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1 BEVEZETES

A specifikus antigén hatdsara in vivo kialakulé hatékony és fajlagos immunvélasz
alapfeltétele a sejtosztédast és differencialodast magaban foglald lymphocyta klén expanzid.
A T-sejt receptor (TCR/CD3 komplex) stimuldciéjit kovetden (2-3 dra) a lymphocytdk akkor
is a proliferdci6 utjara lépnek, ha a kezdeti stimulust megsziintetjiik (McCardy és mtsai,
1988). Ez alatt a membrantranszport folyamatok hatdsara megvaltoznak az intracellularis ion
(pl. Ca**, Na*, pH (Grinstein és Dixon, 1989; Cahalan és mtsai, 2001)) és metabolit (gliikéz,
aminosavak) koncentriacidk (Jacobs és mtsai, 1989; Bental és Deutsch, 1993). Ezt kdvetéen
szdmos aktivicidval Osszefiiggd gén kerill 4tirdsra, beleértve az interleukin-2 autokrin
novekedési faktor génjét (Shaw és mtsai, 1988).

A lymphocytak domindns fesziiltségfiiggd K* csatorndjdnak, a Kv1.3 csatorndnak a
felfedezésével egyiddben deriilt ki, hogy ezek a csatorndk kozponti szerepet jitszanak a T
sejtek antigénekkel és mitogénekkel kivaltott aktivaciéjadnak és proliferacidjanak
szabalyozdsaban (Matteson és Deutsch, 1984). A Kvl.3 csatorndk aktivitisa dontéen
befolyasolja a T sejtek membranpotencidljat, s ezen keresztiil a sejtek aktivacidjaban
kulcsszerepet jatszo Ca2+—fiigg()' jelatviteli folyamatokat (Leonard és mtsai, 1992; Cahalan és
mtsai, 2001). A Kv1.3 csatorna lymphocytdk jelatviteli folyamataiban betoltott szerepének
tisztazasdban fontos szerepe volt a Kv1.3 csatorndkat gatld peptid toxinoknak és az igen
sokféle kémiai szerkezeti un. kis-molekula Kv1.3 inhibitoroknak (Panyi és mtsai, 2004c;
Chandy és mtsai, 2004). A Kvl.3 csatorndk specifikus, nagy affinitasi gétlészereinek
felfedezését cé€lz6 vizsgalatok fontossagat jelzi az is, hogy kiiszobon all az ilyen molekulak
terdpids céli felhaszndldsa egyes autoimmun betegségek (sclerosis multiplex, rheumatoid
arthritis) kezelésében (Wulff és mtsai, 2003a; Beeton és mtsai, 2006b; Panyi és mtsai, 2006).
A Kv1.3 csatorndk aktivitisa a gatlészereken feliil befolydsolhaté a csatorna kapuzasat
jellemzd biofizikai paraméterek mddositdsdval is. A csatorndk kapuzdsat befolydsold hatds
érkezhet a sejtek kornyezetébdl, ami tobbek kozott a sejteket koriilvevd folyadék
ionosszetételének vagy pH-janak valtozasa lehet (Lopez-Barneo és mtsai, 1993).

Mindezek alapjan vildgos, hogy a Kvl.3 csatorndk farmakoldgiai és biofizikai
tulajdonsdgainak vizsgilata lényeges Uj informdcidkkal szolgdlhat a T sejtek és az
immunrendszer élettani és patholdgids mukodésére vonatkozdlag, az igy nyert ismeretek
pedig felhaszndlhatok az alternativ immunszuppressziv therdpia kifejlesztését célzé

farmakoldgiai kutatdsokban.



2 TUDOMANYOS HATTER

2.1 Ioncsatornak szerepe a lymphocytak aktivaciojaban

Az antigén prezentdldé sejt f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC) fehérjéihez
kotédé antigén aktivilja a TCR/CD3 molekulakomplexet, amely szdmos intracelluléris
protein kinaz transzlokacidjat és aktivitdsdnak fokozoddsiat vonja maga utdn (pl. az Src
kindzok csoportjaba tartoz6 Lck és Fyn; ZAP-70; Tec) (Janeway és mtsai, 2001). Az ennek
kovetkeztében aktivalodo jelatviteli dtvonalak koziil kiemelendd a Ca®* jel kialakuldsa (1.
abra). Ez a foszfolipiz Cy enzim (PLCy) foszforildlt adapter proteinekhez torténd
kapcsolddésdval és Tec kindzok dltali foszforilacidjaval kezdddik, ami aktivélja a PLCy-t. A
PLCy enzim a foszfatidilinozitol-biszfoszfdt membranlipidet inozitol-triszfoszfatra (IP3) és
diacilglicerolra (DAG) hasitja. A keletkezé molekuldk két jol elkiilonithetd, de szorosan
Osszefiiggd jelatviteli kaszkddot inditanak el. A diacilglicerol a protein-kindz C (PKC)
utvonalat aktivdlja. Az aktivalt PKC izoenzimek koziil kiemelendd a PKCO, amely szdmos
intracellularis szubsztrat foszforildci6jahoz vezet és transzkripcidt triggerel a Fos/Jun
transzkripcids faktor komplexen keresztiil szimos gén AP1 elemén (Northrop és mtsai, 1993;
Acuto és Cantrell, 2000). A masik jelatviteli Gt magdba foglalja az intracelluldris Ca®
koncentrécié legtobb esetben oszcilldlé emelkedését, amely a kalmodulinon keresztiil a
kalcineurin nevii foszfatdzt aktivdlja. A kalcineurin defoszforildlja az NF-AT transzkripcids
faktort, eldidézve ezaltal annak a magba torténd transzlokécidjat, és az interleukin 2 gén
promoter eleméhez kotddését, amely dltal IL-2 termelést indit el, és a tobbi jeldtviteli
mechanizmussal (MAP kindz, Ras, Fos) szorosan egyiittmiitkédve a sejtek proliferacigjat
beinditja (Rao és mtsai, 1997; Crabtree, 1999).

Az elézbéekben vizolt Ca**-dependens jeldtviteli dtvonal jelentés mértékben fiigg a
plazmamembranban elhelyezkedd K* és Ca®" ioncsatornak aktivaciojatol (Panyi és mtsai,
2004b; Panyi és mtsai, 2004c; Cahalan és mtsai, 2001). Amig a Ca* jel kezdeti szakaszanak
kialakuldséért az endoplazmatikus retikulumbdl torténd, IP; receptoron keresztiil
bekiovetkezd Ca™ felszabadulds felelés, a Ca* jel fenntartott fazisaban a Ca**
plazmamembranon 4t torténd bedramldsa a dontd. Ez Ca®" szelektiv csatorndkon keresztiil
torténik, amelyek az endoplazmatikus retikulum Ca®* raktdrdnak Kkiiiriilését kovetéen
aktivalodnak (1. dbra). A kapcsolatot a raktdrak kiiiriilése és a plazmamembran csatorndk
kozott valdsziniileg a STIMI Ca® szenzor fehérje biztositja (Zhang és mtsai, 2005). A
plazmamembran Ca®* szelektiv csatorndt “store-operated” Ca®* csatorndnak, vagy kalcium
felszabadulds aktivdlta Ca** csatorndnak (angol rovidités: CRAC) nevezik (Zweifach és
Lewis, 1993; Prakriya és Lewis, 2003), melynek molekuléris azonositdsa a milt évben tortént
meg (Yeromin és mtsai, 2006; Prakriya és mtsai, 2006). A CRAC csatorna egyik jellemz6
tulajdonsdga, hogy nyitdsi valdsziniisége nem fiigg a membranpotencidltol. A nyitott CRAC



csatorndkon keresztiil folyé aram elektrokémiai hajtéerejéhez komoly hozzijaruldst ad a
sejtek membranpotencidlja (Lewis ¢és Cahalan, 1995; Lewis, 2001). A T sejtek
membranpotencidlja =50 és —60 mV kozotti érték, melyet a lymphocytdk két domindns K*
csatorndja, a fesziiltség-fiiggd depolarizacid-aktivalt Kvl.3 és a Ca”*-aktivalt K* csatorna
(IKCal) hataroz meg (Matteson és Deutsch, 1984; Fanger és mtsai, 2000). E két ioncsatorna
dltal létrehozott kation kidramlds még a depolarizlé hatdst okozé Ca™ influx mellett is
biztositja a sejtmembran hiperpolarizalt allapotat, létrehozva ezzel a Ca™ bedramldshoz

sziikséges hajtderdt, €s igy a megfeleld Ca**-medialt jelatvitelt (1. dbra).
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1. abra A Kv1.3 és IKCal csatornak szerepe a T sejt receptor jelatvitelében (Panyi és mtsai,
2004 alapjan)

2.2 A fesziiltség kapuzott Kv1.3 csatorna fébb biofizikai tulajdonsagai

A lymphocytdk dominéns fesziiltségvezérelt K™ csatorndjat, a hKCNA3 gén 4ltal
kédolt Kv1.3 csatornét (http://www.iuphar-db.org/iuphar-ic/KV1x.html) 1984-ben irtdk le
(Matteson és Deutsch, 1984; Decoursey és mtsai, 1984). A Kv1.3 ioncsatorna a szekvencia

homolégia alapjan a fesziiltségvezérelt ioncsatorndk Shaker csalddjiba tartozik. A csatornat
négy azonos alegység alkotja, melyek elrendezddése megkozelitdleg szimmetrikus az altaluk
létrehozott pérus koriil. Az egyes alegységek kb. 500 aminosavbdl dllnak, a tetramer
csatornat az alegységek kozotti nem-kovalens kotések tartjdk ossze (MacKinnon, 1991).

Minden egyes alegység 6 transzmembran o-helikélis szegmensbdl és az Oket 6sszekotd intra-



és extracelluldris hurkokbdl tevodik Ossze (2. dbra A rész). A csatorna pérusat az 5. és 6.
transzmembran szegmensek (S5 és S6) kozotti extracelluldris hurkok valamint az S6
szegmensek egyes részei egyiittesen hozzak l1étre. A csatorna ugyanezen régidjahoz kotodik
a Kv1.3 csatornak szdmos peptid és kis-molekula gatlészere is. A pérusrégio tartalmazza a K*
szelektivitast biztosito kiilondsen konzervativ szelektivitasi filter (GYGD) szekvenciat is.

A Kv1.3 csatorndk fesziiltségfiiggd ioncsatorndk, amelyek a membran depolarizacidjara
nyitnak ki. A membrinpotencidl vdltozasait a csatorna fesziiltségszenzora érzékeli, melyet a
tobb pozitiv toltést hordozé S4 hélixek ill. a nettd negativ toltéssel biré S3 hélixek kozosen
alkotnak (Jiang és mtsai, 2003b; Long és mtsai, 2005a; Long és mtsai, 2005b). A
fesziiltségszenzornak a membran depolarizacidjat kovetd elmozduldsa a csatorna aktivacids
kapujanak megnyildsdhoz vezet.

Az el6z6ekben targyalt, fOként struktirdlis informdcidkat a Shaker csatorndk
mutagenezise, ill. peptid toxinok és a csatorna pdrusa kozotti interakcidk vizsgalata alapjan
hatdroztdk meg. A poérus és a szelektivitasi filter szerkezetére ezen adatok alapjan levont
indirekt kovetkeztetéseket MacKinnon rontgen-krisztallografids kisérletekkel igazolta. A
KcsA és a fesziiltségfiiggd K csatornak kristalyszerkezete alapjdn a csatorndk extracelluldris
pérusa négy szekvencidlis K kotShelyet tartalmaz, ezen kivill egy extracelluldris
rehydrécids/dehydriacios kotOhelyet is feltételeznek (Doyle és mtsai, 1998; Zhou és mtsai,
2001; Jiang és mtsai, 2003a).

A poérusban taldlhaté K™ kotohelyek feltérképezésének masik médszere az ionok
péruson keresztiili dramldsinak mérésén alapul. Ezen kisérletekhez idedlis a Ba®*-ok
haszndlata, amelyekre a fesziiltségfiiggd K' csatorndk permedbilisak, de a Ba®* nagyobb
toltése miatt erdsebben kotédik az egyes kotdhelyekhez, igy a péruson keresztiili mozgasa
lassabb. Neyton ¢és Miller BK K" csatorndk esetén ezzel a mddszerrel a
rontgenkrisztallografids médszerhez hasonléan szintén négy K* kotdhelyet térképezett fel
(Neyton és Miller, 1988b; Neyton és Miller, 1988a). Harris és munkatdrsai Shaker
csatorndkban a Ba**-ok felhasznéldsdval harom kotdhelyet azonositottak a pdérusban (Harris
és mtsai, 1998).

A fesziiltségfiiggd K' csatorndk kapuzdsdnak szabdlyozdsaban tobb ionkotShely
szerepét bizonyitottdk. Grissmer és Cahalan irtdk le Kv1.3 csatorndk extracelluldris
bejaratdndl 1évé K kotShelyet, amelynek telitddése a C-tipust inaktivdcié lassuldsat
eredményezik. A szintén 4ltaluk leirt Ca®* kotShely ionkotése a csatorna blokkoldsat és
inaktivécidjdnak gyorsuldsit eredményezi (Grissmer €s Cahalan, 1989). Levy és Deutsch a
Kv1.3 csatornédk inaktivalt 4llapotbol zart allapotba torténd visszatérését befolydsold alacsony
affinitdsd K" kotéhelyet azonositottak (Levy és Deutsch, 1996). Baukrovitz és Yellen Shaker
csatorndkon vizsgdltdk az N-tipusud és a C-tipusi inaktivicié egymadsra gyakorolt hatdsat, és
egy, az inaktivaci6 sebességét befolyasolé K™-kotbhelyet azonositottak, amelynek K* kotése
az inaktivaci6 lassuldsat eredményezte, a kotOhely Ky értéke 2 mM (Baukrowitz és Yellen,
1995; Baukrowitz és Yellen, 1996).



A tobbek 4ltal leirt, a C-tipusd inaktivdciét befolydsol6 K* kotéhely nagy
valészinliséggel a csatorna pdrusiban elhelyezkedd K* kotShelyek koziil a legkiilsé
kotohelynek, az tun. ,external lock in site”’-nak felel meg (Neyton és Miller, 1988a).
Elképzelheté ugyanakkor, hogy egy feliiletesebben elhelyezkedd kotShely K' kotése
akadalyozza az ionok kilépését egy, a porusban mélyebben elhelyezkedd, az inaktivéacidt
kozvetleniil befolydsol kotOhelyrdl, és igy tobb kotéhely kolcsonhatdsa hatdrozza meg az
inaktivacio sebességét (Kiss és mtsai, 1999).
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2. abra A Kv1.3 és IKCal csatorndk jellemz6 tulajdonsagai

A: a tetramer csatorna Osszeszerel6dése alegységekbdl. B: 1000 ms hosszii depolarizdld
impulzusokkal kivaltott Kv1.3 dram human periférids vérbdl izoldlt T lymphocytdkban. A
belsd dbra a fesziiltség protokollt mutatja. C: a Kv1.3 csatorndk egyensilyi aktivacidjanak
fesziiltségfiiggése. D: a Kv1.3 csatorndk egyensilyi inaktivacidjanak fesziiltségfiiggése. E: az
IKCal csatorndk fesziiltség rdmpa protokoll (betét dbra) altal kivéltott jellemzd drama. A
tiszta IKCal 4ram a Kvl1.3 csatorndk  aktivicids  kiiszobénél negativabb
membranpotencidlokon mérhetd.

A Kv1.3 csatorndk aktivacios kiiszobe kb. =50 - -60 mV, ami megegyezik a T sejtek
nyugalmi membranpotencidljaval. Az aktivacios kiiszobtol pozitivabb
membranpotencidlokon a csatorndk nyitasi valoszinlisége meredeken emelkedik (Cahalan és
mtsai, 1985). A csatorndk egyensulyi inaktiviacidja a T sejtek nyugalmi potencialjandl nem

teljes (Pahapill és Schlichter, 1992; Verheugen és mtsai, 1995). Az egyensulyi aktivici6 és



inaktivacié fesziiltségfiiggése (2. dbra C és D rész) egy olyan membranpotencial-ablakot
hatiroz meg, ahol a Kvl.3 csatorndk aktivak. Ezen ablak a lymphocytik nyugalmi
membranpotencidl-értékének megfeleld fesziiltségeknél van, igy az aktiv Kv1.3 csatorndkon
keresztiili K* fluxus hozzdjdrul a diffiziés membréanpotencidl kialakitdsdéhoz (Panyi és mtsai,
1994; Pahapill és Schlichter, 1992). Tartds depolarizicid soran a csatorndk az aktivalt
allapotbdl egy nem-vezetd un. inaktivalt llapotba keriilnek (Panyi és mtsai, 1995; Marom és
Levitan, 1994). Ebbdl az éllapotb6l a Kv1.3 csatorndk még —120 mV membréanpotenciél
mellett is hosszud id6 alatt (~50 s) térnek vissza nyugalmi (zart) dllapotukba. Az inaktivacid
alapjdban véve csokkenti a membranpotencidl kontrollhoz rendelkezésre 4116, aktivalhaté K
amely azonban sokkal lassabb, mint a tobbi Kv1.x csatorna inaktivicidja, igy az aktivalt
Kvl1.3 csatorndk jelentés K™ fluxust képesek létrehozni mielStt a nem-vezetd inaktivalt
allapotba keriilnek. A Kvl.3 csatorndk lassu inaktivacidja, valamint a lymphocytdk
membranjanak rendkiviilien magas ellenalldsa (10-20 GQ) biztositjak azt, hogy a T sejtek
membranpotencidljat kevés szamu aktiv csatorna is képes fenntartani (Verheugen és mtsai,
1995; Defarias és mtsai, 1995).

2.3 A C-tipusu inaktivaci6 mechanizmusa és Kkapcsolata az extracellularis tér
iondsszetételével

Az inaktivacio egy fizioldgias folyamat, mely kontrolldlja a csatorndn athaladé ionok
szdmat. A Shaker csalddba tartozé K™ csatornak két alapvetéen kiilonbdz8 mechanizmus
révén inaktivdlédhatnak. Az N-tipusi inaktivicié sordn a csatorna alegységeinek N-
terminélis részét képzd un. ,inaktivdcids labddk” egyike eltomiti a csatornapdrust az
intracelluléris oldal feldl, s igy akadédlyozza meg a tovabbi iondramlast (Hoshi és mtsai, 1990;
Zagotta és mtsai, 1990).

Ellentétben az N-tipusd inaktivicidval, a lassd, kordbban C-tipusinak nevezett
inaktivacié molekuldris mechanizmusa még ma sem pontosan ismert. Abban mindenki
egyetért, hogy a C-tipusi inaktividcié a porus extracelluldris bejdratiban bekovetkezd
konformacidvéltozas kovetkezménye. Az, hogy ez a konformaciovaltozas milyen kiterjedésti,
mar nem egyértelmil. Az inaktivacio kialakuldsdnak leirdsara kezdetben két modell alakult ki.
Az egyik szerint a csatorna porusdnak extracelluldris bejaratdban bekovetkezd
konformécidvéltozds az ionok vezetésére szolgdlé porus Osszeeséséhez vezet (Yellen és
mtsai, 1994), meggétolva ezzel a K* és egyéb ionok dramldsit (3. dbra). A masik modell
szerint a lassu inaktivdcié a csatorna ion-szelektivitisdnak megvaltozdsat jelenti a nyitott
allapot kialakulasat kovetden (Starkus és mtsai, 1997). Ez utébbi modell szerint molekularis

atrendez0dés csak a szelektivitasi filterben kovetkezik be, és az inaktivacié sordn a csatornak



csak K" szdmara vdlnak 4tjarhatatlannd, mig Na* és Li* szdmara a porus 4tjarhaté marad. A
modellektdl fiiggetleniil altaldnosan elfogadott nézet az, hogy a csatornit alkotd négy
alegység kooperativ médon hatdrozza meg az inaktivicid sebességét (Panyi és mtsai, 1995;
Panyi és Deutsch, 1996).

A Shaker csaléddba tartozé csatorndk egy részében jelen van mind az N-tipusd, mind a
lasst inaktivacid, mig bizonyos csatorndk csak az utobbi mechanizmussal inaktivdlédnak. Ez
utébbi csoportba tartozik a Kv1.3 csatorna is. Az N-tipusd inaktivicié hidnya ezen
csatorndkban arra vezethetd vissza, hogy a csatornaalegység N-termindlis részén 1€vo
»~inaktvaciés labda” hidnyzik. Mivel az inaktivdcié sebességét a gyorsabb mechanizmus
sebessége hatdrozza meg, a csak lassu inaktivacids mechanizmussal rendelkezd ioncsatornak
inaktivicidja lényegesen lassabb azon csatorniakhoz képest, amelyekben jelen van az N-
tipust inaktivacio is.

A C-tipust inaktivici6é sebességét az inaktivaciés kapunak megfelelden taldlhaté K*
kotohely telitettsége hatdrozza meg. A kotOhely telitettségének novekedése lassitja az
inaktivaciét a ,ldb az ajtéban” (foot-in-the-door) mechanizmusnak megfeleléen. Ennek
lényege, hogy az inaktivici6 csak akkor mehet végbe, ha az inaktivaciés kapunak
megfelelden taldlhaté K™ kotShely iires, az ezen a kot6helyen K-t kitott csatorna pedig nem
képes inaktivdlodni (Lopez-Barneo és mtsai, 1993; Baukrowitz és Yellen, 1996). A fent
emlitett K" kot6hely val6sziniileg a pérusban egymas utéan elhelyezkedd 3-4 kothely koziil a
legkiils6, az un. ,,external-lock-in site”.

A ,foot in the door” mechanizmus helyességét tobb kisérleti eredmény is
aldtdmasztja: 1. Az N-tipusd inaktivacié gyorsitja a C-tipusi inaktiviciot azéltal, hogy az
inaktivaciés labda bekotédése megakadalyozza a kifelé irdanyulé kdliumédramot, és igy
lecsokkenti a kotShely kéliumionok szdmédra valé hozzaférhetdségét és telitettségét
(Baukrowitz és  Yellen, 1995). 2. Ugynevezett “use-dependent” intracelluldris
csatornablokkolok (pl.: TEA, C3-TEA, C4-TEA, CI0-TEA) a C-tipusi inaktivacio
gyorsuldsit okozzdk. A gyorsulds mértéke j6 egyezést mutat a gatldszerek csatorndhoz kotott
allapotdnak élettartamdval. Minél nagyobb ez az id§, anndl jelentdsebb a C-tipusu inaktivacié
gyorsuldasa annak megfeleléen, hogy hosszabb id6t tolt a gatloszer a pérusba kotddve, igy
kisebb a kéliumkotdhely kdliumionok szdmdéra valé hozziférhetdsége az intracelluldris tér
fel6l (Baukrowitz és Yellen, 1996). 3. Magas extracelluldris kdliumkoncentracié mellett a C-
tipust inaktivacié lassabba és kétfazisiva valik (Grissmer és Cahalan, 1989), mivel a
kotdhely nagyobb mértékben toltédik K*-nal az extracellularis tér feldl.

A C-tipusu inaktivaci6 sebességét dontéen befolydsolja az extracelluldris porusrégio
aminosav sorrendje, kiilonosképpen a Shaker B csatorna 449-es pozicidjanak megfeleld
helyen taldlhatd6 aminosav mindsége. A Shaker B csatorndkban 449-es poziciéban
elhelyezkedd threonin alaninra valé cseréje az inaktivacid jelentdés gyorsuldsat, mig
hisztidinre vagy egyéb aromds aminosavra valé cseréje az inaktivicié lassuldsat

eredményezte (Lopez-Barneo és mitsai, 1993). Ezen feliill az inaktivicié sebessége



modosithatd gatloszerekkel (pl. tetraetil-ammonium), valamint az extracelluléris oldat kation
Osszetételének és pH-janak véltoztatdsaval (Kurata és Fedida, 2006).

Az extracelluldris tér pH-ja (pH,) két moédon befolydsolhatja az ioncsatorndk
mukodését. Egyik hatds az angol szakirodalom 4ltal “shielding” mechanizmusnak nevezett
ugynevezett “toltésarnyékolds”. Ennek tisztizasdhoz két fogalom, a membrinpotenciil-
kiilonbség és a membranfelszini potencidlkiilonbség bevezetésére van sziikkség. A
membranpotencidl-kiillonbség a membran két oldalan 1évé  oldatok  kozotti
potencidlkiilonbség.  Membréanfelszini potencidl-kiilonbségnek a membréan extra- és
intracelluléris felszine kozotti potencidlkiilonbséget nevezziik, amelynek kialakitisdban az
extra- €s intracelluldris oldat Osszetételén kiviil a membran felszinén elhelyezkedd toltott
molekuldk és molekularészek (disszocidbilis aminosavoldallancok, toltéssel rendelkezd
foszfolipidek stb.) is fontos szerepet jatszanak. A kaliumcsatorndk fesziiltségfiiggo
kapuzdsinak  szabdlyozdsidban nem a membranpotencidl-kiilonbség, hanem a
membranfelszini potencidlkiilonbség vesz részt. Az dgynevezett toltésdrnyékolast
Frankenhaeuser és Hodgkin irtdk le divalens ionokkal, elsdsorban Ca’*-mal kapcsolatban
(Frankenhaeuser és Hodgkin, 1957). Az elmélet alapja, hogy a kalciumionok képesek
kapcsolodni a membran felszinén elhelyezkedd negativ t6ltésii csoportokhoz, és arnyékolni
ezek toltését. Az extracellularis Ca’" koncentrdcié novelése fokozza ezt a toltésarnyékolast,
vagyis egyre tobb negativ toltésii csoporthoz fog kapcsolddni Ca®, ami a membrén
extracellularis oldaldn a nettd toltés pozitivabba valdsdhoz vezet, aminek kovetkeztében a
membran hiperpolarizalddik . Az extracellularis kalciumkoncentracié csokkentése csokkenti
a toltésarnyékoldst, és az extracelluldris membréanfelszin nettd toltése negativabba valik, a
membran depolarizdlédik. Az extracellularis pH véltoztatdsa ugyancsak befolydsolja a
toltéssel rendelkez6 molekuldk, molekularészek viselkedését azok protonacidja-
deprotonicidja révén. Az extracellularis pH csokkentése, fokozza a disszocidbilis csoportok
protonacidjat, 1igy hasonléan az extracelluldris kalciumkoncentracié néveléséhez
hiperpolarizaciét eredményez. Hasonlé okok miatt a pH novelése depolarizaciét hoz 1étre
(Hille, 1992; Sperelakis, 1998).

Az extracelluldris pH a csatornamiikodést magan a csatornafehérjén, annak
extracellularis felszinén 1év6 disszocidbilis aminosavoldallincok médositdsdn keresztiil is
befolyasolja, amely a toltésarnyékolassal ellentétben specifikus kolcsonhatast jelent. Ebbdl a
szempontb6l foleg az S5 és az S6 szegmenst Osszekotd, a pérus kialakitdsdban fontos
szerepet jatszo, ugynevezett P-régid disszocidbilis aminosavai birnak jelentdséggel. Ezek

koziil Kv1.3 csatorndban kiemelkedik a 399-es helyzetben 1év6 hisztidin szerepe. A hisztidin



reverzibilisen protondlhatd, a reakcié pK értéke oldatban 6,5. Ezt mikrokdrnyezeti hatdsok
moédosithatjak, igy a fehérjében 1évo hisztidin pK értéke az oldatban meghatirozott értéktol

jelentdsen eltérhet.

Alacsony extracellularis pH mellett a membranfelszini toltésarnyékoldssal
magyardzhaté a Kv1.3 csatorndk egyensulyi aktivdcidjdnak pozitivabb membranpotencidlok
irdnyaba vald eltoldddsa, ugyanakkor az egyensulyi inaktivicié eltoléddsanak hatterében
feltételezhetd a pérusban vagy annak kozelében elhelyezked6 aminosavoldallancok (pl. A
His399) mdédositasa is (Deutsch és Lee, 1989; Teisseyre és Mozrzymas, 2007; Teisseyre és
Mozrzymas, 2006).

Az irodalombdl ismert, hogy tobb, a Shaker csalddba tartozé csatorna inaktivacios
kinetikdjat modositja az extracellularis pH. A legtobb csatorna esetén az extracellularis pH
csokkenésekor a C-tipusd inaktivicié gyorsuldsat tapasztaltidk. Amennyiben az S5 és S6
régidt 6sszekotd peptidszakasz hisztidinoldalldncot tartalmazott, a csatorna pH-érzékenysége
jelentdsen megnovekedett. A vad-tipusi Shaker csatorndk C-tipusu inaktivdcidjat az
extracellularis pH csokkentése gyorsitotta (Perez-Cornejo, 1999a). Ez a gyorsulas a legtobb
T449X mutidns esetén észlelhetd volt, a legkifejezettebb hatds a T449H csatorndnél
jelentkezett (Lopez-Barneo és mtsai, 1993). Az un. ,turret” régidban elhelyezkedd 425-0s
helyzetii fenilalanin hisztidinre val6 cseréje is megnovelte az inaktivacié pH-szenzitivitdsat
(Perez-Cornejo, 1999a). Az extracelluldris pH csokkentése gyorsitotta az rKv1.5 csatorndk C-
tipust inaktivaciojit, amelyben fontos szerepe van a Shaker csatorndk 425-6s aminosavaval
ekvivalens pozicidban elhelyezkedd hisztidinnek (His452). Ugyanakkor a hisztidint kritikus
poziciéban nem tartalmazé rKv1.2 csatorndk C-tipusu inaktivacidja pH-inszenzitiv (Steidl és
Yool, 1999), migaz tn. ,turret” régidban hisztidint (His508) tartalmaz6 fKv1.4 csatorndk C-
tipust inaktivacidja gyorsult alacsony pH-n (Li és mtsai, 2003). A K532Y muticié (a Shaker
T449 ill. a Kv1.3 H399 aminosavakkal ekvivalens pozicié) az fKv1.4 csatorndk esetén
lassitotta és pH-inszenzitivvé tette az inaktivacidt. Kehl és munkatirsai kisérleteiben az
extracelluldris pH csokkentése a hKv1.5 csatorndk dramit blokkolta, a hatds magas [K']
mellett csokkent. Az inaktivacié gyorsuldsa a szerzOk szdmitdsai alapjdn nem okozhatta az
dramamplitdd6 csokkenését (Kehl és mtsai, 2002). Az inaktivacié pH, fliggését magyarazé
molekuldris mechanizmus a fentebb felsorolt kisérletes eredmények ellenére nem pontosan
tisztazott.

Az el6zdek alapjan kiilondsen figyelemreméltd, hogy mig minden mds csatornandl a

kinetika gyorsuldsa figyelhetd meg a pH csokkenésével, addig a Kv1.3 csatorna esetében



lassul a C-tipustu inaktivacié (Deutsch és Lee, 1989). A Kvl.3 fontos és egyediilalld
tulajdonsaga a pH érzékenység szempontjabdl, hogy a kritikus (Shaker 449-cel ekvivalens)
poziciéban egy titrdlhat6 hisztidin taldlhaté (H399) (3. 4bra).

pr inaktivaciés kapu ( K+ kétéhely

3. abra A C-tipusu inaktivacié modellje

A C-tipust inaktivcid sordn a csatorna pérusdnak extracelluldris bejarata Osszeesik, ami az
inaktivacios kapu zarédasat eredményezi. Az inaktivdcid szempontjabdl kritikus helyzetben
az un. ,external lock-in site” van, amelynek kdliumtelitettsége 1ényegesen befolydsolja az
inaktivicié sebességét. Minél nagyobb ezen kotShely telitettsége, anndl lassabb az
inaktivaci6. A kotShely kéliumionok szdmara vald hozzaférhetdségét a 399-es helyzetii
aminosav (vad-tipusu Kv1.3 csatornaban hisztidin) mindsége 1ényegesen befolydsolja.

A lassd inaktivici6 pH-fiiggése fontos szabdlyozé mechanizmus lehet példaul
gyulladdsos teriileteken, ahol a kornyezet pH-ja jelentdsen eltérhet a fizioldgids értéktdl.
Mivel a human lymphocytdk membréanpotencidljat elsésorban a Kv1.3 csatorndk hatdrozzdk
meg, ezek milkodésének a pH, valtozdsa altal okozott mddosuldsa befolydsolja a sejtek
membranpotencidljat és ezen keresztill szdmos sejtfunkciét. Nevezetesen, gyulladasos,
alacsony pH-ju teriileten a Kv1.3 csatorndk lassabb inaktiviciéja miatt atlagosan hosszabb
ideig tartanak nyitva e csatorndk. Ez negativabb membrinpotencidlt eredményez, ami kedvez
a lymphocytdk aktivaciGja sordn kialakulé jelatviteli folyamatoknak. Eppen ezért fontosnak
tartottuk annak vizsgalatit, hogy a lassi inaktivicié sebességét milyen molekuléris

mechanizmussal csokkenti az extracellularis pH csokkenése.
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2.4 A Ca® aktivalt IKCal K* csatorna fébb biofizikai tulajdonséagai

A Kv1.3 csatorndk mellett a human T lymphocytdk mésik dominans kdliumcsatornéja a
kozepes vezetOképességii (11-35 pS) Ca®* aktivalt kdlium csatorna (IKCal, vagy mas 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 csatorndkéhoz hasonld, négy egymdassal nem

kovalensen kot6dd alegységbdl dll, amelyek mindegyike 6 transzmembrdn szegmenst
tartalmaz. A két csatorna pérusdnak toxin receptorként is funkciondld extracelluldris bejarata
szintén nagy hasonlésdgot mutat, ennek megfeleléen a peptid toxinok hasonld jelleggel
kotédnek a két csatorndhoz (Rauer és mtsai, 1999). A két csatorna kozott két 1ényeges
szerkezetbeli eltérés van: 1) Az IKCal csatornaalegységeinek C-termindlisihoz Ca®*-t6l
fiiggetleniil 1:1 sztochiometridval kalmodulin asszocialédik, amely a csatorna Ca™* érzékeléje
(Fanger és mtsai, 1999). A csatorndk miikodését az intracellularis szabad Ca’" koncentrécié
vezérli, annak ([Ca2+]i) 200nM feletti szintre emelkedése utdn nyitnak ki, fél-maximélis
aktivacié 300-450 nM [Ca*]; mellett kdvetkezik be, mig a maximadlis nyitdsi valészinliség

2+]i sziikséges (Grissmer és mtsai, 1993). 2) Az IKCal csatorndk S4

eléréséhez 1 pM [Ca
szegmensében (a Kv1.3 csatorndk fesziiltségszenzora) nem taldlhatéak meg a fesziiltségfiiggod
kapuzashoz sziikséges pozitiv toltésii aminosav-oldallancok, igy a csatorna kapuzdsit a

membranpotencidltdl fiiggetleniil csak a [Ca®*]; hatdrozza meg.

2.5 A Kvl.3 és IKCal csatornak lymphocytaaltipus-fiiggé expresszidja: a Kv1.3
csatornak farmakologiai jelentosége

Nyugvé lymphocytdk jéval nagyobb szdmban fejezik ki a Kv1.3, mint az IKCal
csatorndkat, igy e sejtekben a membranpotencidl szabdlyzdsiban elsOsorban a Kvl.3
csatorndk vesznek részt (Cahalan és mtsai, 2001; Panyi és mtsai, 2004c). Ennek bizonyitasa a
Kv1.3, ill. az IKCal csatorndkat specifikusan blokkol6 peptidtoxinokkal tortént. A Kv1.3
specifikus Margatoxin (MgTx) hatdsdra a Kv1.3 csatorndk blokkoldsa kovetkeztében a
nyugvé T sejtek membrdnja depolarizdlddik, ami kovetkezményesen gitolja a CRAC
csatorndkon keresztiili Ca** influxot, amely a sejtaktivicié elmaraddsat vonja maga utin
(Leonard és mtsai, 1992). Hasonld kisérleti elrendezésben az IKCal-sepcifikus TRAM-34
toxin nem befolyasolta a nyugvo T sejtek miikodését az alacsony IKCal expresszionak
megfeleléen (Wulff és mtsai, 2000; Ghanshani és mtsai, 2000). A T-sejt aktivacié alatt az
IKCal csatorndk expresszidos szintje megnd, igy az aktivalt lymphocytdkban a Kvl.3
csatorndk mellett az IKCal csatorndk is hozzdjarulnak a Ca®* bedramlds fokozdsihoz a
membrant hiperpolarizdl hatdsuk révén (Fanger és mtsai, 2001). Ennek megfeleléen ezen
sejtek membranpotencidlja, Ca** jelatvitele és ennek kovetkeztében proliferaciéja IKCal

gatlészerekre érzékennyé valik (Ghanshani és mrsai, 2000).

11



Az elmult években valt ismertté, hogy az egyes T sejt altipusok kiilonb6zé mértékben
expresszdljdk a Kv1.3 és az IKCal csatorndkat, ami lehetdvé teszi a Kv1.3 csatornit gatlé
toxinok therdpids céld felhasznaldsat (Wulff és mrsai, 2003b). A nyugvd T sejtek atlagosan
~200 - 400 Kv1.3 csatornit és 8—10 IKCal csatornat fejeznek ki. A sejtaktividcié utdn a
sejtfelszini antigénexpressziotdl, és az ezzel parosulo élettani funkciétdl fliggden (Sallusto és
mtsai, 2000) kiillonb6z6 mértékben véltozik a sejtek altal expresszdlt Kvl.3 és IKCal
csatorndk szdma (4. dbra). Az érett, de antigénnel még nem stimulalt naive T sejtek antigén
stimuldcidja a Kv1.3 csatornak expresszidjanak enyhe (~250/sejt—=>~400/sejt), ugyanakkor az
IKCal csatorndk expresszidjanak jelentds fokozdodasaval (8-10/sejt—=>500/sejt) jar egyiitt,
amely Kv1.3""IKCal"&" csatorna fenotipust eredményez. Az antigén stimuldci6t kovetden a
T-sejtek nagy része rovid élettartamu Un. “armed effektor” sejtté, kis része pedig kiilonbozo
tipusti memoria T sejtté differencidlodik. A centrdlis memoriasejtek (Tcm) a nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol a megfeleld antigént prezentald sejtekkel torténd stimuldcidjukat kdvetden
viszonylag hosszu id6 alatt differencidlédnak effektor sejtekké és keriilnek ki a gyulladas
helyére. Az aktivalt Tcy sejteket a naive T sejtekhez hasonléan a Kv1.3"“IKCal™e"
csatornafenotipus jellemzi. Ezzel szemben az effektor memoria sejtek (Tgy), melyek
kozvetleniil eljutnak a gyulladas helyszinére és azonnali effektorfunkcioval rendelkeznek,
aktivaci6jukat kovetden igen nagy szdmban fejeznek ki Kv1.3 csatorndkat (kb. 1500/sejt),
mig IKCal csatorna expresszidjuk nem jelentds (Kv1.3"¢"[KCal"" csatorna fenotipus) (4.
abra).

Naive Teum Tem
‘ antigén stimulus ismételt
antigén stimulus
IKCal: 5-35/sejt ~50/ sejt
Kv1.3: ~200/ sejt ~500/ sejt ~1500/ sejt
Kv1.3high

l

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

4.abra A nyugvo és aktivalt T lymphocytak Kv1.3 és IKCal csatorna expresszidja

A kisméretl sejtek a nyugvd, a nagyméretl sejtek az aktivalt T lymphocytakat szimbolizaljak.
A nyilak a differencidlodast és a sejtaktivacidt mutatjak.
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Mivel az IKCal csatorndk expresszidjanak fokozdsa a protein kindz C tdtvonalon, a
Ca®* jelatviteltél nagymértékben fiiggetleniil torténik (Ghanshani és mtsai, 2000), az IKCal
csatorndk szdménak novekedése akkor is bekdvetkezik, ha a Ca®* jelatvitel elsédlegesen
blokkolt Kv1.3 inhibitorokkal. gy az IKCal csatorndk up-regulici6jat kovetéen a naive és
Tem sejtek proliferdcidja Kv1.3 inhibitoroktdl fiiggetlenné vélik, szemben a Tgm sejtek
proliferacigjatol, ami kizarolag Kv1.3-fiiggd (Wulff és mtsai, 2003b). A csatornaexpresszid
kiilonbozdsége tehat lehetdvé teszi, hogy a kiilonbdzo funkcidval rendelkezd T-sejt altipusok
proliferdcidjat a Kv1.3 (Tgv sejtek) vagy az IKCal (naive és Tcwm sejtek) specifikus
blokkolasdval gatoljuk meg (Chandy és mtsai, 2004).

Chandy és munkatérsai azt taldltdk, hogy sclerosis multiplexben, I. tipusu diabetes
mellitusban ill. rheumatoid arthritisben szenvedd betegekben a betegség kialakulasaért felelOs
autoreaktiv T sejtek foleg effektor memoéria (Tem) sejtek, amelyek nagy szdmban
expresszdlnak Kv1.3 csatorndkat (Wulff és mtsai, 2003b; Beeton és mtsai, 2006b). Ezzel
szemben a betegekbdl szdrmazd, mas antigén specificitassal bird T sejtek, ill. az egészséges
kontroll személyekbdl szarmazo autoreaktiv T sejtek féleg naive ill. centralis memoria (Tey)
sejtek, amelyek kisebb szamban expresszaljak a Kv1.3 csatorndkat. A Tgvm sejtekben az
antigén prezenticiét kdvetden a Kv1.3 csatorndk az immunoldgiai szinapszisba vandorolnak
(Panyi és mtsai, 2004a). Specifikus Kv1.3 csatorna blokkolok nem akaddlyozzdk meg az
immunolodgiai szinapszis 1étrejottét, azonban gatoljak a Ca® jelatvitelt, a cytokin termelést és
végsO soron a Tgy sejtek proliferdcidjat. Ez a hatds specifikus volt a Ty sejtekre, mivel a
nyugvé (naive) €s Ty sejtek az IKCal csatorndk fokozott expresszidjaval mentesiilnek a
Kv1.3 blokkolds medialt proliferacié gatlas aldl. Patkdnyokban a Kv1.3 csatorna gatlészerei
hatékonyan  csokkentették a  kisérletes autoimmun encephalomyelitis tiineteit,
megakadalyoztdk a pristin indukélt arthritis kialakuldsat és csokkentették az experimentalis
autoimmun diabetes incidencidjat arra hajlamos (DP-BB/W) torzsekben. A Kv1.3 csatornat
gitld toxinok ugyanakkor az eddigi vizsgdlatok szerint nem rendelkeznek szisztémas
toxicitassal, nem mutagének. Mindezek alapjan varhat6é a Kv1.3 csatornablokkoldk therdpids
célu felhasznalasa autoimmun betegségek esetében (Panyi és mtsai, 2004b; Panyi és mtsai,
2004c; Chandy és mtsai, 2004; Wulff és mtsai, 2003a; Beeton és mtsai, 2006a).

A Kvl.3 csatorndk fentebb viazolt kozponti szerepe a T sejtek fiziologids és
patofiziologids koriilmények kozotti aktivdcidjdban indokolta a csatorna biofizikai és

farmakoldgiai karakterizdldsanak a disszertidcioban foglalt vizsgalatat.

2.6 A Kvl.3 csatornak peptid-tipusa gatlészerei

A Kvl.3 csatorna felfedezését kovetéen hamarosan kideriilt, hogy a csatorna

gitlészerei mind in vitro, mind pedig in vivo megakadalyozzdk a T sejt aktivaciot, beleértve a
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lymphokin szekréciot, sejtproliferaciot és a target sejtek elpusztitasat (Panyi és mtsai, 1996;
Deutsch, 1990; Koo és mtsai, 1997).

Ezen felfedezések nyomdn intenziv kutatdsok indultak meg specifikus és nagy
affinitdsi Kv1.3 blokkolok felfedezésére. Szamos Kv1.3 csatornagatloszert allitottak eld
allatok, els6sorban skorpidk méreganyagabdl (Leonard és mtsai, 1992; Price és mtsai, 1989).
Mas kutatécsoportokkal parhuzamosan a mi laborunk is tobb nagy affinitasu Kv1.3 és IKCal
csatornablokkol6 vegyiiletet allitott eld skorpiomérgekbdl (Péter és mtsai, 1998; Péter és
mtsai, 2000; Péter és mtsai, 2001; Batista és mtsai, 2002; Bagdany és mtsai, 2005). Az 1.
tdblazatban a néhany Kv1.3 és IKCal csatornakat blokkol6 peptidtoxint és azok legfontosabb

tulajdosdgait foglaltuk dssze.

toxin Kv1.3 Kq4 IKCal Ky | referencia
Charybdotoxin (ChTx) 3nM 5 nM (Grissmer és mtsai, 1993)
Noxiustoxin (NxTx) 1 nM >> 100 nM | (Leonard és misai, 1992)
Margatoxin (MgTx) 50 pM >>5nM (Leonard és mtsai, 1992)
Pandinus Imperator toxin 1 (Pil) 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)
médositott ShK toxin (Shk-Dap™) 52 pM 2.6 UM (Kalman és misai, 1998)
Anuroctoxin (AnTx) 730 pM >>10nM | (Bagdany és mtsai, 2005)
mddositott ShK toxin (Shk-L5) 69 pM 115 nM (Beeton és mtsai, 2005)

1. tablazat Néhany peptid toxin Kv1.3 és IKCal csatorndkra vonatkozé egyensilyi
disszociaciés allanddja (Kg)

A Kkiilonboz6 skorpidk mérgébdl elddllitott K™ csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70
aminosavbdl dllnak, amelyeket 3 vagy 4 diszulfid hid stabilizdl. Az els6dleges szerkezet
homoldgidja alapjan a skorpiétoxinokat 23 alcsoportba soroltdk be, amelyek Osszesen 120
2004). A

csatornablokkol6 skorpidtoxinok felfedezése a csatorndk szerkezetének megismerése

kiilonbozé peptidet tartalmaznak (Rodriguez de la Vega és Possani,
szempontjabdl is nagy jelentdségli, ugyanis a relative kis méretiik és merev struktirdjuk miatt
NMR moédszerrel ezek szerkezete pontosan meghatarozhaté. Mivel a toxinok a csatorna
pérusénak extracelluldris bejdratdba kotddnek és porusblokkolként zarjdk el a K™ ionok
aramlasat, az ismert struktirdjd inhibitor molekuldk szerkezetébdl logikus kovetkeztetéseket
lehet levonni az altaluk lezart pérus molekularis szerkezetére (Gross és Miller, 1996). Ilyen
szamitisok alapjan sikeriilt eldszor meghatdrozni a Kv1.3 és mds Kv csatorndk
A K’

megismeréséig a toxinokkal torténd kolcsonhatds alapjan kapott porusszerkezet volt az

porusszerkezetét. csatorndk porusa rontgen-krisztallografidas szerkezetének
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irdnyadé (Kalman és mtsai, 1998; Aiyar és mtsai, 1995; Garcia és mtsai, 2001). A Kv1.3-hoz
hasonlé bakteridlis eredeti KcsA csatorna kristdlyszerkezetének meghatdrozdsdaval
ugyanakkor a csatorna-toxin kotédés molekuléris szinti modellezése is lehetévé valt (Doyle
és mtsai, 1998). Az igy nyert adatok alapjan lehetévé vélt a toxin €s az ioncsatorna
kolcsonhatdséat befolydsold tényezOk meghatdrozésa is (Giangiacomo és mtsai, 2004; Panyi
és mtsai, 20006).

A toxinok csatorndhoz val6 kotddésében az S5 és az S6 hélix kozotti hurok S5-hoz
kozeli dn. ,turret” régidja valamint a pérus szelektivitasi filterében elhelyezkedd aminosavak
oldalldncai a legfontosabbak, ezek szerepelnek a toxinok receptoraként. A toxinok K*
csatorndk gatlasaért felel6s aminosavoldallincai a referenciaként valasztott, a ChTx 27-es
pozicidjdnak megfeleld helyen 1évé lizin, ill. a ChTx 36-os pozicidnak megfelelden
elhelyezkedd aromds aminosav, amelynek aromds gytrije ~7 A tdvolsagra helyezkedik el a
centrdlis lizin o szénatomjatél. E két aminosav-oldalldncot ,.esszencidlis didd”’-nak is
nevezzikk (Tytgat és mtsai, 1999; Dauplais és mtsai, 1997). A toxin-csatorna kotddésben
fontos szerepet jatszik az un. sztérikus kolcsonhatds, mely az aminosav-oldallancok
méretével ardnyos hatdst gyakorol a toxin-receptor komplex stabilitisira. Az aminosav-
oldalldnc méretének novelése a disszocidcids sebességi dllandé novekedését eredményezi az
asszocidcios sebességi dlland6 1ényeges valtozdsa nélkiil (Goldstein és mtsai, 1994). A
csatornapérus é€s a toxinok kozoétt rovid és hosszi tava elektrosztatikus kolcsonhatdsok
alakulnak ki, amelyek a toxin-csatorna kotddés kiilonbozd fazisaiban lépnek fel. A toxin
csatorndhoz val6 kotddése két 1épésre bonthatd, eldszor egy aktivacidés komplex alakul ki,
majd 1étrejon a kotott toxin—csatorna dllapot (Escobar és mtsai, 1993). Amig az aktivécids
komplex kialakuldsiban a nagytdvolsagu elektrosztatikus kolcsonhatdsok, a toxin-csatorna
komplex kialakuldsdban a rovid hatétavolsdgu elektrosztatikus kolcsonhatdsok jatszanak
szerepet. A hosszd tdvd, nem-specifikus elekrosztatikus kolcsonhatdsok az oldat
ionerdsségének emelésével jelentdsen csokkenthetoek (Peter és mtsai, 2001), a specifikus
elektrosztatikus kolcsOnhatdsok viszont a csatornapdérus és a toxin komplementer
mutagenezisével vizsgdlhatéak. Ilyen médon hatdroztdk meg a toxin-csatorna kotddés
szempontjabodl kritikus aminosav-oldallanc parokat is (Aiyar és mtsai, 1995; Rauer és mtsai,
2000).

A K" csatorna blokkoldk kutatdsa terén tortént jelentOs elérehaladds ellenére tovdbbra
is sok laboratérium foglalkozik vilagszerte a jelenleginél hatékonyabb, specifikus peptid és
nem-peptid tipusu csatornablokkolé vegyiiletek elddllitisaval. Az ilyen irdnyu kutatdsokat
erésen motivilja a gydgyszergyarak részér6l fennallo érdekl6dés minimalis mellékhatdssal
rendelkezd, immunszuppressziv therdpidban alkalmazhaté csatornablokkold vegyiiletek irdnt.
Ezek alapjan indokoltnak lattuk 4j Kv1.3 gatlé skorpidtoxinok keresését, illetve az dltalunk

felfedezett skorpidtoxinok csatornaspecificitdsdnak vizsgdlatat.
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3 CELKITUZESEK

1.

A Shaker csalddba tartozé K™ csatornak inaktivaciéjanak sebességét befolydsolja az
extracelluldris tér iondsszetétele, ezen beliil is az extracellularis pH. Amig minden
eddig vizsgalt rokon K* csatorna esetén az inaktivécids kinetika gyorsuldsa figyelhetd
meg a pH csokkenésekor, addig a Kvl.3 csatorna esetében lassul a C-tipusu
inaktivacid. Kisérleteink sordn azt kivantuk meghatdrozni, hogy a Kv1.3 csatorndk
inaktivaciéjat milyen molekuldris mechanizmuson keresztiil lassitja az extracellularis

pH csokkentése.

A Kvl.3 csatorna specifikus, nagy affinitdsi gatldszereinek szelektiv
immunszuppresszidt okozo hatdsa kilatasba helyezi azok therdpias céli felhasznalasat
kiillonbozé autoimmun betegségekben. Ennek megfeleléen a specifikus, nagy
affinitdsi, minimélis mellékhatdssal rendelkezd, therdpids célra is alkalmazhatd
csatornablokkol6 vegyiiletek irdnti igény indokolta dj Kv1.3 csatorna gatloszerek
keresését. Kisérleteink sordn vizsgdltuk a Centruroides elegans skorpié mérgébdl
izolalt peptidek (Cel-5) Kv1.3 csatorndkra gyakorolt hatdsit és a blokkold hatds

specifikussagat.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Human periférias vérbdl izolalt lymphocytak

A mononukledris sejteket Ficoll gradiens centrifugaldssal nyertiik heparinozott human
vérbol. A vért egészséges donoroktdl nyertiik, a lymphocytdkat frissen hasznaltuk vagy
tenyésztettiik. Az utobbi esetben a sejteket kétszer mostuk Ca** és Mg™* mentes Hanks’
oldattal, mely 25 mM HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5><106/m1
koncentrdcioban 3-4 napig inkubdltuk 5% CO,; mellett 37°C-on 24 lyukd
tenyésztéedényekben. RPMI-1640 médiumot hasznéltunk, mely tartalmazott 10% fetdlis
borju savot (Hyclone, Logan, Utah), 100 TU/I penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM
L-glutamint. A tenyésztd médiumhoz kiilénb6zé koncentriaciéja (2,5, 5, 7,5 és 10 pg/ml)
phytohemagglutinint (PHA-P, Sigma-Aldrich Kft, Hungary) adtunk a K" csatorna expresszié

novelése érdekében (Deutsch és mtsai, 1986).

4.2 CTLL-2 sejtek tenyésztése és transzfekcidja

Az endogén fesziiltségfiiggd K* csatorndkkal nem rendelkez6 egér cytotoxikus sejteket
[CTLL-2, (Deutsch és Chen, 1993)] folyamatos kultirdban, 10% fetélis borji savét, 2 mM
Na-piruvatot, 10 mM HEPES-t, 4 mM L-glutamint, 50 pM 2-merkaptoetanolt, €s 100 CU/ml
IL-2-t tartalmaz6é RPMI-1640 tapfolyadékban, parasitott széndioxid termosztatban (37°C, 5%
COy,) tenyésztettiikk. A CTLL-2 sejteket elektroporacidval két kiilonbdz6 proteint kddolé DNS
plazmiddal ko-transzfektaltuk, melyek koziil az egyik egy sejtfelszini marker molekulat
kédolt (human CD4, Ccd4neo plazmid), a masik pedig az ioncsatorna alegység kodolasaért
felelds DNS szekvencidt tartalmazta (pRc/CMV/Kv1.3 WT, Dr. Carol Deutsch, University of
Pennsylvania. Philadelphia, PA ajandéka; ill. a 399-es poziciéban kiilonb6z6 muticidkat
tartalmazé pRc/CMV/Kv1.3_H399X) (Deutsch és Chen, 1993). A sejtfelszini merkert
expresszald sejtek jo ko-transzfekcids hatdsfoka a plazmidok molaris ardnydnak helyes
bedllitisdval volt elérheté (1:5 = felszini marker : csatorna alegység). A sejteket
centrifugaldst kovetden 2x107 sejt/ml koncentriciéban vettiik fel Hanks'-20 mM HEPES
oldatban, és a megfeleldé plazmid DNS sejtekhez addsat kovetden a sejtszuszpenziot 4 mm

réssel rendelkezd elektropordtor kiivettiba helyeztik é€s a mintdkat 10 percig jégen
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inkubdltuk. Az elektroporaciét BTX ECM 600 tipusu elektroporitorral végeztiikk 725 V/cm
elektromos térerdsség mellett, a kisiilés idéalland6ja ~24-25 ms volt. Ezt kdvetdéen a mintat
djabb 10 percre jégre helyeztiik, majd a sejteket a kiivettdkbdl tdpfolyadékba helyezés utin 8-
72 6ran keresztill tenyésztettiik. A sejtek életképessége a transzfekcidt kovetd 24 6ra milva

~50 % volt.

4.3 HEK 293 sejtek tenyésztése és transzfekcidja

A HEK 293 sejteket 10% fetalis borji savot (FCS-t) tartalmazé DMEM-ben
tenyésztettiik pardsitott széndioxid termosztitban (37°C, 5% CO,). A sejteket Ca-foszfat
precipitiacidos moddszerrel ko-transzfektiltuk hCD4 sejtfelszini markert ill. patkdny Kv2.1
csatorndt (Dr. S. Korn, U. of Connecticut ajdndéka) vagy Shaker IR csatornét (Dr. G. Yellen ,
Harvard Medical School ajandéka) kédolé plazmidokkal. A CD4 pozitiv sejtek jé ko-
transzfekcids hatdsfokat ugy biztositottuk, hogy a csatornakédold plazmidot 5-10-szeres
feleslegben alkalmaztuk a CD4-et kédol6 plazmidhoz képest. A transzfektalt sejteket 72 6ran

keresztiil tenyésztettiik.

4.4 Molekularis biologia

A Kvl.3 csatorna H399X pontmuticidit a QuickChange PCR mutagenzis kit
(Stratagene, La Jolla CA) felhaszndldsaval végeztiik. Templatként a vad tipusi Kvl.3
csatorndt kodolé pRc/CMV/Kv1.3 WT plazmidot hasznéltuk. Az oligonukleotid primerek
hossza 35 bp volt, a tervezett mutdciéra szimmetrikusan. A mutaciok helyességét szekvencia

analizissel ellendriztiik.

4.5 Monoklonalis antitest adhézios modszer

Elektrofiziol6giai mérésekhez (patch-clamp) a T sejteket szelektiv antitest adhézidval
szeparaltuk Matteson és Deutsch modszerével (Matteson és Deutsch, 1984). A tenyésztés

végén nyert sejtszuszpenziét egér—anti-human CD2 IgG—vel (Beckton—Dickinson, San Jose,
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CA), egy specifikus T lymphocyta ellenes antitesttel jeloltikk meg. Az igy megjeldlt sejteket
22 percig inkubdltuk jégen egy olyan Petri csészében, melynek az aljara kecskében termelt
egér IgG ellenes antitesteket adszorbedltunk. Az inkubdlds utdn a Petri csészét 6tszor 1 ml
normal extracelluldris oldattal korkoros mozdulatokkal mostuk, igy az elsddleges antitesttel
nem jelolt sejteket eltavolitottuk, mig a kitapadt anti-human CD2—-vel jelzett T lymphocytak
a Petri csészében maradtak. Hasonl6 eljardssal valasztottuk ki a sikeresen transzfektalt, CD4
sejtfelszini markert expresszdl6 CTLL-2 és HEK 293 sejteket is. Ezekben az esetekben

elsddleges antitestként természetesen egér—anti—huméan CD4 IgG-t hasznaltunk.

4.6 Skorpio toxinok preparalasa

A Centruroides elegans toxinok prepardldsa sordn a teljes venomot a skorpidktdl
elektromos stimuldcioval nyertiikk. A felhasznalt toxinok tisztitdsa kromatografids eljarassal
tortént. A skorpioméreg oldhatd frakcidit el@szor Sephadex G-50-nel to6ltdtt oszlopon
szepardltuk. A II. szdmu frakciét, amely az aktiv peptid komponenseket tartalmazta, carboxy-
methyl-celluldzt tartalmazé oszlopon ioncseréld kromatografidval tisztitottuk tovabb. Az igy
nyert szubfrakcidk koziil a 9-11-es szubfrakcidkat (II-9, II-10 és II-11, mivel a Sephadex G-
50 oszlopon nyert II. frakcié elvdlasztdsa sordn nyertiikk Oket) nagynyomdsu folyadék
kromatografiaval tobblépésben szubfrakcidkra bontottuk analitikai C4 reverz-fazis Vydac
oszlopon (Hisperia, CA, USA). Az igy nyert szubfrakcidk koziil 5 (Cel-5) teljes
karakterizdldsa tortént meg. A tisztitott peptid toxinok molekulatomegét tomegspektrométer
(Finnigan LCQPY°, San Jose, CA, USA), szekvencidjit pedig automatikus ProSequencer
késziilék (Millipore, USA) segitségével hataroztuk meg (Valdez-Cruz et al., 2004; Batsta et
al., 2004). A toxinok izolalasat és a szekvencia analizist kollaboricids partneriink (Dr.

Possani, Cuernavaca, Mexiko) laboratériuméaban végezték.

4.7 Patch-clamp

Az értekezés eredményeit szolgdltat kisérletes munka nagy része a Hamill, Marty,
Neher, Sakmann és Sigworth dltal 1981-ben bevezetett patch-clamp technikédn alapul (Hamill

és mtsai, 1981).
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Meéréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfiguraci¢jaban
végeztiik A mérések a teljes-sejt konfigurdcid elérése utin 5-10 perc mulva kezdddtek. A
méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (22-25 °C) végeztiik.

A pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark) iivegkapillarisokbdl hiiztuk 6t fazisban,
majd hé alkalmazésdval poliroztuk a pipettdk hegyét. A pipettdk ellendlldsa normal extra- és
intracelluldris oldat esetén 2-4 MQ volt.

Meéréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp erdsitdket hasznéltunk fesziiltség-
zar lizemmoédban (Hamill és mitsai, 1981). Ez azt jelenti, hogy a vizsgdlt sejt
membranpotencidljat konstans értéken tartjuk, mikdzben a sejtmembrianon atfolyé aram
nagysagat meghatirozzuk. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat és az adatgylijtést IBM
kompatibilis személyi szamitégép vezérelte Labmaster TL-1 illetve Digidata 1200
illesztéegységen keresztill a pCLAMP programcsomag segitségével (6.0 és 8.0 verziok).
Meéréseink sordn sziikség esetén soros ellendllds kompenzaciét alkalmaztunk egészen 85 %-—
ig a soros ellendlldson esd hiba korrekcidjanak érdekében, igy a fesziiltséghibdt minden
esetben 5 mV ald csokkentettiik.

Az dramgorbéket 4 polusu Bessel sziirdvel sziiroztiik. A mintavételezés frekvencidja

a szir6k sarokfrekvencidjanak legaldbb kétszerese volt, a Nyquist tedria értelmében.

4.8 Oldatok

A pipettaoldat Osszetétele a legtobb esetben (mM-ban): 140 KF, 11 K,EGTA, 1
CaCly, 2 MgCl,, és 10 HEPES (pH 7,20, 295 mOsm) volt. A normdl extracellularis oldat
(S-ECS) osszetétele (mM-ban): 145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 2,5 CaCl,, 5,5 glikéz, 10 HEPES
(pH 7,35, 305 mOsm) volt. A magas ionerdsségii (HIS) oldat 6sszetétele (mM-ban) 10 NacCl,
5 KCl, 96,25 MgCl,, 2,5 CaCl,, 5,5 glikkéz, 10 HEPES (pH 7,35, ~320 mOsm). Az alacsony
pH-ju extraceluldris oldat esetén HEPES helyett MES-t alkalmaztunk pH pufferként. A
kiilonbozd tetratetil-ammoénium-Cl (TEA) oldatokat és BaCl, oldatokat ugy készitettiik, hogy
a NaCl-ot azonos koncentricioban helyettesitettiik ezekkel az anyagokkal. A magas K*
koncentrici6jd kiilsé 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 helyettesitettiik. Az alacsony [K'];
hatdsénak tesztelésekor a pipettaoldatban a KF-ot részben NaF-dal helyettesitettiik (5 mM K"
végkoncentracié). Az IKCal csatorndk dramdnak mérése sordn alkalmazott pipettatoltd

folyadék Osszetétele a kovetkezd volt: 150 K-aszpartat, 5 HEPES, 10 EGTA, 8,7 CaCl,, 2
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MgCl, (pH 7,2, 295 mOsm), ami 1 uM szabad Ca** koncentraciét eredményezett. A peptid
toxin tartalmu kiils6é oldatokat 0,1 mg/ml borji szérum albuminnal (BSA) egészitettiik ki,
hogy megakadalyozzuk a toxinok nem specifikus kétddését a Petri edényhez és a perfuzids
rendszer milanyag csoveihez.

Az oldatok cseréjét a sejtek kornyezetében PE10—es polietilén csovekbdl épitett
perfizids rendszer segitségével biztositottuk. A perfuizids fejet a vizsgalt sejt kdzvetlen
kozelébe helyeztiik el a sejttdl kevesebb, mint 0,5 mm-re. El6szor mindig a kontroll oldattal
perfunddltunk, majd pedig a megfelel tesztvegyiiletet tartalmazé oldattal. A blokkoldsi
kinetika vizsgalatinal szamitégép altal vezérelt magnesszelepes rendszerrel biztositottuk a
mérdszoftver és az oldatcsere szinkronizdldsat. A referencia elektr6dat agar hid segitségével
kapcsoltuk a méréedényhez, hogy az oldatcserékbdl adoédd elektroda potencidlhibakat

kikiiszoboljiik.

4.9 Adatok kiértékelése

A mérések sordn nyert dramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigdltuk
ohmikus szivargasi dramra, amennyiben ennek nagysidga nem volt elhanyagolhaté. A
gorbéket digitalisan szlir6ztiikk harom pontos boxcar mddszerrel.

A mért pontokhoz az egyes fiiggvények illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus
segitségével végeztiik. Az illesztéseket a mért €s szamitott adatpontok kozotti kiillonbségek
négyzetének 6sszegével jellemeztiik.

A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai Gsszehasonlitdsat onkontrollos ill.
kétmintas t-prébaval, vagy varianciaanalizissel (One-Way ANOVA) végerztiik el, p = 0,05
szignifikanciaszint mellett. A varianciaanalizis kiegészitésére a Dunnett tesztet vagy a
Bonferroni t-tesztet alkalmaztuk annak megfelelden, hogy kontroll csoporthoz képesti vagy
pedig paronkénti Osszehasonlitds tortént. A mérési adatokndl az dtlagértéket és annak kdzepes

hibdjat (SEM) adtuk meg legalabb n=4 esetén.
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5 EREDMENYEK

5.1 A Kvl.3 csatornak inaktivaciojanak pH-fiiggé szabalyozasa: a His399 szerepe

5.1.1 A Kvl.3 inaktivacioja lassul alacsony pH, mellett

A Kvl.3 inaktivacidjanak pH,-fiiggd véltozasait humén periférids vérbdl izolalt T
lymphocytdkon mutattdk ki, ahol a Kv1.3 nativ koriilmények kozott expresszalodik (Deutsch
és Lee, 1989). A mutins ioncsatorndk tervezett vizsgilata sziikségessé tette a csatorndk
heterolog expresszids rendszerben torténd kifejezését, és a mar kordbban ismert eredmények
meger6sitését a CTLL-2 sejtekben kifejezett Kv1.3 csatorndkon.

A 5. dbra A és B panelje teljes-sejt Kv1.3 dramokat mutat normél extracellularis pH
(pHo,=7,35), pH,=6,5 és pHy=5,5 mellett. Az dramgorbéken megfigyelhetd, hogy pH,=5,5
mellett az inaktivdciés kinetika jelentds lassuldsa kovetkezik be, ami a csdcsdram
redukcidjaval jar egyiitt, mig pH,=6,5 mellett a valtozasok joval kisebbek. Az inaktivacids
kinetikat az inaktivaciés id6dllandéval (1) jellemeztiik, mely az dramgorbe leszallé szardhoz
illesztett, egy exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény jellemzd paramétere (I=Axe™""+C,
ahol [ az aktudlis dramerdsség, C az egyensulyi (steady-state) dram nagysdga, A az
inaktival6d6é komponens amplitidéja, t pedig az illesztés kezdetétdl szamitott aktualis id6). A
T sejtenkénti variabilitdsanak kikiiszobolése érdekében onkontrollos kisérleteket végeztiink.
Mivel a kontroll oldattal torténd perfizid sordan az inaktivicids kinetika gyorsuldsat
tapasztaltuk, kontrollként a kezelés eldtt €s a kontrolloldattal torténd visszamosdst kovetden
mért T értékek atlagat vettilk és ehhez hasonlitottuk a kezelés sordn mért T értékeket.
Amennyiben a sejtet pH=6,5 extracelluldris oldattal perfundaltuk, az aramamplitidé a
kontroll érték 91,2 £ 1,4 %-ara csokkent (n=7, p<0.001), mig az inaktivicids id6dlland6 a
kontroll 117,2 + 3,9 %-ara (n=7, p<0,001; pH=7,35: 1= 167 + 20 ms; pH=6,5: 1= 184 + 25
ms) novekedett. Az extracellularis pH 5,5-re vald csokkentése az aramamplitidd tovabbi
csOkkenését €s az inaktivacié tovabbi lassuldsat eredményezte. Az dramamplitidé a kontroll
(pHo=7,35-n mért) érték 67,1 = 1,8 %-dra csokkent (n=5, p<0,001), mig az inaktivicids
id6allandé a kontroll 138,1 £ 1,9 %-dra (n=5, p<0,001; pH=7,35: 1= 167 £ 20 ms; pH 5,5: 1=
198 £ 23 ms) novekedett. Az dramamplitidé és az inaktivaciés iddallandé kontrollhoz

képesti valtozasat a 5. dbra C és D panelje mutatja be.
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5. abra Az extracelluldris pH csokkentése reverzibilisen lassitja a Kv1.3 csatornak dramanak
inaktivacidjat és csokkenti az dramamplitidét

(A) Vad tipusu Kvl.3 csatorndkat expresszdlé CTLL-2 sejten 2 s hosszi depolarizil6d
impulzusok alatt kontroll koriilmények kozott (pH=7,35), valamint pH=6,5 esetén mért teljes-
sejt aramok. A tartéfesziiltség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, és
60 s volt az egyes depolarizalé impulzusok kozott eltelt id6. Az inaktivacids idéalland6 rendre
186 ms ill. 210 ms volt pH=7,35 ill. pH=6,5 esetén. A kimosds utin mért &ramgorbét a jobb
lathatosdg kedvéért nem d&brazoltuk. (B) A sejtet S-ECS pH=7,35 ill. S-ECS pH=5,5
oldatokkal perfundaltuk. Az inaktivacids idéallandok 197 ms (pH=7,35, kontroll), 233 ms
(pH=5,5) és 172 ms (pH=7,35, kimosds) voltak. (C) A kezelés hatdsdra mért aramamplitidd
(D és a pH=7,35 mellett mért dramamplitid6 (I735) hdnyadosa pH=6,5 (iires oszlopok), és
pH=5,5 esetén (satirozott oszlopok). A hibajelek a kozépérték kozepes hibdjat mutatjak. (D)
A kezelés hatdsara mért inaktivacids idéalland6 (t) és a pH=7,35 mellett mért inaktivacios
idééllandéd (T735) hanyadosa pH=6,5 (iires oszlopok), és pH=5,5 esetén (satirozott oszlopok).
A hibajelek a kozépérték kdzepes hibajat mutatjak.

5.1.2 Az extracellularis pH befolyasolja az egyensilyi aktivacio fesziiltségfiiggését

Ismert, hogy az extracellularis pH csokkentése az egyensilyi aktivacié

fesziiltségfiiggését (G-V gorbe) a pozitivabb membranpotencidlok irdnyaba tolja el a
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membranfelszini toltésarnyékolasnak koszonhetden. A jelenséget Kvl.3 csatorndkra
vonatkozéan a 6A 4bra mutatja. A kiilonb6z0 sejteken mért G-V Osszefiiggések
Osszehasonlithatésdgahoz a kiilonbozd tesztfesziiltségeken mért csicskonduktancidkat a
maximdlis teljes sejt K" konduktancidra normaltuk (Guom=Gx/Gmax) majd az adott
tesztpotencidlhoz tartozo, de kiilonbozo sejteken felvett Guom értékeket atlagoltuk. Az igy
kapott normdlt és tesztpotencidlonként atlagolt teljes sejt konduktancia — tesztpotenciél

Osszefiiggéshez Boltzmann fiiggvényt illesztettiink:

Gm= !

norm V*Vl /2

l+e ¢

ahol az egyensilyi aktivicié fesziiltségfiiggését a félaktiviacids fesziiltség (Vin) és a
meredekség (s) illesztett paraméterek jellemezik. Az &4bra vildgosan mutatja, hogy az
extracellularis pH csokkentése (pH,=5,5) a V,,; érték pozitiv membranpotencidlok irdnyaba
valé mintegy 30 mV-os eltolédédsit okozza a gérbe meredekségének valtozatlan volta mellett.
Az eredmények statisztikai analiziséhez a V;;, és s értékeket az egyes sejtekrdl kiilonbozo
pH, mellett felvett G-V Osszefiiggésekhez legjobban illeszkedd Boltzmann fiiggvények
paramétereiként kaptuk meg, majd az azonos koriilmények kozott kapott értékeket atlagoltuk
(2. tablazat). Az igy nyert adatokon elvégzett statisztikai analizis azt mutatta, hogy a pH,
eltol6dasat eredményezte (p<0,001, ANOVA, 2. tablazat), mig az s értékek a harom vizsgilt
pH, esetén statisztikailag nem kiilonboztek (p<0,72, ANOVA, 2. tablazat).

Az alacsony pH, miatti toltésarnyékolds és a Guom-V gorbék pozitiv
membranpotencidlok irdnydba torténd eltoléddsa az aktivacié sebességét is befolydsolja,
hiszen a csatorna nyitasi kinetikdjat szabalyoz6 fesziiltség érzékeldre a toltésarnyékolds miatt
kisebb effektiv membranpotencidl hat, s igy azonos tesztpotencidlok mellett az alacsony pH,-
ju oldatban az dram aktivacios kinetikdja lassabb.

Mivel az aktivicié és inaktivacié kapcsolt folyamatok (Marom és Abbott, 1994), az
alacsony pH, mellett mért lassabb inaktivaciés kinetika elvileg a lassabb aktivacids kinetika
eredménye is lehet. Annak érdekében, hogy kizarjuk ennek a lehetdségét, a kiilonb6z6 pH,-
kon mért Vy, értékeknek megfeleld tesztfesziiltségeken hasonlitottuk Ossze az inaktivacios
kinetikat. A V,,-nek megfeleld tesztpotencidl biztositja, hogy a teljes sejt dram a pH,-tdl
fliggetleniil az azonos nyitdsi valdsziniiséghez tartozé aktivacids kinetikdt mutassa, azaz a
toltésarnyékolds aktivacidos kinetikdt befolydsolé hatdsiat ezzel kikiiszobolhetjiik, és az

inaktivécids kinetikdkat igy azonos aktivacids kinetika mellett vizsgdlhatjuk. A 6D édbra a
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pHo=7,35 mellett —27 mV-os és a pH,=5,5 oldatban +4 mV-os tesztpotencidlokon mért
normalt dramokat mutatja be. Lathatd, hogy az alacsony pH,-n mért inaktivicids kinetika
lassabb, az inaktivaciés id6allandé a kontroll érték 136 + 8 %-dra novekedett (n=4, p<0,022;
pH, 7,35: 1= 166 * 27 ms; pH, 5,5: 1= 207 + 36 ms), amely a +50 mV-os tesztpotencidlon
mért értékekhez hasonl6 eredmény. Hasonl6 eredményeket kaptunk pH=6,5 esetén is. Ennek
megfeleléen tehat az inaktivaciés kinetikdnak az extracelluldris pH, csokkentésekor mért
valtozdsa az inaktivicidra gyakorolt kozvetlen hatds eredménye, nem pedig a lassabb

aktivacios kinetika kovetkezménye.

A B C D
WT H399K H399L

210 1,0 1,0
2 =
&
205 0,5 0.5 g pH 7,35
Q = pHS5.5
2 :
X 3]
Softewdt 0 o fle” L
= 500 ms

-75-50-25 0 25 50 75 -50 -25 0 25 50 75 100 -75-50-25 0 25 50 75 100

membranpotencidl (mV) membréanpotencidl (mV) membrénpotencidl (mV)

6. abra Az extracellularis pH csokkentése megvéltoztatja az egyensulyi aktivacid
fesziiltségfiiggését a vad tipusd (WT) valamint a H399K és H399L. mutdns csatorndk esetén

A normadlt vezetOképesség €s a tesztpotencidl dsszefiiggése (G-V gorbék) a vad tipusd (A), a
H399K (B) és a H399L (C) mutans csatorndk esetén pH= 7,35 (®) és pH=5,5 (m) esetén. A
WT csatorndk esetén a magas ionerdsségli oldatban (HIS) pH=7,35-n mért adatokat is
bemutatjuk (A). A G-V gorbéket az I-V (dram-fesziiltség) gorbékbol nyertiik, ennek
érdekében el6bb meghatiroztuk a megforditdsi potencidlt és ennek ismeretében az ionokra
haté hajtéerdt. A teljes sejt K™ konduktancidt az dramamplitidé és az elektromos hajtéerd
hanyadosaként kapjuk, és ennek Gpa-ra (ldsd a szoveget) valdé norméldsa adja a
membranotencidl fiiggd kapuzast ténylegesen jellemzd nyitasi valdszintiséget. Az -V gorbék
meghatdrozdsidhoz a sejtet a megfeleld pH-ju oldattal val6 perfizié mellett —120 mV-rél -70
mV és 50 mV kozott 10 mV-os 1épésekben kiilonbozd fesziiltségekre depolarizaltuk. Az
egyes tesztimpulzusok kozott 60 s telt el. Az adatpontokra Boltzmann fiiggvényt illesztettiink,
a kapott gorbéket a félaktivacios fesziiltséggel (Vi) valamint a meredekséggel (s)
jellemeztiik (az értékeket lasd az 2. tablazatban). (D): vad tipusi Kvl.3 csatorndkat
expresszalo CTLL-2 sejtek dramai, amennyiben a sejtet pH=7.35 és pH=5.5 esetén az 50%-o0s
nyitasi valdsziniiségnek megfeleld fesziiltségre depolarizaltuk. Az egyes pH-kon alkalmazott
tesztpotencidlokat a G-V gorbék alapjén hatdroztuk meg, pH=7.,5-n —27 mV-os, mig pH=5,5-
n +4 mV-os tesztimpulzust kellett alkalmaznunk, hogy a csatorndk nyitdsi valdszinlisége
azonos legyen. Az inaktivicids idédllando rendre 184 és 234 ms volt pH=7,35 és 5,5 esetén.
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pH=7,35 pH=6.5 pH=55

csatorna Vip (mV) s (mV) Vip (mV) s (mV) Vip (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+1,38 13,2+0,5
H399L -30,5+2,4 11,4+0,9 09+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%+23 10,0 £ 0,7 72128 8210,6

2. tablazat Vad tipust és mutans Kv1.3 csatornak kiilonb6z6 pHy-n mért egyensulyi
aktivaciojat (G-V gorbe) jellemz0 paraméterek

A G-V gorbékhez illesztett Boltzmann fiiggvényeket jellemzd paramétereket (V,, és s) adtuk
meg mV-ban. A feltiintetett értékek az atlagértéket és annak kozepes hibajat (SEM) jelentik.
A fiiggetlen kisérletek szama 2-7 volt a H399V pH=5,5 esetét kivéve, ahol 1 mérés tortént.

5.1.3 Magas extracellularis [K*] mellett a pH, csokkentése gyorsitja az inaktivaciot

Az extracelluldris [K'] novelése a legtobb kdliumcsatorna esetén az inaktivéacids
kinetika lassuldsdt eredményezi a csatorna extracellulédris szdjadékdban elhelyezkedd, az
inaktivécié szempontjabodl kritikus kaliumkotohely telitettségének novelése révén. A Kvl.3
csatorndk esetén 140 mM [K']. mellett az inaktivdcios kinetika kétfazisiva valasat észleljiik,
a mért aramgorbék leszalld szdra két exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény segitségével
illeszthetd, az inaktivicids kinetikdt a gyors és a lassi komponensek inaktivécids
idééllanddjéval, rendre T €s 1, valamint azok sulyfaktordval, rendre Asés A, lehet jellemezni
(7A abra). Amennyiben a sejtet K-ECS pH=7,35 oldattal perfundaljuk, tr alacsonyabb, mint
az S-ECS oldatban mért inaktivacids idéallandé (60,5 £ 3,8 ms, n=11), mig 1, anndl
magasabb értéket vesz fel: 610 = 46 ms (n=11). A lassan inaktivdl6dé komponens relativ
silyfaktora magasabb, az AJ/(A, + Ay) értéke 0,83 + 0,01 (n=11). Osszességében K-ECS
pH=7,35 oldatban az inaktivacid lassuldsat tapasztaljuk.

Szemben az S-ECS-ben tapasztaltakkal magas extracelluldris [K'] mellett a pH,
csokkentése az inaktivacié gyorsuldsit eredményezte. Az 7A édbra CTLL-2 sejteken mért

teljes-sejt K™ dramokat mutat K-ECS pH=7,35 és K-ECS pH=5,5 esetén. Lathat6, hogy
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alacsony pH,-n az dram inaktivicidja gyorsabb. Az inaktiviciét két exponencidlis tagot
tartalmazé fiiggvény segitségével illesztettik és a két exponencidlis tagot jellemzd
amplitddéértékek és idddllandok véltozdsat a kontroll (a K-ECS pH=7,35 oldatban mért

érték) szazalékaban fejeztiik ki.
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extracelluldris pH
extracellularis pH

7. dbra Az extracelluléris pH hatdsa a Kv1.3 csatorndk inaktivciéjdra magas [K'], esetén

(A) Kv1.3 csatorndkat expresszdlo CTLL-2 sejten K-ECS pH=7,35 és K-ECS pH=5,5 oldattal t6rténd
perfuizid soran regisztralt aramgorbék. A sejtet —120 mV-on tartottuk és 3 masodperc hosszi +50 mV-
os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, az egyes tesztimpulzusok kozott 60 mdésodperc telt el. Az
aramgorbék leszallo szarat két exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvény segitségével illesztettitk
(részleteket lasd a szovegben). Az illesztés sordn kapott idéllandok a kovetkezok voltak: pH=7,35: 1,
= 506 ms, t, = 76 ms, pH=5,5: 1, = 437 ms, 1, = 94 ms. (B) A K-ECS pH=7,35 oldatban mért
dramamplitidok (A, ;) €s az alacsony pH-ji K-ECS oldatokban mért dramamplitidok (A) valamint a
gyorsan €s lassan inaktivdlodé aramkomponensek kontroll és alacsony pH-ju oldatokban mért
amplitidoinak hanyadosat abrazoltuk. Az dramamplitidok valtozasat iires oszlopok, a gyorsan ill.
lassan inaktivdlodé dramkomponensek valtozdsit rendre satirozott ill. keresztsatirozott oszlopok
mutatjdk. A hibajelek a kozépérték kozepes hibajat (SEM) mutatjdk. (C) A K-ECS pH=7,35 oldatban
mért (t,35) €s az alacsony pH-ji K-ECS oldatokban mért inaktivdcids iddéllandok (t) hanyadost
abrazoltuk a gyorsan (satirozott oszlopok) és lassan (keresztsatirozott oszlopok) inaktivalédé
dramkomponensek esetén. (D) A lassan inaktivdlédé dramkomponens stlyfaktora [AJ/(A+Ag)] a
kiilonboz6é pH-ji K-ECS oldatokban.
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Amennyiben a sejtet K-ECS pH=6,5 oldattal perfundaljuk, a csicsaram nem véltozott,
a kontroll 102,6 £ 1,8 %-anak adddott (n=7, p=0,2) (7B dbra), és az inaktivaciés idéallandok
értékében sem volt jelentds véltozas (ts: 111,8 £ 8,4 % , 1 123,4 = 15,0 %, n=7, p=0,21 és
0,17, 7C é4bra). A két exponencidlis tag amplitiddja ugyanakkor szignifikdns valtozist
mutatott, a lassi komponens amplitiddja (A;) a konroll 91,7 + 2,2 %-ara csokkent, mig a
gyorsé (Af) a pHo=7,35-n mért érték 169,9 + 23,7 %-ara novekedett (n=7, p=0,008 és 0,026,
7B dabra). K-ECS pH=5,5 oldattal torténd perfizido esetén a csicsaram szignifikdnsan
csokkent a kontroll 94,7 + 2,3 %-dra (n=10, p=0,044, 7B 4bra). A csokkenés jelentdsen
kisebb, mint S-ECS-ben a pH, hasonl6 csokkenésekor. A gyors komponens idééllandédja (1)
nem vdltozott (102,2 £ 11,1 %, n=10, p=0,84), mig a 1 a kontroll 127,7 £ 10,9 %-ara
novekedett (n=10, p=0,024, 7C 4bra). Az egyes komponensek amplitidé értékei a pHy=6,5
esetén tapasztaltakhoz hasonléan véltoztak, Ag a pHy=7,35-6n mért érték 77,4 + 4,6 %-ara
csokkent (n=10, p<0,001), mig As a kontroll 173,7 + 17,9 %-4ra ndvekedett (n=10, p=0.0026,
7B ébra). A lassan inaktivdlodé komponens sulyfaktora szignifikdnsan csokkent az
extracellularis pH csokkentésének hatdsdra, a Ay/(As + Ay) hanyados értéke pH,=6,5 esetén
0,74 £ 0,02 (n=7), pHy=5,5 esetén pedig 0,65 = 0,03 (n=9) volt (7D &4bra). Az inaktivacids
kinetika gyorsuldsa tehdt els6sorban a lassan inaktivdlédé komponens silyfaktordnak
csokkenésével magyardzhatd az inaktivaciot jellemz6 iddallanddk viszonylagos dllandésdga

mellett.

5.1.4 40 mM [K"]. esetén a pH, csokkentése nem valtoztatja meg az inaktivacio
sebességét

Mivel az extracelluldris pH csokkentése SmM és 150 mM [K']. esetén ellentétes
moédon befolyésolta az inaktivacio sebességét, koztes [K*]e-k, nevezetesen 20 mM és 40 mM
esetén is elvégeztiik a kisérletet (8A és 8B abra). Ezen esetekben az dramgorbe leszall6 széara
sem egy, sem pedig két exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvénnyel nem volt illeszthetd
megbizhatdan, ezért az inaktivacio jellemzésére egy alternativ mddszert kellett vdlasztanunk.
Ennek lényege a kovetkezd: elsd 1épésben kiszdmoltuk a szivargdsi (Gn. leak) 4ramra
korrigélt dramgorbék gorbe alatti teriiletét, majd kivontuk beldle a nem inaktivdlédo
dramhanyadnak megfeleld teriiletet, igy megkaptuk az inaktivdl6d6 4ramhanyadnak
megfeleld gorbe alatti teriiletet. Ennek és az inaktivdl6dé aramhinyad amplitidéjanak a

hanyadosa egy id6 dimenzidji mennyiséget ad, amely egyfédzisi inaktivicié esetén az
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inaktivaciés iddalland6t adja meg, kétfazisi inaktivacié esetén pedig az inaktivacid
sebességével forditottan ardnyos az értéke. A mddszer eldnye, hogy az inaktivaciét egyetlen
szamérték segitségével irja le az inaktivicids kinetika milyenségétdl fiiggetleniil. A képzett
hanyadost annak angol nevébdl (area/peak ratio) APPR-nek neveztiik el.

Az inaktivacios kinetika APPR-el torténd jellemzésének helyességét ugy ellendriztiik,
hogy az APPR értékét olyan koriilmények kozott kapott dramgorbék elemzésekor is
kiszdmoltuk, ahol az inaktiviciés idéallandok egyértelmii jellemzést adtak a kinetikdra. S-
ECS pH=7,35 oldatban az APPR értéke 131,6 £ 13,1 ms volt (n=16). Az extracellularis pH
6,5-re, ill. 5,5-re val6 csokkentése az APPR értékét a pH=7,35-n mért érték 116,1 + 3,8 %-ara
(n=7), ill. 133,2 + 2,5 %-4ara (n=5) novelte (8C dbra). Az APPR értéke tehit azonos aranyban
n6 a pH, csokkenésékor, mint az inaktiviciés kinetikat jellemz6 idéallandok (v.6. 5D édbra),
ami az APPR alkalmazhat6sagat mutatja az inaktivacids kinetika jellemzésére.

Bar APPR értékének K-ECS-ben torténd kiszdmitott értéke és az inaktivacids
idéallanddok kozott mar nincs egyértelmi megfeleltetés, mégis, erre sziikség volt a kiilonb6zo
K" koncentricidk mellett mért APPR-ek értelmezéséhez és az adatok 6sszevethetdségének
biztositasdhoz. K-ECS/pH=7,35 oldatban az APPR értéke 308,9 = 9,7 ms (n=12) volt. Az
extracellularis pH csokkentése az APPR csokkenését eredményezte, pH=6,5-n értéke a
kontroll 92,1 + 1,5 %-a (n=7, p=0,001), mig pH=5,5-n annak 82,5 * 3,9 %-a (n=9, p=0,005)
volt (8C 4bra). Az APPR csokkenése tehat egy mérdszdmmal j6l szemlélteti azt a
négyparaméteres Osszefiiggést, amit els6ésorban a kiillonb6z6 sebességgel inaktivalodo
komponensek sulyfaktora és kismértékben az inaktivaciés idéallandok valtozdsa mutat pH,
csokkenésekor (v.0. 7. dbra).

Amennyiben a sejtet 20 mM [K']. pH=7,35 oldattal perfundaltuk, az APPR értéke
201,1 + 23,6 ms (n=8), mig 40 mM [K"]. esetén 229,4 + 22,0 ms (n=6) volt, ami j6l jellemzi
azt a 8A és 8B 4brdn felismerhetd tényt, hogy az inaktivdciés kinetika 40 mM K*
koncentricié mellett lassabb, mint 20 mM K" mellett. Az extracelluldris pH 7,35-r8l 5,5-re
val6 csokkentése 20 mM [K']. esetén az APPR értékét a pH=7,35-n mért érték 120,0 + 4,7
%-4ra novelte (n=9, p=0,0027), mig 40 mM [K"]. esetén nem véltoztatta meg szignifikdnsan
az APPR értékét (97,2 = 4,4 %, n=8, p=0,55, 8C dbra). Ez azt jelenti, hogy a 40 mM K*
koncentraci6 mellett keriilnek egyenstilyba azok a molekularis kdlcsonhatasok, melyek a pH,
csokkenésekor normdl K™ mellett az inaktivacié lassuldsdt, mig 150 mM K mellett az

inkativaci6 gyorsuldsat okozzak (1d. részletesen késdbb a Megbeszélés fejezetben).
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8. dbra Az extracelluldris pH csokkentése 40 mM [K']. esetén nem véltoztatja meg az
inaktivacios kinetikat

(A és B) Kv1.3 csatorndkat expresszalé6 CTLL-2 sejteken mért dramok 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 tartasi
potencidlrél 2 madsodperc iddtartamra +50 mV-ra depolariziltuk, az egymadst kovetd
depolarizélé impulzusok kozott 60 masodperc telt el. (C) Az dramamplitiddkat és a gorbe
alatti teriiletet meghatdrozva kiszamoltuk a gorbe alatti teriilet €s a cstcsdaramok hanyadosat.
Az 4bran az APPRss/APPR7 35 értékeket dbrazoltuk kiillonb6z6 [K*]—k esetén. A hibajelek a
kozépérték kozepes hibdjat (SEM) mutatjak.

s sz9e 2

A lassu inaktivacié szabdlyozasdban Kv1.3 csatorndk esetén a legfontosabb szerepe a
csatorna extracelluldris szdjadékaban elhelyezked6, 399-es helyzetti hisztidinnek lehet. A
hisztidin aminosavoldallanca reverzibilisen protonalhatd, a reakcié pK értéke oldatban 6,5,
melynek alapjan a vizsgilt pH, tartomédnyban a His399 protondltsaga, és ezaltal toltése a pHo-
tél fiiggden jelentdsen véltozik. A hisztidin alacsony pH,-n bekdvetkezé protonécidjat a

csatornablokkol6 TEA segitségével ellendriztiik.
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Kavanaugh és mtsai bizonyitottdk, hogy a TEA patkdny (rat) Kvl.3 (rKvl.3)
csatorndk irdnti affinitdsa jelentdsen csokken, ha a 401-es helyzeti hisztidin (a huméan Kv1.3
csatorna H399 aminosavdval ekvivalens helyzetli aminosav) alacsony extracelluldris pH-n
protonéldédik (Kavanaugh és mtsai, 1991). Hasonld, pH,-fiiggd csokkenés nem mutathaté ki
H401Y mutédns csatorndk TEA affinitdsdban, ami egyértelmisitette azt, hogy a vad tipusu
csatorndban a hisztidin protondléddsa géitolja a TEA kotOhely kialakitasat alacsony pHo-n.
Mivel az aminosavak oldatban mért pK értékét jelentdsen médosithatja a funkcids csoportok
kémiai kornyezete, sziikség volt annak igazoldsara, hogy a humin Kv1.3 klén esetén is
protonalédik a His399 a pH, csokkenésével. Ehhez a fentebb emlitett, pH,-fiiggé TEA
affinitds valtozds mérését hasznaltuk fel. Az extracelluldrisan alkalmazott 10 mM TEA
pHo=7,35 esetén az dramamplitidét a kontroll 47 = 3 %-dra (n=4), mig pH,=6,5 esetén a
kontroll 94 + 4 %-ara (n=5) csokkentette. Ennek megfeleléen tehiat pH,=6,5-n a His399
protonélddik.

A 399-es helyzetli hisztidinnek az inaktivici6 pH-fiiggd szabdlyozdsaban betoltott
kulcsszerepét bizonyitjadk a kiilonb6z6 H399X mutians Kv1.3 csatorndkkal végzett
kisérleteink is. A titradlhat6 hisztidint a vizsgalt pH, tartomanyban permanens toltetlen ill.
pozitiv toltésti aminosavakkal helyettesitettiik, igy elkiilonithetévé vélt a 399-es helyzeti
aminosav protonicidjanak-deprotondcidjdnak a hatdsa egyéb nem specifikus pH-fiiggd
hatdsoktdl. Azt vizsgaltuk, hogy az extracelluldris pH csokkentése hogyan befolyasolja a
H399L, H399V, H399Y, H399K és a H399R mutansok inaktivicidjat. Mindegyik mutdns
csatorna nagy szdmban fejezddott ki transzfektdlt CTLL-2 sejtekben, és funkcionél6
ioncsatornaként viselkedett. El0sz6r a mutins csatorndk alapvetd biofizikai tulajdonsigait
vizsgéltuk és hasonlitottuk 6ssze a vad tipust csatorna hasonlé tulajdonsagaival.

A 399-es helyzetben neutrdlis aminosavat tartalmazo mutansok (L, Y és V) esetén az
egyensulyi aktivicié fesziiltségfiiggése (G-V gorbe) pHo=7,35-n a vad tipusi csatornié¢hoz
volt hasonld (6C dbra). A G-V gorbéket jellemzd V. és s értékeket a kiillonboz6 mutdnsokra
a 2. tdblazat tartalmazza. A toltott mutdnsok (R és K) G-V gorbéi a mutdnshoz képest
kevésbé voltak meredekek és a pozitivabb membranpotencidlok felé tolédtak (6B dbra). Ezek
az eredmények a 399-es helyzetli aminosav és az aktividcids kapuzds kozotti kolcsonhatds
lehetdségét vetik fel, melynek részleteit nem vizsgdltuk. Alacsony pHoy-ju oldatban a vad
tipust csatorndkhoz hasonléan a G-V gorbék pozitiv membranpotencidlok irdnydba vald
eltolédasa figyelhetd meg valamennyi vizsgalt mutdns esetén. Ezen kiviil a H399K és H399R

mutdnsok esetén a G-V gorbék meredekebbé valtak a pH, csokkenésével.
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A muticiok a csatorndk aktivaciés kinetikdjat nem befolydsoltdk (p=0,232),
ugyanakkor az inaktiviciés kinetika valamennyi mutdns esetén drdmaian megvéltozott.
Minden mutdns kétfazisi inaktiviciét mutatott, az 4ramgorbék leszallé szdra két
exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény segitségével volt illeszthetd (9. dbra). A 3. tablazat
az egyes mutinsokra jellemz6 inaktivaciés idéallanddkat €s a lassan inaktival6dé komponens
sulyfaktorat tartalmazza pH,=7,35-n. Az extracelluldris pH 5,5-re vald csokkentése
kiillonbozé mértékben bar, de az 6sszes mutdns csatorna inaktivacidjat gyorsitotta. A H399Y
csatorndnal az inaktivacios idédllandé nem csokkent szignifikdnsan, azonban a gyorsan
inaktival6d6 aramkomponens sulyfaktora megnétt. A tobbi mutdns esetén a gyorsan
inaktivdl6dé komponens sulyfaktora szintén nétt és az azt jellemzd inaktivacids idddllandéd
(tp) is szignifikdnsan csokkent. A H399R és H399L mutdnsok esetén a lassi komponens
inaktivaciés iddallanddja (t5) is szignifikdnsan csokkent. A két aramkomponenst jellemzd
amplitidéértékek €s inaktiviacidos iddallandok pH, csokkentés hatdsira bekovetkezd
valtozdsat az egyes mutdnsok esetén a 3. tdbldzat tartalmazza. Ezek az eredmények az

inaktivacios kinetika tekintetében ellentétesek a vad tipusu csatorndk esetén tapasztaltakkal.

pH7,35 pH5,5/pH 7,35
csatorna T (ms) Tr(ms) AJAFAD T, hdnyados  T; hanyados Ag A
(%) (%) (%) hanyados hanyados
(%) (%)
WT 167120 1382 6712
H399K 2490+ 296 164t 11 17t 1 100+ 6 65t5 48t 4 90+3
H399R 960+ 100  218%36 4312 590+2 593 57+7 114+9
H399L 591+ 64 75%5 48t 4 865 615 54+ 4 1067
H399V 3048+344 237x11 35t6 1083 59+6 606 99+t11
H399Y 2185+219 18020 373 114211 799 687 112£3

3. tablazat Vad tipusu és mutdns Kv1.3 csatorndk inaktivacidjat jellemz6 paraméterek és
azok valtozasa a pH, csokkentésének hatdsara

Ts és Tr a gyorsan ¢és lassan inaktivdl6dé dramkomponenst jellemzd inaktivacios
id6édllandokat, A és Ar a gyorsan ill. lassan inaktivdlédé dramkomponens amplitiddjat
jelentik. AJ/(As+A¢) a lassan inaktivdl6d6é dramkomponens silyfaktora %-ban kifejezve. A
hanyados értékek az adott paraméter pH,=5,5-n mért értékét jelentik a kontroll (a pH,=7,35-n
mért érték) %-aban kifejezve. A feltiintetett értékek az atlagértéket €s annak kozepes hibajat
(SEM) jelentik.
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H399Y
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2nA
1 nA

500 ms 500 ms

H399V
pH 7,35
pH 5.5

4 nA

9. abra Az extracellularis pH csokkentésének hatdsa mutans Kv1.3 csatornak C-tipusu
inaktivacidjara

Az adott mutdns Kv1.3 csatornét kifejezd CTLL-2 sejteken 2 s vagy 10 s hosszi depolarizalé
impulzusok alatt kontroll koriilmények kozott (pH=7,35), valamint pH=5,5 esetén mért teljes-
sejt aramok. A tartéfesziiltség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat alkalmaztunk, és
60 s volt az egyes depolarizalé impulzusok kozott eltelt id6. Az daramgorbék leszallo szara két
exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény segitségével jol illeszthetd. Az abran lathato
aramgorbék esetén az inaktivaciés iddallandok a kovetkezok voltak: H399L, pH 7,35: 1: = 56
ms, T, = 481 ms; H399L, pH 5,5: 1t = 41 ms, T, = 349 ms; H399K, 7,35: tr = 197 ms, T, =
2916 ms; H399K, 5,5: tr = 83 ms, T, = 1590 ms; H399Y, 7,35: ¢ = 272 ms, T, = 3053 ms;
H399Y, 5,5: 7¢ = 238 ms, T, = 3334 ms; H399R, 7,35: 1 = 178 ms, T, = 905 ms; H399R, 5,5:
T = 70 ms, T, = 244 ms; H399V, 7,35: ;= 315 ms, T, = 3492 ms; H399V, 5,5: 1 = 208 ms, T,
= 3309 ms.

Az irodalombdl jol ismert, hogy szdmos fesziiltség kapuzott K™ csatorna inaktivaciéjat
a csatorna extracellularis szdjadéka kozelében, a szelektivitasi sziirében elhelyezkedd
kaliumkotohely telitettsége szabédlyozza. Ennek tiikrében a vad tipusd és mutdns Kvl1.3

csatorndk inaktivicidjdban alacsony pH,-n bekovetkezd véltozdsok magyardzatira egy
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modellt alkottunk. Ennek lényege, hogy a protondlt 399-es helyzetii hisztidin a csatorna
extracellularis szdjadékdban egy elektrosztatikus potencidlgatat képez, amely akaddlyozza a
K*-ok extracellularis tér feldl torténd bejutasat a K™ kotShelyre valamint a kotShelyrdl a K
tdvozasat az extracellularis tér felé. Ennek megfelelen tehat a H399 protonacidja csokkenti a
K" kotdhely extracelluldris tér feldl vald toltddésének hatdsfokat és elBsegiti annak

intracellularis tér feldl valé toltodését (10. abra).

pH 7,35 pH 5,5
f
5 mM K*, /A A

150 mM K+, @ A

! !

10. abra A kisérleti eredményeket magyardzé modell 1ényege

A 399-es helyzeti hisztidin alacsony pH-n protonélddik, és az igy keletkezd elektrosztatikus
potencidlgit akaddlyozza a K'-ok mozgdsit a csatornapérus extracelluldris bejdratdn
keresztiil. S-ECS oldatban a K*-ok ,.external lock-in site”-rél az extracellularis tér felé valé
tdvozdsa akadalyozott, ami a kotOhely telitettségét megnovelve az inaktivicié lassulasat
eredényezi a ,,foot in the door” mechanizmusnak megfelelden. K-ECS oldatban a pH,=5,5-n
kialakul6 elektrosztatikus erdtér a kritikus kotOhely extracellularis tér feldli toltodését
akaddlyozza, amely az inaktivacids kinetika gyorsuldsaban nyilvanul meg.

5.1.6 Magas ionerdsségii oldat alkalmazasa: az elektrosztatikus barrier megsziintetése

Az el6zdekben leirt modell tesztelésére magas ionerdsségii extracelluldris oldatot

(HIS) alkalmaztunk, amellyel csokkenthetok a nagy hatotavolsagi elektrosztatikus
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kolcsonhatdsok. Alacsony pHy-n normél ionerdsségli extracellularis oldatban (S-ECS-ben) a
pozitivan toltott hisztidinek elektromos erdtere altal 1étrehozott potencidlgit akadalyozza a
K*-ok kijutdsdt a pérusbdl, ami az inaktivacio lassitdsdhoz vezet. Magas ionerésségli oldatban
az elektrosztatikus kolcsonhatasok csokkenése miatt az elektromos potencialgat csokken, ami
az inaktivaci6 gyorsuldsat eredményezi olyan csatorndk esetén, melyek a kritikus pozicidban
(399) toltott aminosavat tartalmaznak.

A 11. dbran bemutatott eredmények hipotézisiink helyességét igazoljdk. Amennyiben
S-ECS oldatban az extracelluléris pH-t 7,35-161 5,5-re csokkentettiik, az inaktivaci6 lassuldsat
tapasztaltuk (11A 4abra), HIS oldatban viszont a pH, hasonlé csokkentése az inaktivacié
gyorsuldsit eredményezte (11B dbra). A 11C édbra egy mdésfajta dsszehasonlitdst mutat, mely
hipotézisiinkkel szintén Osszhangban van. Amennyiben a sejtet S-ECS/pH=7,35 oldattal
perfundaltuk, a HIS/pH=7,35 oldatra val6 valtds az dramamplitidé csokkenését (59,2 + 4,5
%; n=5, p<0,001) és az egyensilyi (steady-state) dram novekedését eredményezte, az
inaktivacié sebessége ugyanakkor nem valtozott (6nkontrollos Osszehasonlitas: 107,9 *+ 4,9
%; n=5, p=0,182, kontroll: 7= 167 £ 20 ms; HIS: t= 179 + 20 ms). Ezzel szemben pH,=5,5-n
az S-ECS oldatrél HIS-re valé véltds az inaktivicié gyorsuldsit okozta (6nkontrollos
Osszehasonlitds: 62,1 £ 5,8 %; n=4, p=0,007, kontroll: T= 198 £ 23 ms; HIS: 1= 122 + 15 ms)
az dramamplitidé csokkenése mellett (71,6 + 4,6 %; n=4, p<0,009). Az dramamplitidé HIS
oldat 4altal okozott csokkenését a tovabbiakban nem vizsgéltuk.

Hipotézisiink helyességét a tovabbiakban mutdns ioncsatorndk felhasznaldsaval
igazoltuk. A rendelkezésre 4ll6, és a kordbban bemutatott mutdnsok koziil azokat valasztottuk
ki, melyek tulajdonsdgai legjobban hasonlitanak a vad tipusid Kv1.3 biofizikai jellemzdire. A
H399K és H399L mutdnsok haszndlatinak az az eldnye, hogy az aminosavak oldalldncai a
vizsgélt pH, tartomdnyban vagy permanens pozitiv toltéssel rendelkeznek (H399K) vagy
neutrdlisak (H399L). Modelliink szerint a H399K a vad tipust csatorna pH,=5,5-6n mért
tulajdonsagait, mig a H399L a vad tipusd csatorna pH,=7,35-6n mért jellemzdit kell hogy
mutassa a pHo-tdl fiiggetleniil annak megfeleléen, hogy ezen csatorndk esetén 399-es
helyzetli aminosav toltése a vizsgédlt pH,-tartomdnyban nem véltozik meg. Ezen mutdnsok
felhaszndldsdval pl. a HIS oldat hatdsai dlland6 pH, értéken vizsgdlhaték. Amennyiben a 399-
es pozicidban toltott aminosavat tartalmazé H399K mutanst expresszalé CTLL-2 sejtet S-
ECS/pH=7,35 oldattal valé perfiizié utan HIS/pH=7,35 oldattal perfundaltunk, ugyanazt
tapasztaltuk, mint a vad tipusd csatorndk esetén pH=5,5-nél S-ECS-rél HIS oldattra vald

valtas esetén, vagyis az inaktivaciés kinetika gyorsult (11D és 11F abrak; Tow: 99,2 £ 13,7
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%, p < 0,955; Tase: 57,2 £ 5,4 %, p < 0,001). A 399-es helyzetben neutrdlis aminosavat
tartalmazé H399L muténs esetén a HIS oldatra valé véltas ugyanakkor nem befolydsolta az
inaktivacios iddéallandot (11E és 11F dbra; Taow: 95,9 £ 14.9 %, p < 0,795; Tras: 84,9 £ 8,1 %,
p < 0.124), azaz ugyanazt tapasztaltuk, mint a vad tipusu csatorndk esetén pHo=7,35-nél S-

ECS-rol HIS oldattra valé valtas esetén.

A B C
WT, S-ECS WT, HIS WT
pH 7,35 pH 7,35 .
/ JH 5.5 / 3 1.0
pH 5.5 e’
\Q 0,5
Pm
< E 0
o “ 735 55
200 ms 200 ms ' i
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E
D H399K H399L F
S-ECS H399K H399L
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/ 2 1,0
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11. abra Magas ionerdsségii extracellularis oldat (HIS) hatdsa vad tipus, illetve H399K és H399L
mutdns Kv1.3 csatorndk inaktivacidjara

(A és B) Vad tipust Kv1.3 csatorndt expresszalé CTLL-2 sejteken 2 s hosszi depolarizalé impulzusok
alatt mért teljes-sejt dramok. A tartéfesziiltség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat
alkalmaztunk, és 60 s volt az egyes depolarizdlé impulzusok kozott eltelt id6. (A) A sejtet S-ECS
pH=7,35, illetve S-ECS pH=5,5 oldattal perfunddltuk. Az inaktivicios idéallandék 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
perfundaltuk. Az inaktiviciés idéallandék 220,6 ms (pH=7,35) és 127,4 ms (pH=5,5) voltak. (C) A
HIS oldatban mért inaktivéaciés idéallandé () és az S-ECS oldatban mért inaktiviciés idallandé
(Ts.ecs) hanyadosa pH=7,35 (iires oszlopok), és pH=5,5 (satirozott oszlopok) esetén. A hibajelek a
kozépérték kozepes hibdjat mutatjdk. (D) H399K mutans csatorndkat expresszalé CTLL-2 sejt
teljes-sejt dramai. A kisérleti koriilmények hasonldak, mint a vad tipust csatorndk esetén (A
és B panel), de a sejtet S-ECS pH=7,35 illetve HIS pH=7,35 oldattal perfundiltuk. Az
inaktivacids id6édllandok a kovetkezOk voltak: Tiaeq = 2714 ms €S Toyors = 212 ms  (S-ECS)
illetve Tiasss = 2172 ms €s Tgyors = 127 ms (HIS). (E) Ugyanaz a kisérlet, mint a D panel
esetén, de a sejt H399L csatorndkat expresszalt. Az inaktivacids idéallandok Tiasss = 577 ms és
Toyors = 74 ms  (S-ECS) illetve €s Tieq = 557 ms €s Toyors = 55 ms  (HIS) voltak. (F) A HIS

pH=7,35 oldatban mért inaktivdcids id6édllandé (Tyyg) €s az S-ECS pH=7,35 oldatban mért
inaktivaciés id6allandé (Ts.gcs) hdnyadosa a H399K és a H399L mutdnsok esetén.
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A HIS oldat a csatorndk egyensulyi aktivacigjat jellemz6o G-V gorbét a pozitivabb
fesziiltségek irdnyaba tolja el. A G-V gorbét jellemzd V; €s s értékek a vad tipusu csatornak

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

5.1.7 Az alacsony pH, lassitja a barium bemosédasat és kimosddasat

Hipotézisiink tesztelésére vizsgaltuk az ionok kiilonbdzd extracellularis pH, melletti
atjutdsat a csatorna pdrusdnak extracelluldris bejdratan keresztiil. Modelliink szerint az ionok
atjutasa lassabb akkor, ha a 399-es pozicidban toltott aminosav oldallanc taldlhaté. Az ionok
atjutdsanak vizsgdlatdhoz egy olyan ionra volt sziikség, amelyre a Kvl.3 csatorna
permedbilis, de az ion mozgidsa elég lassi ahhoz, hogy mérni tudjuk az ionmozgis
sebességében bekodvetkezd valtozdsokat. Erre a célra kivdléan alkalmasak a bariumionok,
amelyek hasonlé méretiiek, mint a kdliumionok, de kétszeres pozitiv toltésiiknél fogva
erdteljesebben kotddnek a szelektivitasi sziiroben 1évo kotohelyekhez, megakadalyozva ezzel
a joval gyorsabban mozgd kaliumionok dramlését a csatorna latszélagos blokkolasat okozva.
Hurst és mtsai két szekvencidlis bariumké&tohelyet irtak le Shaker csatorndk esetén: egy kiilso
kotéhelyet, amelyre a gyors asszocidcids és disszocidcids sebességek jellemzdek, és egy
belsd kotOhelyet, amely nagyobb affinitdsi és lassi asszocidcids €s disszociacids
sebességekkel jellemezhetd (Hurst és mtsai, 1995). A kiils6 bariumk&tohely a Neyton és
Miller 4ltal leirt ,,external lock-in site”-nak felel meg és ezen kotShely telitettsége hatdrozza
meg elsdsorban az inaktivici6 sebességét (Harris és mtsai, 1998; Kiss és mtsai, 1999; Kiss és
Korn, 1998; Neyton és Miller, 1988b).

A bérium ionok p6érusbdl torténd kimosddasanak kinetikai vizsgalatakor a sejtet —120
mV-os membranpotencidlon tartottuk és 15 ms hosszu +50 mV-os tesztimpulzusokat
alkalmaztunk. Az egymast kovetd tesztimpulzusok kozott 30 mdasodperc telt el. Ilyen
koriilmények kozott 15 mM Ba’" a Kvl.3 csatorndk dramdt S-ECS/pH=7,35 oldatban a
kontroll 18,47 = 1,28 %-dra csokkentette (n=10). A steady-state blokk elérése utin
bariummentes S-ECS/pH=7,35 ill. 5,5 oldattal perfunddltuk a sejtet és mértiik a Ba**
kimosddési kinetikdjat. A 12A és 12B dbra mutatja, hogy alacsony extracelluldris pH-n a
Ba®* disszocidciGja lassabb. A kimosddds sebességét jellemzd id6dllandk rendre 66,49 +

1,17 s (n=5) és 129,42 £ 8,28 s (n = 5) voltak pH,=7,35 ill. 5,5 esetén (12E és F ébra).
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12. abra A vad tipusd, valamint a H399K és H399L mutdns Kv1.3 csatorndk dramainak Ba** ionokkal
valé blokkolds utani kimosasi kinetikai

(A és B) Az extracelluldris pH csokkentése lassitja a Ba®* ionok kimosédasit vad tipusi Kv1.3
csatorndk esetén. Az iondramokat CTLL-2 sejteken 15 ms hosszi depolarizdlé impulzusok alatt
mértiik teljes-sejt konfigurdcidban. A tartéfesziiltség -120 mV volt, +50 mV-os tesztimpulzusokat
alkalmaztunk, és 30 s volt az egyes depolarizdl6 impulzusok kozott eltelt id6. Az dbran az egyes
impulzusok alatt mért maximalis dramot tiintettiik fel. Az iondramokat 15 mM Ba**-ot tartalmazé S-
ECS pH=7,35 oldattal blokkoltuk (iires téglalap és fekete vonal), a kimosast pedig S-ECS pH=7,35
(iires téglalap az A panelen), illetve S-ECS pH=5,5 (satirozott téglalap a B panelen) oldattal végeztiik.
A kimosasi kinetikdt exponencidlis fiiggvény segitségével illesztettiik (fekete vonal). A kimosési
idéédllandok az dbran lathat kisérletben 80,6 s (pH=7,35) és 131,2 s (pH=5,5) voltak. A H399L
mutans csatorndk esetén (C panel) a pH=7,35 mellett mért kimosasi kinetika (t = 70,4 s) hasonl6 a vad
tipusi csatorndkon ugyanilyen pH-n mért kintikdhoz, mig a H399K mutdns csatorndk (D panel)
pH=7,35 esetén mért kimosdsi kinetikdja (T = 131,9 s) a vad tipusd csatorndk pH=5,5 mellett mért
kinetikdjaval mutat j6 egyezést. Az E és az F panelen a vad tipustd, valamint a H399K és H399L
mutdns Kv1.3 csatorndkon mért kimosasi idédllandok lathatok pH=7,35 és pH=5,5 esetén. A hibajelek
a kozépérték kozepes hibdjat mutatjak.

38



A Ba®™ kimosédasi kisérleteket egy-egy, a kritikus, 399-es poziciéban neutrélis (L) és
pozitiv (K) toltésti aminosavat tartalmaz6 mutans Kv1.3 csatorna esetén is elvégeztiik, a vad
tipusti csatorndkndl hasznélt protokollt alkalmaztuk. A H399L csatorna esetén a Ba®*
vad tipusd csatorndk esetén pH,=7,35-n kapott értékkel egyezett meg (H399L, pH,=7,35:
71,04 £ 5,37 s; H399L, pH,=5,5: 78,67 = 11,20 s; 12C, E és F dbrdk). A H399K mutdns
csatorndk esetén a Ba®* kimos6désa szintén pH-inszenzitivnek bizonyult és a kimosédasi
idéédllandok a vad tipustu ioncsatorndk esetén pH,=5,5-n kapott ért€kekkel egyeztek meg
(H399K, pH, 7,35: 125,99 * 8,55 s; H399K, pH, 5,5: 137,89 £ 8,91 s; 12D, E és F abrak). A
statisztikai elemzés (Bonferroni t-teszttel kiegészitett ANOVA) két kiilonb6z6, gyors (vad
tipus pH,=7,35-n és H399L mindkét pH,-n) ill. lassi (vad tipus pH,=5,5-n és H399K
mindkét pH,-n) kimosddasi sebességekkel jellemezhetd csoportot kiilonitett el. A paronkénti
Osszehasonlitds a csoportokon beliil nem mutatott kiilonbséget az idéallandékban (p>0,05),
mig a csoportok kozotti barmely paronkénti Osszehasonlitds szignifikdns kiilonbséget
mutatott (p<0,05).

A 12. dbrdn bemutatott kisérletekben hasznalt protokoll esetén a Ba>* bemosddas igen
gyors, az egyensulyi blokk 1-2 depolarizal6é impulzus alatt kialakul, amely nem teszi lehetdvé
a bemosddasi kinetikdk esetleges kiilonbségeinek felolddsat. A jobb feloldas érdekében tehat
modositanunk kellett az alkalmazott kisérleti protokollt. Két célunk volt: egyrészt lassitani
kellett a Ba**-k extracelluldris térb6l a pérusba torténd bemosédasinak sebességét. Ennek
érdekében kevésbé negativ membranpotencidlt és nagyobb depolarizdlé impulzusokat
alkalmaztunk és mivel a Ba®* bemos6dasa nyitott csatorndk mellett gyorsabb, csokkentettiik a
depolarizalé impulzusok hosszat. Masik célunk a kisérletek id6beli felbontdsanak novelése
volt. Ennek érdekében ugy csokkenteniink az egymadst kovetd tesztimpulzusok kozott eltelt
id6t, hogy ne alakuljon ki kumulativ inaktivicié. Kisérleteinkben 15 mdésodpercenként
alkalmaztuk a tesztimpulzusokat.

A mdédositott protokollt alkalmazva a Ba®* 15 mM koncentriciéban a vad-tipusu
Kv1.3 csatorndk esetén az aramamplitidot rendre a kontroll érték 39,1 + 2.9 %-ara (n=6) és
17,9 *+ 1,4 %-éara (n=6) csokkentette pH,=7,35 és 5,5 esetén. A 13A és B dbra mutatja, hogy a
bemosddasi kinetika alacsony pH,-n lassibb. A bemosddasi idéédllanddk rendre 32,8 £ 1,4 s
(n=7) és 46,5 + 2,6 s (n=6) voltak pH,=7,35 és 5,5 esetén (p=0,0005, 13C 4bra). A mért
idéallanddkat sejtenként is 6sszehasonlitottuk. A pH, csokkentése a bemosddasi id6allandét a

pHo=7,35-n mért érték 137,3 £ 2,8 %-ara novelte (n=6, p<0,0001).
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13. abra A Ba®" iltal okozott blokk bemosasi kinetikdi vad tipusi és H399L ill. H399K
mutins Kv1.3 csatorndk esetén

(A és B) Az extracellularis pH csokkentése lassitja a Ba®* blokk bemosédasi kinetikéjat a vad
tipusti Kv1.3 csatorndk esetén. A sejteket —90 mV-os tartdsi potencidlrél 10 ms idétartamra
+70 mV-ra depolarizéltuk, az egyes depolarizdlé impulzusok kozott 15 méasodperc telt el. Az
dbrén az dramamplitidok véltozasat tiintettiik fel az adott oldatokkal val6 perfizié sordn. A
sejteket el@szor kontroll oldattal (S-ECS pH=7,35 az A panel és S-ECS pH=5,5 a B panel
esetén), majd 15 mM Ba’"-t tartalmazé azonos sszetételii oldattal perfundaltuk (iires téglalap
és fekete vonal az A panelen és satirozott téglalap és fekete vonal a B panelen). A szaggatott
vonalak az adatpontokra legjobban illeszkedd exponencidlis fiiggvényeket mutatjdk. Az dbrdn
bemutatott kisérlet esetén a bemosdsi kinetikét jellemz6 idéalland6k rendre 31,98 és 44,96 s
voltak pH=7,35 és pH=5,5 esetén. (C és D) A bemosasi idédllanddk a vad tipusu (C) és a
H399L ill. H399K mutans csatorndk (D) esetén pH=7,35 és pH=5,5 alkalmazdsakor. A
mutdns csatorndk esetén a kisérleti koriilmények a vad tipusi csatorndk vizsgalatakor
alkalmazottakhoz voltak hasonldak, azzal a kiillonbséggel, hogy a sejteket —120 mV-os
fesziiltségen tartottuk és a [Ba**] 5 mM volt. A hibajelek a kozépérték kozepes hibéjat (SEM)
mutatjik.

A Ba®* kimosési kisérletekhez hasonléan a Ba®* bemoséddsi kinetikdjanak pH,-
fliggését is megvizsgaltuk egy, a 399-es pozicidoban neutrdlis (L), ill. pozitiv toltésti (K)

aminosavat tartalmazé Kv1.3 mutdns esetén is. A vad tipusu csatorndk bemosddasi
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kinetikdjanak vizsgalatakor alkalmazott protokollal 15 mM Ba** mindkét vizsgilt mutdns
csatorna esetén szignifikdnsan nagyobb blokkot okozott és a bemosdddsi kinetika nagyon
gyors volt, az egyensulyi blokk egy-két depolarizdlé impulzus alatt kialakult, ami
lehetetlenné tette a bemosddasi kinetika pontos meghatarozasat. Emiatt médositanunk kellett
a kisérleti koriilményeket. A Ba** koncentraci6jat 15 mM-rél 5 mM-ra csdkkentettiik, mivel a
bemosddési kinetika az ionok koncentricidjdval egyenesen ardnyos és 5 mM Ba®* mellett
még mindig elegendd mértékti blokkot kapunk. Az alkalmazott fesziiltségprotokoll a vad
tipusii csatorndk bemosasi kisérleteiben alkalmazottal egyezett meg, kivéve a tartdsi
potencialt, amely —120 mV volt, s igy a mutansokndl pozitivabb tartdsi potencidlokon
jelentkez6 kumulativ inaktivacié kivédhetd.

A megmarad6 dramhdnyad a H399L csatorndkra 5 mM Ba** jelenlétében rendre 34,3
+ 1,28 % (n=6) és 32,1 = 1,04 % (n=6) volt pH,=7,35 és 5,5 esetén. A H399K csatornak
dramat a Ba™ ugyanilyen koncentriciéban nagyobb mértékben blokkolta, a megmaradé
dramhanyad rendre 17,4 = 0,71 % (n=6) és 13,0 = 1,2 % (n=5) volt a két vizsgalt (7,35 és
5,5) pHo-n. Az extracellularis pH valtoztatdsa nem befolyasolta a bemosddasi kinetikat egyik
mutins csatorna esetén sem, ugyanakkor a neutrdlis aminosavat tartalmazé mutans (H399L)
bemosddési kinetikdja gyorsabb volt. A pH,=7,35-n és 5,5-n mért bemosddasi idéallandé a
H399L esetén rendre 18,13 £ 0,61 s (n=5) és 18,33 £ 0,56 s (n=6), mig a H399K esetén 25,51
*+ 1,12 s (n=6) és 26,95 + 0,92 s (n=5) volt (13D &bra).

5.1.8 Az intracellularis kaliumkoncentracio csokkentése: az extracellularis tér fel6l
valé toltédés szerepének novelése

Hipotézisiink tesztelésére olyan kisérleteket is végeztiink, amelyekben alacsony
intracelluldris kéliumkoncentraciét alkalmaztunk. Ilyen koriilmények kozott a csatorna
poérusdnak extracelluldris bejdratiban 1évo, az inaktiviacid sebességének meghatdrozasa
szempontjabol meghatiarozé kotdhely intracelluldris oldal feldl valo toltddése lecsokken és
az extracelluldris tér feldl valo toltédés valik meghatiarozova. Kiilonosen igaz ez akkor, ha
olyan K" koncentrdcié és tesztpotencidl kombindciét alkalmazunk, ahol az &ramirdny
megfordul, és a Kv1.3 csatorndkon a sejtbe befelé folyd (inward) dram folyik. Varakozasunk
az volt, hogy az extracelluldris tér feldl vald toltddés jelentdségének novekedése miatt az
inaktivaci6 pH, érzékenysége médosul, vagy meg is fordulhat, azaz 399-es helyzetl hisztidin
protonacidja kovetkeztében 1étrejovo elektrosztatikus potencidlgét jelenléte az inaktivacié

gyorsuldsat okozhatja a pH, csokkentésekor.
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14. 4bra 5SmM K-t tartalmazé pipettaoldat alkalmazdsakor az extracelluldris pH csokkentése
20 mM [K*]. esetén nem valtoztatja meg a Kv1.3 csatorndk inaktivacios kinetikdjat

(A, B és C) Kv1.3 csatorndkat expresszdlé CTLL-2 sejteken mért normélt dramok 5SmM K'-t
tartalmazé pipettaoldat alkalmazdsa esetén. A sejteket —120 mV-os tartéfesziiltségdl 2 s
id6tartamra +20 mV-ra depolarizéltuk, az egyes depolarizdlé impulzusok kozott 60 s telt el. A
sejtet 7,35-s és pH=5,5-s pH-ji 20 mM K-ECS (A panel), 40 mM K-ECS (B panel) és K-ECS
(C panel) oldatokkal perfunddltuk. (D) Az 4dramamplitidok és a gorbe alatti teriiletek
hanyadosait kiszamitottuk minden [K'].-ji oldat esetén a kiilonbozé pH-kon. Az 4brdn a
pH=7,35 és pH=5,5 esetén mért APPR értékek hanyadosait dbrazoltuk kiilonb6zd [K*]e-k
mellett. A hibajelek a kozépérték kozepes hibdjat (SEM) mutatjak.

Kisérleteinkben a pipettatoltd folyadék 5 mM K'-t tartalmazott, igy a K'-ra vonatkozo
egyensulyi potencidl kiillonbozott a konvenciondlis —85 mV-t6l. Amennyiben a sejtet 20, 40
vagy 150 K-ECS oldattal perfundaltuk, a K'-ra vonatkozé egyensilyi potencidl rendre
+35,4, +53,1 és +87,3 mV volt. Ezek az értékek igen kozel vannak a + 50 mV-hoz, igy a K*-
ra hat6 elektrokémiai hajtéeré +50 mV-on igen kicsi. Annak érdekében, hogy nagyobb
legyen a hajtéerd és ennek kovetkeztében az dramamplitidé, kisérleteinkben +20 mV-os
tesztimpulzusokat alkalmaztunk. Mivel a +20 mV negativabb, mint a kisérleteinkben
alkalmazott extracellularis kdliumkoncentracidkra kiszamolt egyensulyi potencial értékek, a
tesztimpulzusok alatt befelé irdnyulé (inward) inaktivdl6d6 iondramokat kaptunk. Az

dramgorbe leszalld szdra 20 és 40 mM [K'].-k esetén jol illeszthetd egy exponenciilis tagot
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tartalmazo fiiggvény segitségével, az inaktivacids idéédllanddk rendre 160,3 = 9,6 ms (n=14)
€s 199,9 + 11,2 ms (n=17) voltak 20 mM és 40 mM K-ECS-ben. 20 mM K-ECS-ben a pH,
7,35-161 5,5-re val6 csokkentése nem befolydsolta az inaktivaciés kinetikat, a pHo=5,5-n mért
inaktivaciés idédlland6 a pH,=7,35-n mért érték 97,4 £ 3,2 %-a volt (n=13, p=0,425, 14A
abra). 40 mM K-ESC-ben ugyanakkor a pH, hasonld csokkentése az inaktivacid gyorsulasat
eredményezte, az inaktivaciés idééallandét a kontroll (pHy=7,35-n mért) érték 84,9 £ 2,7 %-
dra (n=15, p<0,0001) csokkentette (14B dbra). Annak érdekében, hogy az eredmények
Osszehasonlithatok legyenek a 150 mM KF-ot tartalmazé pipettatoltd oldattal hasonld
extracellularis oldatok alkalmazédsakor kapott eredményekkel, a mért aramgorbéket alternativ
modszerrel (area/peak ratio) is kiértékeltilk. 20 mM K-ECS oldatban az extracellularis pH
csokkentése az APPR értékét nem vdltoztatta meg hasonléan az dramgorbék illesztésével
kapott eredményekhez, pH,=5,5-n az APPR a pH,=7,35-n mért érték 101,7 £ 1,9 %-4nak
adddott (n=13, p=0,404, 14D 4bra). 40 mM K-ECS oldatban az extracelluldris pH hasonl6
csokkentése az APPR értékét a kontroll ért€k 93,0 + 2,1 %-ara csokkentette (n=15, p=0,005,
14D 4bra).

Amennyiben a sejtet 5 mM K tartalmd pipettatolté oldat alkalmazdsa mellett 150
idéallandok 1186 = 217 ms és 131 £ 30 ms (n=3) voltak, a lassan inaktivdlddé komponens
sulyfaktora pedig 0,51 * 0,02 (n=3) volt. Az extracellularis pH 7,35-r61 5,5-re val6
csokkentése az inaktiviciés kinetika gyorsuldsat eredményezte (14C 4abra), azonban az
inaktivaciés idéallandok nem valtoztak szignifikdnsan [t s 5/15735=122.0 = 29.0 % (p=0,527),
Trs.5/te735= 84,6 £ 10,3 % (p=0,273), (n=3)]. A lassan inaktivdlé6dé aramkomponens
amplitiddja (As) a kontroll 47,9 + 6,3 %-ara csokkent (n=3, p=0,014), mig a gyorsan
inaktival6dé komponens amplitidéja nem valtozott (Ag: 99,3 £ 5,6 %, n=3, p=0,908). A
lassan inaktivdlodé komponens silyfaktora pH,=5,5-n a pH=7,35-n mért értéknél joval
kisebb, 0,378 = 0,020 volt. A lassan inaktivdlédé komponens stlyfaktordanak csokkenése
magyarazza az inaktivacié pH, csokkentésének hatdsira bekovetkezd gyorsuldsit. A kapott
aramgorbéket természetesen az ,,area/peak ratio” modszerrel is kiértékeltiik, az APPR értéke
pHo=7,35-n 271,3 + 16,8 ms volt, amely pH,=5,5-n a kontroll 76,6 + 3,2 %-ara csokkent
(n=3, p=0,018, 14D 4bra).
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5.2 A Centruroides elegans skorpié mérgébol izolalt peptidek Kv1.3 csatornakra
gyakorolt hatasanak vizsgalata

5.2.1 A Centruroides elegans peptidek szétvalasztasa, szekvenalasa

A Centruroides elegans skorpiéo venomjanak Sephadex G-50 oszlopon torténd
szétvdlasztdsa sordn nyert 3 frakcié kozill az egerekre egyediil toxikus II. frakcié
komponenseit CMC oszlopon vélasztottuk szét. Az igy nyert szubfrakcidk koziil Noxiustoxin
(NTx) ellenes antitestek a II-9, II-10 és II-11 szubfrakcidkhoz kotodtek, tehat ezen
szubfrakciok noxiustoxinhoz hasonlé szerkezetii fehérjéket tartalmaztak. E harom
szubfrakciot HPLC-vel tovébbi alfrakciokra bontottuk. A II-9 frakciébdl 3 noxiustoxinhoz
hasonl6 szerkezetli peptidet izoldltunk, melyeket Cel, Ce2, ill. Ce3 —nak neveztiink el. A II-
10 frakciébdl a Ced, a II-11 frakciébol pedig a CeS jelii peptidet nyertiik. A 15. dbra az igy
nyert peptidek (Cel-Ce5) aminosav-szekvencidjat mutatja. A peptidek tomegspektrométerrel

meghatarozott molekulatomege rendre 4255, 4267, 4249, 4295 és 4255 atomi tomegegység.

10 20 30

| | |
Cel TVINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN
Ce2 TIINVKCTSPKQCLKPCKDLYGPHAGAKCMNGKCKCYNN*
Ce3 IFINVKCSLPQQCLRPCKDRFGQHAGGKCINGKCKCYP

Ced4 TIINVKCTSPKQCLLPCKEIYGIHAGAKCMNGKCKCYKI*

Ce5 TIINVKCTSPKQCLPPCKEIYGRHAGAKCMNGKCHCSKI*

15. abra A Ce 1-5 toxinok aminosav-szekvenciaja

A peptidek aminosav-szekvencidinak a tobbi skorpidtoxin szekvencidjaval valo
Osszehasonlitdsa alapjan a Cel...Ce5 peptidek az a-KTx 2 csalddba (a csalad alapvagyiilete a
Noxiustoxin) tartoznak, szisztematikus neviik rendre o-KTx 2.8, a-KTx 2.9...a-KTx 2.12.
Aminosav-szekvencidjuk a Noxiustoxinnal 59-87 %-os homoldgidt mutat. A Cel és Ce2
toxinok mutatjdk a legnagyobb egyezést a Noxiustoxinnal, csak 5 ill. 4 aminosavban térnek el

attol. A Ce4 szekvencidja mar nagyobb eltérést mutat, 7 aminosavban kiilonbozik az NTx-tol.
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Ezzel szemben a Ce3 és Ce5 peptidek szekvencidja nagyobb kiilonbozdséget mutat, 9 ill. 15

aminosavban térnek el az NTx-tol.

5.2.2 A Cel, Ce2 és a Ced toxinok a Kv1.3 csatornak hatékony gatloszerei

A tisztitott peptidtoxinok Kv1.3 csatorndkra gyakorolt gatld hatdsat human periférids
vérbol izolalt T lymphocytdakon vizsgaltuk patch-clamp technika segitségével. El6sz6r 10 nM
koncentracié mellett vizsgaltuk a toxinokat, a gatlé hatdst a teljes-sejt kaliuméaram +50 mV-
os tesztpotencidlon toxin jelenlétében mért szdzalékos csokkenésével jellemeztiik. A Cel,
Ce2 és Ce4 toxinok a Kvl.3 csatorndk dramdnak 85-95 %-at gatoltak, mig a Ce3 és CeS5
toxinok az aram kevesebb, mint 15%-at (6,510,7% a Ce3, és 12,6x1,4% a Ce5 esetén).
Részletesen csak a Kv1.3 csatorndkat hatékonyan blokkolé harom peptidet vizsgaltuk.

A 16. dbra a Ce toxinok lymphocytdk Kv1.3 dramdra gyakorolt hatdsit mutatja be. Az
alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a mért teljes-sejt aram teljes egészében a Kvl.3
csatorndkon atfolyd dramnak felel meg (Péter és mtsai, 2001). Az 16. dbra A panelje a
toxinmentes oldatban (kontroll) és a 0,5 nM Ce2 toxin jelenlétében az egyensulyi gétlds
kialakuldsa utdn lymphocytdn mért teljes-sejt dramokat mutatja be. A toxin az alkalmazott
kisérleti koriilmények kozott a kontroll dram kb. 65 %-at gétolta. A sejt toxinmentes oldattal
torténd perfuzidjaval a toxinhatds teljesen kimoshaténak bizonyult. Az dbra a teljes
kimosédds utdn mért dramgorbét is mutatja. Hasonlé eredményeket kaptunk a Cel és Ce4d
toxinok esetén is, azzal a kiilonbséggel, hogy ezek kisebb mértékben gatoltdk a Kvl1.3
csatorndkat, mint a Ce2. Az 16. abra B panelje mutatja be a Ce2 toxin bemosddasi és
kimosédasi kinetikdjat. Az egyensilyi blokk kozel félhatdsos koncentricidban a
toxintartalmu oldat perfazidjat kovetden 60-90 masodperccel alakul ki. A blokk utdni teljes
kimosddas a toxinmentes oldattal torténd perfizié kezdete utdn 180 és 210 s kozott torténik
meg. A ki- és bemosddasi kinetikdk pontosabb meghatarozasat lehetetlenné tette az, hogy az
egyes depolarizdlé impulzusok kotott 30 mésodpercnek kellett eltelnie, mivel a Kvl.3
csatorndk a depolarizacié soran kialakult inaktivalt dllapotukbdl igen lassan térnek vissza a
zart allapotba (Cahalan és mtsai, 1985). A 16. dbra C részén a harom hatdsos Ce toxin altal
okozott blokk fesziiltségfiiggése ldthat6. Mindhdrom toxin esetében kismértékii
fesziiltségfiiggés figyelhetd meg, az &dramblokkold hatds pozitivabb tesztpotencidlokndl

kisebb.
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16. abra A Cel, Ce2, és Ce4 toxinok nagy affinitassal gatoljdk a human T lymphocytak
Kv1.3 dramait

(A) A human periférids T lymphocytak K* dramait teljes-sejt konfigurdcioban mértiik, a sejteket —120
mV tartéfesziiltségrol 40 ms idStartamra +50 mV-ra depolarizaltuk, az egymast kovetd depolarizald
impulzusok kozott 30 masodperc telt el. Asejteket folyamatosan perfundéltuk. Az dbra a kontroll
koriilmények kozott, a 0,5 nM Ce2 toxin jelenlétében és a toxinmentes kontroll oldattal torténd
kimosds utdn mért dramgorbéket mutatja. (B) A Ce2 dltal okozott blokk kialakuldsanak és a toxin
kimosédasanak idokinetikdja. A fesziiltségprotokoll és a kisérleti koriilmények az A panelen
bemutatott kisérletnél alkalmazottakkal azonosak. Az &brdn az aramamplitid6 id6beli véltozasat
abrazoltuk. A nyilak az 1 nM Ce?2 toxint tartalmazé oldat alkalmazédsanak kezdetét és végét mutatjik.
(C) A Kvl.3 dram gatlasanak fesziiltségfiiggése. A sejteket —120 mV-os tartéfesziiltségrél 150 ms
idétartamra a megadott tesztpotencidlokra depolarizdltuk, az egyes tesztimpulzusok kozott 50
maésodperc telt el. A megmaradé dramhédnyadot (MAH) az /1y képlettel szamitottuk, ahol I; a kontroll
koriilmények kozott, I pedig a toxin jelenlétében mért csicsaramot jelenti. A hibajelek a kozépérték
kozepes hibdjat (SEM) mutatjadk (n=4-5). (D) A Cel-5 toxinok éaltal okozott Kv1.3 csatorna gétlds
dézis-hatas gorbéi. Az egyes toxinkoncentracioknal kiszamitott megmaradé 4ramhdnyadot a
koncentricié fiiggvényében abrazoltuk (Cel: tires korok, Ce2: teli korok, Ce3: teli négyszog, Ced:
ires haromszog, CeS: teli haromszog). A fesziiltségprotokoll és a kisérleti koriilmények az A panelen
bemutatott kisérletnél alkalmazottakkal azonosak. A szaggatott vonalak az adatpontokra legjobban
illeszkedd Hill-fiiggvényeket mutatjdk: MAH= AxK,"/(K "+[Tx]"), ahol [Tx] a toxinkoncentraciét, Ky
disszocidciés éllandét, n a Hill koefficienst, A pedig a toxinmentes oldatban mért relativ
aramamplitidot jelentik. A legjobban illeszked6 fliggvények paraméterei: Ky= 0,71 nM és n=0,98 a
Cel, K4= 0,25 nM és n=0,96 a Ce2, Ks= 366 nM és n=0,77 a Ce3, K4= 0,98 nM és n=0,95 a Ce4, ill.
Kg4= 69 nM és n=1,05 a CeS5 toxin esetén. Az A értéke minden esetben 1 volt. A hibajelek a kozépérték
kozeoes hibdidt (SEM) ielentik (n=3-6).
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Az abra D része az Ot vizsgilt peptid dozis-hatds gorbéjét mutatja be Kvl1.3
csatorndra. A Cel, Ce2 és Ce4 hatdsit 0.01-10 nM koncentriciétartomanyban vizsgéltuk, az
adatpontokra 3 paraméteres Hill fiiggvényt illesztettiink (a részleteket ldsd az
abraszovegben). A disszocidcios konstans (Kg) és Hill koefficiens értéke a Cel esetén 0,71
nM és 0,98, a Ce2 esetén 0,25 nM és 0,96, a Ced esetén 0,98 nM és 0,95. A Ce3 és Ce5
peptidek esetén a kicsiny blokkold hatds miatt a teljes-dozis hatds gdorbe meghatdrozdsa nem
volt lehetséges, mivel olyan nagy mennyiségl toxin lett volna sziikséges hozzd, amely nem
allt rendelkezésre. A meglévo adatpontokra illesztett dézis-hatds gorbe alapjan a Ky és a Hill

koefficiens értéke a Ce3 esetén 366 nM és 0,77, mig Ce5 esetén 69 nM és 1,05.

5.2.3 A Cel, Ce2 és a Ced toxinok szelektiven blokkoljak a Kv1.3 csatornakat

A human lymphocytdk aktivicidjaban a Kv1.3 mellett fontos szerepet jatszanak a
Ca® aktivélt K* csatorndk csalddjdba tartozé IKCal csatorndk is (Chandy és misai, 2004).
Mivel a Kv1.3 és IKCal csatorndk blokkoldsa kiilonbozoképpen gitolja az egyes T
lymphocyta-altipusok proliferdcidjat (Wulff és mtsai, 2003b), fontosnak tartottuk a Ce
toxinok hatdsdnak tesztelését IKCal csatorndkon is. A pipettatoltd folyadék szabad Ca®
koncentraciéjat ezen kisérletekben 1 uM-ra éllitottuk be, amely az IKCal csatorndk teljes
aktivacidjat okozza, igy lehetdvé valt a toxinok IKCal csatorndkra gyakorolt hatdsdnak
tesztelése (Grissmer és mtsai, 1993). Az alkalmazott, —120 mV-tdl +50 mV-ig terjedd
fesziiltségrampa protokollokkal a Kv1.3 csatorndk aktivaciés kiiszobénél alacsonyabb
fesziiltségeken mért aramok kizarélag az IKCal csatorndknak tulajdonithatéak. Az IKCal
csatorndkra kifejtett gatld hatds a mért dramgorbék kezdeti, a Kvl.3 csatorndk aktivéacids
kiiszobénél alacsonyabb fesziiltségeknek megfeleld, egyenes szakaszara illesztett egyenesek
meredekségének vialtozdsa alapjan szamolhaté ki (Grissmer és mtsai, 1993). A 17A abran
lathato, hogy a kontroll koriilmények kozott és a 10 nM Ce2 jelenlétében mért dramgdrbék
kezdeti egyenes szakaszdnak meredeksége 1ényegében azonos. Ezzel szemben 10 nM ChTx
az aramgorbék kezdeti szakaszdnak meredekségét lényegesen csokkentette. Ennek
megfelelden kisérleteink sordn pozitiv kontrollként a ChTx-t alkalmaztuk. A ChTx 10 nM
koncenticidban az dramgorbék kérdéses szakaszanak meredekségét a kontroll érték 549 %-
ara csokkentette (n=3). A 17A &bran lathatd, hogy 10 nM Ce?2 toxin a Kv1.3 csatorndk dramat
(az éaramgoOrbének a jobb oldali, a Kvl1.3 csatorndk aktivacids kiiszobénél pozitivabb

membranpotencidl értékeknek megfeleld szakasza) jelentdsen gitolta, annak megfelelen,
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hogy a Kvl.3 csatorndkra vonatkozé Ky értéke 0.25 nM. A 10 nM ChTx jelenlétében a
pozitiv membranpotencidl értékeknél mért dramcsokkentd hatds egyrészt a Kv1.3, masrészt
az IKCal csatornak daramanak blokkolasabdl adodik [Kd~3 nM a Kv1.3 csatorndkra, ill. 5 nM
az IKCal csatorndkra (Chandy és mtsai, 2004)]. A Cel és Ce4 toxinok szintén nem
blokkoltak az IKCal csatornakat (lasd 17B abra).
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17. abra A Ce toxinok farmakoldgiai jellemzoi

(A) A Ce2 toxin nem gétolja a humdn periférids T lymphocytdk IKCal dramait. A teljes-sejt
dramokat fesziiltségrampa protokoll (-120 mV-t6l +50 mV-ig 1,176 mV/ms sebességgel)
alkalmazdsa sordn rogzitettiik. A sejteket —80 mV-on tartottuk és az egymadst kovetd
fesziiltségrampa impulzusok kozott 30 madasodperc telt el. Az adramgorbék fiiggdleges
szaggatott vonaltdl (a Kvl.3 csatornak aktivacids kiiszobe) balra es6 szakasza az IKCal
csatorndk dramat reprezentdlja, mig a szaggatott vonaltdl jobbra es6 szakasz az IKCal és a
Kv1.3 csatorndk dramdnak Osszegét mutatja. Az IKCal csatorndk gatlasdnak hatdsossigat a
gorbék meredekségének vdltozdsdbol hatdroztuk meg.  Pozitiv kontrollként 10 nM
charybdotoxint alkalmaztunk, mely gatolja mind a Kv1.3, mind pedig az IKCal csatornikat.
(B) Az egyes C. elegans toxinfrakcidk hatdsa Kv1.3, rKv1.2, Shaker IR és IKCal csatorndkra.
A Kv1.3 és IKCal dramokat human periférids T lymphocytakban mértiik a kordbban mar lefrt
moédszerrel. A teljes-sejt rKv2.1 és Shaker IR aramokat a megfeleld csatornat kédold
plazmidokkal transzfektalt HEK293 sejtekben mértiik. A sejteket —120 mV-os fesziiltségen
tartottuk €s +50mV-os, 40 ms (Shaker IR) ill. 90 ms (rKv1.2) hosszi tesztimpulzusokat
alkalmaztunk. Az 4brdn a 10 nM Cel, Ce2 és Ce4 toxin jelenlétében mért megmaradd
dramhdnyadot (MAH) tiintettiik fel. A hibajelek a kozépérték kizepes hibdjat (SEM) jelentik
(n=3-5).
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A Ce toxinok szelektivitasat HEK 293 sejtekben transzfektalt Kv2.1 ill. Drosophila
Shaker IR csatorndkon vizsgaltuk. A 17B 4bra foglalja dssze a 10 nM Cel, Ce2, ill. Ce4
jelenlétében kapott eredményeket. Az dbran lathatd, hogy a Shaker IR csatorndk esetén a +50
mV tesztpotencidlon mért megmaradé aramhinyad mindhdarom peptid esetén 1-hez kozeli

érték. Kv2.1 csatorndk esetén hasonld koriilmények kozott az dram kismértékii csokkenését

tapasztaljuk.
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6 MEGBESZELES

6.1 A Kvl.3 csatornak inaktivaciojanak pH-fiiggé szabalyozasa: a His399 szerepe

Szamos tanulmény vizsgilta az extracellularis pH és a lassd inaktivacié kozotti
Osszefiiggést tobb kiilonbozo6 kaliumcsatorna esetén. A vad tipusii Kv1.3 csatorna kivételével
az Osszes vizsgalt kaliumcsatorandl az extracellularis pH csokkentése a lassu inaktivacio
gyorsuldsit eredményezte. Lopez-Barneo és munkatarsai a vad tipusd Shaker csatorna és tobb
T449 mutdns Shaker csatorna esetén is hasonlé eredményeket kaptak, a legkifejezettebb
gyorsulast pedig a T449H mutans esetén tapasztaltdk (Lopez-Barneo és mtsai, 1993). Starkus
€s mtsai is hasonlé eredményeket kaptak (Starkus és mtsai, 2003). A pH csokkentés lassu
inaktiviciora gyakorolt hatdsanak pK értéke Shaker csatorndk esetén 4,7, amely alapjan az
inaktivici6 pH-fiiggd véltozdsa valdszinlleg egy, a csatorna extracelluldris szdjadéka
kozelében elhelyezkedd savas aminosav-oldallinc (pl. Asp447) titrdlasanak az eredménye.
Az extracellularis pH csokkentése a Kvl.4 és Kvl.5 csatorndk esetén is az inaktivacio
gyorsulasat eredményezte (Steidl €s Yool, 1999; Zhang és mtsai, 2003; Claydon és mtsai,
2002).

Jelen tanulmanyban a 399-es helyzetl hisztidin szerepét vizsgaltuk a Kv1.3 csatornak
inaktivaciéjanak pH,-fiiggd szabdlyozasdban. Ennek érdekében olyan mutdns csatorndkat
hoztunk 1étre, amelyek a 399-es helyzetben neutrilis (L, V, Y), ill. pozitivan t6ltott (K, R)
aminosavat tartalmaznak €s ezen mutdns csatorndk tulajdonsdgait hasonlitottuk 6ssze a vad-
tipusi csatorndkéval. Vizsgiltuk az extra- €s intacelluldris kéliumkoncentriciéo és az
ionerdsség valtoztatdsdnak az inaktiviciés kinetikdra gyakorolt hatdsat, valamint a

bariumionok csatornapodrusba valé bemosdddsdnak és onnan vald kimosdddsdnak sebességét.

6.1.1 A vad tipusi és mutans Kv1.3 csatornak karakterizalasa: a membranfelszini
toltésarnyékolas szerepe és az aktivacio és inaktivaciéo kapcsolasa

Az egyensulyi aktivici6 alacsony extracellularis pH-n torténd, pozitiv
membranpotencidlok irdnyaba val6 eltoléddsat human periférids T lymphocytdkon Deutsch
és Lee mar kordbban leirtdk (Deutsch és Lee, 1989). Az extracelluldris pH 7,4-r61 5,5-re valé

csokkentése ezen sejteken a Kv1.3 csatorndk aktivéacids kiiszobét 35 mV-tal a pozitivabb
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membranpotencidlok irdnydba tolta el, az eltolédds a membranfelszini toltésarnyékolassal
volt magyardzhatd. A humadn periférids T lymphocytdkon mért értékek hasonl6ak a CTLL-2
sejtekben expresszdlt Kv1.3 csatorndk esetén altalunk mért értékekhez, kisérleteinkben a pH
csokkentése a G-V gorbéket jellemz6 Vi, ért€keket 30 mV-tal tolta el a pozitivabb
membranpotencidlok irdnydba. A 399-es helyzetl hisztidin neutrdlis aminosavra vald cseréje
normdl pH-n nem befolydsolja az egyensilyi aktivéciot és a pH csokkentésekor bekovetkezd
fesziiltség eltolédds is véltozatlan. Ezzel szemben a 399-es helyzetben pozitiv toltésli
aminosavat (arginin vagy lizin) tartalmazé mutdnsok esetén normal pH-n a G-V gorbék
pozitivabb membranpotencidlok irdnyaba val6 eltoloddsat és a gorbék meredekségének
csokkenését (a gorbe ellaposoddsat) tapasztaljuk. A gorbék eltoléddsa a hKvl.5 csatorndk
esetén tapasztaltakhoz hasonlé annak megfeleléen, hogy ezen csatorndk ekvivalens
pozicidban arginint tartalmaznak (Kehl és mtsai, 2002). Ezen eredmények felvetik a porus és
a kapuzasért felelOs struktirdk kozotti interakcié lehet6ségét, amelyet Molina és mtsai mas
szempontb6l kordbban mar vizsgédltak (Molina és mtsai, 1998). Az extracelluldaris pH
csokkentésekor eltlinnek a 399-es helyzetben neutrdlis ill. pozitiv toltésii aminosavat
tartalmazé mutdnsok G-V gorbéi kozott normdl pH-n észlelt kiillonbségek.

Az egyensilyi aktivicié extracelluldris pH csokkentésekor észlelt eltoldddsa
magyarazhatja az aktiviciés kinetika lassuldsat é€s az 4dramamplitid6 csokkenését olyan
tesztpotencidlokon, ahol a kiilonb6z6 pH,-n felvett G-V gorbék jeletdsen eltérnek egymdastol,
azonban az inaktivaciés kinetika S-ECS oldatban alacsony pH-n mért lassuldsa nem lehet
ennek a kovetkezménye. Ezen kovetkeztetésiinket tobb érv is aldtimasztja: 1. Bar az
aktivacio és az inaktivacié kapcsolt folyamatok, a sebességiitkben megfigyelheté néhany
szazszoros killonbség elvileg kizdrja a lehetdségét annak, hogy alacsony pH-n a lassabb
aktivacios kinetika az inaktivacios kinetika lassuldsat eredményezze. 2. A Kv1.3 csatorndk
inaktivécidjanak sebessége fesziiltség-fiiggetlen azon membranpotencidlokon, ahol az dram
aktivécios kinetikdja gyors. A kisérletek zomét +50 mV tesztpotencidlon végeztiik, ahol a G-
V gorbék pH,-tol fiiggetleniil maximalis értéket mutatnak, azaz az dram aktivacios kinetikdjat
a csatorna nyitasat jellemzo6 nagyon gyors sebességi dlland6 hatdrozza meg, a zards sebességi
dlland6ja  elhanyagolhat6.  Ilyen  tesztpotencidlon az  egyensulyi  aktivacid
fesziiltségfiiggésének eltoldddsa nem befolydsolja az inaktivacids kinetikdt. 3. A G-V gorbék
pozitiv membranpotencidlok irdnyaba torténd eltoléddsa nagyobb volt magas ionerdsségii
(HIS) oldatban, mint a pH 5.5-re val6 csokkentésekor. Ennek ellenére azonban HIS oldatban
az inaktivacios kinetika valtozatlansdgat vagy gyorsuldsat tapasztaltuk a vad tipusd és a

mutins csatorndk esetén egyarant. Osszességében tehat az inaktiviciés kinetika alacsony
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pHo-n mért lassulasat a pH, véltoztatisinak az inaktiviciéra gyakorolt kozvetlen hatdsa

okozza.

6.1.2 A vad- tipusi és H399 mutans csatornak karakterizalasa: az inaktivacié pH-
fiiggése

JoOl ismert, hogy a Shaker csatorndkban a 449-es helyzetii aminosav mindsége
jelentésen befolydsolja az inativiciés kinetikat (Lopez-Barneo és mitsai, 1993).
Kisérleteinkben ezen tapasztalatokkal Osszhangban azt tapasztaltuk, hogy Kvl1.3 csatorndk
esetén a Shaker csatorndk 449-es aminosavaval ekvivalens pozici6jd hisztidin (H399) mas
aminosavra valo cseréje jelentdsen megvaltoztatja az inaktivacidt. A vad-tipusd és mutins
csatorndk inaktivacids kinetikdinak kozvetlen dsszehasonlitisa nem volt lehetséges, mivel a
mutdns csatorndk kétfazisd inaktiviciét mutattak, az dramgorbék leszallé szédrai két
exponencidlis tagot tartalmazo fiiggvény segitségével voltak illeszthetdek, mig a vad-tipusu
csatorndk egyfazisi inaktiviciés kinetikdt mutattak, melyet egy exponencidlis tagot
tartalmazé fliggvény segitségével illesztettink (5. és 9. dbra). A H399L csatorndk
inaktiviciéjdnak sebessége Osszességében a vad-tipusi csatorndk pH=7,35-n mért
inaktivaciéjahoz volt hasonld, ezért tovabbi kisérleteinkben ezt a mutanst hasznaltuk a vad-
tipust Kv1.3 csatorna pH,=7,35 melletti viselkedésénk modellezésekor. Ezen pH, értéken a
H399 zomében toltetlen, hasonléan a H399L mutdnsban kulcspozicidban 1évd leucinhoz. A
H399R és H399K mutdnsok szignifikansan lassabb inaktivacids kinetikat mutattak, erdsitve
azt az elképzelést, miszerint ebben a pozicidban a toltott aminosavak lassitjdk az inaktiviciot.
Ez ellentétes a Shaker csatorndk esetén tapasztaltakkal, ahol a kérdéses pozicidban toltott
aminosavat tartalmaz6 mutdnsok inaktivacios kinetikdja nagyon gyors volt (Lépez-Barneo és
mtsai, 1993). A 399-es poziciéban permanens pozitiv toltéssel rendelkezé mutdnsok koziil a
H399K mutans valasztottuk a tovabbi kisérleteinkben, mivel a lizin rovidebb oldallanccal
rendelkezik, mint az arginin és igy valdsziniileg kisebb a fellépd sztérikus hatds. A H399K
mutdnssal a vad-tipusi Kv1.3 csatorna pH,=5,5 melletti viselkedését modelleztiik, mivel ezen
a pHo-n a hisztidin az id6 nagy részében pozitiv toltéssel rendelkezik. A tobbi két, neutralis
aminosavat tartalmazé mutidns (H399Y és H399V) inaktivicidja a hasonld Shaker
mutinsokndl tapasztaltakkal egyezden (Lopez-Barneo és mtsai, 1993) igen lassi volt. Az
egyes mutdnsok inaktivicids kinetikdjaban tapasztalt kiillonbségek megfelelnek az ekvivalens
mKv1.3 mutdnsokndl tapasztaltaknak (Nguyen és mtsai, 1996). Az a tény, hogy a Shaker

T449H mutéans a pH csokkentésre ellentétesen viselkedik, mint a vad-tipusd Kv1.3 csatorna,
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tovdbbd, hogy a pozitivan toltott aminosavat tartalmazé Kv1.3 és Shaker mutdnsok
inaktivécidja jelentdsen kiilonbozik, ugyanakkor a valint és tirozint tartalmazé mutdnsok
inaktivécidja mindkét csatorna esetén igen lasst, azt mutatjdk, hogy az inaktivaci6 sebességét
nem egyedill a 399-es (Shaker csatorndban 449-es) pozici6ji aminosav tulajdonsigai
hatdrozzdk meg. Szdmos tanulmény bizonyitotta egyéb, a pdrus kozelében elhelyezkedd
aminosav-oldalldncok lasst inaktivdciora gyakorolt hatdsdt. Ilyen aminosavak példaul a
Shaker csatorndkban 425-0s helyzetli, az dn. ,turret” régiéban elhelyezkedd fenilalanin
(Perez-Cornejo, 1999b), illetve a Kv1.5 csatorndkban az ekvivalens poziciéban 1évé His463
(Kehl és mtsai, 2002), valamint a hKv1.3 csatorndk S6 hélixében elhelyezkedd Ala413
(Panyi és mtsai, 1995) és az mKv1.3 pérusrégidjaban 1évé Asp386 (Nguyen és mtsai, 1996).
Amennyiben a sejtet pHo=5,5/S-ECS-sel perfundaltuk, a vad tipusi Kv1.3 csatorna
inaktivacidja lassult, ezzel szemben hasonld kisérleti koriilmények kozott az Gsszes mutins
csatorna esetén az inaktiviacids kinetika gyorsuldsat tapasztaltuk (5. és 9. dbra). Az
inaktivicié sebességének novekedése mutdns csatorndk esetén a gyorsan inaktivdlédé
komponens szignifikdnsan gyorsabb kinetikdjanak volt kdszonhetd. Ez aldl kivétel a H399Y
csatorna, ahol az inaktiviciés idddllandé nem csokkent szignifikdnsan. A kinetika
gyorsuldsdhoz hozzdjarult tovdbbd a lassan inaktivdl6dé komponens dramamplitiddjanak
csokkenése, amely a H399Y kivételével minden mutidns esetén megfigyelhetd volt (3.
tdblazat). Az inaktivaci6 gyorsuldsdnak mechanizmusat jelen kisérleteinkben nem vizsgaltuk,
azonban valészintileg a Shaker csatornacsaldd tobb tagja esetén mar leirt jelenségrol van szo,
melynek hatterében Starkus és mtsai a szelektivitési filterben elhelyezkedd aszpartitoldallanc
szerepét valdszintsitik (Starkus és mtsai, 2003). Az dramamplitidé6 a H399Y csatorndk
kivételével az Osszes mutdns €s a vad tipusi csatorna esetén csokkent alacsony pH,-n.
Vitatott kérdés az, hogy az dramamplitid6 csokkenésében az inaktivacids kinetika véltozasa
szerepet jatszik-e. Shaker csatorndk esetén az aramamplitidé csokkenést a gyorsabb
inaktivaci6 kovetkezményének tartjdk (Starkus és mtsai, 2003), ugyanakkor hKvl.5
csatorndkon végzett kisérletek azt igazoltdk, hogy a gyorsabb inaktivacids kinetika

Onmagédban nem okozhatja az dramamplitidé csokkenését (Kehl és mtsai, 2002).
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6.1.3 Magas extracellularis [K*] hatasa az inaktivacié pH-fiiggoé lassulasara a vad-
tipusd Kv1.3 csatornak esetén

Az irodalombdl j6l ismert, hogy az extracellularis [K'] nvelése a Shaker csalddba
tartozé csatorndk inaktivicidjanak lassuldsdhoz vezet (Lopez-Barneo és mtsai, 1993;
Grissmer €s Cahalan, 1989; Baukrowitz és Yellen, 1995). Magas extracelluldris [K']
ugyanakkor megvaltoztatta a vad—tipusi csatorna extracelluldris pH csokkentésére adott
vélaszat, ugyanis ilyen koriilmények kozott az extracelluldris pH csokkentése az inaktivicids
kinetika gyorsuldsit eredményezte. Az inaktivicids kinetika gyorsuldsdnak érdekessége az
volt, hogy az iddallandok lényegében véltozatlanul maradasa mellett a gyorsabban
inaktival6d6 komponens relativ sdlydnak novekedése tehetd felelossé a jelenségért. A
csatorna S-ECS-ben és K-ECS-ben val6 ellentétes viselkedése hdtterének pontosabb
tanulmédnyozasa érdekében koztes [K']; esetén is elvégeztiik a kisérletet. Mivel a 20 mM és
40 mM K-ECS-ben mért dramgorbéket sem egy-, sem pedig két exponencidlis tagot
tartalmazo fiiggvény segitségével sem lehetett illeszteni, egy alternativ kiértékelési modszert
kellett valasztani. Ennek sordn az inaktivdl6odé dramhdnyadnak megfeleld gorbe alatti teriilet
és az inaktivdl6dé dram amplitiddjdnak hdnyadosdval jellemeztiik az inaktivacié sebességét.
A képzett hanyadost annak angol nevébdl (area/peak ratio) APPR-nek neveztiik el. Ennek a
moddszernek az a nagy elonye, hogy az inaktivicid sebességét egyetlen szamértékkel jellemzi,
szemben a két exponencidlis tagot tartalmazo fiiggvénnyel valé illesztéssel, ahol az
inaktivacid sebességét tobb adat jellemzi egyszerre (Af, As, 1, T, AJ(As + Ap), és ezek
értéelmezése esetenként (kiilondsen azok ellentétes irdnyd véltozdsakor) igen nehézkes. A
moédszer megbizhatdsdgat jelzi, hogy az S-ECS-ben regisztralt &ramgorbék ezen mddszerrel
val6 kiértékelése sordan nyert adatok az aramgorbék illesztésével kapott ért€kekkel j6 egyezést
mutatnak. Nagy elény ugyanakkor, hogy az egy ill. kétfazisi inaktivacié véltozdsa is
kozvetleniil 6sszehasonlithaté. A koztes [K'], mellett kapott eredményekbdl megéllapithato,
hogy 40 mM K-ECS-ben az inaktivacié inszenzitiv a pH, csokkentésére, mig 20 mM [K*]o
mellett az inaktivécio lassuldsa figyelhetd meg a pH, csokkenésekor.

Kv1.3 csatorndk esetén leirtak szdmos olyan, az inaktiviciés kapuzast jellemzd
paramétert, melyek egszerlien az extracellularis [K'],- t0l fiiggnek, a K™ koncentraciéval
monoton véltoznak. Ilyen pl. az inaktivicié sebességének (Baukrowitz és Yellen, 1995)
valamint az inaktiviciobodl torténd visszatérés K, fiiggése (Levy és Deutsch, 1996). Ezzel

szemben a kiilonboz8 [K'], mellett a pH, csokkentésekor kapott eredmények nem
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magyardzhatok egy egyszerii, pusztdn a [K'],—t6l fiiggd kotbhely telitettség véltozassal,

ugyanis a koncentracié-fiiggés nem monoton.

6.1.4 Modell: A K™ és a 399-es helyzetii aminosavoldallanc kozotti elektrosztatikus
kolcsonhatas szerepe

Az eddigi eredmények alapjan egy munkahipotézist allitottunk fel, melynek
segitségével a kapott kisérleti eredmények értelmezhetéek. Ennek 1ényege, hogy a 399-es
helyzetli aminosav toltott oldalldncai egy olyan elektrosztatikus potencidlgatt hoznak 1étre,
amely akaddlyozza a K'-ok mozgdsat az ,external lock-in site” és az extracellularis tér
kozott. Az inaktivacio sebességét valdszintileg az ,,external lock-in site” telitettsége hatdrozza
meg (Kiss és mtsai, 1999; Kiss és Korn, 1998; Harris és mtsai, 1998). Minél telitettebb a
kotdhely, annal lassabb az inaktivécid, annak megfelelen, hogy a K* kotédése akaddlyozza a
csatornapérus inaktivacié sordn torténd osszeesését. A kotéhely K™-nal mind az extra-, mind
pedig az intracelluldris tér fel6l toltddhet. A 399-es helyzetli toltéssel rendelkezd
aminosavoldalldncok elektrosztatikus erdtere akaddlyozza a K* kilépését a pérusbol ami az
intracellulédris tér feldl valé toltédés mértékét fokozza és igy Onmagaban lassitja az
inaktivéciét. Ugyanakkor a toltott 399-es pozici6ji aminosav a K* kotdhely extracelluldris tér
feldl valo toltodését csokkenti, aminek 6nmagédban az inaktivacié gyorsuldsa lenne a hatasa.
Az, hogy az elektrosztatikus potencidlgat kialakuldsakor az inaktivaciot gyorsito vagy az azt
lassit6 hatds domindl-e, az hatdrozza meg, hogy az ,.external lock-in site” az extra- vagy az
intracelluldris oldalrél toltddik-e nagyobb mértékben. Amennyiben a kotdhely az
intracelluléris oldal feldl toltddik nagyobb mértékben (pl. S-ECS oldatban), az a kotéhely
telitettségének nettd novekedését jelenti, vagyis az inaktivacio lassul. Ezzel szemben, ha a
kotohely extracellularis tér feldl vald toltddése nagyobb mértékii (pl. K-ECS oldatban), a
potencialgat kialakuldsakor az extracellularis oldal fel6l valé t6ltédés csokkenése dominal, s
igy a kritikus kot6hely K" telitettsége csokken, ami az inaktivaciés kinetika gyorsuldsaban
nyilvanul meg.

Modelliink helyességét tobb megfigyelés és célzott kisérleti eredmény is aldtdmasztja.
Ezen eredmények egy része kozvetleniil, mas része kovetve utal modelliink helyességére. 1,
pHo=7,35 mellett a 399-es pozicioban permanens pozitiv toltéssel rendelkezdé mutdnsok
(H399K, H399R) inaktivicidja lassabb, mint a vad tipusd, 399-es pozicidban toltetlen His-t
tartalmazo csatornaé, ill. a toltetlen oldallanccal rendelkez0 mutans csatornaké. 2, A toltott

aminosavoldallanccal rendelkez6 mutiansok inaktivici6éja alacsony pHo-n gyorsabb, mint
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pHo=7,35 mellett, ami szoges ellentétben all a vad tipusti csatorna viselkedésével. Ez a
megfigyelés azt jelentheti, hogy az inaktivacié Shaker csatorndk esetén alacsony pHy-n latott
gyorsuldsa mind a vad tipusd, mind pedig a mutdns Kv1.3 csatorndk esetén jelen lehet,
azonban a vad-tipusi csatornandl a hisztidinoldallanc toltésvéltozdsa miatti hatdsok
domindnsabbak. A H399K és H399R csatorndk esetén a pH, csokkentésekor egyébként nem
véltozik meg ezen aminosavoldallincok toltése, az inaktivacié ilyen koriilmények kozotti
gyorsuldsaért mas, feltehetéen a szelektivitasi filterben 1étrejovo valtozasok tehetdk felelssé
(Starkus és mtsai, 2003) 3. A 399-es helyzetben pozitiv toltésii aminosavoldalldncot
tartalmazé csatorndk (mutdnsok vagy vad tipus pH,=5,5 mellett) inaktivicidja érzékeny az
extracellularis ionerdsség vdltozdsaira. 4. A 399-es helyzetben 1évé pozitivan toltott
aminosavoldallancok lassitjdk a Ba®* kijutdsat a pérusbdl az extracelluldris tér felé, ill. onnan
a csatornapérusba valé belépését. 5. Alacsony K'-tartalmd intracelluldris oldat
alkalmazasakor az extracellularis pH csokkentése nem okozott inaktivicié lassuldst
semmilyen [K'], esetén, mivel a befelé irdnyuld iondram miatt a kdtdhely t6ltédése dontden
az extracelluldris tér feldl tortént.

A 3. 4. és 5. pontban felsorolt kisérletes bizonyitékok részletes tirgyaldsa a 4.1.5-
4.1.7 fejezetekben taldlhato.

A kapott eredmények mind aldtimasztjdk azt az elképzelést, miszerint a 399-es
helyzetben 1év6 pozitivan t61tdtt aminosavoldallancok akadalyozzak a K* extracelluldris tér

és a csatornapodrus kozotti mozgédsiat mindkét irdnyban.

6.1.5 A 399-es helyzetben elhelyezkedé pozitivan toltott aminosav jelenléte az
inaktivaciot érzékennyé teszi az ionerosség valtoztatasara

A hisztidinek protonaciéjanak inaktivacidéra gyakorolt hatdsat magas ionerdsségii
oldat alkalmazdsaval vizsgaltuk (11. dbra). Normdl extracellularis pH-n bar a steady-state
dram novekedett, az inaktivacids kinetika nem véltozott meg az extracelluldris ionerdsség
novelésének hatdsara (11C dbra). Ez érthetd, hiszen a hisztidinek protonicidja ezen a pH-n
elhanyagolhat6

A HIS oldat hatasat vizsgaltuk a 399-es helyzetben semleges és pozitivan toltétt
aminosavat tartalmazé mutdnsok esetén is pH,=7,35 mellett (11D, E és F dbra). A kritikus
poziciéban neutrdlis aminosavat tartalmazé H399L mutdns csatorna inaktivacidjat az
ionerdsség novelése nem befolydsolta (11E &bra), hasonléan ahhoz, amit a vad-tipusu

csatorndn pH,=7,35 esetén tapasztaltunk. Ezzel szemben a pozitiv toltésii aminosavat
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tartalmazé H399K mutans inaktivacidjat az ionerdsség novelése gyorsitotta (11D dbra) annak
megfelelden, hogy az elektrosztatikus potencidlgat ledrnyékoldsa el8segiti a K* ionoknak a
pérusbdl az extracellularis tér felé vald kilépését, ami az ,external lock-in site”
kaliumtelitettségének csokkenéséhez vezet.

A magas ionerésségii oldat nagy koncentriciéban tartalmazott Mg”*-ot, amelynek
amellett, hogy csokkenti a lokalis elektrosztatikus er6hatdsokat, mds, specifikus vagy nem-
specifikus hatdsa is lehet a csatorndk inaktivicidjara. Az extracelluldris Mg2+ koncentracio
novelése a csatorndk egyensulyi aktiviciéjat a pozitivabb membranpotencidlok irdnyaba tolta
el, hasonléan az alacsony pH-ju S-ECS oldatban tapasztaltakhoz. A jelenség hatterében a
Mg2+—ok altal okozott membranfelszini toltésarnyékolds all, ami mint nem-specifikus hatés
befolydsolhatja a Kv1.3 inaktivicids kapuzdsit. Eredményeink szerint azonban a
toltésarnyékolds nem okozhat ilyen hatast. Egyrészt az alkalmazott tesztpotencidlok mellett
(+50 mV) az aktivacios kinetika két nagysagrenddel gyorsabb mint az inaktivaciés kinetika,
ami a 6.1.1 fejezetben részletezetteknek megfeleléen kizarja az inaktivicid sebességének
aktivécios kinetika-fiiggését. Masrész kisérletesen is bizonyitottuk, hogy a toltésarnyékolds
nem okoz inaktivaciés kinetika véltozast: az inaktivacié sebessége ugyanis +50 mV-on a vad
tipusti csatorndk esetén S-ECS és HIS oldatokban nem kiilonbdzott szignifikdnsan (11C
dbra). Az irodalomban extracelluldris Mg**-ra vonatkozéan nem taldltunk olyan utaldst, hogy
specifikus kolcsonhatdson keresztiil modositana az inaktivaciés kinetikat. Logikus kisérlet
lett volna magas extracelluldris Ca®* alkalmazdsaval novelni az ionerdsséget, és ezzel az
esetleges ionspecifikus hatdsokat kiszlirni, azonban az extracellularis Ca®* koncentraci
emelése specifikusan, a toltésarnyékolastol fiiggetleniill modositja a Kv1.3 inaktivéacios

kinetikdjat (Grissmer és Cahalan, 1989).

6.1.6 A 399-es helyzetii pozitiv toltésii aminosavoldallancok akadalyozzak a barium
ionok mozgasat az extracellularis tér és a csatorna porusa kozott

Kisérleteinkben a Kv1.3 csatorndk inaktivici6janak szabalyozdsa szempontjabol
lényeges tn. ,.external lock-in site” K* telitettségét Ba™* segitségével vizsgaltuk. A Ba**-rdl
kordabban kimutattdk, hogy a kalium ionokkal azonos helyekre kétédnek be az ionszelektiv
sziiroben (Neyton és Miller, 1988a; Hurst és mtsai, 1995), kotdédésiik azonban sokkal
szorosabb, ezért a Ba®* mozgdsa (asszocidcidja és disszocidcidja) az dram gétldsa miatt
elektrofiziolégiai technikdkkal kovethetd. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy mind a Ba®*

bemosasi, mind pedig kimosasi kinetikdja lassabb alacsony extracellularis pH-n (12. és 13.
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abra). Ez azzal magyardzhat6, hogy pH=5,5 esetén a kritikus poziciéban elhelyezkedd
hisztidinoldallancok protondldédnak, és az igy kialakult elektrosztatikus erdtér akaddlyozza a
Ba**-ok porusba torténd belépését és az onnan az extracelluldris tér felé vald tdvozasat. A
mutédns csatornakkal végzett kisérleteink szintén a modell helyességét bizonyitjak: A H399L
csatorndk esetén a Ba®* kimosasi idé4lland6ja pH-fiiggetlennek bizonyult, értéke pedig a vad
tipusti Kv1.3 csatorndk esetén pH=7,35-n mért értékkel egyezett meg annak megfelelden,
hogy nem alakul ki elektrosztatikus potencidlgat. A H399K mutdnsok esetén a kimosddasi
idééllandé szintén pH-fiiggetlen volt, de értéke a vad tipusi csatorndkon alacsony pH-n mért
idéédllandoval egyezett meg. Ez bizonyitja a 399-es helyzetl, toltéssel rendelkezd
aminosavoldalldncok és a Ba®* kozotti kolesonhatést, amely akadélyozza az utébbiak
porusbdl torténd kilépését. A Ba®* bemosédasi kinetikdja mind a H399L, mind pedig a
H399K csatorndk esetén pH-inszenzitivnek bizonyult annak megfeleléen, hogy a pH
véltozasakor a 399-es helyzetli aminosavoldallanc toltése nem véltozik. A H399K mutans
esetén azonban a bemosddasi kinetika lassabb, mint a H399L mutdnsnél a lizinoldalldncok
elektrosztatikus eréterének a Ba™* porusba torténd belépését akadédlyozo hatdsa miatt.
Modelliink szerint a Ba®* esetén bizonyitott elektrosztatikus erfhatds akaddlyozza a
kalium ionoknak a csatornapérusbdl az extracelluldris tér felé torténd kilépését, valamint az
oda val6é belépését, amely felelés a Kvl.3 csatorndk inaktivacidjanak alacsony pH-n
tapasztalt lassuldsaért. Lehetséges ugyanakkor, hogy a Ba® kimoséddsa sorin a
sebességmeghatirozé 1€pés nem a Ba®* ,.external lock-in site”-r6l az extracelluldris tér felé
val6 kilépése, hanem a pdrus citoszolikus oldaldhoz kozelebb elhelyezkedd kotShelyrdl (az
un. ,,deep site”-r6l) az ,.external lock-in site”-ra val6 ugrdsa (Kiss és Korn, 1998). A 399-es
helyzeti t6ltott hisztidinek vagy lizinek inaktivaciés kinetikat lassité hatdsa ebben az esetben
is érvényesiil, ugyanis a Ba®* ,,external lock-in site”-rél val6 kilépésének akadalyozdsa révén
indirekt médon gatoljak a Ba’"-nak a »deep site”’-rél az ,external lock-in site”-ra val6

ugrasat. Ez a ,,deep site” telitettségének novekedéséhez vezet.

6.1.7 Az inaktivacids Kinetika pH,-fiiggését az intra- és extracellularis K™ koncentracié
egyiittesen hatarozza meg

Az alacsony K' tartalmd intracelluldris oldat alkalmazdsaval végzett kisérleteinkkel
eredetileg az volt a célunk, hogy az ,.external lock-in site” toltddése foként az extracellularis
oldal feldl torténjen anélkiil, hogy az extracelluldris K™ koncentraciét megndvelnénk. Idedlis

kisérleti elrendezést az biztositott volna, ha S-ECS oldatban (5 mM K*) olyan alacsony
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intracelluldris K™ koncentrdcié mellett tudtunk volna dramgorbéket mérni, ahol depolarizalt
tesztfesziiltségek mellett még a sejtbe befelé folyd (inward) dramot mériink. 5 mM-ndl
alacsonyabb intracelluldris K™ koncentracié mellett azonban a Shaker tipusi K* csatorndk
porusa Osszesik és a csatonra nem vezetd allapotba keriill (Gomez-Lagunas, 1999; Gomez-
Lagunas, 2001), amit kisérleteinkben mi is tapasztaltunk. Emiatt az extracelluldris K*
koncentréciot emelni kellett, ami viszont mind a Kv1.3 inaktivacids kinetikdjat, mind pedig
annak pH,-fiiggését jelentésen befolydsolta (Id. fentebb). Eppen ezért a kovetkeztetések
levondsdhoz azonos [K'], mellett kell dsszehasonlitani a 140 mM (H[K'])) és 5 mM [K'];
(L[K];) alkalmazésakor, kiilonboz6 pHo-n kapott eredményeket. Az egy- ill. kétkomponensii
dramgorbék kinetikai valtozdsdnak Osszehasonlitdsa az 5.1.4 fejezetben emlitettek szerint az
APPR paraméter felhasznéldsdval lehetséges. A kapott eredményeket a 4. tdbldzat foglalja
ossze. Ezek figyelembevételével a kovetkezdé megéllapitisok tehetok és kovetkeztetések
vonhatdk le:

1, K-ECS oldatban [K'];-tdl fiiggetleniil az ianktivacié gyorsul, ha a pH, 7,35-rél 5,5-
re csokken. Ez azt jelenti, hogy az inaktivdcié sebességét meghatdrozé K kotShely
elsésorban az extracelluldris tér feldl toltddik be mindkét [K*]; mellett (18. dbra).

2, 40 mM K-ECS oldatban 5 mM [K']; mellett az inaktivicié kismértékben, de
szignifikansan gyorsul ha a pH, 7,35-161 5,5-re csokken. Ugyanilyen pH, csokkenés 140 mM
[K*]; mellett nem okoz véltozdst az inaktivacidés kinetikidban. Modelliink szerint ez a
kovetekzOképp magyarazhat6: 40 mM K-ECS-ben az ,.external lock-in site” extracelluldris
oldalrél val6 t61tédésének jelentdsége nagy a magas [K'], miatt. Magas [K']; alkalmazasakor
a pH,-csokkenés hatdsara ugyanolyan mértékben ndé az intracelluldris oldal feldl vald
toltddés, mint csokken az extracellularis oldal fel6l valé hozzaférhetdség, igy az inaktivacids
kinetika nem véltozik meg szignifikans mértékben. Alacsony [K']; alkalmazdsakor azonban a
pHo csokkenésekor jelentdsebb az extracelluldris tér feldl valé hozzaférhetdség-csokkenés,
mint az intracelluldris tér feldl valé hozzaférhetdség-novekedés, igy a kotdhely telitettsége
végeredményben csokken, az inaktivacié gyorsul (18. dbra).

3, 20 mM K-ECS oldatban 5 mM [K*]; mellett az inaktivaciés kinetika nem valtozik,
ha a pH, 7,35-r8l 5,5-re csokken. Ugyanilyen pH, csokkenés 140 mM [K']; mellett az
inaktivici6 szignifikdns lassuldsaval jar egyiitt. Modelliink szerint ez a kovetkezOképp
magyardzhat6: 20 mM K-ECS//140 mM[K']; esetén a pH, csokkentésekor kialakulé
elektrosztatikus potencidlgat a magasabb [K']; miatt nagyobb mértékben noveli az ,.external
lock-in site” intracellularis oldalrdl torténd toltédését, mint csokkenti annak az extracellularis

tér feldl valé hozzaférhetdségét a K szdmadra. Ez a kotShely telitettségének netté ndovekedését
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jelenti, amely az inaktivdcié lassuldsaban nyilvdnul meg. 20 mM K-ECS//L[K"]; mellett
azonban egyenstlyba keriilnek azok a molekuldris kolcsonhatdsok, melyek az inaktivéaci6
sebességét befolyasolé K* kotdhely telitettségét szabdlyozzak: a pH, csokenésekor kialakuld
elektrosztatikus potencidlgat a kotohely intracellularis oldal feldl valé toltédésének novekedét
okozza, ami Osszemérhetd az extracellularis tér feldl valé toltédés csokkenésével, igy a K'-

telitettség nem véltozik meg, és az inaktivicids kinetika is véltozatlan (18. dbra).

pH 7,35 pH 5,5
* @ DI

150 mM [K*], A H Hr
I !
# G ®T

40 mM [K-], e H Hr
I !
1 G Dl

20 mM [K*], e  Arg
I ]

18. 4bra Az 5 mM [K']; alkalmazédsakor kapott eredményeinket magyardzé modell

20 mM K-ECS-ben a pH csokkentésekor a protondlédé hisztidinek elektromos erétere
hatdsdra az extracelluldris tér feldl vald toltddés csokkenésének és az intracelluldris tér feldli
toltédés fokozéddsanak mértéke egyforma, igy a poérusban 1évé kritikus K* kotShely
telitettsége nem valtozik.

40 mM K-ECS-ben és K-ECS-ben az extracelluléris tér feldli t6ltddés csokkenése nagyobb
mértékll, mint az intracellularis tér feldli t6ltodés mértékének novekedése, ami a kotdhely
telitettségének csokkenéséhez vezet. Ez az inaktivacié gyorsuldsdban nyilvanul meg.
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[K*]i=5 mM [K*];= 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. tablazat A pH,=5,5 és pH,=7,35 esetén mért APPR értékek hanyadosai
(APPR; 5/APPR7 35) kiilonboz6 intra- és extracelluldris [K*]-k esetén.

Osszességében tehdt a kisérleti eredmények aldtdmasztjdk az eldzéekben vézolt
modellt, mely szerint a 399-es helyzetii hisztidinek elektrosztatikus erétere lassitja a K*-ok
mozgésat az ,.external lock-in site” és az extracelluldris tér kozott. Kiss és Korn kisérletei
alapjan (Kiss és Korn, 1998) ugyanakkor elképzelhetd, hogy a 399-es helyzetti hisztidinek
kozvetleniil nem az ,.external lock-in site” K'-telitettségét befolydsoljdk, hanem egy attdl
extracelluldrisan elhelyezkedd kisebb affinitdsi K'-kotShelyét. Ebben az esetben ezen
kotShely telitettségének valtozdsa véltoztatnd meg a pérus K'-telitettségét, és igy kdzvetve
befolyasolna az inaktivacioés kinetikat. Ez nem véltoztatnd meg 1ényegesen az altalunk vazolt
modellt, és az igy is 6sszhangban lenne a kisérleti eredményekkel.

A Kvl1.3 csatorndk specifikus tulajdonsdga, nevezetesen hogy az inaktivacios kinetika
az extracelluldris pH csokkenésekor lassul, nagy jelentdségii lehet pathologias koriilmények
kozott. Példaul gyulladasos szovetben az extracelluldris oldat pH-ja joval alacsonyabb, mint
fiziologids koriilmények kozott. Amennyiben a pH csokkenésekor a Kv1.3 csatorndk
inaktivacios kinetikdja a tobbi Shaker-csaladba tartozd ioncsatorndhoz hasonléan gyorsulna, a
T-sejtek membranpotencidljdnak szabdlyozdsiaban rendelkezésre 4ll6 K'-dram mértéke

csokkenne, amely gatolnd a T lymphocytdk aktivacidjat.
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6.2 A Centruroides elegans peptidek a Kv1.3 csatornak szelektiv gatlészerei

A Kkisérleteinkben vizsgélt 6t peptid koziil a Cel, Ce2 és Ce4 peptidek szelektiven
gatoljak a Kv1.3 csatorndkat, mindharom peptid Kv1.3 csatorndra vonatkozé Ky értéke 1 nM
alatti. A Hill koefficiens értéke mindhiarom peptid esetén kozel 1, tehat ezek a toxinok a tobbi
skorpiétoxinhoz hasonldéan pérusblokkoloként hatnak, 1:1 sztdchiometridval géatoljak a Kv1.3
csatorndkat. A toxinok altal okozott blokk kismértékii fesziiltségfiiggése valdsziniileg annak a
kovetkezménye, hogy a toxinok csatorndkhoz torténd kotddése sordn egy pozitiv toltési
aminosav-oldallanc, a ChTx Lys27-el ekvivalens pozicidban 1év6 lizin mélyen benyulik a
poérusba, és a szelektivitdsi szlir6t alkoté aminosavakkal 1ép kolcsonhatdsba. Mivel a
kolcsonhatds helye a membran elektromos eréterében van, valamint a lizin oldalldnc toltése
és a szelektivitasi szlirében talalhaté K* kozott is van eletkroszattikus kolesonhatds, a gatlas
fesziiltségfiiggése magyardzhaté (Goldstein és Miller, 1993). A Kvl.3 fesziiltségfiiggd
kapuzdsinak megvaltozdsa a kotohely ismeretében és irodalmi adatok alapjdn nem
képzelhet§ el. Igy a kiilonbozé tesztpotencidlok mellett mért igen kismértékii fesziiltségfiiggd
blokk magyardzataként egyediil a toxin és a csatorna kozotti fesziiltségfiiggd kolcsonhatas
meriil fel, a toxin jelenlétében mért dramcsokkenést pedig kizardlag a csatorna porusdnak
toxin 4ltali blokkoldsa okozza.

A toxinok IKCal csatorndkat blokkoldé képességét human T sejtekben kifejez6dd
endogén csatorndkon vizsgéltuk. Annak ellenére, hogy a pipetta toltd folyadékban bedllitott 1
umM Ca’* koncentraci6 az IKCal csatorndk maximalis aktival4sat okozza, az IKCal aramok
mérése igy is komoly problémat jelent T sejteken. Ennek okait az aldbbiakban részletezziink:
1, Depolarizélt membranpotencidlok mellett, ahol a K™ szdmdra nagy elektrokémiai gradiens
van, a Kvl.3 csatorndk is kinyilnak, igy csak a Kvl.3 aktivicids kiiszobe alatti
membranpotencidlon mérhetd az IKCal dram, ahol kicsi a hajtéerd. 2, Az IKCal csatorndk
fesziiltségfiiggetleniil aktivdlédnak 1 puM Ca jelenlétében a teljes-sejt konfigurdcid
kialakuldsat kovetéen. Mivel a csatorndk nyitdsi val6sziniiségét a teljes-sejt konfiguraciéban
elvégzett kisérletek alatt nem tudjuk szabdlyozni, kiilonos figyelmet kell forditani az IKCal
dram mds dramoktol torténd elvélasztdsara. Az emlitett problémdk egy része fesziiltség rampa
protokollok alkalmazasaval kiiszobolhetd ki, ahol az dram-fesziiltség Osszefiiggések linedris
szakasza, azaz a Kvl.3 csatorndk aktivacids kiiszobe alatti membranpotencidltartomany
konnyen meghatarozhat6é. Ezen feliil az dram egyenstlyi potencidlja is meghatdrozhat6 az

dram-fesziiltség Osszefliggésekbdl, ami —80 mV koriili értéknek adddott kisérleteink sordn.
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Az egyenstlyi potencidl igen negativ értékébdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a Kvl.3
aktivdciés kiiszobe alatt mért teljes-sejt dram dontéen K' szelektiv poérusokon keresztiil
folyik, a nemspecifikus szivargdsi dram elhanyagolhat6. Ezeken feliil farmakoldgiai dton is

20,9

megtortént az IKCal dramok ,,pozitiv”’ azonositidsa. Ehhez a ChTx-et alkalmaztunk, mely 10
nM koncentracidban a Kv1.3 aktivacios kiiszobe alatti teljes-sejt aram kb 50%-at gatolta, ami
jol megfelel a ChTx IKCal csatorndkat gitl képességének. Mindezek alapjan kijelenthetjiik,
hogy a vizsgélt toxinok IKCal csatorndkat gatlo képességét megfeleld kisérleti koriilmények
kozott tudtuk vizsgalni.

A toxinok limitdlt mennyisége miatt nem tudtunk doézis-hatds gorbét meghatirozni az
IKCal csatornéra, de abbdl, hogy 10 nM koncentraciéban egyik toxinnak sem volt hatdsa az
IKCal csatorndra, a toxinok hatdsit legalabb 1000x szelektivebbnek becsiiljitk Kv1.3-ra,
mint az IKCal csatorndra. A kisérleteinkben vizsgélt egyéb ioncsatorndk koziil a Shaker-IR
csatorndkra a toxinok nem fejtettek ki gatlé hatdst, mig az rKv2.1 csatorndk esetén 10 nM
koncentrdcioban minimélis gatlohatdst észleltiink, amely alapjdn a peptidek rKv2.1
csatorndra vonatkoz6 Ky értéke joval 100 nM felett van. Ez ut6bbi két csatornit az alapjan
vélasztottuk ki a szelektivitds vizsgdlathoz, hogy a Shaker-IR csatorndk és toxinok kozotti
kolcsonhatds molekuldris mechanizmusa legjobban ismert (Stocker és Miller, 1994; Escobar
és mtsai, 1993), igy e csatorndk vizsgédlata a kotddést meghatirozé molekularis
kolcsonhatdsok tisztdzasaban segithet. A Kv2.1 csatorndk esetén tobb olyan toxin (elsdsorban
poktoxin) ismert, mely nem a csatorna poérusdba, hanem annak fesziiltség érzékeldjéhez
kotédve fejti ki hatdsat (Swartz és MacKinnon, 1995), igy e csatorndk vizsgilata a
hatdsmechanizmus tisztdzdsahoz nyujthat segitséget. A vizsgalt masik két peptid, a Ce3 és
Ce5S Kvl1.3 csatorndara vonatkozd Ky értéke 50 nM feletti, amely alapjan ezen peptideket a
Kv1.3 csatorna kis affinitast gatlészereként kezeltiik.

Szoros 0Osszefiiggés figyelhetd6 meg a Ce toxinok Kvl1.3 csatorndkra Kkifejtett
géitléhatasa és az NTx-nal valé szekvenciahomoldgia mértéke kozott. A Kv1.3 csatornit nagy
affinitassal blokkolé harom peptid (Cel, Ce2 és CeS) szekvencidja ugyanis csak 5,4 ill. 7
aminosavban kiilonbozik az NTx-ét6l, a Kv1.3 csatornat kismértékben blokkol6 peptideknél
pedig jelentdsebb kiilonbség figyelhetd meg az aminosavsorrendben. Amennyiben a toxinok
aminosavszekvencidjat paronkénti 6sszehasonlitdsban vizsgéljuk, a legérdekesebb, hogy a
Ce4 és Ce5 toxinok csak kismértékben térnek el egymadstdl, ugyanakkor a Kvl1.3 csatorndra
kifejtett hatasukban é€les kiilonbozdség figyelheté meg. Az észlelt eltérésekért elsdsorban 2
aminosav kiilonbozdésége tehetd feleléssé. Az egyik a Ce5 esetén 15-0s és 16-0s helyzetben

1évé két prolinoldallanc, amelyek az NTx szerkezete alapjan egy feltételezett o-helikdlis
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szerkezetll peptidrégidban taldlhatéak. A két szomszédos prolin valdszinlileg megbontja az o-
helikdlis szerkezetet, amely felelos lehet a csokkent csatornagatld képességért. A madsik
fontos kiilonbséget a két peptid szerkezetében a 23-as helyzetli aminosav esetében észleljiik,
amely a Ce4 esetén izoleucin, a Ce5 esetén pedig arginin. Azonos pozicidban a Kvl.3
csatorndkat hatékonyan blokkol6 Cel és Ce2 esetén prolin taldlhato.

Amint a bevezetdben mar emlitettem, napjainkban komoly kutatds folyik terdpidsan is
alkalmazhat6 hatékony, de a szervezetre karos hatdssal nem rendelkezé Kv1.3 csatornagatld
szerek utan, melyekkel immunszuppressziv hatast lehetne elémni. A Cel, Ce2 és Ce4 toxinok
azon képessége, hogy szelektiven képesek gitolni a nagy szamu Kv1.3, de kevés IKCal
csatorndt expresszalé Tgm sejtek proliferdcidjat anélkiil, hogy a naive vagy a Tecwm sejtek
osztodasat gatolndk, alkalmassé tehetik Oket bizonyos T sejt medidlt immunbetegségek (pl.
sclerosis multiplex, diabetes mellitus) kezelésére és a szervitiiltetés utdni kilokodés
megelOzésére. A toxinok Uj alternativat nyujthatnak a Kv1.3 csatorna struktirdjanak,

funkcidjanak kutatdsdban is.
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OSSZEFOGLALAS

A T sejtek aktivdldsdhoz és klondlis proliferaciéjahoz nélkiilézhetetlen, hogy a
sejtmembrdan K vezetdképessége biztositsa a jeldtvitelhez sziikséges membranpotencidlt,
amelyben dontd szerepe van a Kv1.3 K* csatorndnak. A csatorna miikodése fiigg a csatorna
kapuzdsat jellemzd biofizikai paraméterektdl, ill. a csatorndkat specifikusan gatld
molekuldktél. E lehet8ségek koziil az inaktivdcios kinetika extracelluldris pH és K*
koncentréci6 fiiggésének molekuldris mechanizmusiat és a Centruroides elegans skorpid
mérgébdl szdrmazo toxinok Kv1.3 gatld képességét és szelektivitdsat vizsgaltuk.

A Kvl.3 csatorndk kizarélag a lassd, un. C-tipusi mechanizmussal inaktivdlédnak,
melynek sebessége tobbek kozott a 399-es helyzetli aminosav tulajdonsagatol fiigg.
Eredményeink szerint a H399 reverzibilis protonicidja az alabbi molekuldris mechanizmussal
befolyésolja az inaktivaciét: A protondlt hisztidinek elektrosztatikus kolcsonhatdsok révén
szabalyozzdk a szelektivitasi filterben taldlhaté azon K' kotéhely betoltottségét, mely az
inaktivécié sebességét meghatdrozza. A K* kotShely telitettségét az intra- és az extracelluldris
tér feldli toltédés egyarant befolydsolja, melyet a H399 protonicidja ellenkezden érint, az
intracellularis oldal feldli toltddést fokozza (inaktivacidt lassité hatds) mig az extracellularis
oldal feldli toltédést gatolja (inaktivaciot gyorsitd hatds). E modell helyességének
bizonyitdsdhoz megvizsgaltuk az inaktivdcié sebességének extracelluldris pH és K*
koncentraci6 fiiggését, a pH, hatdsat az inaktivaciéra kiilonboz6 ionerdsségii oldatokban,
valamint a K' kotéhely telitddésének kinetikdjat a Ba®* asszocidciés és disszocidcios
sebességének mérésén keresztiil. A deprotondlt és protondlt H399-et tartalmazé vad tipusi
csatorna viselkedését rendre a H399L és H399K muténs csatornédk segitségével modelleztiik.
Az inaktivdci6 sebességének dltalunk leirt pH, és K'-fiiggése jelentéséggel birhat a Shaker
tipusi K" csatornak inaktivdcidjdnak megértése szempontjabol. Ezen feliil € mechanizmus
segitheti a T sejtek alkalmazkodésat olyan koriilményekhez, ahol a pH, és K™ koncentracié
jelentdsen eltér a normdltdl ( pl. gyulladdsos szovetekben).

A Centruroides elegans skorpié venomjabdl izolalt, a Noxiustoxin alcsaladba tartozé
peptidtoxinok (Ce 1-5) koziil a Cel, Ce2 és Ce4 hatékonyan blokkolta a Kv1.3 csatorndkat,
azonban a hdrom hatdsos peptid koziil egyik sem gétolta az IKCal csatorndkat. Egyik Kv1.3
csatorndt hatékonyan blokkolé peptid sem blokkolta sem a Shaker, sem pedig a Shab
csalddba tartoz6 Kv2.1 csatorndkat. A Kv1.3 csatorndkat az IKCal csatorndkkal szemben
szelektiven blokkolé peptidek nagy jelentdségiiek lehetnek azon T lymphocyta-altipusok

therapids gatlasaban, amelyek proliferaciéja szelektiven fiigg a Kv1.3 csatornaktol.
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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 pH, 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 Ba’* 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 pH, 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 pH, and K* concentration differ from normal conditions (e.g. in areas of inflammation).

Toxins Cel, Ce2 and Ce4 of the five (Cel-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 IKCal. None of the effective toxins blocked Shaker channels
or Kv2.1 belonging to the Shab family. Peptides selectively blocking Kv1.3 over IKCal may
have great significance in the therapeutical inhibition of T cell subtypes whose proliferation

is dependent on Kv1.3 channels.
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