VSD
aktivacio hianya csak lassitja a nyitast, de nem akadalyozza meg.

Az A735V-vel szemben a G752R mutans csak kis mértékben valtoztatta meg az F-V és
SSI F-V gorbék kozéppontjat és meredekségét, de dramaian lelassitotta a DII-VSD aktivaciojat
(63. abra). Depolarizalé impulzus hatasara a DII-VSD aktivacidja a mutansban mintegy 7-szer
lassabb, mint a DII-LFS csatornaban (tio-s0%c= 0,99+0,08 ms es 6,96+0,51ms, +40 mV-nal, n=8,
p<0,001). Az ionaram aktivacids kinetikaja is szignifikansan lassult a G752R mutansban: a -40
—+30 mV fesziltsegtartomanyban a nyitasi kinetika 1,7 — 2,9-szer bizonyult lassabbnak, mint a
DII-LFS csatornanal (tio-90% = 1,51+0,06 ms és 0,71+0,11 ms -20 mV-nal, p<0,001; 64. abra). E
megfigyeléseinket megerdsitettiik emlés sejteken is: HEK293T sejtvonalban expresszaltatva

mindkét mutans lassabb aktivacios kinetikat mutatott a DII-LFS-hez képest.

A735V G752R 63. abra DII-LFS-A735V és DII-LFS-
G752R Brugada-szindromas mutansok

< S
+40 mV

1pA

(T

A Na* aramokat (A és D fels6 panelek) és a
fluoreszcencias jeleket (A és D alsé panelek)
A735V (bal panelek) és G752R (jobb panalek)
muténs csatorndkon mértilk a DII-LFS hattéren. 50
ms hosszU depolarizal6 impulzusokat alkalmaztunk
-140-t61 +60 mV-ig 20 mV-os lépésekben. Az

atlathatosag kedvéért csak minden harmadik gorbét

dbrézoltuk. (B) és (E) A DIl VSD aktivécids
kinetikaja a mutans csatorndkban (z6ld) és a DlI-
LFS konstruktban (fekete) +40 mV-nal. (C) és (F)
G-V (fekete korok) és SSI (fekete négyzetek)
valamint a megfelel6 F-V és SSI F-V gorbék (zold
korok és negyzetek). Az SSI és SSI F-V gorbéket a
62. abréndl ismertetett protokollal vettik fel. A
pontozott vonalak a DII-LFS megfeleld gorbéit
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3] 64. abra Az ionaram aktivacios kinetikdja a DII-LFS
== G752R

e=m A735V és a Brugada-szindromas muténs konstruktokon
e=mm DI|-LFS

A Na* dramok aktivéci6s kinetikdjanak jellemzéséhez a tio.0%

értékeket hataroztuk meg (az amplitdé 10 és 90 %-a kozott eltelt

idot az aram aktivacidja soran) -120 mV-os fesziiltségrol a jeldlt

tesztfesziiltségekre valtast kovetden. Az értékeket meghataroztuk

DII-LFS-G752R (z6ld) és DII-LFS-A735V (kék) Brugada-

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 szindromas mutansokon, és a DII-LFS csatorndhoz hasonlitottuk
Feszlltség (mV) (barna).

t10-90% (ms)

5.3.2 A DIII- és DIV-VSD szerepe az inaktivacioban, az inaktivacios mechanizmus modellje

Mivel az irodalmi adatok, és sajat, fentebb ismertetett eredményeink azt mutattak, hogy a
sziv Nav csatornajaban az inaktivaci® mechanizmusa a vazizom csatornatol eltér6 modon
torténhet, és a DIII-VSD-nek fontos, eddig nem leirt szerepe lehet az inaktivacio, illetve az
abbol valo visszatéerés folyamataban az Nav1.5-ben, a tovabbiakban ezt vizsgaltuk részletesen a
VCF technika segitségével.

Kisérleteinkben olyan mutacidkat alkalmaztunk, melyekrdl ismert volt, hogy gatoljdk az
inaktivacio folyamatat. E mutaciok a DII-DIV 6sszekoté région, és a DIII és DIV S4-S5
0sszekot6 régidiban helyezkedtek el. Az S4-S5 6sszekoté jelenti a kdzvetlen kapcsolatot a VSD
és a porus kozott az egyes doménekben, s igy a VSD konformacio-valtozasainak tovabbitojaként
tekinthetd a PD felé.

Elsoként az inaktivacidos motivumot (részecskét), jelentd, a DIII-DIV 6sszekoton
elhelyezkedd, IFM szekvenciat médositottuk. Az irodalombol ismert, hogy az F1486Q (1IQM)
mutacio jelentésen gatolja az inaktivaciét az Nayl.5 csatorndban (233). Eredményeink
megerdsitették ezt a megfigyelést: hosszu depolarizdlo impulzusok alatt is csak kis mértékli

inaktivaciot tapasztalatunk, és az ebbdl konstrualt SSI gorbe is jelentésen, mintegy 30 mV-tal

jobbra tolédott (65. abra). 65. abra Az IQM-LFS csatornak

ionarama és feszultség-fliggése
A n ] y‘ n n lv\ n I ]r B
F1486Q '

+20mV

(A) A WT-LFS hattéren létrehozott F1486Q
mutacié inaktivacio-deficiens csatornat hoz
létre. Az dramokat 50 ms hosszU depolarizal6
impulzusokkal valtottuk ki -160 és +20 mV
kdzott 20 mV-os Iépésekben -120 mV-rél. Az
dbran minden harmadik gorbét tlintettiik fel.
eamy =i%h  2100: %0 4 o (B) Az IQM-LFS csatorna G-V és SSI

EEszaltseg | my) gorbéje, melyet a korabban ismertetett
protokollokkal vettink fel. A pontozott
vonalak a WT csatorna megfeleld gorbéit
mutatjak.

Normalized G

10 ms
N— -120mV
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A VSD-k mozgésanak vizsgélatahoz a fluoreszcens mérésekhez alkalmas cisztein-mutans
hatterekben hoztuk létre az IQM mutéaciot. Korabbi eredményekkel 6sszhangban az inaktivacié
soran nem immobilizalédé DI- és DII-VSD-k FV és SSI-FV gorbéi csak kis mértékben és
egymassal parhuzamosan tolddtak el, annak ellenére, hogy a SSI gorbén itt is jelentkezett a
nagymértékii jobbra toldédas (66. &bra). A gorbék parhuzamos eltolédédsa a VSD-k
immobilizacidjanak, azaz a mélyebb inaktivacids allapotok betdltésének, hianyara utal a DI és
DIl esetében. Ezek alapjan e két domén VSD-je nem jatszik szerepet az inaktivaciban.

A DIII-VSD esetén a vad-tipusu csatornanal 50% alatt metszették egymast az FV és SSI-
FV gorbék, valamint novekvé depolarizacios hosszal lassult a VSD visszatérése hiperpolarizacio
soran, melyek a DI11-VSD inaktivacio miatt kialakult immobilizacidjat jelzik. Az IQM mutacio
hatdsara az SSI-FV gorbe jelentds jobbra tolédasa volt megfigyelheté az FV gorbe
valtozatlansaga mellett, ami a metszéspont 50% kornyékére torténd emelkedését okozta, jelezve
a mély inaktivalt allapotok betoltottségének csokkenését illetve megsziinését (66. abra).
Ugyanerre utal a DIII-VSD deaktivacidé hosszii depolarizaciokat kovetd lassulasanak
megsziinése (67. abra). E megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a mutacio hatasara az
inaktivacios motivum erésen csokkent affinitassal képes modulalni a DIII-VSD mozgéasat és
immobilizacidjat indukalni.

Az FV és SSI-FV gorbék parhuzamos jobbra tolédasat okozta az IQM mutécié a DIV-
VSD esetén, igy nem valtozott a két gérbe egymashoz képesti viszonya, azaz nem jelentek meg
immobilizaciét okozo mélyebb allapotok. A DIV-VSD deaktivacios kinetikaja az IQM hatasara
Iényegesen felgyorsult, ami arra utal, hogy az IFM motivum a vad-tipusban a DIV-VSD-vel
kolcsonhatva stabilizalja annak aktivalt allapotat (66 D. abra bal als6 panel, szines folytonos

vonal és szaggatott vonal), mig e kdlcsonhatas a mutansban séruil.
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66. abra A DI-DIV-IQM mutansok aramainak és fluoreszcencias jeleinek egyensulyi és
kinetikai tulajdonsagai

(Bal panelek) A Na* aramokat és a fluoreszcencias jeleket a DI- (A), DII- (B), DIlI- (C), DIV-LFS (D) csatornak
inaktivacid-deficiens IQM mutansain régzitettik. Az iondramokat (bal fent) és a fluoreszcencias jeleket (bal lent) -
160 és +20 mV kozott rogzitettiik 20 mV-os 1épesekben, és minden harmadik goérbét dbrézoltunk az atlathatdsag
kedvéért. A pontozott vonalak a fluoreszcencia jelet mutatjadk a DI-DIV-LFS csatorndkon +20 mV fesziiltségnél.
(Jobb panelek) A G-V (fekete kér), SSI (fekete négyzet), FV (szines kor) és SSI F-V (szines négyzet) gorbéket a
korabban ismertetett protokollokkal vettik fel. A szaggatott vonalak a DI-DIV-LFS csatornak megfelelé gorbéit
mutatjak.

A tovabbiakban a DIIl S4-S5 06sszekotjében talalhatdo DII-N1325S LQT3-muténs
csatornat vizsgaltuk, melyr6l kimutattak, hogy megnoveli a kés6éi Na* aramot (234), amit
N1325S transzgén egerekben is megfigyeltek (235). A korabbi eredményekkel egyezben a
mutacid a GV gorbe erds balra tolodasat okozta az SSI kis mértékli valtoztatdsa mellett,
valamint hasonléan balra tolta az FV gorbét, de nem befolyasolta az SSI-FV gorbét. A fentebb
emlitettek alapjan a két fluoreszcencidas gorbe viszonyanak e valtozdsa arra utal, hogy a
mutansban csdokkent a mélyebb inaktivalt allapotok DIII-VSD Aaltali betdltottsege a DII-LFS-
hez képest. Mivel az N1325S csak az FV, az IQM pedig csak az SSI-FV gorbét modositotta,
valoszinisithetd, hogy mindkét mutacié az DIII-VSD —IFM kdlcsénhatast gyengiti, de mas-mas

atmenetekre hatva.
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67. abra A DI11-VSD deaktivacio kinetikdja WT és IQM
mutans csatornakban.

(A) Fluoreszcencids jelek a DIII-LFS csatornabol, melyeket 1 ms
(vilagoskék) vagy 200 ms (sOtétkék) hosszisdgli +50 mV-0s
depolarizalé  impulzusokat kovetden -120 mV-ra visszatérve
rogzitettink. A piros vonalak az illesztett exponencialis fliggvényeket
mutatjak, melyek idéallandoi ennél a sejtnél 3,83 és 8,28 ms voltak 1
illetve 200 ms-os depolarizaciot kovetben.

(B) Az (A) panellel azonos mérések a DIII-IQM csatornan. Az
illesztésbdl szarmazé idéallandok 10,91 és 5,03 ms voltak 1 illetve
200 ms-os depolarizaciot kovetden. Figyelemre méltd, hogy a
visszatérési sebességek felcserélddtek az (A) panelhez képest.

(C) 1 - 200 ms hosszusagl +50 mV-os depolarizaciot kovetden -120
mV-ra allitottuk a feszliltséget, és rogzitettiik a deaktivalodé VSD
fluoreszcencia jelét. Az ezekre illesztett exponencialis fliggvények
id6allandojabol  szamolt tio-gom,c értékeket abrazoltuk a DIII-LFS
(vilagoskék) és a DIII-1QM (sotétkék) csatornakra.

Tovabb vizsgaltuk a DIII-VSD és az inaktivacidé kapcsolatat, melynek soran az ionaram

inaktivaciobol vald visszatérésének Kinetikajat meértuk 10 és 200 ms-os depolarizald

impulzusokat kdvetden. Szembeting kiilonbséget talaltunk a WT és az N1325S kozott: a mutans

csatornanal eltiint a visszatérés lassi komponense (68. abra). A WT csatornanal a visszatérés

Iényegesen lassabb 200 ms-os depolarizacié utan, mint 10 ms utan, ami valdszintileg a hosszi

impulzus alatt benépesitett mélyebb inaktivalt allapotoknak tudhatd be. Ezzel szemben, az

N1325S csatornanél a visszatérés sebessege azonos volt 10 és 200 ms utan, mutatva, hogy a

mutacio megszintette a mély inaktivalt allapot betOltottségét. Az ionaram visszatérésének

sebességével egyitt a DIII-VSD deaktivacidés Kinetikaja is azonos volt 10 és 200 ms

depolarizaciot kovetden.
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68. abra Fluoreszcencias jelek és ionaramok a DII1-N1325S LQT3 muténs csatornakbol.

(A) DIII-N1325S fluoreszcencias jelek -120 mV-os membranpotencialnal, melyeket 1 (vildgoskék) vagy 200 ms
(sotétkék) hosszlsagu +50 mV-os depolarizacio elézott meg. (B) A fluoreszcencias jelek deaktivaciojat 1-200 ms
id6tartamt +50 mV-ra torténd depolarizaciot kovetden mértitk -120 mV-os fesziiltségen DI-LFS WT (vilagoskék)
és DIII-N1325S (s6tétkék) csatornakon. (C) londramok DII-N1325S csatorndkbdl dupla impulzusos protokollal.
Az els6 -20 mV-os depolarizalé impulzus 10 (felll) vagy 200 ms-ig (alul) tartott, majd visszatértink -120 mV-ra
kiilonbozé id6tartamokra a 2-500 ms tartomanyban, amit egy Ujabb -20 mV-o0s depolarizécié kévetett. (D) Az &ram
visszatérésének id6fiiggése DIII-N1325S csatornakon 10 (sziirke) vagy 200 ms (fekete) depolarizald impulzusok
Utdn. A betétabra a visszatérés idéfiiggésére illesztett gorbéket mutatja folytonos vonalakkal, mig a szaggatott
vonalak a DIII-LFS csatorna gorbéit mutatjak.

A DIV-VSD inaktivacioban betdltott szerepének tovabbi vizsgalatdhoz a DIV S4-S5
Osszekotdjében taldlhatd N1659A mutdns csatornaval végeztiink kisérleteket, mely poziciorol
feltételezhetd, hogy kdlcsonhat az inaktivacios IFM motivummal (236). A mutaciot létrehoztuk
mind a DIII-LFS, mind a DIV-LFS konstruktokban.

Az 1QM mutanshoz hasonléan a DIII-N1659A csatorna arama is erdsen csokkent
inaktivaciot mutatott és SSI-FV gorbéje is jelentdsen pozitiv iranyba tolodott. A DIII-VSD
deaktivacidja szignifikansan felgyorsult, ami arra utalhat, hogy a DII1-VSD deaktivacioja fligg a

DIV-VSD konformaciojatél. A DIll-hoz hasonldan, de a DIII-IQM mutéanssal ellentétben, a
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DI-N1659A deaktivacioja lassul hossz depolarizaldé pulzusokat kovetden, ami azt jelzi, hogy
a DII-VSD tovébbra is kdlcsdnhat a DIN-DIV 6sszekotével (69. abra).

Az IQM és a DIV-N1659A mutansokban hasonldképpen jobbra tolodott a DIV FV gbrbe és
felgyorsult a DIV-VSD deaktivacid, ami alatdmasztja a DIV-VSD és a DIII-DIV 6sszekotd
kdzvetlen kdlcsdnhatasat.

69. é&bra Fluoreszcencids jelek a
DI11-N1659A mutans csatornakbol.

(A) DIII-N1659A fluoreszcencids jelek -120
mV-os membréanpotencidlnal, melyeket 1
204 b 1 (vilagoskék) vagy 200 ms (sOtétkék)
2 9 7 hosszlisagl +50 mV-os depolarizacio eldzétt
meg. (B) A  fluoreszcencias  jelek

normalt
fluoreszcencia

Deaktivacio tyg.qp¢c (Ms)
O -
-0
—e
—0—

# deaktivaciojat 1-200 ms idétartama +50 mV-
s1° o ¢ Swron ra torténd depolarizaciot kovetéen meértik -
O by . Quiessaon 120 mV-os fesziiltségen DII-LFS  WT

' Impulzushossz (ms) | (vilagoskék) és DIII-N1659A  (sotétkék)
csatornékon.

A fenti kisérletek eredményei alapjan megfigyeltiik, hogy szoros korrelacié all fent az aram
inaktivaciobol valo visszatérésének (az amplitudo talnyomo részét kitevd) gyors komponense €s
a DIII-VSD deaktivacids sebessége kozott 200 ms-os impulzusok utan, de nem 10 ms-0s
impulzusok utan (70. abra). Ez a szoros 6sszefligges arra utal, hogy a DIII-VSD meghatarozé
szerepet jatszik az inaktivaciobol vald visszatérésben hosszabb, a sziv akciés potencialjanak

megfeleld idétartamu, depolarizacidkat kovetden.

70. éabra A DIII-VSD  deaktivacios
putrs  Kinetikajanak és az aram inaktivaciobol vald

5l —
w— A1330P . L s N ‘0z
4 Q% oo visszatéresenek dsszehasonlitasa.
& + — N1659A . . L . .
Erés korrelacid figyelhetd meg az egyes csatornakon
24 $ F1486Q

mérhetd DIII-VSD deaktivaciés kinetika és az é&ram
inaktivaciobol valé visszatérésének kinetikdja kozott. A

2 4 6 8 vizszintes tengelyen a DIII-VSD 200 ms hosszu
Deaktivacids idéallandd (ms)

Visszatérés gyors id6allanddja (ms)

depolarizaciot kovetd deaktivacid fluoreszcencias jelére
illesztett fliggvény iddallanddjat, mig a fliggbleges
tengelyen az aram  visszatérését jellemzé  két-
exponencidlis  fiiggvény  nagyobb  sulyt, gyors
idéallandojat abrazoltuk.
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Kisérleti eredményeink alapjan felallitottunk egy modellt, mely a jelenleg széles kérben
elfogadott inaktivacios modell tovabbfejlesztése, elsdésorban az eddig figyelmen kiviil hagyott
DIII-VSD szerepének hangsulyozésaval (182). A depolarizacié elején a DI-DIII VSD-k gyorsan
aktivalodnak, nyitjak a csatornat, melyet késleltetve kovet a DIV-VSD aktivacidja (71. dbra). A
DIV-VSD aktivalt konformacidja lehetové teszi a DIII-DIV 6sszeko6ton talalhatd IFM motivum
kotédését a DIV-VSD-hez, mellyel egyuttal elzarja a porust, és megakadalyozza a Na* ionok
aramlasat. A sziv akcios potencialjanak hosszahoz mérhet6, >100 ms hosszUsagu depolarizaciok
esetén az IFM kdlcsonhatasba 1ép a DIII-VSD-vel is, igy stabilizdlva mindkét VSD aktivalt
allapotat. Repolarizacidé soran az IFM el6szor a DIV-VSD-t6l valik el, lehetové téve annak
visszatérését a nyugalmi allapotba, majd joval késébb a DIII-VSD-t6l, melynek visszatérését
jellemz6 deaktivacios kinetika lassabb, mint a DIV-€, és a depolarizacio hosszatol fugg.

A modell alapjan megfigyeléseink a kovetkezOk szerint magyarazhatok. Az IQM mutacio
akadalyozza az inaktivacios motivum kdlcsonhatasat mind a DIII-, mind a DIV-VSD-vel, igy
séril az inaktivacio, és mindkét VSD deaktivacios kinetikaja gyorsul, de a DIII-VSD esetében
csak hosszU depolarizaciok utan, mivel csak ilyenkor alakul ki a kdlcsonhatas. Az DIV
Osszekotdben levéd N1659A mutacid gatolja az IFM kotédését a DIV-VSD-hez, igy annak
deaktivacidja gyorsabb lesz. A DIII-VSD visszatérése is Iényegesen gyorsabb lesz, viszont az
1d6fliggd kolcsonhatas tovabbra is kialakulhat, amit a depolarizaci6 hosszatol fliggd
deaktivacios kinetika megmaradasa jelez. A DIII-VSD-ben levé N1325S mutacié akadalyozza
az IFM - DIII-VSD kotdodést, igy megsziinik a DIII-VSD deaktivaciojanak impulzushossz-
fuggese, valamint az &ram inaktivaciobodl valo visszatérése is gyorsabb és egy komponensi lesz.

Osszességében modelliink szerint a sziv akcios potencial alatt a DIV-VSD hatarozza meg
az inaktivacio kialakulasat, mig a DIII-VSD szabalyozza az abbdl torténd visszatérést. Ezek
alapjan a DIII-VSD fogja meghatarozni a rendelkezésre all6 Na* csatornak szamat az akcios
potencidlt kovetden, s ezaltal kontrollalni a refrakter periddus hosszat, ami egy kritikus

meghatarozdja az aritmiak kialakulasanak (237).
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71. dbra A DIII-VSD és DIV-VSD inaktivacioban betoltott szerepének modellje.

(A) A csatorna doménjeinek és azon belul a transzmembran hélixek elrendezése az extracellularis oldalrol
Lfeliilnézeti” képen. (B-F) A DIII- és DIV-VSD mozgasa az inaktivacio kialakulasa és az abbol val6 visszatérés soran.
A bal oldali betétabran a szaggatott vonal jelzi a sziv akci6s potencialjanak aktudlis fazisat. (B) Nyugalmi
potencialon a DIII- és DIV-VSD-k a nyugalmi allapotban vannak, és a DIII-DIV 6sszekotén az IFM motivum nem-
kotott allapotban van. (C) Depolarizacio soran a DIII- és DIV-VSD-k aktivalédnak 10 ms-on beliil, elésegitve a DIII-
DIV 6sszek6t6 és a DIV-VSD kozotti kdlesonhatast, inaktivalva a csatornat. (D) ~100 ms utén a DHI-DIV 6sszek6t6
IFM-fiigg6 modon kolcsénhatasba 1ép a DII-VSD-vel is, stabiliz&lva annak aktivalt konformacigjat. (E) A nyugalmi
potencialra visszatérve a DII-DIV 6sszekotd el6szor a DIV-VSD-r6l disszocial. (F) Késébb a DII-DIV 6sszek6td a
DIII-VSD-14l is disszocial, lehetdvé téve az inaktivacidbol vald visszatérést.
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5.4 A Voltage-Clamp Fluorometry (VCF) technika meghonositasa

Az el6z6 fejezetben ismertetett, a hNayl.5 csatorndra vonatkozo eredmények jol
illusztraljak a VCF technikdval megszerezhetdé adatokat ¢és az azokbol levonhatd
kovetkeztetéseket. Mivel kutatdsi iranyainkat boviteni kivantuk ,.elektromosan néma”, azaz
aramot nem vezetd, de mégis fesziiltség-érzékeny fehérjék vizsgalatanak iranyaba, valamint
kihasznalni ezt az ioncsatorndkrél is tobb informaciot nylQjté mddszert, vezetésemmel
létrehoztunk egy VCF laboratériumot. A Nemzeti Agykutatasi Program keretén belll elnyert
tamogatassal megalakitottuk az MTA-DE NAP B ,Joncsatorna funkcionalis szerkezetvizsgalo
laboratoriumot” a DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai intézetében.

A laboratérium 2015. évi létrehozasat kovetden belizemeltik a VCF méréallomast a
sziikséges kiegészitd berendezésekkel és eszkozokkel egyiitt, mint példaul a mikroinjektor,
sejtinkubator, gel-futtatd és megvilagitd. Optimalizaltuk a technikahoz sziikséges protokollokat,
ugy, mint cisztein mutans csatornak ecl6allitasa, RNS készités és sejtinjektalas. A létrejott
kutatasi infrastruktura felhasznalasaval a kovetkezo, a fesziiltség-érzékeny fehérjék kapuzasaval
/ konformacio-valtozasaival kapcsolatos struktdra-funkcié vizsgalatokat végezzik:

1. Vizsgaljuk, hogy hogyan hat a membranban a koleszterin és analdgjai szintjének
valtozasa a Ky csatornak kapuzasara, és hogy a csatorna melyik doménje a hatasok elsédleges
célpontja. Munkacsoportunk korabbi eredményei azt mutattdk, hogy a koleszterin és a 7-
dehidrokoleszterin szintjének valtozasa a human limfocitak és sejtvonalak membranjaban erésen
befolyasolja a Kv1.3 ioncsatorna kapuzasanak mind feszultség-fliggé egyensulyi, mind kinetikai
paramétereit. A VCF technikédval azt kivanjuk meghatarozni, hogy a hatds a VSD-n vagy a
porus doménen keresztll nyilvanul-e meg, és ezéltal a hatdsmechanizmust probaljuk megérteni.
Vizsgalni kivanjuk a szterolok kiilonboz6 VSD-PD csatolasu Kv csatornak kapuzésara
gyakorolt hatasat, és ezaltal a szterol-hatas csatorna-specificitasat.

2. Szekvencia homoldgia alapjan azonositottak egy fehérjét, mely a fesziltség-fiiggd
ioncsatorndk VSD-jéhez hasonlo szerkezetli, de ionok atjutasat biztosito PD-nel nem
rendelkezik. Munkacsoportunk egyik tagja, Papp Ferenc, az NIH laboratériumaban kezdte meg
ennek az NVS-nek (Novel Voltage Sensor) nevezett molekulanak a vizsgalatat VCF-fel, és ez a

projekt folytatodik 0j laboratériumunkban is. Célunk bizonyitani az NVS valddi fesziltség-
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érzékeld funkciojat, és felderiteni szerepét a sejt miikodésében. Eldzetes eredmények alapjan a
membrénpotencidl valtozésait kdzvetitheti intracellularis jelatviteli Gtvonalak felé.

3. Vizsgéljuk az agyban és a human tumorok nagy hanyaddban el6forduldé Kv10.1
ioncsatorna szerkezetét és kapuzasat. A csatorna kozelmadltban publikalt krio-EM szerkezete
szamos, a konvencionalistol eltér6 elemet tart fel, és német kollaboratoraink munkaja alapjan
kapuzasénak vizsgalata is vératlan felfedezéseket eredményezett. Kisérleteinkben a szerkezet
alapjan alkotott predikcidkat kivanjuk kisérletesen ellendrizni, illetve a nem-konvenciondlis
kapuzasi elemek részleteit feltdrni. Ehhez a VCF technikan felul bevezettik a laborban (j
technikaként a SCAM (substituted cysteine accessibility method) modszert, melynek soran a
fehérje celzott aminosav pozicidjaban egy cisztein helyettesitést létrehozva metantioszulfonat
MTS) reagensekkel vizsgaljuk annak a vizes oldatok fel6li hozzaférhetdségét a fehérje

kiilonb6zo konformacios allapotaiban.

5.4.1 A membran koleszterin tartalmanak hatasa Ky csatornak kapuzasara

Bar a fent felsorolt kutatasi projektek még jelenleg is folyamatban vannak, réviden
bemutatok el6zetes kvalitativ eredményeket az elsé témabol. Korabbi, emlés sejteken végzett
méréseinkkel egyezOen, az oocitakban kifejeztetett Kv1.3 csatornak amplitudoja is csokkent a
membran koleszterin tartalmanak nodvelése hatdsara, valamint lassult az aramok aktivacios
kinetikaja. Mivel az ionaram a porus allapotarol informal, a koleszterin nyilvanvaloan hatast fejt
Ki a porusra. Ez viszont térténhet kdzvetlenul a péruson, de kdzvetve a VSD-re kifejtett hatason
keresztul is. El6fordulhat tehat, hogy a porus nyitasa azért lassul le, mert a koleszterin
feldasulasa lassitja az azt megel6z6 VSD mozgast, és a PD lassii nyitdsa ennek csak
kovetkezménye. Mivel VCF-fel meérhetjuk a VSD fesziltség-fliggésének és Kinetikajanak
valtozasat is koleszterin hatasara, és ezt 0sszevethetjuk a pdruson tapasztalt valtozasokkal,
valaszt kaphatunk erre a kérdésre. E célbdl létrehoztuk a Kv1.3 csatorna A309C muténsat, hogy

a VSD kozelében a VCF-hez szlikséges fluorofért a csatornahoz kapcsolhassuk (72. abra).
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72. dbra A Ky1.3-A309C csatorna arama és fluoreszcencias jele

(A) Xenopus oocitakban kifejezett Ky1.3-A309C csatornakon atfolyd K* aramok, melyeket -140 és +40 mV kozétti
250 ms hosszusagu depolarizal6 impulzusokkal valtottunk ki 10 mV-os Iépésekben. (B) Ugyanezen a sejten
parhuzamosan mért fluoreszcencias jelek, melyek a 309-as pozicidju ciszteinhez kapcsolt TAMRA festékb6l
szarmaznak.

Eredményeink azt mutatjak, hogy mig a koleszterin toltés a PD-t jellemz6 G-V gorbék
kozeppontjanak eltolodasat eredményezte a meredekség véaltozatlansdga mellett, addig az F-V
gorbék kézéppontja nem valtozott, de meredeksége jelentsen lecsokkent (73. bra). Emellett az
aram aktivacios kinetikdjanak koleszterin toltés hatasara megfigyelt jelentés lassulasaval
szemben a VSD mozgasat jellemzd fluoreszcencids jelek kinetikaja nem valtozott a toltés
hatdsara. Ezek alapjan a koleszterin dusitasa VSD-PD csatolas gyengulesét okozta: a VSD
mozgasaban nem latszik jelentds energetikai valtozas, mig a PD mozgasaban igen. A két domén
mozgasanak eltéré valtozasa tehat arra utal, hogy a PD kevésbé szorosan koveti a VSD
aktivacidjat kezelés hatasara. Sét, pozitiv membranpotencialokndl megfigyelheté a kezelt
sejteken, hogy mig a a G-V gorbe a maximalis érték kdzelében van, addig az F-V még messze
van a szaturciotol, azaz a porus maximalis nyitasi valoszinlisége létrejohet a VSD teljes
aktivacidja nélkul. Ez a korabban emlitett Kv7.1 csatorna allosztérikus kapuzasi sémajahoz
hasonlit, illetve hasonlot figyeltink meg a Nav1.5 csatorna egyik Brugada-mutansaban is.
Osszességében tehat a koleszterin dusitds elsésorban kozvetleniil a pérusra hat, a VSD

energetikajat jelentdsen nem modositva, €s gyengiti a csatolast a két domén kozott.
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73. abra A koleszterin dusitas hatasa Kv1.3-A309C csatornak kapuzasara

(A) Xenopus oocitadkban kifejezett Ky1.3-A309C csatorndkon atfolyd aram fesziltség-fiiggése kontroll (fekete)
illetve koleszterinnel dusitott (piros) sejteken. (B) Az ionaramok aktivacids kinetikajara illesztett exponencialis
fiiggvények iddallandéi a membranpotencial fiiggvényében kontroll (fekete) és koleszterinnel kezelt (piros)
sejteken. (C) A porus nyitasi valdszinségét jellemzé normalt vezetSképesség (G, folytonos vonal), és a VSD
mozgasat jellemzé normalt fluoreszcencia valtozas (AF, szaggatott vonal) fesziltség-fliggése kontroll és
koleszterinnel dusitott sejteken. A gorbék az adott csoportba tartozé sejtek adatainak atlagolasaval meghatarozott
Visp s Kk értékekbdl szamolt és konstrualt Boltzmann-figgvények. (D) A VSD mozgasat jellemz6 fluoreszcencias
jel depolarizaci6 soran mért aktivacios kinetikajara illesztett exponencilis fiiggvény idéallanddja a
membranpotencial fliggvényében kontroll és koleszterinnel kezelt sejteken.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fesziiltség-fiiggd ioncsatornakkal kapcsolatos vizsgélatainkban az aldbbiakat allapitottuk meg:

A Shaker Kv csatornakban a hiperpolarizaciot kovetéen az aktivacios kapu zarodasa
minden esetben megeldzi a VSD visszatérését. Fiziologids koriilmények kozott az
aktivacios kapu minimalis toltést hordozva, de igen gyorsan, és a permeéalé ion fajtajatol
fliggd sebességgel zarodik be, €s a VSD visszatérése joval lassabban ezt kdvetden
torténik meg. Hosszu depolarizaciot kovetden azonban az inaktivacid hatasara a csatorna
zar6dasa lassiva, s ezzel sebesség-meghatarozova valik, ezaltal hatraltatva a VSD
visszatérését a nyugalmi allapotba.

Intracellularisan a protonok gatoljak a Kv csatornakat mar fiziologias pH tartomanyban
is, aminek élettani relevanciaja is lehet. Az extracellularis oldalrol viszont csak joval
alacsonyabb pH tartomanyban befolyasoljak az inaktivacio mechanizmusat, felgyorsitva
azt. Ez a hatds mégis relevans lehet alacsony extracellularis pH-ja, pl. gyulladasos
tertileteken, mivel a toltés-arnyékolasi effektussal egyutt a csatorndk aktivaciojat
hatraltatva, inaktivacidjat pedig felgyorsitva Iényegesen csokkentheti a K~
konduktanciat.

Egy egyszerii modellel sikerilt megmagyaraznunk a Kv1.3 csatorna szokatlan
inaktivacios kinetika valtozasat alacsony extracellularis pH esetén: az alacsony pH-n
protonalt H399-es aminosav gatolja a K* ionok mozgasat mindkét iranyba a poérus
bejaratanal. Emiatt az alacsony pH hatasa az inaktivacids kinetikara attol fiigg, hogy a
kotéhely betoltédése elsésorban melyik oldalrdl torténik az 4aramirany és K*
koncentracio fliggvényében.

Tobb Kv1.3 csatornat gatlé skorpid toxint azonositottunk, melyek kozul a legjobb
tulajdonsagi Vm24 Kg = 2,9 pM hatékonysaggal gatol. Tovabba gatolja a T-sejtek Ca?*
jelét, proliferaciojat, CD25 expressziojat, valamint patkanyokban gatolja a késoi
hiperszenzitivitasi reakciot in vivo. A demonstralt tulajdonsagok alapjan a Vm24 az
eddig ismert egyik legjobb tulajdonsagu Kv1.3 csatorna gatlészer.

Célzott mutaciokkal sikerilt az anuroctoxin Kv1.3 iranti szelektivitasat nagy mértékben
javitani az affinitas megtartasa mellett, s ezzel egy Iényegesen jobb tulajdonsagu toxint

el6allitani.
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Els6ként irtuk le a human szivizom akcioés potencidljanak alakitdsaban kulcsszerepet
jatsz6 Navl.5 csatorna fesziiltség-érzékeld doménjeinek fesziiltség-fliggését, aktivacios
¢s deaktivacios kinetikajat és ezek fliggését az inaktivacid mértékétél a VCF technika
segitségével. Megéllapitottuk, hogy a VSD-k nagyon széles fesziiltség-tartomanyban
aktivalédnak, és nem szilkséges az 0sszes VSD teljesen aktivalt allapota a csatorna
nyitasahoz.

Karakterizaltuk két, Brugada-szindromat okoz6 hNayvl.5 mutdns defektiv kapuzasi
mechanizmusét domén szinten.

Tisztaztuk a DIII- és DIV-VSD-k eddig ellentmondasos szerepét az Navl.5
inaktivaciojaban. Megallapitottuk, hogy a sziv akcios potencialjanak idétartomanyaban
elsésorban a DIII-VSD hatarozza meg az inaktivaciobdl valo visszatérés kinetikajat, es
felallitottunk egy modellt az inaktivacio kialakulasanak és az abbdl valo visszatérésnek a
mechanizmusarol.

Létrehoztuk vezetésemmel az MTA-DE NAP B ,loncsatorna funkcionalis
szerkezetvizsgalo laboratoriumot” a DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai intézetében. A
létrejott kutatasi infrastruktira felhasznalasaval a fesziiltség-kapuzott K* csatornak
doménjeinek izolalt mozgasat, ill. a domének kozdtti kommunikaciot vizsgaljuk a

fesziiltség-zar fluorometria modszerrel elséként az orszagban.
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7. GYAKORLATI JELENTOSEG

Figyelembe véve, hogy a fesziiltség-fiiggé K* csatornak az emberi szervezet szinte minden
sejtjében jelen vannak, és a membranpotencialon keresztil kihatnak a sejtfunkciok széles
skalajara, nem kérdéses, hogy a Kv csatornak kapuzasat befolyasold tényezék megértése
talmutat a molekula milkodésének egyszerli biofizikai leirdsan. A koros folyamatokban
eléforduld lokalis ionkoncentracid vagy pH valtozasok nagy mértékben modosithatjadk a Kv
csatornak kapuzasat, melyek részben magyarazhatjak példaul az ilyen teriileten miikodé
idegsejtek tlizelési valaszaban, vagy az immunsejtek proliferaciés képességében beéallt
valtozasokat. A mechanizmusok részletes ismerete megteremtheti a lehetdségét a késobbi
farmakologiai beavatkozasoknak.

A T-sejtek Kv1.3 ioncsatorndjanak nagy affinitasu és szelektivitasu peptid toxin
gatloszerei kiindulé molekulaként funkcionalhatnak bizonyos autoimmun betegségek kezelésére
fejlesztend6 gyogyszerek szamara. In vivo allatkisérletek mar bizonyitottak az ilyen toxinokbdl
fejlesztett, de kémiailag stabilabba tett és csokkentett immunogenecitdsi molekulak
hatékonysagat a T-sejt medialt autoimmun kdrképek tlineteinek enyhitésében.

A human szivizom Nav1.5 csatornja inditja el a sziv akcios potenciéljat, ezért hibas
miikodése aritmidkat, és igy hirtelen halalhoz vezetd betegségeket okozhat. Ennek megfeleléen
farmakologiai célpontként is jelentds. A hatékony és szelektiv gyodgyszerek fejlesztéséhez
nélkiilozhetetlen a csatorna kapuzéasianak domén szintli ismerete, hiszen a Na* csatorna
természeténél fogva az egyes domeének egyedi tulajdonsagokkal birnak, eltéréen funkcionalnak
¢s a farmakologiai agensekkel is eltéréen hatnak kolcson. A betegségekre specifikus
gybgyszerek Kifejlesztéséhez pedig az aritmogén mutaciok kapuzasanak a vad-tipushoz
viszonyitott eltéréseit szikséges megérteni szintén a domének szintjén, melyhez a VCF technika

értékes informéaciokkal szolgal.
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