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A gyakran elıforduló rövidítések jegyzéke: 

 

ANOVA variancia analízis (analysis of variance) 

APPR   a görbe alatti terület és a csúcsáram hányadosa (area/peak ratio) 

Ce  Centruroides elegans 

ChTx  charybdotoxin 

CRAC  Ca2+ felszabadulás aktiválta Ca2+ csatorna 

CTLL-2 egér leukaemiás sejtekbıl kiinduló sejtvonal 

IL-2  interleukin-2 

HIS  magas ionerısségő oldat (high ionic strength) 

HEK  embrionális vesesejtekbıl kiinduló sejtvonal (human embrionic kidney) 

[K+]e  intracelluláris káliumkoncentráció  

[K+]i  extracelluláris káliumkoncentráció 

H[K+]i  magas (140 mM) intracelluláris K+ koncentráció 

IKCa1  Ca2+ aktivált K+ csatorna 

Kd  disszociációs állandó 

K-ECS  150 mM K+-t tartalmazó extracelluláris oldat 

Kv1.3  feszültség kapuzott K+ csatorna 

L[K+]i  alacsony (5 mM) intracelluláris K+ koncentráció 

MHC  fı hisztokompatibilitási complex 

NTx  noxiustoxin 

pHo  extracelluláris pH 

PLCγ  foszfolipáz Cγ enzim 

S-ECS  standard extracelluláris oldat (standard extracellular solution)  

TCR/CD3 T sejt receptor/CD3 komplex 

TCM  centrális memória T sejtek 

TEA  tetraetil-ammónium 

TEM  effektor memória T sejtek 

20/40 mM K-ECS 20 ill. 40 mM K+-t tartalmazó extracelluláris oldat 
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1 BEVEZETÉS 
 

A specifikus antigén hatására in vivo kialakuló hatékony és fajlagos immunválasz 

alapfeltétele a sejtosztódást és differenciálódást magában foglaló lymphocyta klón expanzió. 

A T-sejt receptor (TCR/CD3 komplex) stimulációját követıen (2-3 óra) a lymphocyták akkor 

is a proliferáció útjára lépnek, ha a kezdeti stimulust megszüntetjük (McCardy és mtsai, 

1988). Ez alatt a membrántranszport folyamatok hatására megváltoznak az intracelluláris ion 

(pl. Ca2+, Na+, pH (Grinstein és Dixon, 1989; Cahalan és mtsai, 2001)) és metabolit (glükóz, 

aminosavak) koncentrációk (Jacobs és mtsai, 1989; Bental és Deutsch, 1993). Ezt követıen 

számos aktivációval összefüggı gén kerül átírásra, beleértve az interleukin-2 autokrin 

növekedési faktor génjét (Shaw és mtsai, 1988). 

A lymphocyták domináns feszültségfüggı K+ csatornájának, a Kv1.3 csatornának a 

felfedezésével egyidıben derült ki, hogy ezek a csatornák központi szerepet játszanak a T 

sejtek antigénekkel és mitogénekkel kiváltott aktivációjának és proliferációjának 

szabályozásában (Matteson és Deutsch, 1984). A Kv1.3 csatornák aktivitása döntıen 

befolyásolja a T sejtek membránpotenciálját, s ezen keresztül a sejtek aktivációjában 

kulcsszerepet játszó Ca2+-függı jelátviteli folyamatokat (Leonard és mtsai, 1992; Cahalan és 

mtsai, 2001). A Kv1.3 csatorna lymphocyták jelátviteli folyamataiban betöltött szerepének 

tisztázásában fontos szerepe volt a Kv1.3 csatornákat gátló peptid toxinoknak és az igen 

sokféle kémiai szerkezető ún. kis-molekula Kv1.3 inhibítoroknak (Panyi és mtsai, 2004c; 

Chandy és mtsai, 2004). A Kv1.3 csatornák specifikus, nagy affinitású gátlószereinek 

felfedezését célzó vizsgálatok fontosságát jelzi az is, hogy küszöbön áll az ilyen molekulák 

terápiás célú felhasználása egyes autoimmun betegségek (sclerosis multiplex, rheumatoid 

arthritis) kezelésében (Wulff és mtsai, 2003a; Beeton és mtsai, 2006b; Panyi és mtsai, 2006). 

A Kv1.3 csatornák aktivitása a gátlószereken felül befolyásolható a csatorna kapuzását 

jellemzı biofizikai paraméterek módosításával is. A csatornák kapuzását befolyásoló hatás 

érkezhet a sejtek környezetébıl, ami többek között a sejteket körülvevı folyadék 

ionösszetételének vagy pH-jának változása lehet (López-Barneo és mtsai, 1993). 

Mindezek alapján világos, hogy a Kv1.3 csatornák farmakológiai és biofizikai 

tulajdonságainak vizsgálata lényeges új információkkal szolgálhat a T sejtek és az 

immunrendszer élettani és pathológiás mőködésére vonatkozólag, az így nyert ismeretek 

pedig felhasználhatók az alternatív immunszuppresszív therápia kifejlesztését célzó 

farmakológiai kutatásokban. 
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2 TUDOMÁNYOS HÁTTÉR 
 

2.1 Ioncsatornák szerepe a lymphocyták aktivációjában 

 
Az antigén prezentáló sejt fı hisztokompatibilitási komplex (MHC) fehérjéihez 

kötıdı antigén aktiválja a TCR/CD3 molekulakomplexet, amely számos intracelluláris 

protein kináz transzlokációját és aktivitásának fokozódását vonja maga után (pl. az Src 

kinázok csoportjába tartozó Lck és Fyn; ZAP-70; Tec) (Janeway és mtsai, 2001). Az ennek 

következtében aktiválódó jelátviteli útvonalak közül kiemelendı a Ca2+ jel kialakulása (1. 

ábra). Ez a foszfolipáz Cγ enzim (PLCγ) foszforilált adapter proteinekhez történı 

kapcsolódásával és Tec kinázok általi foszforilációjával kezdıdik, ami aktiválja a PLCγ-t. A 

PLCγ enzim a foszfatidilinozitol-biszfoszfát membránlipidet inozitol-triszfoszfátra (IP3) és 

diacilglicerolra (DAG) hasítja. A keletkezı molekulák két jól elkülöníthetı, de szorosan 

összefüggı jelátviteli kaszkádot indítanak el.  A diacilglicerol a protein-kináz C (PKC) 

útvonalat aktiválja. Az aktivált PKC izoenzimek közül kiemelendı a PKCθ, amely számos 

intracelluláris szubsztrát foszforilációjához vezet és transzkripciót triggerel a Fos/Jun 

transzkripciós faktor komplexen keresztül számos gén AP1 elemén (Northrop és mtsai, 1993; 

Acuto és Cantrell, 2000). A másik jelátviteli út magába foglalja az intracelluláris Ca2+ 

koncentráció legtöbb esetben oszcilláló emelkedését, amely a kalmodulinon keresztül a 

kalcineurin nevő foszfatázt aktiválja. A kalcineurin defoszforilálja az NF-AT transzkripciós 

faktort, elıidézve ezáltal annak a magba történı transzlokációját, és az interleukin 2 gén 

promoter eleméhez kötıdését, amely által IL-2 termelést indít el, és a többi jelátviteli 

mechanizmussal (MAP kináz, Ras, Fos) szorosan együttmőködve a sejtek proliferációját 

beindítja (Rao és mtsai, 1997; Crabtree, 1999). 

Az elızıekben vázolt Ca2+-dependens jelátviteli útvonal jelentıs mértékben függ a 

plazmamembránban elhelyezkedı K+ és Ca2+ ioncsatornák aktivációjától (Panyi és mtsai, 

2004b; Panyi és mtsai, 2004c; Cahalan és mtsai, 2001). Amíg a Ca2+ jel kezdeti szakaszának 

kialakulásáért az endoplazmatikus retikulumból történı, IP3 receptoron keresztül 

bekövetkezı Ca2+ felszabadulás felelıs, a Ca2+ jel fenntartott fázisában a Ca2+ 

plazmamembránon át történı beáramlása a döntı. Ez Ca2+ szelektív csatornákon keresztül 

történik, amelyek az endoplazmatikus retikulum Ca2+ raktárának kiürülését követıen 

aktiválódnak (1. ábra). A kapcsolatot a raktárak kiürülése és a plazmamembrán csatornák 

között valószínőleg a STIM1 Ca2+ szenzor fehérje biztosítja (Zhang és mtsai, 2005). A 

plazmamembrán Ca2+ szelektív csatornát “store-operated” Ca2+ csatornának, vagy kalcium 

felszabadulás aktiválta Ca2+ csatornának (angol rövidítés: CRAC) nevezik (Zweifach és 

Lewis, 1993; Prakriya és Lewis, 2003), melynek molekuláris azonosítása a múlt évben történt 

meg (Yeromin és mtsai, 2006; Prakriya és mtsai, 2006). A CRAC csatorna egyik jellemzı 

tulajdonsága, hogy nyitási valószínősége nem függ a membránpotenciáltól. A nyitott CRAC 
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csatornákon keresztül folyó áram elektrokémiai hajtóerejéhez komoly hozzájárulást ad a 

sejtek membránpotenciálja (Lewis és Cahalan, 1995; Lewis, 2001). A T sejtek 

membránpotenciálja −50 és −60 mV közötti érték, melyet a lymphocyták két domináns K+ 

csatornája, a feszültség-függı depolarizáció-aktivált Kv1.3 és a Ca2+-aktivált K+ csatorna 

(IKCa1) határoz meg (Matteson és Deutsch, 1984; Fanger és mtsai, 2000). E két ioncsatorna 

által létrehozott kation kiáramlás még a depolarizáló hatást okozó Ca2+ influx mellett is 

biztosítja a sejtmembrán hiperpolarizált állapotát, létrehozva ezzel a Ca2+ beáramláshoz 

szükséges hajtóerıt, és így a megfelelı Ca2+-mediált jelátvitelt (1. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 A feszültség kapuzott Kv1.3 csatorna fıbb biofizikai tulajdonságai 

 
 A lymphocyták domináns feszültségvezérelt K+ csatornáját, a hKCNA3 gén által 

kódolt Kv1.3 csatornát (http://www.iuphar-db.org/iuphar-ic/KV1x.html) 1984-ben írták le 

(Matteson és Deutsch, 1984; Decoursey és mtsai, 1984). A Kv1.3 ioncsatorna a szekvencia 

homológia alapján a feszültségvezérelt ioncsatornák Shaker családjába tartozik. A csatornát 

négy azonos alegység alkotja, melyek elrendezıdése megközelítıleg szimmetrikus az általuk 

létrehozott pórus körül. Az egyes alegységek kb. 500 aminosavból állnak, a tetramer 

csatornát az alegységek közötti nem-kovalens kötések tartják össze (MacKinnon, 1991). 

Minden egyes alegység 6 transzmembrán α-helikális szegmensbıl és az ıket összekötı intra- 

1. ábra A Kv1.3 és IKCa1 csatornák szerepe a T sejt receptor jelátvitelében (Panyi és mtsai, 
2004 alapján) 
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és extracelluláris hurkokból tevıdik össze (2. ábra A rész). A csatorna pórusát az 5. és 6. 

transzmembrán szegmensek (S5 és S6) közötti extracelluláris hurkok valamint az S6 

szegmensek egyes részei együttesen hozzák létre.  A csatorna ugyanezen régiójához kötıdik 

a Kv1.3 csatornák számos peptid és kis-molekula gátlószere is. A pórusrégió tartalmazza a K+ 

szelektivitást biztosító különösen konzervatív szelektivitási filter (GYGD) szekvenciát is.  

A Kv1.3 csatornák feszültségfüggı ioncsatornák, amelyek a membrán depolarizációjára 

nyitnak ki. A membránpotenciál változásait a csatorna feszültségszenzora érzékeli, melyet a 

több pozitív töltést hordozó S4 hélixek ill. a nettó negatív töltéssel bíró S3 hélixek közösen 

alkotnak (Jiang és mtsai, 2003b; Long és mtsai, 2005a; Long és mtsai, 2005b). A 

feszültségszenzornak a membrán depolarizációját követı elmozdulása a csatorna aktivációs 

kapujának megnyílásához vezet.  

Az elızıekben tárgyalt, fıként struktúrális információkat a Shaker csatornák 

mutagenezise, ill. peptid toxinok és a csatorna pórusa közötti interakciók vizsgálata alapján 

határozták meg.  A pórus és a szelektivitási filter szerkezetére ezen adatok alapján levont 

indirekt következtetéseket MacKinnon röntgen-krisztallográfiás kísérletekkel igazolta. A 

KcsA és a feszültségfüggı K+ csatornák kristályszerkezete alapján a csatornák extracelluláris 

pórusa négy szekvenciális K+ kötıhelyet tartalmaz, ezen kívül egy extracelluláris 

rehydrációs/dehydrációs kötıhelyet is feltételeznek (Doyle és mtsai, 1998; Zhou és mtsai, 

2001; Jiang és mtsai, 2003a).  

A pórusban található K+ kötıhelyek feltérképezésének másik módszere az ionok 

póruson keresztüli áramlásának mérésén alapul. Ezen kísérletekhez ideális a Ba2+-ok 

használata, amelyekre a feszültségfüggı K+ csatornák permeábilisak, de a Ba2+ nagyobb 

töltése miatt erısebben kötıdik az egyes kötıhelyekhez, így a póruson keresztüli mozgása 

lassabb. Neyton és Miller BK K+ csatornák esetén ezzel a módszerrel a 

röntgenkrisztallográfiás módszerhez hasonlóan szintén négy K+ kötıhelyet térképezett fel 

(Neyton és Miller, 1988b; Neyton és Miller, 1988a). Harris és munkatársai Shaker 

csatornákban a Ba2+-ok felhasználásával három kötıhelyet azonosítottak a pórusban (Harris 

és mtsai, 1998).   

A feszültségfüggı K+ csatornák kapuzásának szabályozásában több ionkötıhely 

szerepét bizonyították. Grissmer és Cahalan írták le Kv1.3 csatornák extracelluláris 

bejáratánál lévı K+ kötıhelyet, amelynek telítıdése a C-típusú inaktiváció lassulását 

eredményezik. A szintén általuk leírt Ca2+ kötıhely ionkötése a csatorna blokkolását és 

inaktivációjának gyorsulását eredményezi (Grissmer és Cahalan, 1989). Levy és Deutsch a 

Kv1.3 csatornák inaktivált állapotból zárt állapotba történı visszatérését befolyásoló alacsony 

affinitású K+ kötıhelyet azonosítottak (Levy és Deutsch, 1996). Baukrovitz és Yellen Shaker 

csatornákon vizsgálták az N-típusú és a C-típusú inaktiváció egymásra gyakorolt hatását, és 

egy, az inaktiváció sebességét befolyásoló K+-kötıhelyet azonosítottak, amelynek K+ kötése 

az inaktiváció lassulását eredményezte, a kötıhely Kd értéke 2 mM (Baukrowitz és Yellen, 

1995; Baukrowitz és Yellen, 1996).  
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A többek által leírt, a C-típusú inaktivációt befolyásoló K+ kötıhely nagy 

valószínőséggel a csatorna pórusában elhelyezkedı K+ kötıhelyek közül a legkülsı 

kötıhelynek, az ún. „external lock in site”-nak felel meg (Neyton és Miller, 1988a). 

Elképzelhetı ugyanakkor, hogy egy felületesebben elhelyezkedı kötıhely K+ kötése 

akadályozza az ionok kilépését egy, a pórusban mélyebben elhelyezkedı, az inaktivációt 

közvetlenül befolyásol kötıhelyrıl, és így több kötıhely kölcsönhatása határozza meg az 

inaktiváció sebességét (Kiss és mtsai, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbe kb. –50 - –60 mV, ami megegyezik a T sejtek 

nyugalmi membránpotenciáljával. Az aktivációs küszöbtıl pozitívabb 

membránpotenciálokon a csatornák nyitási valószínősége meredeken emelkedik (Cahalan és 

mtsai, 1985). A csatornák egyensúlyi inaktivációja a T sejtek nyugalmi potenciáljánál nem 

teljes (Pahapill és Schlichter, 1992; Verheugen és mtsai, 1995). Az egyensúlyi aktiváció és 

2. ábra A Kv1.3 és IKCa1 csatornák jellemzı tulajdonságai  

A: a tetramer csatorna összeszerelıdése alegységekbıl. B: 1000 ms hosszú depolarizáló 
impulzusokkal kiváltott Kv1.3 áram human perifériás vérbıl izolált T lymphocytákban.  A 
belsı ábra a feszültség protokollt mutatja. C: a Kv1.3 csatornák egyensúlyi aktivációjának 
feszültségfüggése. D: a Kv1.3 csatornák egyensúlyi inaktivációjának feszültségfüggése. E: az 
IKCa1 csatornák feszültség rámpa protokoll (betét ábra) által kiváltott jellemzı árama. A 
tiszta IKCa1 áram a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbénél negatívabb 
membránpotenciálokon mérhetı.  
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inaktiváció feszültségfüggése (2. ábra C és D rész) egy olyan membránpotenciál-ablakot 

határoz meg, ahol a Kv1.3 csatornák aktívak. Ezen ablak a lymphocyták nyugalmi 

membránpotenciál-értékének megfelelı feszültségeknél van, így az aktív Kv1.3 csatornákon 

keresztüli K+ fluxus hozzájárul a diffúziós membránpotenciál kialakításához (Panyi és mtsai, 

1994; Pahapill és Schlichter, 1992). Tartós depolarizáció során a csatornák az aktivált 

állapotból egy nem-vezetı ún. inaktivált állapotba kerülnek (Panyi és mtsai, 1995; Marom és 

Levitan, 1994). Ebbıl az állapotból a Kv1.3 csatornák még –120 mV membránpotenciál 

mellett is hosszú idı alatt (~50 s) térnek vissza nyugalmi (zárt) állapotukba. Az inaktiváció 

alapjában véve csökkenti a membránpotenciál kontrollhoz rendelkezésre álló, aktiválható K+ 

csatornák számát. A Kv1.3 inaktivációjáért kizárólag a lassú, ún, C-típusú inaktiváció felelıs, 

amely azonban sokkal lassabb, mint a többi Kv1.x csatorna inaktivációja, így az aktivált 

Kv1.3 csatornák jelentıs K+ fluxust képesek létrehozni mielıtt a nem-vezetı inaktivált 

állapotba kerülnek. A Kv1.3 csatornák lassú inaktivációja, valamint a lymphocyták 

membránjának rendkívülien magas ellenállása (10-20 GΩ) biztosítják azt, hogy a T sejtek 

membránpotenciálját kevés számú aktív csatorna is képes fenntartani (Verheugen és mtsai, 

1995; Defarias és mtsai, 1995). 

 

2.3 A C-típusú inaktiváció mechanizmusa és kapcsolata az extracelluláris tér 

ionösszetételével 

 
 Az inaktiváció egy fiziológiás folyamat, mely kontrollálja a csatornán áthaladó ionok 

számát. A Shaker családba tartozó K+ csatornák két alapvetıen különbözı mechanizmus 

révén inaktiválódhatnak. Az N-típusú inaktiváció során a csatorna alegységeinek N-

terminális részét képzı ún. „inaktivációs labdák” egyike eltömíti a csatornapórust az 

intracelluláris oldal felıl, s így akadályozza meg a további ionáramlást (Hoshi és mtsai, 1990; 

Zagotta és mtsai, 1990). 

 Ellentétben az N-típusú inaktivációval, a lassú, korábban C-típusúnak nevezett 

inaktiváció molekuláris mechanizmusa még ma sem pontosan ismert. Abban mindenki 

egyetért, hogy a C-típusú inaktiváció a pórus extracelluláris bejáratában bekövetkezı 

konformációváltozás következménye. Az, hogy ez a konformációváltozás milyen kiterjedéső, 

már nem egyértelmő. Az inaktiváció kialakulásának leírására kezdetben két modell alakult ki. 

Az egyik szerint a csatorna pórusának extracelluláris bejáratában bekövetkezı 

konformációváltozás az ionok vezetésére szolgáló pórus összeeséséhez vezet (Yellen és 

mtsai, 1994), meggátolva ezzel a K+ és egyéb ionok áramlását (3. ábra).  A másik modell 

szerint a lassú inaktiváció a csatorna ion-szelektivitásának megváltozását jelenti a nyitott 

állapot kialakulását követıen (Starkus és mtsai, 1997). Ez utóbbi modell szerint molekuláris 

átrendezıdés csak a szelektivitási filterben következik be, és az inaktiváció során a csatornák 
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csak K+ számára válnak átjárhatatlanná, míg Na+ és Li+ számára a pórus átjárható marad. A 

modellektıl függetlenül általánosan elfogadott nézet az, hogy a csatornát alkotó négy 

alegység kooperatív módon határozza meg az inaktiváció sebességét (Panyi és mtsai, 1995; 

Panyi és Deutsch, 1996). 

 A Shaker családba tartozó csatornák egy részében jelen van mind az N-típusú, mind a 

lassú inaktiváció, míg bizonyos csatornák csak az utóbbi mechanizmussal inaktiválódnak. Ez 

utóbbi csoportba tartozik a Kv1.3 csatorna is. Az N-típusú inaktiváció hiánya ezen 

csatornákban arra vezethetı vissza, hogy a csatornaalegység N-terminális részén lévı 

„inaktvációs labda” hiányzik. Mivel az inaktiváció sebességét a gyorsabb mechanizmus 

sebessége határozza meg, a csak lassú inaktivációs mechanizmussal rendelkezı ioncsatornák 

inaktivációja lényegesen lassabb azon csatornákhoz képest, amelyekben jelen van az N-

típusú inaktiváció is. 

 A C-típusú inaktiváció sebességét az inaktivációs kapunak megfelelıen található K+ 

kötıhely telítettsége határozza meg. A kötıhely telítettségének növekedése lassítja az 

inaktivációt a „láb az ajtóban” (foot-in-the-door) mechanizmusnak megfelelıen. Ennek 

lényege, hogy az inaktiváció csak akkor mehet végbe, ha az inaktivációs kapunak 

megfelelıen található K+ kötıhely üres, az ezen a kötıhelyen K+-t kötött csatorna pedig nem 

képes inaktiválódni (López-Barneo és mtsai, 1993; Baukrowitz és Yellen, 1996). A fent 

említett K+ kötıhely valószínőleg a pórusban egymás után elhelyezkedı 3-4 kötıhely közül a 

legkülsı, az ún. „external-lock-in site”. 

 A „foot in the door” mechanizmus helyességét több kísérleti eredmény is 

alátámasztja:  1. Az N-típusú inaktiváció gyorsítja a C-típusú inaktivációt azáltal, hogy az 

inaktivációs labda bekötıdése megakadályozza a kifelé irányuló káliumáramot, és így 

lecsökkenti a kötıhely káliumionok számára való hozzáférhetıségét és telítettségét 

(Baukrowitz és Yellen, 1995). 2. Úgynevezett “use-dependent” intracelluláris 

csatornablokkolók (pl.: TEA, C3-TEA, C4-TEA, C10-TEA) a C-típusú inaktiváció 

gyorsulását okozzák. A gyorsulás mértéke jó egyezést mutat a gátlószerek csatornához kötött 

állapotának élettartamával. Minél nagyobb ez az idı, annál jelentısebb a C-típusú inaktiváció 

gyorsulása annak megfelelıen, hogy hosszabb idıt tölt a gátlószer a pórusba kötıdve, így 

kisebb a káliumkötıhely káliumionok számára való hozzáférhetısége az intracelluláris tér 

felıl (Baukrowitz és Yellen, 1996). 3. Magas extracelluláris káliumkoncentráció mellett a C-

típusú inaktiváció lassabbá és kétfázisúvá válik (Grissmer és Cahalan, 1989), mivel a 

kötıhely nagyobb mértékben töltıdik K+-nal az extracelluláris tér felıl. 

 A C-típusú inaktiváció sebességét döntıen befolyásolja az extracelluláris pórusrégió 

aminosav sorrendje, különösképpen a Shaker B csatorna 449-es pozíciójának megfelelı 

helyen található aminosav minısége. A Shaker B csatornákban 449-es pozícióban 

elhelyezkedı threonin alaninra való cseréje az inaktiváció jelentıs gyorsulását, míg 

hisztidinre vagy egyéb aromás aminosavra való cseréje az inaktiváció lassulását 

eredményezte (López-Barneo és mtsai, 1993).  Ezen felül az inaktiváció sebessége 
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módosítható gátlószerekkel (pl. tetraetil-ammónium), valamint az extracelluláris oldat kation 

összetételének és pH-jának változtatásával (Kurata és Fedida, 2006). 

Az extracelluláris tér pH-ja (pHo) két módon befolyásolhatja az ioncsatornák 

mőködését. Egyik hatás az angol szakirodalom által “shielding” mechanizmusnak nevezett 

úgynevezett “töltésárnyékolás”. Ennek tisztázásához két fogalom, a membránpotenciál-

különbség és a membránfelszíni potenciálkülönbség bevezetésére van szükség. A 

membránpotenciál-különbség a membrán két oldalán lévı oldatok közötti 

potenciálkülönbség.  Membránfelszíni potenciál-különbségnek a membrán extra- és 

intracelluláris felszíne közötti potenciálkülönbséget nevezzük, amelynek kialakításában az 

extra- és intracelluláris oldat összetételén kívül a membrán felszínén elhelyezkedı töltött 

molekulák és molekularészek (disszociábilis aminosavoldalláncok, töltéssel rendelkezı 

foszfolipidek stb.) is fontos szerepet játszanak. A káliumcsatornák feszültségfüggı 

kapuzásának szabályozásában nem a membránpotenciál-különbség, hanem a 

membránfelszíni potenciálkülönbség vesz részt. Az úgynevezett töltésárnyékolást 

Frankenhaeuser és Hodgkin írták le divalens ionokkal, elsısorban Ca2+-mal kapcsolatban 

(Frankenhaeuser és Hodgkin, 1957). Az elmélet alapja, hogy a kalciumionok képesek 

kapcsolódni a membrán felszínén elhelyezkedı negatív töltéső csoportokhoz, és árnyékolni 

ezek töltését. Az extracelluláris Ca2+ koncentráció növelése fokozza ezt a töltésárnyékolást, 

vagyis egyre több negatív töltéső csoporthoz fog kapcsolódni Ca2+, ami a membrán 

extracelluláris oldalán a nettó töltés pozitívabbá válásához vezet, aminek következtében a 

membrán hiperpolarizálódik . Az extracelluláris kalciumkoncentráció csökkentése csökkenti 

a töltésárnyékolást, és az extracelluláris membránfelszín nettó töltése negatívabbá válik, a 

membrán depolarizálódik. Az extracelluláris pH változtatása ugyancsak befolyásolja a 

töltéssel rendelkezı molekulák, molekularészek viselkedését azok protonációja- 

deprotonációja révén. Az extracelluláris pH csökkentése, fokozza a disszociábilis csoportok 

protonációját, így hasonlóan az extracelluláris kalciumkoncentráció növeléséhez 

hiperpolarizációt eredményez. Hasonló okok miatt a pH növelése depolarizációt hoz létre 

(Hille, 1992; Sperelakis, 1998). 

 Az extracelluláris pH a csatornamőködést magán a csatornafehérjén, annak 

extracelluláris felszínén lévı disszociábilis aminosavoldalláncok módosításán keresztül is 

befolyásolja, amely a töltésárnyékolással ellentétben  specifikus kölcsönhatást jelent. Ebbıl a 

szempontból fıleg az S5 és az S6 szegmenst összekötı, a pórus kialakításában fontos 

szerepet játszó, úgynevezett P-régió disszociábilis aminosavai bírnak jelentıséggel. Ezek 

közül Kv1.3 csatornában kiemelkedik a 399-es helyzetben lévı hisztidin szerepe. A hisztidin 
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reverzibilisen protonálható, a reakció pK értéke oldatban 6,5. Ezt mikrokörnyezeti hatások 

módosíthatják, így a fehérjében lévı hisztidin pK értéke az oldatban meghatározott értéktıl 

jelentısen eltérhet. 

Alacsony extracelluláris pH mellett a membránfelszíni töltésárnyékolással 

magyarázható a Kv1.3 csatornák egyensúlyi aktivációjának pozitívabb membránpotenciálok 

irányába való eltolódása, ugyanakkor az egyensúlyi inaktiváció eltolódásának hátterében 

feltételezhetı a pórusban vagy annak közelében elhelyezkedı aminosavoldalláncok (pl. A 

His399) módosítása is (Deutsch és Lee, 1989; Teisseyre és Mozrzymas, 2007; Teisseyre és 

Mozrzymas, 2006). 

 Az irodalomból ismert, hogy több, a Shaker családba tartozó csatorna inaktivációs 

kinetikáját módosítja az extracelluláris pH. A legtöbb csatorna esetén az extracelluláris pH 

csökkenésekor a C-típusú inaktiváció gyorsulását tapasztalták. Amennyiben az S5 és S6 

régiót összekötı peptidszakasz hisztidinoldalláncot tartalmazott, a csatorna pH-érzékenysége 

jelentısen megnövekedett. A vad-típusú Shaker csatornák C-típusú inaktivációját az 

extracelluláris pH csökkentése gyorsította (Perez-Cornejo, 1999a). Ez a gyorsulás a legtöbb 

T449X mutáns esetén észlelhetı volt, a legkifejezettebb hatás a T449H csatornánál 

jelentkezett (López-Barneo és mtsai, 1993). Az ún. „turret” régióban elhelyezkedı 425-ös 

helyzető fenilalanin hisztidinre való cseréje is megnövelte az inaktiváció pH-szenzitivitását 

(Perez-Cornejo, 1999a). Az extracelluláris pH csökkentése gyorsította az rKv1.5 csatornák C-

típusú inaktivációját, amelyben fontos szerepe van a Shaker csatornák 425-ös aminosavával 

ekvivalens pozícióban elhelyezkedı hisztidinnek (His452). Ugyanakkor a hisztidint kritikus 

pozícióban nem tartalmazó rKv1.2 csatornák C-típusú inaktivációja pH-inszenzitív (Steidl és 

Yool, 1999), mígaz ún. „turret” régióban hisztidint (His508) tartalmazó fKv1.4 csatornák C-

típusú inaktivációja gyorsult alacsony pH-n (Li és mtsai, 2003). A K532Y mutáció (a Shaker 

T449 ill. a Kv1.3 H399 aminosavakkal ekvivalens pozíció) az fKv1.4 csatornák esetén 

lassította és pH-inszenzitívvé tette az inaktivációt. Kehl és munkatársai kísérleteiben az 

extracelluláris pH csökkentése a hKv1.5 csatornák áramát blokkolta, a hatás magas [K+] 

mellett csökkent. Az inaktiváció gyorsulása a szerzık számításai alapján nem okozhatta az 

áramamplitúdó csökkenését (Kehl és mtsai, 2002). Az inaktiváció pHo függését magyarázó 

molekuláris mechanizmus a fentebb felsorolt kísérletes eredmények ellenére nem  pontosan 

tisztázott.  

 Az elızıek alapján különösen figyelemreméltó, hogy míg minden más csatornánál a 

kinetika gyorsulása figyelhetı meg a pH csökkenésével, addig a Kv1.3 csatorna esetében 
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lassul a C-típusú inaktiváció (Deutsch és Lee, 1989). A Kv1.3 fontos és egyedülálló 

tulajdonsága a pH érzékenység szempontjából, hogy a kritikus (Shaker 449-cel ekvivalens) 

pozícióban egy titrálható hisztidin található (H399) (3. ábra). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 A lassú inaktiváció pH-függése fontos szabályozó mechanizmus lehet például 

gyulladásos területeken, ahol a környezet pH-ja jelentısen eltérhet a fiziológiás értéktıl. 

Mivel a humán lymphocyták membránpotenciálját elsısorban a Kv1.3 csatornák határozzák 

meg, ezek mőködésének a pHo változása által okozott módosulása befolyásolja a sejtek 

membránpotenciálját és ezen keresztül számos sejtfunkciót. Nevezetesen, gyulladásos, 

alacsony pH-jú területen a Kv1.3 csatornák lassabb inaktivációja miatt átlagosan hosszabb 

ideig tartanak nyitva e csatornák. Ez negatívabb membránpotenciált eredményez, ami kedvez 

a lymphocyták aktivációja során kialakuló jelátviteli folyamatoknak. Éppen ezért fontosnak 

tartottuk annak vizsgálatát, hogy a lassú inaktiváció sebességét milyen molekuláris 

mechanizmussal csökkenti az extracelluláris pH csökkenése. 
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His HisHisHis

inaktivációs kapu K+ kötıhely
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3. ábra A C-típusú inaktiváció modellje  
 
A C-típusú inaktiváció során a csatorna pórusának extracelluláris bejárata összeesik, ami az 
inaktivációs kapu záródását eredményezi. Az inaktiváció szempontjából kritikus helyzetben 
az ún. „external lock-in site” van, amelynek káliumtelítettsége lényegesen befolyásolja az 
inaktiváció sebességét. Minél nagyobb ezen kötıhely telítettsége, annál lassabb az 
inaktiváció. A kötıhely káliumionok számára való hozzáférhetıségét a 399-es helyzető 
aminosav (vad-típusú Kv1.3 csatornában hisztidin) minısége lényegesen befolyásolja. 
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2.4 A Ca2+ aktivált IKCa1 K+ csatorna fıbb biofizikai tulajdonságai  

 
A Kv1.3 csatornák mellett a humán T lymphocyták másik domináns káliumcsatornája a 

közepes vezetıképességő (11-35 pS) Ca2+ aktivált kálium csatorna (IKCa1, vagy más néven 

KCa3.1, http://www.iuphar-db.org/iuphar-ic/KCa.html), amely a hKCNN4 gén terméke 

(Logsdon és mtsai, 1997).  Szerkezete a Kv1.3 csatornákéhoz hasonló, négy egymással nem 

kovalensen kötıdı alegységbıl áll, amelyek mindegyike 6 transzmembrán szegmenst 

tartalmaz. A két csatorna pórusának toxin receptorként is funkcionáló extracelluláris bejárata 

szintén nagy hasonlóságot mutat, ennek megfelelıen a peptid toxinok hasonló jelleggel 

kötıdnek a két csatornához (Rauer és mtsai, 1999). A két csatorna között két lényeges 

szerkezetbeli eltérés van: 1) Az IKCa1 csatornaalegységeinek C-terminálisához Ca2+-tól 

függetlenül 1:1 sztöchiometriával kalmodulin asszociálódik, amely a csatorna Ca2+ érzékelıje 

(Fanger és mtsai, 1999).  A csatornák mőködését az intracelluláris szabad Ca2+ koncentráció 

vezérli, annak ([Ca2+]i) 200nM feletti szintre emelkedése után nyitnak ki, fél-maximális 

aktiváció 300-450 nM [Ca2+]i mellett következik be, míg a maximális nyitási valószínőség 

eléréséhez 1 µM [Ca2+]i szükséges (Grissmer és mtsai, 1993). 2) Az IKCa1 csatornák S4 

szegmensében (a Kv1.3 csatornák feszültségszenzora) nem találhatóak meg a feszültségfüggı 

kapuzáshoz szükséges pozitív töltéső aminosav-oldalláncok, így a csatorna kapuzását a 

membránpotenciáltól függetlenül csak a [Ca2+]i határozza meg. 

 

2.5 A Kv1.3 és IKCa1 csatornák lymphocytaaltípus-függı expressziója: a Kv1.3 

csatornák farmakológiai jelentısége 

 
Nyugvó lymphocyták jóval nagyobb számban fejezik ki a Kv1.3, mint az IKCa1 

csatornákat, így e sejtekben a membránpotenciál szabályzásában elsısorban a Kv1.3 

csatornák vesznek részt (Cahalan és mtsai, 2001; Panyi és mtsai, 2004c). Ennek bizonyítása a 

Kv1.3, ill. az IKCa1 csatornákat specifikusan blokkoló peptidtoxinokkal történt. A Kv1.3 

specifikus Margatoxin (MgTx) hatására a Kv1.3 csatornák blokkolása következtében a 

nyugvó T sejtek membránja depolarizálódik, ami következményesen gátolja a CRAC 

csatornákon keresztüli Ca2+ influxot, amely a sejtaktiváció elmaradását vonja maga után 

(Leonard és mtsai, 1992).  Hasonló kísérleti elrendezésben az IKCa1-sepcifikus TRAM-34 

toxin nem befolyásolta a nyugvó T sejtek mőködését az alacsony IKCa1 expressziónak 

megfelelıen (Wulff és mtsai, 2000; Ghanshani és mtsai, 2000). A T-sejt aktiváció alatt az 

IKCa1 csatornák expressziós szintje megnı, így az aktivált lymphocytákban a Kv1.3 

csatornák mellett az IKCa1 csatornák is hozzájárulnak a Ca2+ beáramlás fokozásához a 

membránt hiperpolarizáló hatásuk révén (Fanger és mtsai, 2001). Ennek megfelelıen ezen 

sejtek membránpotenciálja, Ca2+ jelátvitele és ennek következtében proliferációja IKCa1 

gátlószerekre érzékennyé válik (Ghanshani és mtsai, 2000). 
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 Az elmúlt években vált ismertté, hogy az egyes T sejt altípusok különbözı mértékben 

expresszálják a Kv1.3 és az IKCa1 csatornákat, ami lehetıvé teszi a Kv1.3 csatornát gátló 

toxinok therápiás célú felhasználását (Wulff és mtsai, 2003b). A nyugvó T sejtek átlagosan 

~200 - 400 Kv1.3 csatornát és 8–10 IKCa1 csatornát fejeznek ki. A sejtaktiváció után a 

sejtfelszíni antigénexpressziótól, és az ezzel párosuló élettani funkciótól függıen (Sallusto és 

mtsai, 2000) különbözı mértékben változik a sejtek által expresszált Kv1.3 és IKCa1 

csatornák száma (4. ábra). Az érett, de antigénnel még nem stimulált naïve T sejtek antigén 

stimulációja a Kv1.3 csatornák expressziójának enyhe (~250/sejt�~400/sejt), ugyanakkor az 

IKCa1 csatornák expressziójának jelentıs fokozódásával (8-10/sejt�500/sejt) jár együtt, 

amely Kv1.3lowIKCa1high csatorna fenotípust eredményez. Az antigén stimulációt követıen a 

T-sejtek nagy része rövid élettartamú ún. ”armed effektor” sejtté, kis része pedig különbözı 

típusú memória T sejtté differenciálódik. A centrális memóriasejtek (TCM) a nyirokcsomókba 

vándorolnak, ahol a megfelelı antigént prezentáló sejtekkel történı stimulációjukat követıen 

viszonylag hosszú idı alatt differenciálódnak effektor sejtekké és kerülnek ki a gyulladás 

helyére. Az aktivált  TCM sejteket a naïve T sejtekhez hasonlóan a Kv1.3lowIKCa1high 

csatornafenotípus jellemzi. Ezzel szemben az effektor memória sejtek (TEM), melyek 

közvetlenül eljutnak a gyulladás helyszínére és azonnali effektorfunkcióval rendelkeznek, 

aktivációjukat követıen igen nagy számban fejeznek ki Kv1.3 csatornákat (kb. 1500/sejt), 

míg IKCa1 csatorna expressziójuk nem jelentıs (Kv1.3highIKCa1low csatorna fenotípus) (4. 

ábra).  

 

 

 

 

-sclerosis multiplex
-I. típusú diabetes mellitus
-rheumatoid arthritis

Naïve         TCM TEM

ismételt

antigén stimulus

IKCa1: 5-35/sejt ~300/ sejt ~50/ sejt

Kv1.3: ~200/ sejt ~500/ sejt ~1500/ sejt

antigén stimulus

IKCa1high Kv1.3high

-sclerosis multiplex
-I. típusú diabetes mellitus
-rheumatoid arthritis

Naïve         TCM TEM

ismételt

antigén stimulus

IKCa1: 5-35/sejt ~300/ sejt ~50/ sejt

Kv1.3: ~200/ sejt ~500/ sejt ~1500/ sejt

antigén stimulus

IKCa1high Kv1.3high

4.ábra A nyugvó és aktivált T lymphocyták Kv1.3 és IKCa1 csatorna expressziója 
 
A kismérető sejtek a nyugvó, a nagymérető sejtek az aktivált T lymphocytákat szimbolizálják. 
A nyilak a differenciálódást és a sejtaktivációt mutatják. 
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Mivel az IKCa1 csatornák expressziójának fokozása a protein kináz C útvonalon, a 

Ca2+ jelátviteltıl nagymértékben függetlenül történik (Ghanshani és mtsai, 2000), az IKCa1 

csatornák számának növekedése akkor is bekövetkezik, ha a Ca2+ jelátvitel elsıdlegesen 

blokkolt Kv1.3 inhibítorokkal. Így az IKCa1 csatornák up-regulációját követıen a naïve és 

TCM sejtek proliferációja Kv1.3 inhibítoroktól függetlenné válik, szemben a TEM sejtek 

proliferációjától, ami kizárólag Kv1.3-függı (Wulff és mtsai, 2003b). A csatornaexpresszió 

különbözısége tehát lehetıvé teszi, hogy a különbözı funkcióval rendelkezı T-sejt altípusok 

proliferációját a Kv1.3 (TEM sejtek) vagy az IKCa1 (naïve és TCM sejtek)  specifikus 

blokkolásával gátoljuk meg (Chandy és mtsai, 2004). 

Chandy és munkatársai azt találták, hogy sclerosis multiplexben, I. típusú diabetes 

mellitusban ill. rheumatoid arthritisben szenvedı betegekben a betegség kialakulásáért felelıs 

autoreaktív T sejtek fıleg effektor memória (TEM) sejtek, amelyek nagy számban 

expresszálnak Kv1.3 csatornákat (Wulff és mtsai, 2003b; Beeton és mtsai, 2006b). Ezzel 

szemben a betegekbıl származó, más antigén specificitással bíró T sejtek, ill. az egészséges 

kontroll személyekbıl származó autoreaktív T sejtek fıleg naïve ill. centrális memória (TCM) 

sejtek, amelyek kisebb számban expresszálják a Kv1.3 csatornákat. A TEM sejtekben az 

antigén prezentációt követıen a Kv1.3 csatornák az immunológiai szinapszisba vándorolnak 

(Panyi és mtsai, 2004a). Specifikus Kv1.3 csatorna blokkolók nem akadályozzák meg az 

immunológiai szinapszis létrejöttét, azonban gátolják a Ca2+ jelátvitelt, a cytokin termelést és 

végsı soron a TEM sejtek proliferációját. Ez a hatás specifikus volt a TEM sejtekre, mivel a 

nyugvó (naïve) és TCM sejtek az IKCa1 csatornák fokozott expressziójával mentesülnek a 

Kv1.3 blokkolás mediált proliferáció gátlás alól. Patkányokban a Kv1.3 csatorna gátlószerei 

hatékonyan csökkentették a kísérletes autoimmun encephalomyelitis tüneteit, 

megakadályozták a pristin indukált arthritis kialakulását és csökkentették az experimentális 

autoimmun diabetes incidenciáját arra hajlamos (DP-BB/W) törzsekben. A Kv1.3 csatornát 

gátló toxinok ugyanakkor az eddigi vizsgálatok szerint nem rendelkeznek szisztémás 

toxicitással, nem mutagének. Mindezek alapján várható a Kv1.3 csatornablokkolók therápiás 

célú felhasználása autoimmun betegségek esetében (Panyi és mtsai, 2004b; Panyi és mtsai, 

2004c; Chandy és mtsai, 2004; Wulff és mtsai, 2003a; Beeton és mtsai, 2006a). 

A Kv1.3 csatornák fentebb vázolt központi szerepe a T sejtek fiziológiás és 

patofiziológiás körülmények közötti aktivációjában indokolta a csatorna biofizikai és 

farmakológiai karakterizálásának a disszertációban foglalt vizsgálatát. 

 

2.6 A Kv1.3 csatornák peptid-típusú gátlószerei 

 

A Kv1.3 csatorna felfedezését követıen hamarosan kiderült, hogy a csatorna 

gátlószerei mind in vitro, mind pedig in vivo megakadályozzák a T sejt aktivációt, beleértve a 
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lymphokin szekréciót, sejtproliferációt és a target sejtek elpusztítását (Panyi és mtsai, 1996; 

Deutsch, 1990; Koo és mtsai, 1997).  

Ezen felfedezések nyomán intenzív kutatások indultak meg specifikus és nagy 

affinitású Kv1.3 blokkolók felfedezésére. Számos Kv1.3 csatornagátlószert állítottak elı 

állatok, elsısorban skorpiók méreganyagából (Leonard és mtsai, 1992; Price és mtsai, 1989). 

Más kutatócsoportokkal párhuzamosan a mi laborunk is több nagy affinitású Kv1.3 és IKCa1 

csatornablokkoló vegyületet állított elı skorpiómérgekbıl (Péter és mtsai, 1998; Péter és 

mtsai, 2000; Péter és mtsai, 2001; Batista és mtsai, 2002; Bagdany és mtsai, 2005).  Az 1. 

táblázatban a néhány Kv1.3 és IKCa1 csatornákat blokkoló peptidtoxint és azok legfontosabb 

tulajdoságait foglaltuk össze. 

toxin Kv1.3 Kd IKCa1 Kd referencia 

Charybdotoxin (ChTx) 3 nM 5 nM (Grissmer és mtsai, 1993) 

Noxiustoxin (NxTx) 1 nM >> 100 nM (Leonard és mtsai, 1992) 

Margatoxin (MgTx) 50 pM >> 5 nM (Leonard és mtsai, 1992) 

Pandinus Imperator toxin 1 (Pi1) 11 nM - (Péter és mtsai, 2000) 

Pandinus Imperator toxin 2 (Pi2) 44 pM - (Péter és mtsai, 1998) 

Pandinus Imperator toxin3 (Pi3) 795 pM - (Péter és mtsai, 2001) 

Tityus cambridgei toxin 32 (Tc32) 10 nM - (Batista és mtsai, 2002) 

Stichodactyla hel. toxin (ShK) 11 pM 30 nM (Kalman és mtsai, 1998) 

módosított ShK toxin (Shk-Dap22) 52 pM 2.6 µM (Kalman és mtsai, 1998) 

Anuroctoxin (AnTx) 730 pM >> 10 nM (Bagdany és mtsai, 2005) 

módosított ShK toxin (Shk-L5) 69 pM 115 nM (Beeton és mtsai, 2005) 

 

1. táblázat Néhány peptid toxin Kv1.3 és IKCa1 csatornákra vonatkozó egyensúlyi 

disszociációs állandója (Kd) 

 
A különbözı skorpiók mérgébıl elıállított K+ csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70 

aminosavból állnak, amelyeket 3 vagy 4 diszulfid híd stabilizál. Az elsıdleges szerkezet 

homológiája alapján a skorpiótoxinokat 23 alcsoportba sorolták be, amelyek összesen 120 

különbözı peptidet tartalmaznak (Rodriguez de la Vega és Possani, 2004). A 

csatornablokkoló skorpiótoxinok felfedezése a csatornák szerkezetének megismerése 

szempontjából is nagy jelentıségő, ugyanis a relatíve kis méretük és merev struktúrájuk miatt 

NMR módszerrel ezek szerkezete pontosan meghatározható. Mivel a toxinok a csatorna 

pórusának extracelluláris bejáratába kötıdnek és pórusblokkolóként zárják el a K+ ionok 

áramlását, az ismert struktúrájú inhibitor molekulák szerkezetébıl logikus következtetéseket 

lehet levonni az általuk lezárt pórus molekuláris szerkezetére (Gross és Miller, 1996). Ilyen 

számítások alapján sikerült elıször meghatározni a Kv1.3 és más Kv csatornák 

pórusszerkezetét. A K+ csatornák pórusa röntgen-krisztallográfiás szerkezetének 

megismeréséig a toxinokkal történı kölcsönhatás alapján kapott pórusszerkezet volt az 
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irányadó (Kalman és mtsai, 1998; Aiyar és mtsai, 1995; Garcia és mtsai, 2001). A Kv1.3-hoz 

hasonló bakteriális eredető KcsA csatorna kristályszerkezetének meghatározásával 

ugyanakkor a csatorna-toxin kötıdés molekuláris szintő modellezése is lehetıvé vált (Doyle 

és mtsai, 1998). Az így nyert adatok alapján lehetıvé vált a toxin és az ioncsatorna 

kölcsönhatását befolyásoló tényezık meghatározása is (Giangiacomo és mtsai, 2004; Panyi 

és mtsai, 2006). 

A toxinok csatornához való kötıdésében az S5 és az S6 hélix közötti hurok S5-höz 

közeli ún. „turret” régiója valamint a pórus szelektivitási filterében elhelyezkedı aminosavak 

oldalláncai a legfontosabbak, ezek szerepelnek a toxinok receptoraként. A toxinok K+ 

csatornák gátlásáért felelıs aminosavoldalláncai a referenciaként választott, a ChTx 27-es 

pozíciójának megfelelı helyen lévı lizin, ill. a ChTx 36-os pozíciónak megfelelıen 

elhelyezkedı aromás aminosav, amelynek aromás győrője ~7 Å távolságra helyezkedik el a 

centrális lizin α szénatomjától. E két aminosav-oldalláncot „esszenciális diád”-nak is 

nevezzük (Tytgat és mtsai, 1999; Dauplais és mtsai, 1997). A toxin-csatorna kötıdésben 

fontos szerepet játszik az ún. sztérikus kölcsönhatás, mely az aminosav-oldalláncok 

méretével arányos hatást gyakorol a toxin-receptor komplex stabilitására. Az aminosav-

oldallánc méretének növelése a disszociációs sebességi állandó növekedését eredményezi az 

asszociációs sebességi állandó lényeges változása nélkül (Goldstein és mtsai, 1994). A 

csatornapórus és a toxinok között rövid és hosszú távú elektrosztatikus kölcsönhatások 

alakulnak ki, amelyek a toxin-csatorna kötıdés különbözı fázisaiban lépnek fel. A toxin 

csatornához való kötıdése két lépésre bontható, elıször egy aktivációs komplex alakul ki, 

majd létrejön a kötött toxin–csatorna állapot (Escobar és mtsai, 1993). Amíg az aktivációs 

komplex kialakulásában a nagytávolságú elektrosztatikus kölcsönhatások, a toxin-csatorna 

komplex kialakulásában a rövid hatótávolságú elektrosztatikus kölcsönhatások játszanak 

szerepet. A hosszú távú, nem-specifikus elekrosztatikus kölcsönhatások az oldat 

ionerısségének emelésével jelentısen csökkenthetıek (Peter és mtsai, 2001), a specifikus 

elektrosztatikus kölcsönhatások viszont a csatornapórus és a toxin komplementer 

mutagenezisével vizsgálhatóak. Ilyen módon határozták meg a toxin-csatorna kötıdés 

szempontjából kritikus aminosav-oldallánc párokat is (Aiyar és mtsai, 1995; Rauer és mtsai, 

2000).  

A K+ csatorna blokkolók kutatása terén történt jelentıs elırehaladás ellenére továbbra 

is sok laboratórium foglalkozik világszerte a jelenleginél hatékonyabb, specifikus peptid és 

nem-peptid típusú csatornablokkoló vegyületek elıállításával. Az ilyen irányú kutatásokat 

erısen motiválja a gyógyszergyárak részérıl fennálló érdeklıdés minimális mellékhatással 

rendelkezı, immunszuppresszív therápiában alkalmazható csatornablokkoló vegyületek iránt. 

Ezek alapján indokoltnak láttuk új Kv1.3 gátló skorpiótoxinok keresését, illetve az általunk 

felfedezett skorpiótoxinok csatornaspecificitásának vizsgálatát. 
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3  CÉLKITŐZÉSEK 
 

1. A Shaker családba tartozó K+ csatornák inaktivációjának sebességét befolyásolja az 

extracelluláris tér ionösszetétele, ezen belül is az extracelluláris pH. Amíg minden 

eddig vizsgált rokon K+ csatorna esetén az inaktivációs kinetika gyorsulása figyelhetı 

meg a pH csökkenésekor, addig a Kv1.3 csatorna esetében lassul a C-típusú 

inaktiváció. Kísérleteink során azt kívántuk meghatározni, hogy a Kv1.3 csatornák 

inaktivációját milyen molekuláris mechanizmuson keresztül lassítja az extracelluláris 

pH csökkentése. 

 

 

2. A Kv1.3 csatorna specifikus, nagy affinitású gátlószereinek szelektív 

immunszuppressziót okozó hatása kilátásba helyezi azok therápiás célú felhasználását 

különbözı autoimmun betegségekben. Ennek megfelelıen a specifikus, nagy 

affinitású, minimális mellékhatással rendelkezı, therápiás célra is alkalmazható 

csatornablokkoló vegyületek iránti igény indokolta új Kv1.3 csatorna gátlószerek 

keresését. Kísérleteink során vizsgáltuk a Centruroides elegans skorpió mérgébıl 

izolált peptidek (Ce1-5) Kv1.3 csatornákra gyakorolt hatását és a blokkoló hatás 

specifikusságát. 
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4 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 

4.1 Humán perifériás vérbıl izolált lymphocyták 

 
A mononukleáris sejteket Ficoll gradiens centrifugálással nyertük heparinozott humán 

vérbıl.  A vért egészséges donoroktól nyertük, a lymphocytákat frissen használtuk vagy 

tenyésztettük. Az utóbbi esetben a sejteket kétszer mostuk Ca2+ és Mg2+ mentes Hanks’ 

oldattal, mely 25 mM HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5×106/ml 

koncentrációban 3-4 napig inkubáltuk 5% CO2 mellett 37°C-on 24 lyukú 

tenyésztıedényekben. RPMI-1640 médiumot használtunk, mely tartalmazott 10% fetális 

borjú savót (Hyclone, Logan, Utah), 100 IU/l penicillint, 100 µg/ml streptomycint és 2 mM 

L-glutamint. A tenyésztı médiumhoz különbözı koncentrációjú (2,5, 5, 7,5 és 10 µg/ml) 

phytohemagglutinint (PHA-P, Sigma-Aldrich Kft, Hungary) adtunk a K+ csatorna expresszió 

növelése érdekében (Deutsch és mtsai, 1986).  

 

4.2 CTLL-2 sejtek tenyésztése és transzfekciója 

 
Az endogén feszültségfüggı K+ csatornákkal nem rendelkezı egér cytotoxikus sejteket 

[CTLL-2, (Deutsch és Chen, 1993)] folyamatos kultúrában, 10% fetális borjú savót, 2 mM 

Na-piruvátot, 10 mM HEPES-t, 4 mM L-glutamint, 50 µM 2-merkaptoetanolt, és 100 CU/ml 

IL-2-t tartalmazó RPMI-1640 tápfolyadékban, párásított széndioxid termosztátban (37°C, 5% 

CO2) tenyésztettük. A CTLL-2 sejteket elektroporációval két különbözı proteint kódoló DNS 

plazmiddal ko-transzfektáltuk, melyek közül az egyik egy sejtfelszíni marker molekulát 

kódolt (humán CD4, Ccd4neo plazmid), a másik pedig az ioncsatorna alegység kódolásáért 

felelıs DNS szekvenciát tartalmazta (pRc/CMV/Kv1.3 WT, Dr. Carol Deutsch, University of 

Pennsylvania. Philadelphia, PA ajándéka; ill. a 399-es pozícióban különbözı mutációkat 

tartalmazó pRc/CMV/Kv1.3_H399X) (Deutsch és Chen, 1993). A sejtfelszíni merkert 

expresszáló sejtek jó ko-transzfekciós hatásfoka a plazmidok moláris arányának helyes 

beállításával volt elérhetı (1:5 = felszíni marker : csatorna alegység). A sejteket 

centrifugálást követıen 2×107 sejt/ml koncentrációban vettük fel Hanks'-20 mM HEPES 

oldatban, és a megfelelı plazmid DNS sejtekhez adását követıen a sejtszuszpenziót 4 mm 

réssel rendelkezı elektroporátor küvettába helyeztük és a mintákat 10 percig jégen 
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inkubáltuk. Az elektroporációt BTX ECM 600 típusú elektroporátorral végeztük 725 V/cm 

elektromos térerısség mellett, a kisülés idıállandója ~24-25 ms volt.  Ezt követıen a mintát 

újabb 10 percre jégre helyeztük, majd a sejteket a küvettákból tápfolyadékba helyezés után 8-

72 órán keresztül tenyésztettük. A sejtek életképessége a transzfekciót követı 24 óra múlva 

~50 % volt. 

 

 

4.3 HEK 293 sejtek tenyésztése és transzfekciója 

 

  A HEK 293 sejteket 10% fetális borjú savót (FCS-t) tartalmazó DMEM-ben 

tenyésztettük párásított széndioxid termosztátban (37°C, 5% CO2). A sejteket Ca-foszfát 

precipitációs módszerrel ko-transzfektáltuk hCD4 sejtfelszíni markert ill. patkány Kv2.1 

csatornát (Dr. S. Korn, U. of Connecticut ajándéka) vagy Shaker IR csatornát (Dr. G. Yellen , 

Harvard Medical School ajándéka) kódoló plazmidokkal. A CD4 pozitív sejtek jó ko-

transzfekciós hatásfokát úgy biztosítottuk, hogy a csatornakódoló plazmidot 5-10-szeres 

feleslegben alkalmaztuk a CD4-et kódoló plazmidhoz képest. A transzfektált sejteket 72 órán 

keresztül tenyésztettük. 

 

 

4.4 Molekuláris biológia 

 

A Kv1.3 csatorna H399X pontmutációit a QuickChange PCR mutagenzis kit 

(Stratagene, La Jolla CA) felhasználásával végeztük. Templátként a vad típusú Kv1.3 

csatornát kódoló pRc/CMV/Kv1.3 WT plazmidot használtuk. Az oligonukleotid primerek 

hossza 35 bp volt, a tervezett mutációra szimmetrikusan. A mutációk helyességét szekvencia 

analízissel ellenıriztük.  

 

4.5 Monoklonális antitest adhéziós módszer 

 
Elektrofiziológiai mérésekhez (patch-clamp) a T sejteket szelektív antitest adhézióval 

szeparáltuk Matteson és Deutsch módszerével (Matteson és Deutsch, 1984). A tenyésztés 

végén nyert sejtszuszpenziót egér–anti–humán CD2 IgG–vel (Beckton–Dickinson, San Jose, 



 19 

CA), egy specifikus T lymphocyta ellenes antitesttel jelöltük meg. Az így megjelölt sejteket 

22 percig inkubáltuk jégen egy olyan Petri csészében, melynek az aljára kecskében termelt 

egér IgG ellenes antitesteket adszorbeáltunk. Az inkubálás után a Petri csészét ötször 1 ml 

normál extracelluláris oldattal körkörös mozdulatokkal mostuk, így az elsıdleges antitesttel 

nem jelölt sejteket eltávolítottuk, míg a kitapadt anti–humán CD2–vel jelzett T lymphocyták 

a Petri csészében maradtak.  Hasonló eljárással választottuk ki a sikeresen transzfektált, CD4 

sejtfelszíni markert expresszáló CTLL-2 és HEK 293 sejteket is. Ezekben az esetekben 

elsıdleges antitestként természetesen egér–anti–humán CD4 IgG-t használtunk. 

 

4.6 Skorpió toxinok preparálása 

 

A Centruroides elegans toxinok preparálása során a teljes venomot a skorpióktól 

elektromos stimulációval nyertük. A felhasznált toxinok tisztítása kromatográfiás eljárással 

történt. A skorpióméreg oldható frakcióit elıször Sephadex G–50–nel töltött oszlopon 

szeparáltuk. A II. számú frakciót, amely az aktív peptid komponenseket tartalmazta, carboxy-

methyl-cellulózt tartalmazó oszlopon ioncserélı kromatográfiával tisztítottuk tovább. Az így 

nyert szubfrakciók közül a 9-11–es szubfrakciókat (II-9, II-10 és II-11, mivel a Sephadex G-

50 oszlopon nyert II. frakció elválasztása során nyertük ıket)  nagynyomású folyadék 

kromatográfiával többlépésben szubfrakciókra bontottuk analitikai C4 reverz-fázis Vydac 

oszlopon (Hisperia, CA, USA). Az így nyert szubfrakciók közül 5 (Ce1-5) teljes 

karakterizálása történt meg. A tisztított peptid toxinok molekulatömegét tömegspektrométer 

(Finnigan LCQDUO, San Jose, CA, USA), szekvenciáját pedig automatikus ProSequencer 

készülék (Millipore, USA) segítségével határoztuk meg (Valdez-Cruz et al., 2004; Batsta et 

al., 2004). A toxinok izolálását és a szekvencia analízist kollaborációs partnerünk (Dr. 

Possani, Cuernavaca, Mexikó) laboratóriumában végezték. 

 

4.7 Patch-clamp 

 
Az értekezés eredményeit szolgáltató kísérletes munka nagy része a Hamill, Marty, 

Neher, Sakmann és Sigworth által 1981-ben bevezetett patch-clamp technikán alapul (Hamill 

és mtsai, 1981).  
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 Méréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfigurációjában 

végeztük A mérések a teljes-sejt konfiguráció elérése után 5-10 perc múlva kezdıdtek. A 

méréseket minden esetben szobahımérsékleten (22-25 °C) végeztük. 

A pipettákat GC 150 F-15 boroszilikát (Clark) üvegkapillárisokból húztuk öt fázisban, 

majd hı alkalmazásával políroztuk a pipetták hegyét. A pipetták ellenállása normál extra- és 

intracelluláris oldat esetén 2-4 MΩ volt. 

   Méréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp erısítıket használtunk feszültség-

zár üzemmódban (Hamill és mtsai, 1981). Ez azt jelenti, hogy a vizsgált sejt 

membránpotenciálját konstans értéken tartjuk, miközben a sejtmembránon átfolyó áram 

nagyságát meghatározzuk. Az ingerlı feszültség-impulzusokat és az adatgyőjtést IBM 

kompatibilis személyi számítógép vezérelte Labmaster TL-1 illetve Digidata 1200 

illesztıegységen keresztül a pCLAMP programcsomag segítségével (6.0 és 8.0 verziók). 

Méréseink során szükség esetén soros ellenállás kompenzációt alkalmaztunk egészen 85 %–

ig a soros ellenálláson esı hiba korrekciójának érdekében, így a feszültséghibát minden 

esetben 5 mV alá csökkentettük. 

  Az áramgörbéket 4 pólusú Bessel szőrıvel szőrıztük.  A mintavételezés frekvenciája 

a szőrık sarokfrekvenciájának legalább kétszerese volt, a Nyquist teória értelmében. 

 

4.8 Oldatok 

 
A pipettaoldat összetétele a legtöbb esetben (mM-ban): 140 KF, 11 K2EGTA, 1 

CaCl2, 2 MgCl2, és 10 HEPES (pH 7,20, 295 mOsm) volt. A normál extracelluláris oldat 

(S-ECS) összetétele (mM-ban): 145 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2,5 CaCl2, 5,5 glükóz, 10 HEPES 

(pH 7,35, 305 mOsm) volt.  A magas ionerısségő (HIS) oldat összetétele (mM-ban) 10 NaCl, 

5 KCl, 96,25 MgCl2, 2,5 CaCl2, 5,5 glükóz, 10 HEPES (pH 7,35, ~320 mOsm).  Az alacsony 

pH-jú extraceluláris oldat esetén HEPES helyett MES-t alkalmaztunk pH pufferként. A 

különbözı tetratetil-ammónium-Cl (TEA) oldatokat és BaCl2 oldatokat úgy készítettük, hogy 

a NaCl-ot azonos koncentrációban helyettesítettük ezekkel az anyagokkal. A magas K+ 

koncentrációjú külsı oldatokban [20, 40 vagy 150 mM K+ (20 mM K-ECS, 40 mM K-ECS 

ill. K-ECS)] a NaCl-ot részben vagy egészben KCl-dal helyettesítettük. Az alacsony [K+]i 

hatásának tesztelésekor a pipettaoldatban a KF-ot részben NaF-dal helyettesítettük (5 mM K+ 

végkoncentráció). Az IKCa1 csatornák áramának mérése során alkalmazott pipettatöltı 

folyadék összetétele a következı volt: 150 K-aszpartát, 5 HEPES, 10 EGTA, 8,7 CaCl2, 2 
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MgCl2, (pH 7,2, 295 mOsm), ami 1 µM szabad Ca2+ koncentrációt eredményezett. A peptid 

toxin tartalmú külsı oldatokat 0,1 mg/ml borjú szérum albuminnal (BSA) egészítettük ki, 

hogy megakadályozzuk a toxinok nem specifikus kötıdését a Petri edényhez és a perfúziós 

rendszer mőanyag csöveihez.  

Az oldatok cseréjét a sejtek környezetében PE10–es polietilén csövekbıl épített 

perfúziós rendszer segítségével biztosítottuk. A perfúziós fejet a vizsgált sejt közvetlen 

közelébe helyeztük el a sejttıl kevesebb, mint 0,5 mm–re. Elıször mindig a kontroll oldattal 

perfundáltunk, majd pedig a megfelelı tesztvegyületet tartalmazó oldattal. A blokkolási 

kinetika vizsgálatánál számítógép által vezérelt mágnesszelepes rendszerrel biztosítottuk a 

mérıszoftver és az oldatcsere szinkronizálását. A referencia elektródát agar híd segítségével 

kapcsoltuk a mérıedényhez, hogy az oldatcserékbıl adódó elektróda potenciálhibákat 

kiküszöböljük. 

 

4.9 Adatok kiértékelése 

 
A mérések során nyert áramgörbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigáltuk 

ohmikus szivárgási áramra, amennyiben ennek nagysága nem volt elhanyagolható. A 

görbéket digitálisan szőrıztük három pontos boxcar módszerrel. 

A mért pontokhoz az egyes függvények illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus 

segítségével végeztük. Az illesztéseket a mért és számított adatpontok közötti különbségek 

négyzetének összegével jellemeztük. 

A kísérleteink során kapott adatok statisztikai összehasonlítását önkontrollos ill. 

kétmintás t-próbával, vagy varianciaanalízissel (One-Way ANOVA) végeztük el, p = 0,05 

szignifikanciaszint mellett. A varianciaanalízis kiegészítésére a Dunnett tesztet vagy a 

Bonferroni t-tesztet alkalmaztuk annak megfelelıen, hogy kontroll csoporthoz képesti vagy 

pedig páronkénti összehasonlítás történt. A mérési adatoknál az átlagértéket és annak közepes 

hibáját (SEM) adtuk meg legalább n=4 esetén. 
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5 EREDMÉNYEK 
 

5.1 A Kv1.3 csatornák inaktivációjának pH-függı szabályozása: a His399 szerepe 

 

5.1.1 A Kv1.3 inaktivációja lassul alacsony pHo mellett 
 
 A Kv1.3 inaktivációjának pHo-függı változásait humán perifériás vérbıl izolált T 

lymphocytákon mutatták ki, ahol a Kv1.3 natív körülmények között expresszálódik (Deutsch 

és Lee, 1989). A mutáns ioncsatornák tervezett vizsgálata szükségessé tette a csatornák 

heterológ expressziós rendszerben történı kifejezését, és a már korábban ismert eredmények 

megerısítését a CTLL-2 sejtekben kifejezett Kv1.3 csatornákon. 

 A 5. ábra A és B panelje teljes-sejt Kv1.3 áramokat mutat normál extracelluláris pH 

(pHo=7,35), pHo=6,5 és pHo=5,5 mellett.  Az áramgörbéken megfigyelhetı, hogy pHo=5,5 

mellett az inaktivációs kinetika jelentıs lassulása következik be, ami a csúcsáram 

redukciójával jár együtt, míg pHo=6,5 mellett a változások jóval kisebbek. Az inaktivációs 

kinetikát az inaktivációs idıállandóval (τ) jellemeztük, mely az áramgörbe leszálló szárához 

illesztett, egy exponenciális tagot tartalmazó függvény jellemzı paramétere (I=A×e−t/τ+C, 

ahol I az aktuális áramerısség, C az  egyensúlyi  (steady-state) áram nagysága, A az 

inaktiválódó komponens amplitúdója, t pedig az illesztés kezdetétıl számított aktuális idı). A 

τ sejtenkénti variabilitásának kiküszöbölése érdekében önkontrollos kísérleteket végeztünk. 

Mivel a kontroll oldattal történı perfúzió során az inaktivációs kinetika gyorsulását 

tapasztaltuk, kontrollként a kezelés elıtt és a kontrolloldattal történı visszamosást követıen 

mért τ értékek átlagát vettük és ehhez hasonlítottuk a kezelés során mért τ értékeket. 

Amennyiben a sejtet pH=6,5 extracelluláris oldattal perfundáltuk, az áramamplitúdó a 

kontroll érték 91,2 ± 1,4 %-ára csökkent (n=7, p<0.001), míg az inaktivációs idıállandó a 

kontroll 117,2 ± 3,9 %-ára (n=7, p<0,001; pH=7,35: τ= 167 ± 20 ms; pH=6,5: τ= 184 ± 25 

ms) növekedett. Az extracelluláris pH 5,5-re való csökkentése az áramamplitúdó további 

csökkenését és az inaktiváció további lassulását eredményezte. Az áramamplitúdó a kontroll 

(pHo=7,35-n mért) érték 67,1 ± 1,8 %-ára csökkent (n=5, p<0,001), míg az inaktivációs 

idıállandó a kontroll 138,1 ± 1,9 %-ára (n=5, p<0,001; pH= 7,35: τ= 167 ± 20 ms; pH 5,5: τ= 

198 ± 23 ms) növekedett. Az áramamplitúdó és az inaktivációs idıállandó kontrollhoz 

képesti változását a 5. ábra C és D panelje mutatja be. 
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5.1.2 Az extracelluláris pH befolyásolja az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggését 
 

Ismert, hogy az extracelluláris pH csökkentése az egyensúlyi aktiváció 

feszültségfüggését (G-V görbe) a pozitívabb membránpotenciálok irányába tolja el a 
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5. ábra Az extracelluláris pH csökkentése reverzibilisen lassítja a Kv1.3 csatornák áramának 
inaktivációját és csökkenti az áramamplitúdót 
 
(A) Vad típusú Kv1.3 csatornákat expresszáló CTLL-2 sejten 2 s hosszú depolarizáló 
impulzusok alatt kontroll körülmények között (pH=7,35), valamint pH=6,5 esetén mért teljes-
sejt áramok. A tartófeszültség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, és 
60 s volt az egyes depolarizáló impulzusok között eltelt idı. Az inaktivációs idıállandó rendre 
186 ms ill. 210 ms volt pH=7,35 ill. pH=6,5 esetén. A kimosás után mért áramgörbét a jobb 
láthatóság kedvéért nem ábrázoltuk. (B) A sejtet S-ECS pH=7,35 ill. S-ECS pH=5,5 
oldatokkal perfundáltuk. Az inaktivációs idıállandók 197 ms (pH=7,35, kontroll), 233 ms 
(pH=5,5) és 172 ms (pH=7,35, kimosás) voltak. (C) A kezelés hatására mért áramamplitúdó 
(I) és a pH=7,35 mellett mért áramamplitúdó (I7,35) hányadosa pH=6,5 (üres oszlopok), és 
pH=5,5 esetén (satírozott oszlopok). A hibajelek a középérték közepes hibáját mutatják. (D) 
A kezelés hatására mért inaktivációs idıállandó (τ) és a pH=7,35 mellett mért inaktivációs 
idıállandó (τ7,35) hányadosa pH=6,5 (üres oszlopok), és pH=5,5 esetén (satírozott oszlopok). 
A hibajelek a középérték közepes hibáját mutatják. 
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membránfelszíni töltésárnyékolásnak köszönhetıen. A jelenséget Kv1.3 csatornákra 

vonatkozóan a 6A ábra mutatja. A különbözı sejteken mért G-V összefüggések 

összehasonlíthatóságához a különbözı tesztfeszültségeken mért csúcskonduktanciákat a 

maximális teljes sejt K+ konduktanciára normáltuk (Gnorm=GK/Gmax) majd az adott 

tesztpotenciálhoz tartozó, de különbözı sejteken felvett Gnorm értékeket átlagoltuk. Az így 

kapott normált és tesztpotenciálonként átlagolt teljes sejt konduktancia – tesztpotenciál 

összefüggéshez Boltzmann függvényt illesztettünk: 

s

VVnorm

e

G
2/1

1

1
−

−

+

=  

ahol az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggését a félaktivációs feszültség (V1/2) és a 

meredekség (s) illesztett paraméterek jellemezik. Az ábra világosan mutatja, hogy az 

extracelluláris pH csökkentése (pHo=5,5) a V1/2 érték  pozitív membránpotenciálok irányába 

való mintegy 30 mV-os eltolódását okozza a görbe meredekségének változatlan volta mellett. 

Az eredmények statisztikai analíziséhez a V1/2 és s értékeket az egyes sejtekrıl különbözı 

pHo mellett felvett Gnorm-V összefüggésekhez legjobban illeszkedı Boltzmann függvények 

paramétereiként kaptuk meg, majd az azonos körülmények között kapott értékeket átlagoltuk 

(2. táblázat). Az így nyert adatokon elvégzett statisztikai analízis azt mutatta, hogy a pHo 

csökkentése pHo=6,5 és pHo=5,5-re a V1/2 értékek depolarizáció irányába való szignifikáns 

eltolódását eredményezte (p<0,001, ANOVA, 2. táblázat), míg az s értékek a három vizsgált 

pHo esetén statisztikailag nem különböztek (p<0,72, ANOVA, 2. táblázat). 

Az alacsony pHo miatti töltésárnyékolás és a Gnorm-V görbék pozitív 

membránpotenciálok irányába történı eltolódása az aktiváció sebességét is befolyásolja, 

hiszen a csatorna nyitási kinetikáját szabályozó feszültség érzékelıre a töltésárnyékolás miatt 

kisebb effektív membránpotenciál hat, s így azonos tesztpotenciálok mellett az alacsony pHo-

jú oldatban az áram aktivációs kinetikája lassabb. 

Mivel az aktiváció és inaktiváció kapcsolt folyamatok (Marom és Abbott, 1994), az 

alacsony pHo mellett mért lassabb inaktivációs kinetika elvileg a lassabb aktivációs kinetika 

eredménye is lehet.  Annak érdekében, hogy kizárjuk ennek a lehetıségét, a különbözı pHo-

kon mért V1/2 értékeknek megfelelı tesztfeszültségeken hasonlítottuk össze az inaktivációs 

kinetikát. A V1/2-nek megfelelı tesztpotenciál biztosítja, hogy a teljes sejt áram a pHo-tól 

függetlenül az azonos nyitási valószínőséghez tartozó aktivációs kinetikát mutassa, azaz a 

töltésárnyékolás aktivációs kinetikát befolyásoló hatását ezzel kiküszöbölhetjük, és az 

inaktivációs kinetikákat így azonos aktivációs kinetika mellett vizsgálhatjuk. A 6D ábra a 
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pHo=7,35 mellett –27 mV-os és a pHo=5,5 oldatban  +4 mV-os tesztpotenciálokon mért 

normált áramokat mutatja be. Látható, hogy az alacsony pHo-n mért inaktivációs kinetika 

lassabb, az inaktivációs idıállandó a kontroll érték 136 ± 8 %-ára növekedett (n=4, p<0,022; 

pHo 7,35: τ= 166 ± 27 ms; pHo 5,5: τ= 207 ± 36 ms), amely a +50 mV-os tesztpotenciálon 

mért értékekhez hasonló eredmény. Hasonló eredményeket kaptunk pH=6,5 esetén is. Ennek 

megfelelıen tehát az inaktivációs kinetikának az extracelluláris pHo csökkentésekor mért 

változása az inaktivációra gyakorolt közvetlen hatás eredménye, nem pedig a lassabb 

aktivációs kinetika következménye. 
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6. ábra Az extracelluláris pH csökkentése megváltoztatja az egyensúlyi aktiváció 
feszültségfüggését a vad típusú (WT) valamint a H399K és H399L mutáns csatornák esetén 
 
A normált vezetıképesség és a tesztpotenciál összefüggése (G-V görbék) a vad típusú (A), a 
H399K (B) és a H399L (C) mutáns csatornák esetén pH= 7,35 (●) és pH=5,5 (■) esetén. A 
WT csatornák esetén a magas ionerısségő oldatban (HIS) pH=7,35-n mért adatokat is 
bemutatjuk (▲). A G-V görbéket az I-V (áram-feszültség) görbékbıl nyertük, ennek 
érdekében elıbb meghatároztuk a megfordítási potenciált és ennek ismeretében az ionokra 
ható hajtóerıt. A teljes sejt K+ konduktanciát az áramamplitúdó és az elektromos hajtóerı 
hányadosaként kapjuk, és ennek Gmax-ra (lásd a szöveget) való normálása adja a 
membránotenciál függı kapuzást ténylegesen jellemzı nyitási valószínőséget. Az I-V görbék 
meghatározásához a sejtet a megfelelı pH-jú oldattal való perfúzió mellett –120 mV-ról -70 
mV és 50 mV között 10 mV-os lépésekben különbözı feszültségekre depolarizáltuk. Az 
egyes tesztimpulzusok között 60 s telt el. Az adatpontokra Boltzmann függvényt illesztettünk, 
a kapott görbéket a félaktivációs feszültséggel (V1/2) valamint a meredekséggel (s) 
jellemeztük (az értékeket lásd az 2. táblázatban). (D): vad típusú Kv1.3 csatornákat 
expresszáló CTLL-2 sejtek áramai, amennyiben a sejtet pH=7.35 és pH=5.5 esetén az 50%-os 
nyitási valószínőségnek megfelelı feszültségre depolarizáltuk. Az egyes pH-kon alkalmazott 
tesztpotenciálokat a G-V görbék alapján határoztuk meg, pH=7.,5-n –27 mV-os, míg pH=5,5-
n +4 mV-os tesztimpulzust kellett alkalmaznunk, hogy a csatornák nyitási valószínősége 
azonos legyen. Az inaktivációs idıállandó rendre 184 és 234 ms volt pH=7,35 és 5,5 esetén.  
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  pH=7,35  pH=6,5  pH=5,5 

csatorna  V1/2 (mV) s (mV)  V1/2 (mV) s (mV)  V1/2 (mV) s (mV) 

WT  -33,6 ± 2,6 6,2 ± 0,9  -20,1 ± 2,8 7,0 ± 0,8  -1,5 ± 1,6 6,4 ± 0,3 
H399K  -7,8 ± 2,9 20,5 ± 1,1     9,7 ± 5,1 10,3 ± 1,2 
H399R  -17,6 ± 5,6 20,1 ± 3,8     6,4 ± 1,8 13,2 ± 0,5 

H399L  -30,5 ± 2,4 11,4 ± 0,9     0,9 ± 1,2 10,7 ± 1,1 
H399V  -34,0 ± 1,8 9,1 ± 0,6     -0,0 (n=1) 6,7 (n=1) 

H399Y  -28,2 ± 2,3 10,0 ± 0,7     7,2 ± 2,8 8,2 ± 0,6 

 
2. táblázat  Vad típusú és mutáns Kv1.3 csatornák különbözı pHo-n mért egyensúlyi 
aktivációját (G-V görbe) jellemzı paraméterek 
 
A G-V görbékhez illesztett Boltzmann függvényeket jellemzı paramétereket (V1/2 és s) adtuk 
meg mV-ban. A feltüntetett értékek az átlagértéket és annak közepes hibáját (SEM) jelentik. 
A független kísérletek száma 2-7 volt a H399V pH=5,5 esetét kivéve, ahol 1 mérés történt. 
 

5.1.3 Magas extracelluláris [K+] mellett a pHo csökkentése gyorsítja az inaktivációt 

 

Az extracelluláris [K+] növelése a legtöbb káliumcsatorna esetén az inaktivációs 

kinetika lassulását eredményezi a csatorna extracelluláris szájadékában elhelyezkedı, az 

inaktiváció szempontjából kritikus káliumkötıhely telítettségének növelése révén. A Kv1.3 

csatornák esetén 140 mM [K+]e mellett az inaktivációs kinetika kétfázisúvá válását észleljük, 

a mért áramgörbék leszálló szára két exponenciális tagot tartalmazó függvény segítségével 

illeszthetı, az inaktivációs kinetikát a gyors és a lassú komponensek inaktivációs 

idıállandójával, rendre τf és τs, valamint azok súlyfaktorával, rendre Af és As, lehet jellemezni 

(7A ábra). Amennyiben a sejtet K-ECS pH=7,35 oldattal perfundáljuk, τf alacsonyabb, mint 

az S-ECS oldatban mért inaktivációs idıállandó (60,5 ± 3,8 ms, n=11), míg τs annál 

magasabb értéket vesz fel: 610 ± 46 ms (n=11). A lassan inaktiválódó komponens relatív 

súlyfaktora magasabb, az As/(As + Af) értéke 0,83 ± 0,01 (n=11). Összességében K-ECS 

pH=7,35 oldatban az inaktiváció lassulását tapasztaljuk. 

Szemben az S-ECS-ben tapasztaltakkal magas extracelluláris [K+] mellett a pHo 

csökkentése az inaktiváció gyorsulását eredményezte. Az 7A ábra CTLL-2 sejteken mért 

teljes-sejt K+ áramokat mutat K-ECS pH=7,35 és K-ECS pH=5,5 esetén. Látható, hogy 
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alacsony pHo-n az áram inaktivációja gyorsabb. Az inaktivációt két exponenciális tagot 

tartalmazó függvény segítségével illesztettük és a két exponenciális tagot jellemzı 

amplitúdóértékek és idıállandók változását a kontroll (a K-ECS pH=7,35 oldatban mért 

érték) százalékában fejeztük ki.  
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7. ábra Az extracelluláris pH hatása a Kv1.3 csatornák inaktivációjára magas [K+]e esetén 
 
(A) Kv1.3 csatornákat expresszáló CTLL-2 sejten K-ECS pH=7,35 és K-ECS pH=5,5 oldattal történı 
perfúzió során regisztrált áramgörbék. A sejtet –120 mV-on tartottuk és 3 másodperc hosszú +50 mV-
os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, az egyes tesztimpulzusok között 60 másodperc telt el. Az 
áramgörbék leszálló szárát két exponenciális tagot tartalmazó függvény segítségével illesztettük 
(részleteket lásd a szövegben). Az illesztés során kapott idıállandók a következık voltak: pH=7,35: τs 

= 506 ms, τf = 76 ms, pH=5,5: τs = 437 ms, τf = 94 ms. (B) A K-ECS pH=7,35 oldatban mért 
áramamplitúdók (A7,35) és az alacsony pH-jú K-ECS oldatokban mért áramamplitúdók (A) valamint a 
gyorsan és lassan inaktiválódó áramkomponensek kontroll és alacsony pH-jú oldatokban mért 
amplitúdóinak hányadosát  ábrázoltuk. Az áramamplitúdók változását üres oszlopok, a gyorsan ill. 
lassan inaktiválódó áramkomponensek változását rendre satírozott ill. keresztsatírozott oszlopok 
mutatják. A hibajelek a középérték közepes hibáját (SEM) mutatják. (C) A K-ECS pH=7,35 oldatban 
mért (τ7,35) és az alacsony pH-jú K-ECS oldatokban mért inaktivációs idıállandók (τ) hányadosát 
ábrázoltuk a gyorsan (satírozott oszlopok) és lassan (keresztsatírozott oszlopok) inaktiválódó 
áramkomponensek esetén. (D) A lassan inaktiválódó áramkomponens súlyfaktora [As/(As+Af)] a 
különbözı pH-jú K-ECS oldatokban. 
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Amennyiben a sejtet K-ECS pH=6,5 oldattal perfundáljuk, a csúcsáram nem változott, 

a kontroll 102,6 ± 1,8 %-ának adódott (n=7, p=0,2) (7B ábra), és az inaktivációs idıállandók 

értékében sem volt jelentıs változás (τs: 111,8 ± 8,4 % , τf: 123,4 ± 15,0 %, n=7, p=0,21 és 

0,17, 7C ábra). A két exponenciális tag amplitúdója ugyanakkor szignifikáns változást 

mutatott, a lassú komponens amplitúdója (As) a konroll 91,7 ± 2,2 %-ára csökkent, míg a 

gyorsé (Af) a pHo=7,35-n mért érték 169,9 ± 23,7 %-ára növekedett (n=7, p=0,008 és 0,026, 

7B ábra). K-ECS pH=5,5 oldattal történı perfúzió esetén a csúcsáram szignifikánsan 

csökkent a kontroll 94,7 ± 2,3 %-ára (n=10, p=0,044, 7B ábra). A csökkenés jelentısen 

kisebb, mint S-ECS-ben a pHo hasonló csökkenésekor. A gyors komponens idıállandója (τs) 

nem változott (102,2 ± 11,1 %, n=10, p=0,84), míg a τf a kontroll 127,7 ± 10,9 %-ára 

növekedett (n=10, p=0,024, 7C ábra). Az egyes komponensek amplitúdó értékei a pHo=6,5 

esetén tapasztaltakhoz hasonlóan változtak, As a pHo=7,35-ön mért érték 77,4 ± 4,6 %-ára 

csökkent (n=10, p<0,001), míg Af a kontroll 173,7 ± 17,9 %-ára növekedett (n=10, p=0.0026, 

7B ábra). A lassan inaktiválódó komponens súlyfaktora szignifikánsan csökkent az 

extracelluláris pH csökkentésének hatására, a As/(As + Af) hányados értéke pHo=6,5 esetén 

0,74 ± 0,02 (n=7), pHo=5,5 esetén pedig 0,65 ± 0,03 (n=9) volt (7D ábra). Az inaktivációs 

kinetika gyorsulása tehát elsısorban a lassan inaktiválódó komponens súlyfaktorának 

csökkenésével magyarázható az inaktivációt jellemzı idıállandók viszonylagos állandósága 

mellett. 

 

5.1.4 40 mM [K+]e esetén a pHo csökkentése nem változtatja meg az inaktiváció 
sebességét 

 

Mivel az extracelluláris pH csökkentése 5mM és 150 mM [K+]e esetén ellentétes 

módon befolyásolta az inaktiváció sebességét, köztes [K+]e-k, nevezetesen 20 mM és 40 mM 

esetén is elvégeztük a kísérletet (8A és 8B ábra). Ezen esetekben az áramgörbe leszálló szára 

sem egy, sem pedig két exponenciális tagot tartalmazó függvénnyel nem volt illeszthetı 

megbízhatóan, ezért az inaktiváció jellemzésére egy alternatív módszert kellett választanunk. 

Ennek lényege a következı: elsı lépésben kiszámoltuk a szivárgási (ún. leak) áramra 

korrigált áramgörbék görbe alatti területét, majd kivontuk belıle a nem inaktiválódó 

áramhányadnak megfelelı területet, így megkaptuk az inaktiválódó áramhányadnak 

megfelelı görbe alatti területet. Ennek és az inaktiválódó áramhányad amplitúdójának a 

hányadosa egy idı dimenziójú mennyiséget ad, amely egyfázisú inaktiváció esetén az 
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inaktivációs idıállandót adja meg, kétfázisú inaktiváció esetén pedig az inaktiváció 

sebességével fordítottan arányos az értéke. A módszer elınye, hogy az inaktivációt egyetlen 

számérték segítségével írja le az inaktivációs kinetika milyenségétıl függetlenül. A képzett 

hányadost annak angol nevébıl (area/peak ratio) APPR-nek neveztük el.  

Az inaktivációs kinetika APPR-el történı jellemzésének helyességét úgy ellenıriztük, 

hogy az APPR értékét olyan körülmények között kapott áramgörbék elemzésekor is 

kiszámoltuk, ahol az inaktivációs idıállandók egyértelmő jellemzést adtak a kinetikára. S-

ECS pH=7,35 oldatban az APPR értéke 131,6 ± 13,1 ms volt (n=16). Az extracelluláris pH 

6,5-re, ill. 5,5-re való csökkentése az APPR értékét a pH=7,35-n mért érték 116,1 ± 3,8 %-ára 

(n=7), ill. 133,2 ± 2,5 %-ára (n=5) növelte (8C ábra). Az APPR értéke tehát azonos arányban 

nı a pHo csökkenésékor, mint az inaktivációs kinetikát jellemzı idıállandók (v.ö. 5D ábra), 

ami az APPR alkalmazhatóságát mutatja az inaktivációs kinetika jellemzésére.  

Bár APPR értékének K-ECS-ben történı kiszámított értéke és az inaktivációs 

idıállandók között már nincs egyértelmő megfeleltetés, mégis, erre szükség volt a különbözı 

K+ koncentrációk mellett mért APPR-ek értelmezéséhez és az adatok összevethetıségének 

biztosításához. K-ECS/pH=7,35 oldatban az APPR értéke 308,9 ± 9,7 ms (n=12) volt. Az 

extracelluláris pH csökkentése az APPR csökkenését eredményezte, pH=6,5-n értéke a 

kontroll 92,1 ± 1,5 %-a  (n=7, p=0,001), míg pH=5,5-n annak 82,5 ± 3,9 %-a (n=9, p=0,005) 

volt (8C ábra). Az APPR csökkenése tehát egy mérıszámmal jól szemlélteti azt a 

négyparaméteres összefüggést, amit elsısorban a különbözı sebességgel inaktiválódó 

komponensek súlyfaktora és kismértékben az inaktivációs idıállandók változása mutat pHo 

csökkenésekor (v.ö. 7. ábra).  

Amennyiben a sejtet 20 mM [K+]e pH=7,35 oldattal perfundáltuk, az APPR értéke 

201,1 ± 23,6 ms (n=8), míg 40 mM [K+]e esetén 229,4 ± 22,0 ms (n=6) volt, ami jól jellemzi 

azt a 8A és 8B ábrán felismerhetı tényt, hogy az inaktivációs kinetika 40 mM K+ 

koncentráció mellett lassabb, mint 20 mM K+ mellett. Az extracelluláris pH 7,35-rıl 5,5-re 

való csökkentése 20 mM [K+]e esetén az APPR értékét a pH=7,35-n mért érték 120,0 ± 4,7 

%-ára növelte (n=9, p=0,0027), míg 40 mM [K+]e esetén nem változtatta meg szignifikánsan 

az APPR értékét (97,2 ± 4,4 %, n=8, p=0,55, 8C ábra). Ez azt jelenti, hogy a 40 mM K+ 

koncentráció mellett kerülnek egyensúlyba azok a molekuláris kölcsönhatások, melyek a pHo 

csökkenésekor normál K+ mellett az inaktiváció lassulását, míg 150 mM K+ mellett az 

inkativáció gyorsulását okozzák (ld. részletesen késıbb a Megbeszélés fejezetben). 
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5.1.5 Az inaktiváció pHo-függése a His399 protonációjával függ össze 
 

A lassú inaktiváció szabályozásában Kv1.3 csatornák esetén a legfontosabb szerepe a 

csatorna extracelluláris szájadékában elhelyezkedı, 399-es helyzető hisztidinnek lehet. A 

hisztidin aminosavoldallánca reverzibilisen protonálható, a reakció pK értéke oldatban 6,5, 

melynek alapján a vizsgált pHo tartományban a His399 protonáltsága, és ezáltal töltése a pHo-

tól függıen jelentısen változik. A hisztidin alacsony pHo-n bekövetkezı protonációját a 

csatornablokkoló TEA segítségével ellenıriztük.  
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8. ábra Az extracelluláris pH csökkentése 40 mM [K+]e esetén nem változtatja meg az 
inaktivációs kinetikát 
 
(A és B) Kv1.3 csatornákat expresszáló CTLL-2 sejteken mért áramok 20 mM K-ECS (A) ill 
40 mM K-ECS oldatban (B) pH=7.35 és pH=5.5 esetén. A sejteket –120 mV-os tartási 
potenciálról 2 másodperc idıtartamra +50 mV-ra depolarizáltuk, az egymást követı 
depolarizáló impulzusok között 60 másodperc telt el. (C) Az áramamplitúdókat és a görbe 
alatti területet meghatározva kiszámoltuk a görbe alatti terület és a csúcsáramok hányadosát. 
Az ábrán az APPR5,5/APPR7,35 értékeket ábrázoltuk különbözı [K+]e–k esetén. A hibajelek a 
középérték közepes hibáját (SEM) mutatják. 
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Kavanaugh és mtsai bizonyították, hogy a TEA patkány (rat) Kv1.3 (rKv1.3) 

csatornák iránti affinitása jelentısen csökken, ha a 401-es helyzető hisztidin (a humán Kv1.3 

csatorna H399 aminosavával ekvivalens helyzető aminosav) alacsony extracelluláris pH-n 

protonálódik (Kavanaugh és mtsai, 1991). Hasonló, pHo-függı csökkenés nem mutatható ki 

H401Y mutáns csatornák TEA affinitásában, ami egyértelmősítette azt, hogy a vad típusú 

csatornában a hisztidin protonálódása gátolja a TEA kötıhely kialakítását alacsony pHo-n. 

Mivel az aminosavak oldatban mért pK értékét jelentısen módosíthatja a funkciós csoportok 

kémiai környezete, szükség volt annak igazolására, hogy a humán Kv1.3 klón esetén is 

protonálódik a His399 a pHo csökkenésével. Ehhez a fentebb említett, pHo-függı TEA 

affinitás változás mérését használtuk fel. Az extracellulárisan alkalmazott 10 mM TEA 

pHo=7,35 esetén az áramamplitúdót a kontroll 47 ± 3 %-ára (n=4), míg pHo=6,5 esetén a 

kontroll 94 ± 4 %-ára (n=5) csökkentette. Ennek megfelelıen tehát pHo=6,5-n a His399 

protonálódik. 

A 399-es helyzető hisztidinnek az inaktiváció pH-függı szabályozásában betöltött 

kulcsszerepét bizonyítják a különbözı H399X mutáns Kv1.3 csatornákkal végzett 

kísérleteink is. A titrálható hisztidint a vizsgált pHo tartományban permanens töltetlen ill. 

pozitív töltéső aminosavakkal helyettesítettük, így elkülöníthetıvé vált a 399-es helyzető 

aminosav protonációjának-deprotonációjának a hatása egyéb nem specifikus pH-függı 

hatásoktól.  Azt vizsgáltuk, hogy az extracelluláris pH csökkentése hogyan befolyásolja a 

H399L, H399V, H399Y, H399K és a H399R mutánsok inaktivációját. Mindegyik mutáns 

csatorna nagy számban fejezıdött ki transzfektált CTLL-2 sejtekben, és funkcionáló 

ioncsatornaként viselkedett. Elıször a mutáns csatornák alapvetı biofizikai tulajdonságait 

vizsgáltuk és hasonlítottuk össze a vad típusú csatorna hasonló tulajdonságaival. 

A 399-es helyzetben neutrális aminosavat tartalmazó mutánsok (L, Y és V) esetén az 

egyensúlyi aktiváció feszültségfüggése (G-V görbe) pHo=7,35-n a vad típusú csatornáéhoz 

volt hasonló (6C ábra). A G-V görbéket jellemzı V1/2 és s értékeket a különbözı mutánsokra 

a 2. táblázat tartalmazza. A töltött mutánsok (R és K) G-V görbéi a mutánshoz képest 

kevésbé voltak meredekek és a pozitívabb membránpotenciálok felé tolódtak (6B ábra). Ezek 

az eredmények a 399-es helyzető aminosav és az aktivációs kapuzás közötti kölcsönhatás 

lehetıségét vetik fel, melynek részleteit nem vizsgáltuk. Alacsony pHo-jú oldatban a vad 

típusú csatornákhoz hasonlóan a G-V görbék pozitív membránpotenciálok irányába való 

eltolódása figyelhetı meg valamennyi vizsgált mutáns esetén. Ezen kívül a H399K és H399R 

mutánsok esetén a G-V görbék meredekebbé váltak a pHo csökkenésével. 
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A mutációk a csatornák aktivációs kinetikáját nem befolyásolták (p=0,232), 

ugyanakkor az inaktivációs kinetika valamennyi mutáns esetén drámaian megváltozott. 

Minden mutáns kétfázisú inaktivációt mutatott, az áramgörbék leszálló szára két 

exponenciális tagot tartalmazó függvény segítségével volt illeszthetı (9. ábra). A 3. táblázat 

az egyes mutánsokra jellemzı inaktivációs idıállandókat és a lassan inaktiválódó komponens 

súlyfaktorát tartalmazza pHo=7,35-n. Az extracelluláris pH 5,5-re való csökkentése 

különbözı mértékben bár, de az összes mutáns csatorna inaktivációját gyorsította. A H399Y 

csatornánál az inaktivációs idıállandó nem csökkent szignifikánsan, azonban a gyorsan 

inaktiválódó áramkomponens súlyfaktora megnıtt. A többi mutáns esetén a gyorsan 

inaktiválódó komponens súlyfaktora szintén nıtt és az azt jellemzı inaktivációs idıállandó 

(τf) is szignifikánsan csökkent. A H399R és H399L mutánsok esetén a lassú komponens 

inaktivációs idıállandója (τs) is szignifikánsan csökkent. A két áramkomponenst jellemzı 

amplitúdóértékek és inaktivációs idıállandók pHo csökkentés hatására bekövetkezı 

változását az egyes mutánsok esetén a 3. táblázat tartalmazza. Ezek az eredmények az 

inaktivációs kinetika tekintetében ellentétesek a vad típusú csatornák esetén tapasztaltakkal. 

 
  
  pH 7,35  pH 5,5 / pH 7,35 

csatorna  τs (ms) τf (ms) As/(As+Af) 

(%) 

 τs hányados 

(%) 

τf  hányados 

(%) 

As 

hányados 

(%) 

Af 

hányados 

(%) 

WT   167 ± 20    138 ± 2    67 ± 2 

H399K   2490 ± 296 164 ± 11 17 ± 1    100 ± 6   65 ± 5 48 ± 4   90 ± 3 

H399R     960 ± 100 218 ± 36 43 ± 2      59 ± 2   59 ± 3 57 ± 7 114 ± 9 

H399L     591 ± 64   75 ± 5 48 ± 4      86 ± 5   61 ± 5 54 ± 4 106 ± 7 

H399V   3048 ± 344 237 ± 11 35 ± 6    108 ± 3   59 ± 6 60 ± 6   99 ± 11 

H399Y   2185 ± 219 180 ± 20 37 ± 3    114 ± 11   79 ± 9 68 ± 7 112 ± 3 

  
 
3. táblázat  Vad típusú és mutáns Kv1.3 csatornák inaktivációját jellemzı paraméterek és 
azok változása a pHo csökkentésének hatására 
 
τs és τf a gyorsan és lassan inaktiválódó áramkomponenst jellemzı inaktivációs 
idıállandókat,  As és Af a gyorsan ill. lassan inaktiválódó áramkomponens amplitúdóját 
jelentik. As/(As+Af) a lassan inaktiválódó áramkomponens súlyfaktora %-ban kifejezve. A 
hányados értékek az adott paraméter pHo=5,5-n mért értékét jelentik a kontroll (a pHo=7,35-n 
mért érték) %-ában kifejezve. A feltüntetett értékek az átlagértéket és annak közepes hibáját 
(SEM) jelentik. 
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Az irodalomból jól ismert, hogy számos feszültség kapuzott K+ csatorna inaktivációját 

a csatorna extracelluláris szájadéka közelében, a szelektivitási szőrıben elhelyezkedı 

káliumkötıhely telítettsége szabályozza. Ennek tükrében a vad típusú és mutáns Kv1.3 

csatornák inaktivációjában alacsony pHo-n bekövetkezı változások magyarázatára egy 

9. ábra Az extracelluláris pH csökkentésének hatása mutáns Kv1.3 csatornák C-típusú 
inaktivációjára 
 
Az adott mutáns Kv1.3 csatornát kifejezı CTLL-2 sejteken 2 s vagy 10 s hosszú depolarizáló 
impulzusok alatt kontroll körülmények között (pH=7,35), valamint pH=5,5 esetén mért teljes-
sejt áramok. A tartófeszültség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, és 
60 s volt az egyes depolarizáló impulzusok között eltelt idı. Az áramgörbék leszálló szára két 
exponenciális tagot tartalmazó függvény segítségével jól illeszthetı. Az ábrán látható 
áramgörbék esetén az inaktivációs idıállandók a következık voltak: H399L, pH 7,35: τf = 56 
ms, τs = 481 ms; H399L, pH 5,5: τf = 41 ms, τs = 349 ms; H399K, 7,35: τf = 197 ms, τs = 
2916 ms; H399K, 5,5: τf = 83 ms, τs = 1590 ms; H399Y, 7,35: τf = 272 ms, τs = 3053 ms; 
H399Y, 5,5: τf = 238 ms, τs = 3334 ms; H399R, 7,35: τf = 178 ms, τs = 905 ms; H399R, 5,5: 
τf = 70 ms, τs = 244 ms; H399V, 7,35: τf = 315 ms, τs = 3492 ms; H399V, 5,5: τf = 208 ms, τs 
= 3309 ms. 
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modellt alkottunk. Ennek lényege, hogy a protonált 399-es helyzető hisztidin a csatorna 

extracelluláris szájadékában egy elektrosztatikus potenciálgátat képez, amely akadályozza a 

K+-ok extracelluláris tér felıl történı bejutását a K+ kötıhelyre valamint a kötıhelyrıl a K+ 

távozását az extracelluláris tér felé. Ennek megfelelıen tehát a H399 protonációja csökkenti a 

K+ kötıhely extracelluláris tér felıl való töltıdésének hatásfokát és elısegíti annak 

intracelluláris tér felıl való töltıdését (10. ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.6 Magas ionerısségő oldat alkalmazása: az elektrosztatikus barrier megszüntetése 
 

Az elızıekben leírt modell tesztelésére magas ionerısségő extracelluláris oldatot 

(HIS) alkalmaztunk, amellyel csökkenthetık a nagy hatótávolságú elektrosztatikus 

10. ábra A kísérleti eredményeket magyarázó modell lényege 
 
A 399-es helyzető hisztidin alacsony pH-n protonálódik, és az így keletkezı elektrosztatikus 
potenciálgát akadályozza a K+-ok mozgását a csatornapórus extracelluláris bejáratán 
keresztül. S-ECS oldatban a K+-ok „external lock-in site”-ról az extracelluláris tér felé való 
távozása akadályozott, ami a kötıhely telítettségét megnövelve az inaktiváció lassulását 
eredényezi a „foot in the door” mechanizmusnak megfelelıen. K-ECS oldatban a pHo=5,5-n 
kialakuló elektrosztatikus erıtér a kritikus kötıhely extracelluláris tér felıli töltıdését 
akadályozza, amely az inaktivációs kinetika gyorsulásában nyilvánul meg. 
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kölcsönhatások.  Alacsony pHo-n normál ionerısségő extracelluláris oldatban (S-ECS-ben) a 

pozitívan töltött hisztidinek elektromos erıtere által létrehozott potenciálgát akadályozza a 

K+-ok kijutását a pórusból, ami az inaktiváció lassításához vezet. Magas ionerısségő oldatban 

az elektrosztatikus kölcsönhatások csökkenése miatt az elektromos potenciálgát csökken, ami 

az inaktiváció gyorsulását eredményezi olyan csatornák esetén, melyek a kritikus pozícióban 

(399) töltött aminosavat tartalmaznak. 

A 11. ábrán bemutatott eredmények hipotézisünk helyességét igazolják. Amennyiben 

S-ECS oldatban az extracelluláris pH-t 7,35-rıl 5,5-re csökkentettük, az inaktiváció lassulását 

tapasztaltuk (11A ábra), HIS oldatban viszont a pHo hasonló csökkentése az inaktiváció 

gyorsulását eredményezte (11B ábra). A 11C ábra egy másfajta összehasonlítást mutat, mely 

hipotézisünkkel szintén összhangban van. Amennyiben a sejtet S-ECS/pH=7,35 oldattal 

perfundáltuk, a HIS/pH=7,35 oldatra való váltás az áramamplitúdó csökkenését (59,2 ± 4,5 

%; n=5, p<0,001) és az egyensúlyi (steady-state) áram növekedését eredményezte, az 

inaktiváció sebessége ugyanakkor nem változott (önkontrollos összehasonlítás: 107,9 ± 4,9 

%; n=5, p=0,182, kontroll: τ= 167 ± 20 ms; HIS: τ= 179 ± 20 ms). Ezzel szemben pHo=5,5-n 

az S-ECS oldatról HIS-re való váltás az inaktiváció gyorsulását okozta (önkontrollos 

összehasonlítás: 62,1 ± 5,8 %; n=4, p=0,007, kontroll: τ= 198 ± 23 ms; HIS: τ= 122 ± 15 ms) 

az áramamplitúdó csökkenése mellett (71,6 ± 4,6 %; n=4, p<0,009). Az áramamplitúdó HIS 

oldat által okozott csökkenését a továbbiakban nem vizsgáltuk. 

Hipotézisünk helyességét a továbbiakban mutáns ioncsatornák felhasználásával 

igazoltuk. A rendelkezésre álló, és a korábban bemutatott mutánsok közül azokat választottuk 

ki, melyek tulajdonságai legjobban hasonlítanak a vad típusú Kv1.3 biofizikai jellemzıire.  A 

H399K és H399L mutánsok használatának az az elınye, hogy az aminosavak oldalláncai a 

vizsgált pHo tartományban vagy permanens pozitív töltéssel rendelkeznek (H399K) vagy 

neutrálisak (H399L). Modellünk szerint a H399K a vad típusú csatorna pHo=5,5-ön mért 

tulajdonságait, míg a H399L a vad típusú csatorna pHo=7,35-ön mért jellemzıit kell hogy 

mutassa a pHo-tól függetlenül annak megfelelıen, hogy ezen csatornák esetén 399-es 

helyzető aminosav töltése a vizsgált pHo-tartományban nem változik meg. Ezen mutánsok 

felhasználásával pl. a HIS oldat hatásai állandó pHo értéken vizsgálhatók. Amennyiben a 399-

es pozícióban töltött aminosavat tartalmazó H399K mutánst expresszáló CTLL-2 sejtet S-

ECS/pH=7,35 oldattal való perfúzió után HIS/pH=7,35 oldattal perfundáltunk, ugyanazt 

tapasztaltuk, mint a vad típusú csatornák esetén pH=5,5-nél S-ECS-rıl HIS oldattra való 

váltás esetén, vagyis az inaktivációs kinetika gyorsult (11D és 11F ábrák; τslow: 99,2 ± 13,7 



 36 

%, p < 0,955; τfast: 57,2 ± 5,4 %, p < 0,001). A 399-es helyzetben neutrális aminosavat 

tartalmazó H399L mutáns esetén a HIS oldatra való váltás ugyanakkor nem befolyásolta az 

inaktivációs idıállandót (11E és 11F ábra; τslow: 95,9 ± 14.9 %, p < 0,795; τfast: 84,9 ± 8,1 %, 

p < 0.124), azaz ugyanazt tapasztaltuk, mint a vad típusú csatornák esetén pHo=7,35-nél S-

ECS-rıl HIS oldattra való váltás esetén. 
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11. ábra Magas ionerısségő extracelluláris oldat (HIS) hatása vad típusú, illetve H399K és H399L 
mutáns Kv1.3 csatornák inaktivációjára 
 
(A és B) Vad típusú Kv1.3 csatornát expresszáló CTLL-2 sejteken 2 s hosszú depolarizáló impulzusok 
alatt mért teljes-sejt áramok. A tartófeszültség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat 
alkalmaztunk, és 60 s volt az egyes depolarizáló impulzusok között eltelt idı. (A) A sejtet S-ECS 
pH=7,35, illetve S-ECS pH=5,5 oldattal perfundáltuk. Az inaktivációs idıállandók 171,1 ms 
(pH=7,35) és 233,2 ms (pH=5,5) voltak. (B) A sejtet HIS pH=7,35, illetve HIS pH=5,5 oldattal 
perfundáltuk. Az inaktivációs idıállandók 220,6 ms (pH=7,35) és 127,4 ms (pH=5,5) voltak. (C) A 
HIS oldatban mért inaktivációs idıállandó (τHIS) és az S-ECS oldatban mért inaktivációs idıállandó 
(τS-ECS) hányadosa pH=7,35 (üres oszlopok), és pH=5,5 (satírozott oszlopok) esetén. A hibajelek a 
középérték közepes hibáját mutatják. (D) H399K mutáns csatornákat expresszáló CTLL-2 sejt 
teljes-sejt áramai. A kísérleti körülmények hasonlóak, mint a vad típusú csatornák esetén (A 
és B panel), de a sejtet S-ECS pH=7,35 illetve HIS pH=7,35 oldattal perfundáltuk. Az 
inaktivációs idıállandók a következık voltak: τlassú = 2714 ms és τgyors = 212 ms  (S-ECS) 
illetve τlassú = 2172 ms és τgyors = 127 ms  (HIS). (E) Ugyanaz a kísérlet, mint a D panel 
esetén, de a sejt H399L csatornákat expresszált. Az inaktivációs idıállandók τlassú = 577 ms és 
τgyors = 74 ms  (S-ECS) illetve és τlassú = 557 ms és τgyors = 55 ms  (HIS) voltak. (F) A HIS 
pH=7,35 oldatban mért inaktivációs idıállandó (τHIS) és az S-ECS pH=7,35 oldatban mért 
inaktivációs idıállandó (τS-ECS) hányadosa a H399K és a H399L mutánsok esetén. 
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A HIS oldat a csatornák egyensúlyi aktivációját jellemzı G-V görbét a pozitívabb 

feszültségek irányába tolja el. A G-V görbét jellemzı V1/2 és s értékek a vad típusú csatornák 

esetén  pHo=7,35-n 14,4 ± 0,7 és 13,4 ± 0,5 mV voltak (n=3). 

5.1.7 Az alacsony pHo lassítja a bárium bemosódását és kimosódását  
 

Hipotézisünk tesztelésére vizsgáltuk az ionok különbözı extracelluláris pHo melletti 

átjutását a csatorna pórusának extracelluláris bejáratán keresztül. Modellünk szerint az ionok 

átjutása lassabb akkor, ha a 399-es pozícióban töltött aminosav oldallánc található. Az ionok 

átjutásának vizsgálatához egy olyan ionra volt szükség, amelyre a Kv1.3 csatorna 

permeábilis, de az ion mozgása elég lassú ahhoz, hogy mérni tudjuk az ionmozgás 

sebességében bekövetkezı változásokat. Erre a célra kiválóan alkalmasak a báriumionok, 

amelyek hasonló méretőek, mint a káliumionok, de kétszeres pozitív töltésüknél fogva 

erıteljesebben kötıdnek a szelektivitási szőrıben lévı kötıhelyekhez, megakadályozva ezzel 

a jóval gyorsabban mozgó káliumionok áramlását a csatorna látszólagos blokkolását okozva. 

Hurst és mtsai két szekvenciális báriumkötıhelyet írtak le Shaker csatornák esetén: egy külsı 

kötıhelyet, amelyre a gyors asszociációs és disszociációs sebességek jellemzıek, és egy 

belsı kötıhelyet, amely nagyobb affinitású és lassú asszociációs és disszociációs 

sebességekkel jellemezhetı (Hurst és mtsai, 1995). A külsı báriumkötıhely a Neyton és 

Miller által leírt „external lock-in site”-nak felel meg és ezen kötıhely telítettsége határozza 

meg elsısorban az inaktiváció sebességét (Harris és mtsai, 1998; Kiss és mtsai, 1999; Kiss és 

Korn, 1998; Neyton és Miller, 1988b).  

A bárium ionok pórusból történı kimosódásának kinetikai vizsgálatakor a sejtet –120 

mV-os membránpotenciálon tartottuk és 15 ms hosszú +50 mV-os tesztimpulzusokat 

alkalmaztunk. Az egymást követı tesztimpulzusok között 30 másodperc telt el. Ilyen 

körülmények között 15 mM Ba2+ a Kv1.3 csatornák áramát S-ECS/pH=7,35 oldatban a 

kontroll 18,47 ± 1,28 %-ára csökkentette (n=10). A steady-state blokk elérése után 

báriummentes S-ECS/pH=7,35 ill. 5,5 oldattal perfundáltuk a sejtet és mértük a Ba2+ 

kimosódási kinetikáját. A 12A és 12B ábra mutatja, hogy alacsony extracelluláris pH-n a 

Ba2+ disszociációja lassabb. A kimosódás sebességét jellemzı idıállandók rendre 66,49 ± 

1,17 s (n = 5) és 129,42 ± 8,28 s (n = 5) voltak pHo=7,35 ill. 5,5 esetén (12E és F ábra). 

 



 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

idõ (s)
0 200 400 600

io
ná

ra
m

 (
nA

)

0

1

2

3

15 mM Ba2+

idõ (s)

0 200 400 600

io
ná

ra
m

 (
nA

)

0

2

4

6

A

WT

pH 7,35 pH 7,35

F

WT H399L H399K

id
õ 

(s
)

0

50

100

150 pH 5,5

B

idõ (s)

0 200 400 600

io
ná

ra
m

 (
nA

)

0

3

6

9

12
WT

pH 7,35 pH 5,5

E
idõ (s)

0 200 400 600 800

io
ná

ra
m

 (
nA

)
0

2

4

6

D

pH 7,35pH 7,35

H399K
C

pH 7,35 pH 7,35

WT H399L H399K

id
õ 

(s
)

0

50

100

150

H399L

pH 7,35

12. ábra A vad típusú, valamint a H399K és H399L mutáns Kv1.3 csatornák áramainak Ba2+ ionokkal 
való blokkolás utáni kimosási kinetikái 
 
(A és B) Az extracelluláris pH csökkentése lassítja a Ba2+ ionok kimosódását vad típusú Kv1.3 
csatornák esetén. Az ionáramokat CTLL-2 sejteken 15 ms hosszú depolarizáló impulzusok alatt 
mértük teljes-sejt konfigurációban. A tartófeszültség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat 
alkalmaztunk, és 30 s volt az egyes depolarizáló impulzusok között eltelt idı. Az ábrán az egyes 
impulzusok alatt mért maximális áramot tüntettük fel. Az ionáramokat 15 mM Ba2+-ot tartalmazó S-
ECS pH=7,35 oldattal blokkoltuk (üres téglalap és fekete vonal), a kimosást pedig S-ECS pH=7,35 
(üres téglalap az A panelen), illetve S-ECS pH=5,5 (satírozott téglalap a B panelen) oldattal végeztük. 
A kimosási kinetikát exponenciális függvény segítségével illesztettük (fekete vonal). A kimosási 
idıállandók az ábrán látható kísérletben 80,6 s (pH=7,35) és 131,2 s (pH=5,5) voltak. A H399L 
mutáns csatornák esetén (C panel) a pH=7,35 mellett mért kimosási kinetika (τ = 70,4 s) hasonló a vad 
típusú csatornákon ugyanilyen pH-n mért kintikához, míg a H399K mutáns csatornák (D panel) 
pH=7,35 esetén mért kimosási kinetikája (τ = 131,9 s) a vad típusú csatornák pH=5,5 mellett mért 
kinetikájával mutat jó egyezést. Az E és az F panelen a vad típusú, valamint a H399K és H399L 
mutáns Kv1.3 csatornákon mért kimosási idıállandók láthatók pH=7,35 és pH=5,5 esetén. A hibajelek 
a középérték közepes hibáját mutatják. 
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A Ba2+ kimosódási kísérleteket egy-egy, a kritikus, 399-es pozícióban neutrális (L) és 

pozítív (K) töltéső aminosavat tartalmazó mutáns Kv1.3 csatorna esetén is elvégeztük, a vad 

típusú csatornáknál használt protokollt alkalmaztuk. A H399L csatorna esetén a Ba2+ 

disszociációját nem befolyásolta az extracelluláris pH változása, és a kimosódási idıállandó a 

vad típusú csatornák esetén pHo=7,35-n kapott értékkel egyezett meg (H399L, pHo=7,35: 

71,04 ± 5,37 s; H399L, pHo=5,5: 78,67 ± 11,20 s; 12C, E és F ábrák). A H399K mutáns 

csatornák esetén a Ba2+ kimosódása szintén pH-inszenzitívnek bizonyult és a kimosódási 

idıállandók a vad típusú ioncsatornák esetén pHo=5,5-n kapott értékekkel egyeztek meg 

(H399K, pHo 7,35: 125,99 ± 8,55 s; H399K, pHo 5,5: 137,89 ± 8,91 s; 12D, E és F ábrák). A 

statisztikai elemzés (Bonferroni t-teszttel kiegészített ANOVA) két különbözı, gyors (vad 

típus pHo=7,35-n és H399L mindkét pHo-n) ill. lassú (vad típus pHo=5,5-n és H399K 

mindkét pHo-n) kimosódási sebességekkel jellemezhetı csoportot különített el. A páronkénti 

összehasonlítás a csoportokon belül nem mutatott különbséget az idıállandókban (p>0,05), 

míg a csoportok közötti bármely páronkénti összehasonlítás szignifikáns különbséget 

mutatott (p<0,05). 

A 12. ábrán bemutatott kísérletekben használt protokoll esetén a Ba2+ bemosódás igen 

gyors, az egyensúlyi blokk 1-2 depolarizáló impulzus alatt kialakul, amely nem teszi lehetıvé 

a bemosódási kinetikák esetleges különbségeinek feloldását. A jobb feloldás érdekében tehát 

módosítanunk kellett az alkalmazott kísérleti protokollt. Két célunk volt: egyrészt lassítani 

kellett a Ba2+-k extracelluláris térbıl a pórusba történı bemosódásának sebességét. Ennek 

érdekében kevésbé negatív membránpotenciált és nagyobb depolarizáló impulzusokat 

alkalmaztunk és mivel a Ba2+ bemosódása nyitott csatornák mellett gyorsabb, csökkentettük a 

depolarizáló impulzusok hosszát. Másik célunk a kísérletek idıbeli felbontásának növelése 

volt. Ennek érdekében úgy csökkentenünk az egymást követı tesztimpulzusok között eltelt 

idıt, hogy ne alakuljon ki kumulatív inaktiváció. Kísérleteinkben 15 másodpercenként 

alkalmaztuk a tesztimpulzusokat. 

A módosított protokollt alkalmazva a Ba2+ 15 mM koncentrációban a vad-típusú 

Kv1.3 csatornák esetén az áramamplitúdót rendre a kontroll érték 39,1 ± 2,9 %-ára  (n=6) és 

17,9 ± 1,4 %-ára (n=6) csökkentette pHo=7,35 és 5,5 esetén. A 13A és B ábra mutatja, hogy a 

bemosódási kinetika alacsony pHo-n lassúbb. A bemosódási idıállandók rendre 32,8 ± 1,4 s 

(n=7) és 46,5 ± 2,6 s (n=6) voltak pHo=7,35 és 5,5 esetén (p=0,0005, 13C ábra). A mért 

idıállandókat sejtenként is összehasonlítottuk. A pHo csökkentése a bemosódási idıállandót a 

pHo=7,35-n mért érték 137,3 ± 2,8 %-ára növelte (n=6, p<0,0001). 
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A Ba2+ kimosási kísérletekhez hasonlóan a Ba2+ bemosódási kinetikájának pHo-

függését is megvizsgáltuk egy, a 399-es pozícióban neutrális (L), ill. pozitív töltéső (K) 

aminosavat tartalmazó Kv1.3 mutáns esetén is. A vad típusú csatornák bemosódási 
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13. ábra A Ba2+ által okozott blokk bemosási kinetikái vad típusú és H399L ill. H399K 
mutáns Kv1.3 csatornák esetén 
 
(A és B) Az extracelluláris pH csökkentése lassítja a Ba2+ blokk bemosódási kinetikáját a vad 
típusú Kv1.3 csatornák esetén. A sejteket –90 mV-os tartási potenciálról 10 ms idıtartamra 
+70 mV-ra depolarizáltuk, az egyes depolarizáló impulzusok között 15 másodperc telt el. Az 
ábrán az áramamplitúdók változását tüntettük fel az adott oldatokkal való perfúzió során. A 
sejteket elıször kontroll oldattal (S-ECS pH=7,35 az A panel és S-ECS pH=5,5 a B panel 
esetén), majd 15 mM Ba

2+
-t tartalmazó azonos összetételő oldattal perfundáltuk (üres téglalap 

és fekete vonal az A panelen és satírozott téglalap és fekete vonal a B panelen). A szaggatott 
vonalak az adatpontokra legjobban illeszkedı exponenciális függvényeket mutatják. Az ábrán 
bemutatott kísérlet esetén a bemosási kinetikát jellemzı idıállandók rendre 31,98 és 44,96 s 
voltak pH=7,35 és pH=5,5 esetén. (C és D) A bemosási idıállandók a vad típusú (C) és a 
H399L ill. H399K mutáns csatornák (D) esetén pH=7,35 és pH=5,5 alkalmazásakor. A 
mutáns csatornák esetén a kísérleti körülmények a vad típusú csatornák vizsgálatakor 
alkalmazottakhoz voltak hasonlóak, azzal a különbséggel, hogy a sejteket –120 mV-os 
feszültségen tartottuk és a [Ba2+] 5 mM volt. A hibajelek a középérték közepes hibáját (SEM) 
mutatják. 
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kinetikájának vizsgálatakor alkalmazott protokollal 15 mM Ba2+ mindkét vizsgált mutáns 

csatorna esetén szignifikánsan nagyobb blokkot okozott és a bemosódási kinetika nagyon 

gyors volt, az egyensúlyi blokk egy-két depolarizáló impulzus alatt kialakult, ami 

lehetetlenné tette a bemosódási kinetika pontos meghatározását. Emiatt módosítanunk kellett 

a kísérleti körülményeket. A Ba2+ koncentrációját 15 mM-ról 5 mM-ra csökkentettük, mivel a 

bemosódási kinetika az ionok koncentrációjával egyenesen arányos és 5 mM Ba2+ mellett 

még mindig elegendı mértékő blokkot kapunk. Az alkalmazott feszültségprotokoll a vad 

típusú csatornák bemosási kísérleteiben alkalmazottal egyezett meg, kivéve a tartási 

potenciált, amely –120 mV volt, s így a mutánsoknál pozitívabb tartási potenciálokon 

jelentkezı kumulatív inaktiváció kivédhetı. 

A megmaradó áramhányad a H399L csatornákra 5 mM Ba2+ jelenlétében rendre 34,3 

± 1,28 % (n=6) és 32,1 ± 1,04 % (n=6) volt pHo=7,35 és 5,5 esetén. A H399K csatornák 

áramát a Ba2+ ugyanilyen koncentrációban nagyobb mértékben blokkolta, a megmaradó 

áramhányad rendre 17,4 ± 0,71 % (n=6) és 13,0 ± 1,2 % (n=5) volt a  két vizsgált (7,35 és 

5,5) pHo-n. Az extracelluláris pH változtatása nem befolyásolta a bemosódási kinetikát egyik 

mutáns csatorna esetén sem, ugyanakkor a neutrális aminosavat tartalmazó mutáns (H399L) 

bemosódási kinetikája gyorsabb volt. A pHo=7,35-n és 5,5-n mért bemosódási idıállandó a 

H399L esetén rendre 18,13 ± 0,61 s (n=5) és 18,33 ± 0,56 s (n=6), míg a H399K esetén 25,51 

± 1,12 s (n=6) és 26,95 ± 0,92 s (n=5) volt (13D ábra). 

5.1.8 Az intracelluláris káliumkoncentráció csökkentése: az extracelluláris tér felıl 
való töltıdés szerepének növelése 
 

Hipotézisünk tesztelésére olyan kísérleteket is végeztünk, amelyekben alacsony 

intracelluláris káliumkoncentrációt alkalmaztunk. Ilyen körülmények között a csatorna 

pórusának  extracelluláris bejáratában lévı, az inaktiváció sebességének meghatározása 

szempontjából meghatározó kötıhely intracelluláris oldal felıl való töltıdése lecsökken és  

az extracelluláris tér felıl való töltıdés válik meghatározóvá. Különösen igaz ez akkor, ha 

olyan K+ koncentráció és tesztpotenciál kombinációt alkalmazunk, ahol az áramirány 

megfordul, és a Kv1.3 csatornákon a sejtbe befelé folyó (inward) áram folyik. Várakozásunk 

az volt, hogy az extracelluláris tér felıl való töltıdés jelentıségének növekedése miatt az 

inaktiváció pHo érzékenysége módosul, vagy meg is fordulhat, azaz 399-es helyzető hisztidin 

protonációja következtében létrejövı elektrosztatikus potenciálgát jelenléte az inaktiváció 

gyorsulását okozhatja a pHo csökkentésekor. 
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Kísérleteinkben a pipettatöltı folyadék 5 mM K+-t tartalmazott, így a K+-ra vonatkozó 

egyensúlyi potenciál különbözött a konvencionális –85 mV-tól. Amennyiben a sejtet 20, 40 

vagy 150 K-ECS oldattal perfundáltuk, a K+-ra vonatkozó egyensúlyi  potenciál rendre 

+35,4, +53,1 és +87,3 mV volt. Ezek az értékek igen közel vannak a + 50 mV-hoz, így a K+-

ra ható elektrokémiai hajtóerı +50 mV-on igen kicsi. Annak érdekében, hogy nagyobb 

legyen a hajtóerı és ennek következtében az áramamplitúdó, kísérleteinkben +20 mV-os 

tesztimpulzusokat alkalmaztunk. Mivel a +20 mV negatívabb, mint a kísérleteinkben 

alkalmazott extracelluláris káliumkoncentrációkra kiszámolt egyensúlyi potenciál értékek, a 

tesztimpulzusok alatt befelé irányuló (inward) inaktiválódó ionáramokat kaptunk. Az 

áramgörbe leszálló szára 20 és 40 mM [K+]e-k esetén jól illeszthetı egy exponenciális tagot 
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14. ábra 5mM K+-t tartalmazó pipettaoldat alkalmazásakor az extracelluláris pH csökkentése 
20 mM [K+]e esetén nem változtatja meg a Kv1.3 csatornák inaktivációs kinetikáját 
 
(A, B és C) Kv1.3 csatornákat expresszáló CTLL-2 sejteken mért normált áramok  5mM K+-t 
tartalmazó pipettaoldat alkalmazása esetén. A sejteket –120 mV-os tartófeszültségıl 2 s 
idıtartamra +20 mV-ra depolarizáltuk, az egyes depolarizáló impulzusok között 60 s telt el. A 
sejtet 7,35-s és pH=5,5-s pH-jú 20 mM K-ECS (A panel), 40 mM K-ECS (B panel) és K-ECS 
(C panel) oldatokkal perfundáltuk. (D) Az áramamplitúdók és a görbe alatti területek 
hányadosait kiszámítottuk minden [K+]e-jú oldat esetén a különbözı pH-kon. Az ábrán a 
pH=7,35 és pH=5,5 esetén mért APPR értékek hányadosait ábrázoltuk különbözı [K+]e-k 
mellett. A hibajelek a középérték közepes hibáját (SEM) mutatják. 
 



 43 

tartalmazó függvény segítségével, az inaktivációs idıállandók rendre 160,3 ± 9,6 ms (n=14) 

és 199,9 ± 11,2 ms (n=17) voltak 20 mM és 40 mM K-ECS-ben. 20 mM K-ECS-ben a pHo 

7,35-rıl 5,5-re való csökkentése nem befolyásolta az inaktivációs kinetikát, a pHo=5,5-n mért 

inaktivációs idıállandó a pHo=7,35-n mért érték 97,4 ± 3,2 %-a volt (n=13, p=0,425, 14A 

ábra). 40 mM K-ESC-ben ugyanakkor a pHo hasonló csökkentése az inaktiváció gyorsulását 

eredményezte, az inaktivációs idıállandót a kontroll (pHo=7,35-n mért) érték 84,9 ± 2,7 %-

ára (n=15, p<0,0001) csökkentette (14B ábra). Annak érdekében, hogy az eredmények 

összehasonlíthatók legyenek a 150 mM KF-ot tartalmazó pipettatöltı oldattal hasonló 

extracelluláris oldatok alkalmazásakor kapott eredményekkel, a mért áramgörbéket alternatív 

módszerrel (area/peak ratio) is kiértékeltük. 20 mM K-ECS oldatban az extracelluláris pH 

csökkentése az APPR értékét nem változtatta meg hasonlóan az áramgörbék illesztésével 

kapott eredményekhez, pHo=5,5-n az APPR a pHo=7,35-n mért érték 101,7 ± 1,9 %-ának 

adódott (n=13, p=0,404, 14D ábra). 40 mM K-ECS oldatban az extracelluláris pH hasonló 

csökkentése az APPR értékét a kontroll érték 93,0 ± 2,1 %-ára csökkentette (n=15, p=0,005, 

14D ábra). 

Amennyiben a sejtet 5 mM K+ tartalmú pipettatöltı oldat alkalmazása mellett 150 

mM K-ECS oldattal perfundáltuk, kétfázisú inaktivációs kinetikát kaptunk, az inaktivációs 

idıállandók 1186 ± 217 ms és 131 ± 30 ms (n=3) voltak, a lassan inaktiválódó komponens 

súlyfaktora pedig 0,51 ± 0,02 (n=3) volt. Az extracelluláris pH 7,35-rıl 5,5-re való 

csökkentése az inaktivációs kinetika gyorsulását eredményezte (14C ábra), azonban az 

inaktivációs idıállandók nem változtak szignifikánsan [τs,5,5/τs,7,35=122.0 ± 29.0 % (p=0,527), 

τf,5,5/τf,7,35= 84,6 ± 10,3 % (p=0,273), (n=3)].  A lassan inaktiválódó áramkomponens 

amplitúdója (As) a kontroll 47,9 ± 6,3 %-ára csökkent (n=3, p=0,014), míg a gyorsan 

inaktiválódó komponens amplitúdója nem változott (Af: 99,3 ± 5,6 %, n=3, p=0,908). A 

lassan inaktiválódó komponens súlyfaktora pHo=5,5-n a pH=7,35-n mért értéknél jóval 

kisebb, 0,378 ± 0,020 volt. A lassan inaktiválódó komponens súlyfaktorának csökkenése 

magyarázza az inaktiváció pHo csökkentésének hatására bekövetkezı gyorsulását. A kapott 

áramgörbéket természetesen az „area/peak ratio” módszerrel is kiértékeltük, az APPR értéke 

pHo=7,35-n 271,3 ± 16,8 ms volt, amely pHo=5,5-n a kontroll 76,6 ± 3,2 %-ára csökkent 

(n=3, p=0,018, 14D ábra). 
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5.2 A Centruroides elegans skorpió mérgébıl izolált peptidek Kv1.3 csatornákra 

gyakorolt hatásának vizsgálata 

 

5.2.1 A Centruroides elegans peptidek szétválasztása, szekvenálása 
 

A Centruroides elegans skorpió venomjának Sephadex G-50 oszlopon történı 

szétválasztása során nyert 3 frakció közül az egerekre egyedül toxikus II. frakció 

komponenseit CMC oszlopon választottuk szét. Az így nyert szubfrakciók közül Noxiustoxin 

(NTx) ellenes antitestek a II-9, II-10 és II-11 szubfrakciókhoz kötıdtek, tehát ezen 

szubfrakciók noxiustoxinhoz hasonló szerkezető fehérjéket tartalmaztak. E három 

szubfrakciót HPLC-vel további alfrakciókra bontottuk. A II-9 frakcióból 3 noxiustoxinhoz 

hasonló szerkezető peptidet izoláltunk, melyeket Ce1, Ce2, ill. Ce3 –nak neveztünk el. A II-

10 frakcióból a Ce4, a II-11 frakcióból pedig a Ce5 jelő peptidet nyertük. A 15. ábra az így 

nyert peptidek (Ce1-Ce5) aminosav-szekvenciáját mutatja. A peptidek tömegspektrométerrel 

meghatározott molekulatömege rendre 4255, 4267, 4249, 4295 és 4255 atomi tömegegység. 

 
 
          10        20        30          

          |         |         |          

Ce1 TVINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN 

                

Ce2 TIINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN*  

 

Ce3 IFINVKCSLPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCINGKCKCYP 

  

Ce4 TIINVKCTSPKQCLLPCKEIYGIHAGAKCMNGKCKCYKI* 

  

Ce5 TIINVKCTSPKQCLPPCKEIYGRHAGAKCMNGKCHCSKI* 

  

 
15. ábra A Ce 1-5 toxinok aminosav-szekvenciája 
 
 
 

A peptidek aminosav-szekvenciáinak a többi skorpiótoxin szekvenciájával való 

összehasonlítása alapján a Ce1…Ce5 peptidek az α-KTx 2 családba (a család alapvagyülete a 

Noxiustoxin) tartoznak, szisztematikus nevük rendre α-KTx 2.8, α-KTx 2.9…α-KTx 2.12. 

Aminosav-szekvenciájuk a Noxiustoxinnal 59-87 %-os homológiát mutat. A Ce1 és Ce2 

toxinok mutatják a legnagyobb egyezést a Noxiustoxinnal, csak 5 ill. 4 aminosavban térnek el 

attól. A Ce4 szekvenciája már nagyobb eltérést mutat, 7 aminosavban különbözik az NTx-tıl. 
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Ezzel szemben a Ce3 és Ce5 peptidek szekvenciája nagyobb különbözıséget mutat, 9 ill. 15 

aminosavban térnek el az NTx-tıl. 

5.2.2 A Ce1, Ce2 és a Ce4 toxinok a Kv1.3 csatornák hatékony gátlószerei 

 

A tisztított peptidtoxinok Kv1.3 csatornákra gyakorolt gátló hatását humán perifériás 

vérbıl izolált T lymphocytákon vizsgáltuk patch-clamp technika segítségével. Elıször 10 nM 

koncentráció mellett vizsgáltuk a toxinokat, a gátló hatást a teljes-sejt káliumáram +50 mV-

os tesztpotenciálon toxin jelenlétében mért százalékos csökkenésével jellemeztük. A Ce1, 

Ce2 és Ce4 toxinok a Kv1.3 csatornák áramának 85-95 %-át gátolták, míg a Ce3 és Ce5 

toxinok az áram kevesebb, mint 15%-át (6,5±0,7% a Ce3, és 12,6±1,4% a Ce5 esetén). 

Részletesen csak a Kv1.3 csatornákat hatékonyan blokkoló három peptidet vizsgáltuk. 

A 16. ábra a Ce toxinok lymphocyták Kv1.3 áramára gyakorolt hatását mutatja be. Az 

alkalmazott kísérleti körülmények között a mért teljes-sejt áram teljes egészében a Kv1.3 

csatornákon átfolyó áramnak felel meg (Péter és mtsai, 2001). Az 16. ábra A panelje a 

toxinmentes oldatban (kontroll) és a 0,5 nM Ce2 toxin jelenlétében az egyensúlyi gátlás 

kialakulása után lymphocytán mért teljes-sejt áramokat mutatja be. A toxin az alkalmazott 

kísérleti körülmények között a kontroll áram kb. 65 %-át gátolta. A sejt toxinmentes oldattal 

történı perfúziójával a toxinhatás teljesen kimoshatónak bizonyult. Az ábra a teljes 

kimosódás után mért áramgörbét is mutatja. Hasonló eredményeket kaptunk a Ce1 és Ce4 

toxinok esetén is, azzal a különbséggel, hogy ezek kisebb mértékben gátolták a Kv1.3 

csatornákat, mint a Ce2. Az 16. ábra B panelje mutatja be a Ce2 toxin bemosódási és 

kimosódási kinetikáját. Az egyensúlyi blokk közel félhatásos koncentrációban a 

toxintartalmú oldat perfúzióját követıen 60-90 másodperccel alakul ki. A blokk utáni teljes 

kimosódás a toxinmentes oldattal történı perfúzió kezdete után 180 és 210 s között történik 

meg. A ki- és bemosódási kinetikák pontosabb meghatározását lehetetlenné tette az, hogy az 

egyes depolarizáló impulzusok kötött 30 másodpercnek kellett eltelnie, mivel a Kv1.3 

csatornák a depolarizáció során kialakult inaktivált állapotukból igen lassan térnek vissza a 

zárt állapotba (Cahalan és mtsai, 1985). A 16. ábra C részén a három hatásos Ce toxin által 

okozott blokk feszültségfüggése látható. Mindhárom toxin esetében kismértékő 

feszültségfüggés figyelhetı meg, az áramblokkoló hatás pozitívabb tesztpotenciáloknál 

kisebb. 
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16. ábra A Ce1, Ce2, és Ce4 toxinok nagy affinitással gátolják a humán T lymphocyták 
Kv1.3 áramait 
 
(A) A humán perifériás T lymphocyták K+ áramait teljes-sejt konfigurációban mértük, a sejteket –120 
mV tartófeszültségrıl 40 ms idıtartamra +50 mV-ra depolarizáltuk, az egymást követı depolarizáló 
impulzusok között 30 másodperc telt el. Asejteket folyamatosan perfundáltuk. Az ábra a kontroll 
körülmények között, a 0,5 nM Ce2 toxin jelenlétében és a toxinmentes kontroll oldattal történı 
kimosás után mért áramgörbéket mutatja. (B) A Ce2 által okozott blokk kialakulásának és a toxin 
kimosódásának idıkinetikája. A feszültségprotokoll  és a kísérleti körülmények az A panelen 
bemutatott kísérletnél alkalmazottakkal azonosak. Az ábrán az áramamplitúdó idıbeli változását 
ábrázoltuk. A nyilak az 1 nM Ce2 toxint tartalmazó oldat alkalmazásának kezdetét és végét mutatják. 
(C) A Kv1.3 áram gátlásának feszültségfüggése.  A sejteket –120 mV-os tartófeszültségrıl  150 ms 
idıtartamra a megadott tesztpotenciálokra depolarizáltuk, az egyes tesztimpulzusok között 50 
másodperc telt el. A megmaradó áramhányadot (MÁH) az I/I0 képlettel számítottuk, ahol I0 a kontroll 
körülmények között, I pedig a toxin jelenlétében mért csúcsáramot jelenti. A hibajelek a középérték 
közepes hibáját (SEM) mutatják (n=4-5). (D) A Ce1-5 toxinok által okozott Kv1.3 csatorna gátlás 
dózis-hatás görbéi. Az egyes toxinkoncentrációknál kiszámított megmaradó áramhányadot a 
koncentráció függvényében ábrázoltuk (Ce1: üres körök, Ce2: teli körök, Ce3: teli négyszög, Ce4: 
üres háromszög, Ce5: teli háromszög). A feszültségprotokoll  és a kísérleti körülmények az A panelen 
bemutatott kísérletnél alkalmazottakkal azonosak. A szaggatott vonalak az adatpontokra legjobban 
illeszkedı Hill-függvényeket mutatják: MÁH= A×Kd

n/(Kd
n+[Tx]n), ahol [Tx] a toxinkoncentrációt, Kd 

disszociációs állandót, n a Hill koefficienst, A pedig a toxinmentes oldatban mért relatív 
áramamplitúdót jelentik. A legjobban illeszkedı függvények paraméterei: Kd= 0,71 nM és n=0,98 a 
Ce1, Kd= 0,25 nM és n=0,96 a Ce2, Kd= 366 nM és n=0,77 a Ce3, Kd= 0,98 nM és n=0,95 a Ce4, ill. 
Kd= 69 nM és n=1,05 a Ce5 toxin esetén. Az A értéke minden esetben 1 volt. A hibajelek a középérték 
közepes hibáját (SEM) jelentik (n=3-6). 
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Az ábra D része az öt vizsgált peptid dózis-hatás görbéjét mutatja be Kv1.3 

csatornára. A Ce1, Ce2 és Ce4 hatását 0.01-10 nM koncentrációtartományban vizsgáltuk, az 

adatpontokra 3 paraméteres Hill függvényt illesztettünk (a részleteket lásd az 

ábraszövegben). A disszociációs konstans (Kd) és Hill koefficiens értéke a Ce1 esetén 0,71 

nM és 0,98, a Ce2 esetén 0,25 nM és 0,96, a Ce4 esetén 0,98 nM és 0,95. A Ce3 és Ce5 

peptidek esetén a kicsiny blokkoló hatás miatt a teljes-dózis hatás görbe meghatározása nem 

volt lehetséges, mivel olyan nagy mennyiségő toxin lett volna szükséges hozzá, amely nem 

állt rendelkezésre. A meglévı adatpontokra illesztett dózis-hatás görbe alapján a Kd és a Hill 

koefficiens értéke a Ce3 esetén 366 nM és 0,77, míg Ce5 esetén 69 nM és 1,05.  

 

5.2.3 A Ce1, Ce2 és a Ce4 toxinok szelektíven blokkolják a Kv1.3 csatornákat 
 

A humán lymphocyták aktivációjában a Kv1.3 mellett fontos szerepet játszanak a 

Ca2+ aktivált K+ csatornák családjába tartozó IKCa1 csatornák is (Chandy és mtsai, 2004). 

Mivel a Kv1.3 és IKCa1 csatornák blokkolása különbözıképpen gátolja az egyes T 

lymphocyta-altípusok proliferációját (Wulff és mtsai, 2003b), fontosnak tartottuk a Ce 

toxinok hatásának tesztelését IKCa1 csatornákon is. A pipettatöltı folyadék szabad Ca2+ 

koncentrációját ezen kísérletekben 1 µM-ra állítottuk be, amely az IKCa1 csatornák teljes 

aktivációját okozza, így lehetıvé vált a toxinok IKCa1 csatornákra gyakorolt hatásának 

tesztelése (Grissmer és mtsai, 1993). Az alkalmazott, –120 mV-tól +50 mV-ig terjedı 

feszültségrámpa protokollokkal a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbénél alacsonyabb 

feszültségeken mért áramok kizárólag az IKCa1 csatornáknak tulajdoníthatóak. Az IKCa1 

csatornákra kifejtett gátló hatás a mért áramgörbék kezdeti, a Kv1.3 csatornák aktivációs 

küszöbénél alacsonyabb feszültségeknek megfelelı, egyenes szakaszára illesztett egyenesek 

meredekségének változása alapján számolható ki (Grissmer és mtsai, 1993). A 17A ábrán 

látható, hogy a kontroll körülmények között és a 10 nM Ce2 jelenlétében mért áramgörbék 

kezdeti egyenes szakaszának meredeksége lényegében azonos. Ezzel szemben 10 nM ChTx 

az áramgörbék kezdeti szakaszának meredekségét lényegesen csökkentette. Ennek 

megfelelıen kísérleteink során pozitív kontrollként a ChTx-t alkalmaztuk. A ChTx 10 nM 

koncentációban az áramgörbék kérdéses szakaszának meredekségét a kontroll érték 54±9 %-

ára csökkentette (n=3). A 17A ábrán látható, hogy 10 nM Ce2 toxin a Kv1.3 csatornák áramát 

(az áramgörbének a jobb oldali, a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbénél pozitívabb 

membránpotenciál értékeknek megfelelı szakasza) jelentısen gátolta, annak megfelelıen, 
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hogy a Kv1.3 csatornákra vonatkozó Kd értéke 0.25 nM. A 10 nM ChTx jelenlétében a 

pozitív membránpotenciál értékeknél mért áramcsökkentı hatás egyrészt a Kv1.3, másrészt 

az IKCa1 csatornák áramának blokkolásából adódik [Kd~3 nM a Kv1.3 csatornákra, ill. 5 nM 

az IKCa1 csatornákra (Chandy és mtsai, 2004)]. A Ce1 és Ce4 toxinok szintén nem 

blokkolták az IKCa1 csatornákat (lásd 17B ábra). 
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17. ábra A Ce toxinok farmakológiai jellemzıi 
 
(A) A Ce2 toxin nem gátolja a humán perifériás T lymphocyták IKCa1 áramait. A teljes-sejt 
áramokat feszültségrámpa protokoll (-120 mV-tól +50 mV-ig 1,176 mV/ms sebességgel) 
alkalmazása során rögzítettük. A sejteket –80 mV-on tartottuk és az egymást követı 
feszültségrámpa impulzusok között 30 másodperc telt el. Az áramgörbék függıleges 
szaggatott vonaltól (a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbe) balra esı szakasza az IKCa1 
csatornák áramát reprezentálja, míg a szaggatott vonaltól jobbra esı szakasz az IKCa1 és a 
Kv1.3 csatornák áramának összegét mutatja. Az IKCa1 csatornák gátlásának hatásosságát a 
görbék meredekségének változásából határoztuk meg.  Pozitív kontrollként 10 nM 
charybdotoxint alkalmaztunk, mely gátolja mind a Kv1.3, mind pedig az IKCa1 csatornákat. 
(B) Az egyes C. elegans toxinfrakciók hatása Kv1.3, rKv1.2, Shaker IR és IKCa1 csatornákra. 
A Kv1.3 és IKCa1 áramokat humán perifériás T lymphocytákban mértük a korábban már leírt 
módszerrel. A teljes-sejt rKv2.1 és Shaker IR áramokat a megfelelı csatornát kódoló 
plazmidokkal transzfektált HEK293 sejtekben mértük. A sejteket –120 mV-os feszültségen 
tartottuk és +50mV-os, 40 ms (Shaker IR) ill. 90 ms (rKv1.2) hosszú tesztimpulzusokat 
alkalmaztunk. Az ábrán a 10 nM Ce1, Ce2 és Ce4 toxin jelenlétében mért megmaradó 
áramhányadot (MÁH) tüntettük fel. A hibajelek a középérték közepes hibáját (SEM) jelentik 
(n=3-5). 
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A Ce toxinok szelektivitását HEK 293 sejtekben transzfektált Kv2.1 ill. Drosophila 

Shaker IR csatornákon vizsgáltuk. A 17B ábra foglalja össze a 10 nM Ce1, Ce2, ill. Ce4 

jelenlétében kapott eredményeket. Az ábrán látható, hogy a Shaker IR csatornák esetén a +50 

mV tesztpotenciálon mért megmaradó áramhányad mindhárom peptid esetén 1-hez közeli 

érték. Kv2.1 csatornák esetén hasonló körülmények között az áram kismértékő csökkenését 

tapasztaljuk. 
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6 MEGBESZÉLÉS 
 

 

6.1 A Kv1.3 csatornák inaktivációjának pH-függı szabályozása: a His399 szerepe 

 

Számos tanulmány vizsgálta az extracelluláris pH és a lassú inaktiváció közötti 

összefüggést több különbözı káliumcsatorna esetén. A vad típusú Kv1.3 csatorna kivételével 

az összes vizsgált káliumcsatoránál az extracelluláris pH csökkentése a lassú inaktiváció 

gyorsulását eredményezte. López-Barneo és munkatársai a vad típusú Shaker csatorna és több 

T449 mutáns Shaker csatorna esetén is hasonló eredményeket kaptak, a legkifejezettebb 

gyorsulást pedig a T449H mutáns esetén tapasztalták (López-Barneo és mtsai, 1993). Starkus 

és mtsai is hasonló eredményeket kaptak  (Starkus és mtsai, 2003). A pH csökkentés lassú 

inaktivációra gyakorolt hatásának pK értéke Shaker csatornák esetén 4,7, amely alapján az 

inaktiváció pH-függı változása valószínőleg egy, a csatorna extracelluláris szájadéka 

közelében elhelyezkedı savas aminosav-oldallánc (pl. Asp447) titrálásának az eredménye. 

Az extracelluláris pH csökkentése a Kv1.4 és Kv1.5 csatornák esetén is az inaktiváció 

gyorsulását eredményezte (Steidl és Yool, 1999; Zhang és mtsai, 2003; Claydon és mtsai, 

2002). 

Jelen tanulmányban a 399-es helyzető hisztidin szerepét vizsgáltuk a Kv1.3 csatornák 

inaktivációjának pHo-függı szabályozásában. Ennek érdekében olyan mutáns csatornákat 

hoztunk létre, amelyek a 399-es helyzetben neutrális (L, V, Y), ill. pozitívan töltött (K, R) 

aminosavat tartalmaznak és ezen mutáns csatornák tulajdonságait hasonlítottuk össze a vad-

típusú csatornákéval. Vizsgáltuk az extra- és intacelluláris káliumkoncentráció és az 

ionerısség változtatásának az inaktivációs kinetikára gyakorolt hatását, valamint a 

báriumionok csatornapórusba való bemosódásának és onnan való kimosódásának sebességét. 

 

6.1.1 A vad típusú és mutáns Kv1.3 csatornák karakterizálása: a membránfelszíni 
töltésárnyékolás szerepe és az aktiváció és inaktiváció kapcsolása 
 

Az egyensúlyi aktiváció alacsony extracelluláris pH-n történı, pozitív 

membránpotenciálok irányába való eltolódását humán perifériás T lymphocytákon Deutsch 

és Lee már korábban leírták (Deutsch és Lee, 1989). Az extracelluláris pH 7,4-rıl 5,5-re való 

csökkentése ezen sejteken a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbét 35 mV-tal a pozitívabb 
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membránpotenciálok irányába tolta el, az eltolódás a membránfelszíni töltésárnyékolással 

volt magyarázható. A humán perifériás T lymphocytákon mért értékek hasonlóak a CTLL-2 

sejtekben expresszált Kv1.3 csatornák esetén általunk mért értékekhez, kísérleteinkben a pH 

csökkentése a G-V görbéket jellemzı V1/2 értékeket 30 mV-tal tolta el a pozitívabb 

membránpotenciálok irányába.  A 399-es helyzető hisztidin neutrális aminosavra való cseréje 

normál pH-n nem befolyásolja az egyensúlyi aktivációt és a pH csökkentésekor bekövetkezı 

feszültség eltolódás is változatlan. Ezzel szemben a 399-es helyzetben pozitív töltéső 

aminosavat (arginin vagy lizin) tartalmazó mutánsok esetén normál pH-n a G-V görbék 

pozitívabb membránpotenciálok irányába való eltolódását és a görbék meredekségének 

csökkenését (a görbe ellaposodását) tapasztaljuk. A görbék eltolódása a hKv1.5 csatornák 

esetén tapasztaltakhoz hasonló annak megfelelıen, hogy ezen csatornák ekvivalens 

pozícióban arginint tartalmaznak (Kehl és mtsai, 2002). Ezen eredmények felvetik a pórus és 

a kapuzásért felelıs struktúrák közötti interakció lehetıségét, amelyet Molina és mtsai más 

szempontból korábban már vizsgáltak (Molina és mtsai, 1998). Az extracelluláris pH 

csökkentésekor eltőnnek a 399-es helyzetben neutrális ill. pozitív töltéső aminosavat 

tartalmazó mutánsok G-V görbéi között normál pH-n észlelt különbségek. 

Az egyensúlyi aktiváció extracelluláris pH csökkentésekor észlelt eltolódása 

magyarázhatja az aktivációs kinetika lassulását és az áramamplitúdó csökkenését olyan 

tesztpotenciálokon, ahol a különbözı pHo-n felvett G-V görbék jeletısen eltérnek egymástól, 

azonban az inaktivációs kinetika S-ECS oldatban alacsony pH-n mért lassulása nem lehet 

ennek a következménye. Ezen következtetésünket több érv is alátámasztja: 1. Bár az 

aktiváció és az inaktiváció kapcsolt folyamatok, a sebességükben megfigyelhetı néhány 

százszoros különbség elvileg kizárja a lehetıségét annak, hogy alacsony pH-n a lassabb 

aktivációs kinetika az inaktivációs kinetika lassulását eredményezze. 2. A Kv1.3 csatornák 

inaktivációjának sebessége feszültség-független azon membránpotenciálokon, ahol az áram 

aktivációs kinetikája gyors. A kísérletek zömét +50 mV tesztpotenciálon végeztük, ahol a G-

V görbék pHo-tol függetlenül maximális értéket mutatnak, azaz az áram aktivációs kinetikáját 

a csatorna nyitását jellemzı nagyon gyors sebességi állandó határozza meg, a zárás sebességi 

állandója elhanyagolható. Ilyen tesztpotenciálon az egyensúlyi aktiváció 

feszültségfüggésének eltolódása nem befolyásolja az inaktivációs kinetikát. 3. A G-V görbék 

pozitív membránpotenciálok irányába történı eltolódása nagyobb volt magas ionerısségő 

(HIS) oldatban, mint a pH 5.5-re való csökkentésekor. Ennek ellenére azonban HIS oldatban 

az inaktivációs kinetika változatlanságát vagy gyorsulását tapasztaltuk a vad típusú és a 

mutáns csatornák esetén egyaránt. Összességében tehát az inaktivációs kinetika alacsony 
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pHo-n mért lassulását a pHo változtatásának az inaktivációra gyakorolt közvetlen hatása 

okozza. 

 

6.1.2 A vad- típusú és H399 mutáns csatornák karakterizálása: az inaktiváció pH-
függése 
 

Jól ismert, hogy a Shaker csatornákban a 449-es helyzető aminosav minısége 

jelentısen befolyásolja az inativációs kinetikát (López-Barneo és mtsai, 1993). 

Kísérleteinkben ezen tapasztalatokkal összhangban azt tapasztaltuk, hogy Kv1.3 csatornák 

esetén a  Shaker csatornák 449-es aminosavával ekvivalens pozíciójú hisztidin (H399) más 

aminosavra való cseréje jelentısen megváltoztatja az inaktivációt. A vad-típusú és mutáns 

csatornák inaktivációs kinetikáinak közvetlen összehasonlítása nem volt lehetséges, mivel a 

mutáns csatornák kétfázisú inaktivációt mutattak, az áramgörbék leszálló szárai két 

exponenciális tagot tartalmazó függvény segítségével voltak illeszthetıek, míg a vad-típusú 

csatornák egyfázisú inaktivációs kinetikát mutattak, melyet egy exponenciális tagot 

tartalmazó függvény segítségével illesztettünk (5. és 9. ábra). A H399L csatornák 

inaktivációjának sebessége összességében a vad-típusú csatornák pH=7,35-n mért 

inaktivációjához volt hasonló, ezért további kísérleteinkben ezt a mutánst használtuk a vad-

típusú Kv1.3 csatorna pHo=7,35 melletti viselkedésénk modellezésekor. Ezen pHo értéken a 

H399 zömében töltetlen, hasonlóan a H399L mutánsban kulcspozícióban lévı leucinhoz. A 

H399R és H399K mutánsok szignifikánsan lassabb inaktivációs kinetikát mutattak, erısítve 

azt az elképzelést, miszerint ebben a pozícióban a töltött aminosavak lassítják az inaktivációt. 

Ez ellentétes a Shaker csatornák esetén tapasztaltakkal, ahol a kérdéses pozícióban töltött 

aminosavat tartalmazó mutánsok inaktivációs kinetikája nagyon gyors volt (López-Barneo és 

mtsai, 1993). A 399-es pozícióban permanens pozitív töltéssel rendelkezı mutánsok közül a 

H399K mutáns választottuk a további kísérleteinkben, mivel a lizin rövidebb oldallánccal 

rendelkezik, mint az arginin és így valószínőleg kisebb a fellépı sztérikus hatás. A H399K 

mutánssal a vad-típusú Kv1.3 csatorna pHo=5,5 melletti viselkedését modelleztük, mivel ezen 

a pHo-n a hisztidin az idı nagy részében pozitív töltéssel rendelkezik. A többi két, neutrális 

aminosavat tartalmazó mutáns (H399Y és H399V) inaktivációja a hasonló Shaker 

mutánsoknál tapasztaltakkal egyezıen (López-Barneo és mtsai, 1993) igen lassú volt. Az 

egyes mutánsok inaktivációs kinetikájában tapasztalt különbségek megfelelnek az ekvivalens 

mKv1.3 mutánsoknál tapasztaltaknak (Nguyen és mtsai, 1996). Az a tény, hogy a Shaker 

T449H mutáns a pH csökkentésre ellentétesen viselkedik, mint a vad-típusú Kv1.3 csatorna, 
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továbbá, hogy a pozitívan töltött aminosavat tartalmazó Kv1.3 és Shaker mutánsok 

inaktivációja jelentısen különbözik, ugyanakkor a valint és tirozint tartalmazó mutánsok 

inaktivációja mindkét csatorna esetén igen lassú, azt mutatják, hogy az inaktiváció sebességét 

nem egyedül a 399-es (Shaker csatornában 449-es) pozíciójú aminosav tulajdonságai 

határozzák meg. Számos tanulmány bizonyította egyéb, a pórus közelében elhelyezkedı 

aminosav-oldalláncok lassú inaktivációra gyakorolt hatását. Ilyen aminosavak például a 

Shaker csatornákban 425-ös helyzető, az ún. „turret” régióban elhelyezkedı fenilalanin 

(Perez-Cornejo, 1999b), illetve a Kv1.5 csatornákban az ekvivalens pozícióban lévı His463 

(Kehl és mtsai, 2002), valamint a hKv1.3 csatornák S6 hélixében elhelyezkedı Ala413 

(Panyi és mtsai, 1995) és az mKv1.3 pórusrégiójában lévı Asp386 (Nguyen és mtsai, 1996). 

Amennyiben a sejtet pHo=5,5/S-ECS-sel perfundáltuk, a vad típusú Kv1.3 csatorna 

inaktivációja lassult, ezzel szemben hasonló kísérleti körülmények között az összes mutáns 

csatorna esetén az inaktivációs kinetika gyorsulását tapasztaltuk (5. és 9. ábra). Az 

inaktiváció sebességének növekedése mutáns csatornák esetén a gyorsan inaktiválódó 

komponens szignifikánsan gyorsabb kinetikájának volt köszönhetı. Ez alól kivétel a H399Y 

csatorna, ahol az inaktivációs idıállandó nem csökkent szignifikánsan. A kinetika 

gyorsulásához hozzájárult továbbá a lassan inaktiválódó komponens áramamplitúdójának 

csökkenése, amely a H399Y kivételével minden mutáns esetén megfigyelhetı volt (3. 

táblázat). Az inaktiváció gyorsulásának mechanizmusát jelen kísérleteinkben nem vizsgáltuk, 

azonban valószínőleg a Shaker csatornacsalád több tagja esetén már leírt jelenségrıl van szó, 

melynek hátterében Starkus és mtsai a szelektivitási filterben elhelyezkedı aszpartátoldallánc 

szerepét valószínősítik (Starkus és mtsai, 2003). Az áramamplitúdó a H399Y csatornák 

kivételével az összes mutáns és a vad típusú csatorna esetén csökkent alacsony pHo-n. 

Vitatott kérdés az, hogy az áramamplitúdó csökkenésében az inaktivációs kinetika változása 

szerepet játszik-e. Shaker csatornák esetén az áramamplitúdó csökkenést a gyorsabb 

inaktiváció következményének tartják (Starkus és mtsai, 2003), ugyanakkor hKv1.5 

csatornákon végzett kísérletek azt igazolták, hogy a gyorsabb inaktivációs kinetika 

önmagában nem okozhatja az áramamplitúdó csökkenését (Kehl és mtsai, 2002). 
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6.1.3 Magas extracelluláris [K+] hatása az inaktiváció pH-függı lassulására a vad-
típusú Kv1.3 csatornák esetén 
 

Az irodalomból jól ismert, hogy az extracelluláris [K+] növelése a Shaker családba 

tartozó csatornák inaktivációjának lassulásához vezet (López-Barneo és mtsai, 1993; 

Grissmer és Cahalan, 1989; Baukrowitz és Yellen, 1995). Magas extracelluláris [K+] 

ugyanakkor megváltoztatta a vad–típusú csatorna extracelluláris pH csökkentésére adott 

válaszát, ugyanis ilyen körülmények között az extracelluláris pH csökkentése az inaktivációs 

kinetika gyorsulását eredményezte. Az inaktivációs kinetika gyorsulásának érdekessége az 

volt, hogy az idıállandók lényegében változatlanul maradása mellett a gyorsabban 

inaktiválódó komponens relatív súlyának növekedése tehetı felelıssé a jelenségért. A 

csatorna S-ECS-ben és K-ECS-ben való ellentétes viselkedése hátterének pontosabb 

tanulmányozása érdekében köztes [K+]i esetén is elvégeztük a kísérletet. Mivel a 20 mM és 

40 mM K-ECS-ben mért áramgörbéket sem egy-, sem pedig két exponenciális tagot 

tartalmazó függvény segítségével sem lehetett illeszteni, egy alternatív kiértékelési módszert 

kellett választani. Ennek során az inaktiválódó áramhányadnak megfelelı görbe alatti terület 

és az inaktiválódó áram amplitúdójának hányadosával jellemeztük az inaktiváció sebességét. 

A képzett hányadost annak angol nevébıl (area/peak ratio) APPR-nek neveztük el. Ennek a 

módszernek az a nagy elınye, hogy az inaktiváció sebességét egyetlen számértékkel jellemzi, 

szemben a két exponenciális tagot tartalmazó függvénnyel való illesztéssel, ahol az 

inaktiváció sebességét több adat jellemzi egyszerre (Af, As, τs, τf, As/(As + Af)), és ezek 

értéelmezése esetenként (különösen azok ellentétes irányú változásakor) igen nehézkes. A 

módszer megbízhatóságát jelzi, hogy az S-ECS-ben regisztrált áramgörbék ezen módszerrel 

való kiértékelése során nyert adatok az áramgörbék illesztésével kapott értékekkel jó egyezést 

mutatnak. Nagy elıny ugyanakkor, hogy az egy ill. kétfázisú inaktiváció változása is 

közvetlenül összehasonlítható. A köztes [K+]o mellett kapott eredményekbıl megállapítható, 

hogy 40 mM K-ECS-ben az inaktiváció inszenzitív a pHo csökkentésére, míg 20 mM [K+]o 

mellett az inaktiváció lassulása figyelhetı meg a pHo csökkenésekor. 

Kv1.3 csatornák esetén leírtak számos olyan, az inaktivációs kapuzást jellemzı 

paramétert, melyek egszerően az extracelluláris  [K+]o- tól függnek, a K+ koncentrációval 

monoton változnak. Ilyen pl. az inaktiváció sebességének (Baukrowitz és Yellen, 1995) 

valamint az inaktivációból történı  visszatérés Ko függése (Levy és Deutsch, 1996). Ezzel 

szemben a különbözı [K+]o mellett a pHo csökkentésekor kapott eredmények nem 
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magyarázhatók egy egyszerő, pusztán a [K+]o–tól függı kötıhely telítettség változással, 

ugyanis a koncentráció-függés nem  monoton. 

 

6.1.4 Modell: A K+ és a 399–es helyzető aminosavoldallánc közötti elektrosztatikus 
kölcsönhatás szerepe 
 

Az eddigi eredmények alapján egy munkahipotézist állítottunk fel, melynek 

segítségével a kapott kísérleti eredmények értelmezhetıek. Ennek lényege, hogy a 399-es 

helyzető aminosav töltött oldalláncai egy olyan elektrosztatikus potenciálgátt hoznak létre, 

amely akadályozza a K+-ok mozgását az „external lock-in site” és az extracelluláris tér 

között. Az inaktiváció sebességét valószínőleg az „external lock-in site” telítettsége határozza 

meg (Kiss és mtsai, 1999; Kiss és Korn, 1998; Harris és mtsai, 1998). Minél telítettebb a 

kötıhely, annál lassabb az inaktiváció, annak megfelelıen, hogy a K+ kötıdése akadályozza a 

csatornapórus inaktiváció során történı összeesését. A kötıhely K+-nal mind az extra-, mind 

pedig az intracelluláris tér felıl töltıdhet. A 399-es helyzető töltéssel rendelkezı 

aminosavoldalláncok elektrosztatikus erıtere akadályozza a K+ kilépését a pórusból ami az 

intracelluláris tér felıl való töltıdés mértékét fokozza és így önmagában lassítja az 

inaktivációt. Ugyanakkor a töltött 399-es pozíciójú aminosav a K+ kötıhely extracelluláris tér 

felıl való töltıdését  csökkenti, aminek önmagában az inaktiváció gyorsulása lenne a hatása. 

Az, hogy az elektrosztatikus potenciálgát kialakulásakor az inaktivációt gyorsító vagy az azt 

lassító hatás dominál-e, az határozza meg, hogy az „external lock-in site” az extra- vagy az 

intracelluláris oldalról töltıdik-e nagyobb mértékben. Amennyiben a kötıhely az 

intracelluláris oldal felıl töltıdik nagyobb mértékben (pl. S-ECS oldatban), az a kötıhely 

telítettségének nettó növekedését jelenti, vagyis az inaktiváció lassul. Ezzel szemben, ha a 

kötıhely extracelluláris tér felıl való töltıdése nagyobb mértékő (pl. K-ECS oldatban), a 

potenciálgát kialakulásakor az extracelluláris oldal felıl való töltıdés csökkenése dominál, s 

így a kritikus kötıhely K+ telítettsége csökken, ami az inaktivációs kinetika gyorsulásában 

nyilvánul meg.  

 Modellünk helyességét több megfigyelés és célzott kísérleti eredmény is alátámasztja. 

Ezen eredmények egy része közvetlenül, más része követve utal modellünk helyességére. 1, 

pHo=7,35 mellett a 399-es pozícióban permanens pozitív töltéssel rendelkezı mutánsok 

(H399K, H399R) inaktivációja lassabb, mint a vad típusú, 399-es pozícióban töltetlen His-t 

tartalmazó csatornáé, ill. a töltetlen oldallánccal rendelkezı mutáns csatornáké. 2, A töltött 

aminosavoldallánccal rendelkezı mutánsok inaktivációja alacsony pHo-n gyorsabb, mint 
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pHo=7,35 mellett, ami szöges ellentétben áll a vad típusú csatorna viselkedésével. Ez a 

megfigyelés azt jelentheti, hogy az inaktiváció Shaker csatornák esetén alacsony pHo-n látott 

gyorsulása mind a vad típusú, mind pedig a mutáns Kv1.3 csatornák esetén jelen lehet, 

azonban a vad-típusú csatornánál a hisztidinoldallánc töltésváltozása miatti hatások 

dominánsabbak. A H399K és H399R csatornák esetén a pHo csökkentésekor egyébként nem 

változik meg ezen aminosavoldalláncok töltése, az inaktiváció ilyen körülmények közötti 

gyorsulásáért más, feltehetıen a szelektivitási filterben létrejövı változások tehetık felelıssé 

(Starkus és mtsai, 2003) 3. A 399-es helyzetben pozitív töltéső aminosavoldalláncot 

tartalmazó csatornák (mutánsok vagy vad típus pHo=5,5 mellett) inaktivációja érzékeny az 

extracelluláris ionerısség változásaira. 4. A 399-es helyzetben lévı pozitívan töltött 

aminosavoldalláncok lassítják a Ba2+ kijutását a pórusból az extracelluláris tér felé, ill. onnan 

a csatornapórusba való belépését. 5. Alacsony K+-tartalmú intracelluláris oldat 

alkalmazásakor az extracelluláris pH csökkentése nem okozott inaktiváció lassulást 

semmilyen [K+]o esetén, mivel a befelé irányuló ionáram miatt a kötıhely töltıdése döntıen 

az extracelluláris tér felıl történt. 

A 3. 4. és 5. pontban felsorolt kísérletes bizonyítékok részletes tárgyalása  a 4.1.5-

4.1.7 fejezetekben található.  

A kapott eredmények mind alátámasztják azt az elképzelést, miszerint a 399-es 

helyzetben lévı pozitívan töltött aminosavoldalláncok akadályozzák a K+ extracelluláris tér 

és a csatornapórus közötti mozgását mindkét irányban. 

 

6.1.5 A 399-es helyzetben elhelyezkedı pozitívan töltött aminosav jelenléte az 
inaktivációt érzékennyé teszi az ionerısség változtatására 
 

A hisztidinek protonációjának inaktivációra gyakorolt hatását magas ionerısségő 

oldat alkalmazásával vizsgáltuk (11. ábra). Normál extracelluláris pH-n bár a steady-state 

áram növekedett, az inaktivációs kinetika nem változott meg az extracelluláris ionerısség 

növelésének hatására (11C ábra). Ez érthetı, hiszen a hisztidinek protonációja ezen a pH-n 

elhanyagolható 

A HIS oldat hatását vizsgáltuk a 399-es helyzetben semleges és pozitívan töltött 

aminosavat tartalmazó mutánsok esetén is pHo=7,35 mellett (11D, E és F ábra). A kritikus 

pozícióban neutrális aminosavat tartalmazó H399L mutáns csatorna inaktivációját az 

ionerısség növelése nem befolyásolta (11E ábra), hasonlóan ahhoz, amit a vad-típusú 

csatornán pHo=7,35 esetén tapasztaltunk. Ezzel szemben a pozitív töltéső aminosavat 
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tartalmazó H399K mutáns inaktivációját az ionerısség növelése gyorsította (11D ábra) annak 

megfelelıen, hogy az elektrosztatikus potenciálgát leárnyékolása elısegíti a K+ ionoknak a 

pórusból az extracelluláris tér felé való kilépését, ami az „external lock-in site” 

káliumtelítettségének csökkenéséhez vezet. 

A magas ionerısségő oldat nagy koncentrációban tartalmazott Mg2+-ot, amelynek 

amellett, hogy csökkenti a lokális elektrosztatikus erıhatásokat, más, specifikus vagy nem-

specifikus hatása is lehet a csatornák inaktivációjára. Az extracelluláris Mg2+ koncentráció 

növelése a csatornák egyensúlyi aktivációját a pozitívabb membránpotenciálok irányába tolta 

el, hasonlóan az alacsony pH-jú S-ECS oldatban tapasztaltakhoz. A jelenség hátterében a 

Mg2+-ok által okozott membránfelszíni töltésárnyékolás áll, ami mint nem-specifikus hatás 

befolyásolhatja a Kv1.3 inaktivációs kapuzását. Eredményeink szerint azonban a 

töltésárnyékolás nem okozhat ilyen hatást. Egyrészt az alkalmazott tesztpotenciálok mellett 

(+50 mV) az aktivációs kinetika két nagyságrenddel gyorsabb mint az inaktivációs kinetika, 

ami a 6.1.1 fejezetben részletezetteknek megfelelıen kizárja az inaktiváció sebességének 

aktivációs kinetika-függését. Másrész kísérletesen is bizonyítottuk, hogy a töltésárnyékolás 

nem okoz inaktivációs kinetika változást: az inaktiváció sebessége ugyanis +50 mV-on a vad 

típusú csatornák esetén S-ECS és HIS oldatokban nem különbözött szignifikánsan (11C 

ábra). Az irodalomban extracelluláris Mg2+-ra vonatkozóan nem találtunk olyan utalást, hogy 

specifikus kölcsönhatáson keresztül módosítaná az inaktivációs kinetikát. Logikus kísérlet 

lett volna magas extracelluláris Ca2+ alkalmazásával növelni az ionerısséget, és ezzel az 

esetleges ionspecifikus hatásokat kiszőrni, azonban az extracelluláris Ca2+ koncentráció 

emelése specifikusan, a töltésárnyékolástól függetlenül  módosítja a Kv1.3 inaktivációs 

kinetikáját (Grissmer és Cahalan, 1989). 

 

6.1.6 A 399-es helyzető pozitív töltéső aminosavoldalláncok akadályozzák a bárium 
ionok mozgását az extracelluláris tér és a csatorna pórusa között 
 

Kísérleteinkben a Kv1.3 csatornák inaktivációjának szabályozása szempontjából 

lényeges ún. „external lock-in site” K+ telítettségét Ba2+ segítségével vizsgáltuk. A Ba2+-ról 

korábban kimutatták, hogy a kálium ionokkal azonos helyekre kötıdnek be az ionszelektív 

szőrıben (Neyton és Miller, 1988a; Hurst és mtsai, 1995), kötıdésük azonban sokkal 

szorosabb, ezért a Ba2+ mozgása (asszociációja és disszociációja) az áram gátlása miatt 

elektrofiziológiai technikákkal követhetı. Kísérleteinkben kimutattuk, hogy mind a Ba2+ 

bemosási, mind pedig kimosási kinetikája lassabb alacsony extracelluláris pH-n (12. és 13. 
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ábra). Ez azzal magyarázható, hogy pH=5,5 esetén a kritikus pozícióban elhelyezkedı 

hisztidinoldalláncok protonálódnak, és az így kialakult elektrosztatikus erıtér akadályozza a 

Ba2+-ok pórusba történı belépését és az onnan az extracelluláris tér felé való távozását. A 

mutáns csatornákkal végzett kísérleteink szintén a modell helyességét bizonyítják: A H399L 

csatornák esetén a Ba2+ kimosási idıállandója pH-függetlennek bizonyult, értéke pedig a vad 

típusú Kv1.3 csatornák esetén pH=7,35-n mért értékkel egyezett meg annak megfelelıen, 

hogy nem alakul ki elektrosztatikus potenciálgát. A H399K mutánsok esetén a kimosódási 

idıállandó szintén pH-független volt, de értéke a vad típusú csatornákon alacsony pH-n mért 

idıállandóval egyezett meg. Ez bizonyítja a 399-es helyzető, töltéssel rendelkezı 

aminosavoldalláncok és a Ba2+ közötti kölcsönhatást, amely akadályozza az utóbbiak 

pórusból történı kilépését. A Ba2+ bemosódási kinetikája mind a H399L, mind pedig a 

H399K csatornák esetén pH-inszenzitívnek bizonyult annak megfelelıen, hogy a pH 

változásakor a 399-es helyzető aminosavoldallánc töltése nem változik. A H399K mutáns 

esetén azonban a bemosódási kinetika lassabb, mint a H399L mutánsnál a lizinoldalláncok 

elektrosztatikus erıterének a Ba2+ pórusba történı belépését akadályozó hatása miatt.  

Modellünk szerint a Ba2+ esetén bizonyított elektrosztatikus erıhatás akadályozza a 

kálium ionoknak a csatornapórusból az extracelluláris tér felé történı kilépését, valamint az 

oda való belépését, amely felelıs a Kv1.3 csatornák inaktivációjának alacsony pH-n 

tapasztalt lassulásáért. Lehetséges ugyanakkor, hogy a Ba2+ kimosódása során a 

sebességmeghatározó lépés nem a Ba2+ „external lock-in site”-ról az extracelluláris tér felé 

való kilépése, hanem a pórus citoszolikus oldalához közelebb elhelyezkedı kötıhelyrıl (az 

ún. „deep site”-ról) az „external lock-in site”-ra való ugrása (Kiss és Korn, 1998). A 399-es 

helyzető töltött hisztidinek vagy lizinek inaktivációs kinetikát lassító hatása ebben az esetben 

is érvényesül, ugyanis a Ba2+ „external lock-in site”-ról való kilépésének akadályozása révén 

indirekt módon gátolják a Ba2+-nak a „deep site”-ról az „external lock-in site”-ra való 

ugrását. Ez a „deep site” telítettségének növekedéséhez vezet. 

 

6.1.7 Az inaktivációs kinetika pHo-függését az intra- és extracelluláris K+ koncentráció 
együttesen határozza meg 

 
Az alacsony K+ tartalmú intracelluláris oldat alkalmazásával végzett kísérleteinkkel 

eredetileg az volt a célunk, hogy az „external lock-in site” töltıdése fıként az extracelluláris 

oldal felıl történjen anélkül, hogy az extracelluláris K+ koncentrációt megnövelnénk. Ideális 

kísérleti elrendezést az biztosított volna, ha S-ECS oldatban (5 mM K+) olyan alacsony 
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intracelluláris K+ koncentráció mellett tudtunk volna áramgörbéket mérni, ahol depolarizált 

tesztfeszültségek mellett még a sejtbe befelé folyó (inward) áramot mérünk. 5 mM-nál 

alacsonyabb intracelluláris K+ koncentráció mellett azonban a Shaker típusú K+ csatornák 

pórusa összesik és a csatonra nem vezetı állapotba kerül (Gomez-Lagunas, 1999; Gomez-

Lagunas, 2001), amit kísérleteinkben mi is tapasztaltunk. Emiatt az extracelluláris K+ 

koncentrációt emelni kellett, ami viszont mind a Kv1.3 inaktivációs kinetikáját, mind pedig 

annak pHo-függését jelentısen befolyásolta (ld. fentebb). Éppen ezért a következtetések 

levonásához azonos [K+]o mellett kell összehasonlítani a 140 mM (H[K+]i) és 5 mM [K+]i 

(L[K+]i) alkalmazásakor, különbözı pHo-n kapott eredményeket. Az egy- ill. kétkomponenső 

áramgörbék kinetikai változásának összehasonlítása az 5.1.4 fejezetben említettek szerint az 

APPR paraméter felhasználásával lehetséges. A kapott eredményeket a 4. táblázat foglalja 

össze. Ezek figyelembevételével a következı megállapítások tehetık és következtetések 

vonhatók le: 

1, K-ECS oldatban [K+]i-tól függetlenül az ianktiváció gyorsul, ha a pHo 7,35-rıl 5,5-

re csökken. Ez azt jelenti, hogy az inaktiváció sebességét meghatározó K+ kötıhely 

elsısorban az extracelluláris tér felıl töltıdik be mindkét [K+]i mellett (18. ábra).  

2, 40 mM K-ECS oldatban 5 mM [K+]i mellett az inaktiváció kismértékben, de 

szignifikánsan gyorsul ha a pHo 7,35-rıl 5,5-re csökken. Ugyanilyen pHo csökkenés 140 mM 

[K+]i mellett nem okoz változást az inaktivációs kinetikában. Modellünk szerint ez a 

követekzıképp magyarázható: 40 mM K-ECS-ben az „external lock-in site” extracelluláris 

oldalról való töltıdésének jelentısége nagy a magas [K+]o miatt.  Magas [K+]i alkalmazásakor 

a pHo-csökkenés hatására ugyanolyan mértékben nı az intracelluláris oldal felıl való 

töltıdés, mint csökken az extracelluláris oldal felıl való hozzáférhetıség, így az inaktivációs 

kinetika nem változik meg szignifikáns mértékben. Alacsony [K+]i alkalmazásakor azonban a 

pHo csökkenésekor jelentısebb az extracelluláris tér felıl való hozzáférhetıség-csökkenés, 

mint az intracelluláris tér felıl való hozzáférhetıség-növekedés, így  a kötıhely telítettsége 

végeredményben csökken, az inaktiváció gyorsul (18. ábra). 

3, 20 mM K-ECS oldatban 5 mM [K+]i mellett az inaktivációs kinetika nem változik, 

ha a pHo 7,35-rıl 5,5-re csökken. Ugyanilyen pHo csökkenés 140 mM [K+]i mellett az 

inaktiváció szignifikáns lassulásával jár együtt. Modellünk szerint ez a következıképp 

magyarázható: 20 mM K-ECS//140 mM[K+]i esetén a pHo csökkentésekor kialakuló 

elektrosztatikus potenciálgát a magasabb [K+]i miatt nagyobb mértékben növeli az „external 

lock-in site” intracelluláris oldalról történı töltıdését, mint csökkenti annak az extracelluláris 

tér felıl való hozzáférhetıségét a K+ számára. Ez a kötıhely telítettségének nettó növekedését 
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jelenti, amely az inaktiváció lassulásában nyilvánul meg. 20 mM K-ECS//L[K+]i mellett 

azonban egyensúlyba kerülnek azok a molekuláris kölcsönhatások, melyek az inaktiváció 

sebességét befolyásoló K+ kötıhely telítettségét szabályozzák: a pHo csökenésekor kialakuló 

elektrosztatikus potenciálgát a kötıhely intracelluláris oldal felıl való töltıdésének növekedét 

okozza, ami összemérhetı az extracelluláris tér felıl való töltıdés csökkenésével, így a K+-

telítettség nem változik meg, és az inaktivációs kinetika is változatlan (18. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

18. ábra Az 5 mM [K+]i alkalmazásakor kapott eredményeinket magyarázó modell 
 
20 mM K-ECS-ben a pH csökkentésekor a protonálódó hisztidinek elektromos erıtere 
hatására az extracelluláris tér felıl való töltıdés csökkenésének és az intracelluláris tér felıli 
töltıdés fokozódásának mértéke egyforma, így a pórusban lévı kritikus K+ kötıhely 
telítettsége nem változik. 
40 mM K-ECS-ben és K-ECS-ben az extracelluláris tér felıli töltıdés csökkenése nagyobb 
mértékő, mint az intracelluláris tér felıli töltıdés mértékének növekedése, ami a kötıhely 
telítettségének csökkenéséhez vezet. Ez az inaktiváció gyorsulásában nyilvánul meg. 
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 [K+]i= 5 mM [K+]i= 140 mM 

K-ECS 76,6 ± 3,2 % (n=3) 82,5 ± 3,9 %-a (n=9) 

40 mM K-ECS 93,0 ± 2,1 % (n=15) 97,2 ± 4,4 % (n=8) 

20 mM K-ECS 101,7 ± 1,9 % (n=13) 120,0 ± 4,7 % (n=9) 

 

4. táblázat A pHo=5,5 és pHo=7,35 esetén mért APPR értékek hányadosai 

(APPR5,5/APPR7.35) különbözı intra- és extracelluláris [K+]-k esetén. 

 

Összességében tehát a kísérleti eredmények alátámasztják az elızıekben vázolt 

modellt, mely szerint a 399-es helyzető hisztidinek elektrosztatikus erıtere lassítja a K+-ok 

mozgását az „external lock-in site” és az extracelluláris tér között. Kiss és Korn kísérletei 

alapján (Kiss és Korn, 1998) ugyanakkor elképzelhetı, hogy a 399-es helyzető hisztidinek 

közvetlenül nem az „external lock-in site” K+-telítettségét befolyásolják, hanem egy attól 

extracellulárisan elhelyezkedı kisebb affinitású K+-kötıhelyét. Ebben az esetben ezen 

kötıhely telítettségének változása változtatná meg a pórus K+-telítettségét, és így közvetve 

befolyásolná az inaktivációs kinetikát. Ez nem változtatná meg lényegesen az általunk vázolt 

modellt, és az így is összhangban lenne a kísérleti eredményekkel. 

A Kv1.3 csatornák specifikus tulajdonsága, nevezetesen hogy az inaktivációs kinetika 

az extracelluláris pH csökkenésekor lassul, nagy jelentıségő lehet  pathologiás körülmények 

között. Például gyulladásos szövetben az extracelluláris oldat pH-ja jóval alacsonyabb, mint 

fiziológiás körülmények között. Amennyiben a pH csökkenésekor a Kv1.3 csatornák 

inaktivációs kinetikája a többi Shaker-családba tartozó ioncsatornához hasonlóan gyorsulna, a 

T-sejtek membránpotenciáljának szabályozásában rendelkezésre álló K+-áram mértéke 

csökkenne, amely gátolná a T lymphocyták aktivációját. 
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6.2  A Centruroides elegans peptidek a Kv1.3 csatornák szelektív gátlószerei 

 

A kísérleteinkben vizsgált öt peptid közül a Ce1, Ce2 és Ce4 peptidek szelektíven 

gátolják a Kv1.3 csatornákat, mindhárom peptid Kv1.3 csatornára vonatkozó Kd értéke 1 nM 

alatti. A Hill koefficiens értéke mindhárom peptid esetén közel 1, tehát ezek a toxinok a többi 

skorpiótoxinhoz hasonlóan pórusblokkolóként hatnak, 1:1 sztöchiometriával gátolják a Kv1.3 

csatornákat. A toxinok által okozott blokk kismértékő feszültségfüggése valószínőleg annak a 

következménye, hogy a toxinok csatornákhoz történı kötıdése során egy pozitív töltéső 

aminosav-oldallánc, a ChTx Lys27-el ekvivalens pozícióban lévı lizin mélyen benyúlik a 

pórusba, és a szelektivitási szőrıt alkotó aminosavakkal lép kölcsönhatásba. Mivel a 

kölcsönhatás helye a membrán elektromos erıterében van, valamint a lizin oldallánc töltése 

és a szelektivitási szőrıben található K+ között is van eletkroszattikus kölcsönhatás, a gátlás 

feszültségfüggése magyarázható  (Goldstein és Miller, 1993). A Kv1.3 feszültségfüggı 

kapuzásának megváltozása a kötıhely ismeretében és irodalmi adatok alapján nem 

képzelhetı el. Így a különbözı tesztpotenciálok mellett mért igen kismértékő feszültségfüggı 

blokk magyarázataként egyedül a toxin és a csatorna közötti feszültségfüggı kölcsönhatás 

merül fel, a toxin jelenlétében mért áramcsökkenést pedig kizárólag a csatorna pórusának 

toxin általi blokkolása okozza.     

A toxinok IKCa1 csatornákat blokkoló képességét humán T sejtekben kifejezıdı 

endogén csatornákon vizsgáltuk. Annak ellenére, hogy a pipetta töltı folyadékban beállított 1 

µM Ca2+ koncentráció az IKCa1 csatornák maximális aktiválását okozza, az IKCa1 áramok 

mérése így is komoly problémát jelent T sejteken. Ennek okait az alábbiakban részletezzünk: 

1, Depolarizált membránpotenciálok mellett, ahol a K+ számára nagy elektrokémiai gradiens 

van, a Kv1.3 csatornák is kinyílnak, így csak a Kv1.3 aktivációs küszöbe alatti 

membránpotenciálon mérhetı az IKCa1 áram, ahol kicsi a hajtóerı. 2, Az IKCa1 csatornák 

feszültségfüggetlenül aktiválódnak 1 µM Ca jelenlétében a teljes-sejt konfiguráció 

kialakulását követıen.  Mivel a csatornák nyitási valószínőségét a teljes-sejt konfigurációban 

elvégzett kísérletek alatt nem tudjuk szabályozni, különös figyelmet kell fordítani az IKCa1 

áram más áramoktól történı elválasztására. Az említett problémák egy része feszültség rámpa 

protokollok alkalmazásával küszöbölhetı ki, ahol az áram-feszültség összefüggések lineáris 

szakasza, azaz a Kv1.3 csatornák aktivációs küszöbe alatti membránpotenciáltartomány 

könnyen meghatározható. Ezen felül az áram egyensúlyi potenciálja is meghatározható az 

áram-feszültség összefüggésekbıl, ami −80 mV körüli értéknek adódott kísérleteink során.  
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Az egyensúlyi potenciál igen negatív értékébıl arra lehetett következtetni, hogy a Kv1.3 

aktivációs küszöbe alatt mért teljes-sejt áram döntıen K+ szelektív pórusokon keresztül 

folyik, a nemspecifikus szivárgási áram elhanyagolható.  Ezeken felül farmakológiai úton is 

megtörtént az IKCa1 áramok „pozitív” azonosítása. Ehhez a ChTx-et alkalmaztunk, mely 10 

nM koncentrációban a Kv1.3 aktivációs küszöbe alatti teljes-sejt áram kb 50%-át gátolta, ami 

jól megfelel a ChTx IKCa1 csatornákat gátló képességének. Mindezek alapján kijelenthetjük, 

hogy a vizsgált toxinok IKCa1 csatornákat gátló képességét megfelelı kisérleti körülmények 

között tudtuk vizsgálni.  

A toxinok limitált mennyisége miatt nem tudtunk dózis-hatás görbét meghatározni az 

IKCa1 csatornára, de abból, hogy 10 nM koncentrációban egyik toxinnak sem volt hatása az 

IKCa1 csatornára, a toxinok hatását legalább 1000x szelektívebbnek becsüljük Kv1.3-ra, 

mint az IKCa1 csatornára. A kísérleteinkben vizsgált egyéb ioncsatornák közül a Shaker-IR 

csatornákra a toxinok nem fejtettek ki gátló hatást, míg az rKv2.1 csatornák esetén 10 nM 

koncentrációban minimális gátlóhatást észleltünk, amely alapján a peptidek rKv2.1 

csatornára vonatkozó Kd értéke jóval 100 nM felett van. Ez utóbbi két csatornát az alapján 

választottuk ki a szelektivitás vizsgálathoz, hogy a Shaker-IR csatornák és toxinok közötti 

kölcsönhatás molekuláris mechanizmusa legjobban ismert (Stocker és Miller, 1994; Escobar 

és mtsai, 1993), így e csatornák vizsgálata a kötıdést meghatározó molekuláris 

kölcsönhatások tisztázásában segíthet. A Kv2.1 csatornák esetén több olyan toxin (elsısorban 

póktoxin) ismert, mely nem a csatorna pórusába, hanem annak feszültség érzékelıjéhez 

kötıdve fejti ki hatását (Swartz és MacKinnon, 1995), igy e csatornák vizsgálata a 

hatásmechanizmus tisztázásához nyújthat segítséget. A vizsgált másik két peptid, a Ce3 és 

Ce5 Kv1.3 csatornára  vonatkozó Kd értéke 50 nM feletti, amely alapján ezen peptideket a 

Kv1.3 csatorna kis affinitású gátlószereként kezeltük. 

Szoros összefüggés figyelhetı meg a Ce toxinok Kv1.3 csatornákra kifejtett 

gátlóhatása és az NTx-nal való szekvenciahomológia mértéke között. A Kv1.3 csatornát nagy 

affinitással blokkoló három peptid (Ce1, Ce2 és Ce5) szekvenciája ugyanis csak 5,4 ill. 7 

aminosavban különbözik az NTx-étıl, a Kv1.3 csatornát kismértékben blokkoló peptideknél 

pedig jelentısebb különbség figyelhetı meg az aminosavsorrendben. Amennyiben a toxinok 

aminosavszekvenciáját páronkénti összehasonlításban vizsgáljuk, a legérdekesebb, hogy a 

Ce4 és Ce5 toxinok csak kismértékben térnek el egymástól, ugyanakkor a Kv1.3 csatornára 

kifejtett hatásukban éles különbözıség figyelhetı meg. Az észlelt eltérésekért elsısorban 2 

aminosav különbözısége tehetı felelıssé. Az egyik a Ce5 esetén 15-ös és 16-os helyzetben 

lévı két prolinoldallánc, amelyek az NTx szerkezete alapján egy feltételezett α-helikális 
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szerkezető peptidrégióban találhatóak. A két szomszédos prolin valószínőleg megbontja az α-

helikális szerkezetet, amely felelıs lehet a csökkent csatornagátló képességért. A másik 

fontos különbséget a két peptid szerkezetében a 23-as helyzető aminosav esetében észleljük, 

amely a Ce4 esetén izoleucin, a Ce5 esetén pedig arginin. Azonos pozícióban a Kv1.3 

csatornákat hatékonyan blokkoló Ce1 és Ce2 esetén prolin található. 

Amint a bevezetıben már említettem, napjainkban komoly kutatás folyik terápiásan is 

alkalmazható hatékony, de a szervezetre káros hatással nem rendelkezı Kv1.3 csatornagátló 

szerek után, melyekkel immunszuppresszív hatást lehetne elérni. A Ce1, Ce2 és Ce4 toxinok 

azon képessége, hogy szelektíven képesek gátolni a nagy számú Kv1.3, de kevés IKCa1 

csatornát expresszáló TEM sejtek proliferációját anélkül, hogy a naïve vagy a  TCM sejtek 

osztódását gátolnák, alkalmassá tehetik ıket bizonyos T sejt mediált immunbetegségek (pl. 

sclerosis multiplex, diabetes mellitus) kezelésére és a szervátültetés utáni kilökıdés 

megelızésére. A toxinok új alternatívát nyújthatnak a Kv1.3 csatorna struktúrájának, 

funkciójának kutatásában is. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 
A T sejtek aktiválásához és klonális proliferációjához nélkülözhetetlen, hogy a 

sejtmembrán K+ vezetıképessége biztosítsa a jelátvitelhez szükséges membránpotenciált, 

amelyben döntı szerepe van a Kv1.3 K+ csatornának. A csatorna mőködése függ a csatorna 

kapuzását jellemzı biofizikai paraméterektıl, ill. a csatornákat specifikusan gátló 

molekuláktól. E lehetıségek közül az inaktivációs kinetika extracelluláris pH és K+ 

koncentráció függésének molekuláris mechanizmusát és a Centruroides elegans skorpió 

mérgébıl származó toxinok Kv1.3 gátló képességét és szelektivitását vizsgáltuk. 

A Kv1.3 csatornák kizárólag a lassú, ún. C-típusú mechanizmussal inaktiválódnak, 

melynek sebessége többek között a 399-es helyzető aminosav tulajdonságától függ. 

Eredményeink szerint a H399 reverzibilis protonációja az alábbi molekuláris mechanizmussal 

befolyásolja az inaktivációt: A protonált hisztidinek elektrosztatikus kölcsönhatások révén 

szabályozzák a szelektivitási filterben található azon K+ kötıhely betöltöttségét, mely az 

inaktiváció sebességét meghatározza. A K+ kötıhely telítettségét az intra- és az extracelluláris 

tér felıli töltıdés egyaránt befolyásolja, melyet a H399 protonációja ellenkezıen érint, az 

intracelluláris oldal felıli töltıdést fokozza (inaktivációt lassító hatás) míg az extracelluláris 

oldal felıli töltıdést gátolja (inaktivációt gyorsító hatás). E modell helyességének 

bizonyításához megvizsgáltuk az inaktiváció sebességének extracelluláris pH és K+ 

koncentráció függését, a pHo hatását az inaktivációra különbözı ionerısségő oldatokban, 

valamint a K+ kötıhely telítıdésének kinetikáját a Ba2+ asszociációs és disszociációs 

sebességének mérésén keresztül. A deprotonált és protonált H399-et tartalmazó vad típusú 

csatorna viselkedését rendre a H399L és H399K mutáns csatornák segítségével modelleztük. 

Az inaktiváció sebességének általunk leírt pHo és K+-függése jelentıséggel bírhat a Shaker 

típusú K+ csatornák inaktivációjának megértése szempontjából. Ezen felül e mechanizmus 

segítheti a T sejtek alkalmazkodását olyan körülményekhez, ahol a pHo és K+ koncentráció 

jelentısen eltér a normáltól ( pl. gyulladásos szövetekben). 

 A Centruroides elegans skorpió venomjából izolált, a Noxiustoxin alcsaládba tartozó 

peptidtoxinok (Ce 1-5) közül a Ce1, Ce2 és Ce4 hatékonyan blokkolta a Kv1.3 csatornákat, 

azonban a három hatásos peptid közül egyik sem gátolta az IKCa1 csatornákat. Egyik Kv1.3 

csatornát hatékonyan blokkoló peptid sem blokkolta sem a Shaker, sem pedig a Shab 

családba tartozó Kv2.1 csatornákat. A Kv1.3 csatornákat az IKCa1 csatornákkal szemben 

szelektíven blokkoló peptidek nagy jelentıségőek lehetnek azon T lymphocyta-altípusok 

therápiás gátlásában, amelyek proliferációja szelektíven függ a Kv1.3 csatornáktól. 
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7 SUMMARY 
It is essential for the activation and clonal proliferation of T cells that the membrane 

potential required for signal transduction be provided by the K+ conductance of the cell 

membrane, in which the Kv1.3 channel has a major role. The operation of the channel 

depends on the biophysical parameters characterizing the gating of the channel and on 

molecules specifically blocking the channel. Of these factors we studied the molecular 

mechanism of the dependence of inactivation kinetics on the extracellular pH and K+ 

concentration and the Kv1.3 blocking ability and selectivity of toxins purified from the 

venom of the scorpion Centruroides elegans. 

The Kv1.3 channel inactivates exclusively by the slow, so-called C-type mechanism, 

the rate of which is influenced by, among other factors, the properties of the amino acid 

residue at position 399. Based on our results the reversible protonation of H399 affects 

inactivation via the following molecular mechanism: Through an electrostatic interaction the 

protonated histidines regulate the occupancy of the K+ binding site in the selectivity filter that 

determines the rate of inactivation. The occupancy of the K+ binding site is influenced by 

filling from both the intra- and extracellular sides. The protonation of H399 has opposite 

effects on these two processes: it enhances filling from the intracellular side (slowing of 

inactivation) while it inhibits filling from the extracellular side (acceleration of inactivation). 

In order to verify the validity of our model we examined the dependence of the rate of 

inactivation on the extracellular pH and K+ concentration, the effect of pHo on inactivation in 

solutions of various ionic strengths, as well as the kinetics of the filling of the K+ binding site 

by measuring the association and dissociation rates of Ba2+ ions. We modeled the properties 

of the wild type channel containing deprotonated or protonated H399 residues with H399L 

and H399K mutants, respectively.  Our findings about the pHo and K+ dependence of 

inactivation have significance in the understanding of the inactivation mechanism of Shaker 

K+ channels. This mechanism may also help the adaptation of T cells to conditions in which 

the pHo and K+ concentration differ from normal conditions (e.g. in areas of inflammation). 

 Toxins Ce1, Ce2 and Ce4 of the five (Ce1-5) toxins purified from the venom of the 

scorpion Centruroides elegans that belong in the Noxiustoxin subfamily blocked Kv1.3 with 

high affinity without blocking IKCa1. None of the effective toxins blocked Shaker channels 

or Kv2.1 belonging to the Shab family. Peptides selectively blocking Kv1.3 over IKCa1 may 

have great significance in the therapeutical inhibition of T cell subtypes whose proliferation 

is dependent on Kv1.3 channels. 
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