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1. Roviditések jegyzéke

AC

AP
APD
APVC
cAMP
[Ca™];
CaMKII
Ca/1.2
DEKA

EEXX

EPAC

HEK
lcaL
lcaT
lcarm)
INa
INaT
INa,L
ICso
Nay1.5
PKA
PDE
SR
STX
TTX
Vmax

adenilat-ciklaz

akcios potencial (action potential)

akcios potencial idétartam (action potential duration)

akcios potencial fesziiltség-clamp (action potential votlage clamp)
ciklikus adenozin monofoszfat

intracellularis Ca®* koncentracié

Ca**-kalmodulin-fiiggd protein-kinéz II

a f6 fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna tipus kamrai szivizomsejteken
aszpartat-glutamat-lizin-alanin, a Na* csatornak szelektivitasi filterének
aminosav szekvenciaja

glutamat-glutamat-X-X, a Ca’* csatornak szelektivitasi filterének
aminosav szekvencidja, ahol az X lehet glutamat (E) vagy aszpartat (D)
cAMP aktivalt GTP cserét elosegitd fehérje

(Exchange Protein directly Activated by cAMP)

human embriondlis vese sejtvonal (human embryonic kidney)

L-tipusu Ca®" aram

T-tipust Ca®* 4ram

TTX-érzékeny Ca?* aram

gyors, fesziiltségfiiggd Na* dram

az Ina tranziens, nagy amplitiddji komponense

az Ina késéi, kis amplitidoji komponense (late Na* current)
féelmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracio

a f6 gyors, fesziiltségfiiggd Na* csatorna tipus kamrai szivizomsejteken
protein-kinaz A

foszfodiészteraz

szarkoplazmatikus retikulum

saxitoxin

tetrodotoxin

az akcios potencial depolarizaciojanak legnagyobb sebessége (V/s)



2. Bevezetés

Altalanosan elfogadott nézet, hogy az egyes tengeri él61ényekben el6forduld, guanidin
csoportot tartalmazé tetrodotoxin (TTX), hasonldan a saxitoxinhoz (STX), a fesziiltségfiiggd
Na’ csatorndk igen szelektiv gatloszere az emlésok ingerlékeny szoveteiben. Valoban ez a
helyzet vazizom ¢s idegszovetben, ahol a TTX nanomolos koncentracidban gatolja a
natriumaramot (In,) (a félmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracid (ICsp) ~ 10 nM)
(Catterall és mtsai., 2005a). Azonban szivizmon a TTX csak mikromolos koncentracidoban fejt
ki hatékony Na' aram gatlo hatast (Baer és mtsai., 1976, Gellens és mtsai., 1992). Ennek
kovetkeztében a Iy, teljes gatlasanak eléréséhez a TTX-t akar 30 uM-os koncentracioban kell
alkalmaznunk az emlds szivizomsejteken (Brown €s mtsai., 1981).

TTX-érzékeny Ca® dram komponenst mér korabban azonositottak szivizomszévetben
olyan patologias allapotokban, mint példaul a hipertrofias tengerimalac szivizom (Chorvatova
¢s mtsai., 2004) és infarktuson atesett patkany sziv (Alvarez és mtsai., 2004) esetén. Tovabba
szamos szivizomszdvetben, tobbek kozott ember (Lemaire és mtsai., 1995), tengerimalac
(Cole és mtsai., 1997; Heubach és mtsai., 2000) és patkany (Aggarwal és mtsai., 1997)
miokardiumban is leirtdk mar egy olyan TTX-érzékeny éaram jelenlétét, amelyet
extracelluldris Na* hidnyaban Ca?* kozvetit. Ezekbé] a kisérletekbé] arra lehet kovetkeztetni,
hogy valosziniileg a Ca?* a tltéshordozé ionja ennek a Na“-mentes kiilsé kornyezetben a Na*
csatorndkon keresztiil folyd aramnak (Santana és mtsai., 1998). Az elobb emlitett
vizsgalatoknak megfeleléen (vagyis Na*-mentes koriilmények kozott) sziven a T-tipusa Ca®*
aramot kozvetitd legfontososabb izoformak (Ca,3.1 és Ca,3.2) TTX-rezisztensnek
bizonyultak (Sun és mtsai., 2008). Masrészrdl azonban kevés informécioval rendelkeziink a
TTX hatasarol az L-tipusa Ca®* csatorna esetén, egy egereken végzett vizsgalat kivételével,
ahol azonban a TTX hatastalannak bizonyult (Su és mtsai., 2004). A kérdés tisztazasa végett
célul tiiztiik ki, hogy ujra megvizsgaljuk a TTX L-tipusti Ca?* dramra (lc) kifejtett hatasat
kutya bal kamrabol izolalt szivizomsejteken. Azért valasztottuk ezt a preparatumot, mivel
ennek az elektrofiziologiai paramétereir6l tudjuk, hogy a transzmembran iondramok
megoszlasanak €s kinetikai sajatsagainak tekintetében leginkabb hasonlit a humanhoz (Szabd
¢s mtsai., 2005; Szentandrassy és mtsai., 2005).

Azért, hogy részleteiben megértsiik, miként gitolja a TTX a fesziiltségfiiggd Cayl.2
csatornakat, kisérleti uton nyert atomi felbontasu 3D struktirdkbdl szarmazo6 informacioval
kellene rendelkezniink azok szelektivitasi filterének térszerkezetér6l. Ezen informacio

hidnyaban egy elméleti modellt fejlesztettiik ki a TTX Cay1.2 csatornakhoz valo kotddésének



crer

molekulaval alkotott komplexén és a Nay1.4, Nay1.5 és Cayl.2 csatornak kozotti ismert
homolégian alapszik (Tikhonov és Zhorov, 2005 és 2011). Nemrégiben publikaltdk a vad
tipusu és mutans Na,Ab csatorndk kristalystruktarajat, beleértve a leginkdbb kritikus
szelektivitasi filter régiokat is (Payendah €s mtsai., 2011 és 2012). Tikhonov és Zhorov
kozleményiikben (2012) a szekvencia egyezés alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
pontmutacion atesett bakteridlis NayAb csatorna Payendah és mtsai. altal meghatdrozasra
keriilt rontgenstruktaraja egy igéretes alapul szolgalhat a kalciumcsatornak modelljéhez.

A TTX ¢és a STX mérsékelt szelektivitasa tovabba ravilagithat arra, hogy szivizom
fesziiltségfliggd ioncsatornait gatld szerek kutatdsban vald és terdpias alkalmazéasa esetén

Ohatatlanul szamolnunk kell keresztreakciokkal.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Fesziiltségfiiggo Ca®" csatornak

A sejtfelszini membréanban elhelyezkedd fesziiltségfiiggé Ca®* csatorndk a f6
kozvetitéi a membran depolarizacié lokélis intracellularis Ca®* tranziensekké alakitasanak,
amely szamos élettani jelenség kiindulopontjat képezi. A fesziiltségfiiggd Ca** csatorndk a
membran depolarizaciora megnyilnak, ekkor rajtuk keresztiil Ca®" bearamlas torténik, amely
sokféle kiilonbozo sejttipusban olyan intracellularis folyamatokat szabalyoz, mint példaul az
izomkontrakcid, a szekrécid, a neurotranszmisszio, a génexpresszios folyamatok és szamos

enzim aktivitasa (Catterall és mtsai., 2005b).

3.1.1. Fesziiltségfiigg6 Ca?* csatornik felépitése, tipusai

A Ca?* csatorndk 4 vagy 5 alegységbdl felépiils komplex fehérjék, amelyek
kodolasaban relative sok gén vesz részt (Catterall, 2000). Az alegységek koziil a 190-250 kDa
kozotti ap a legnagyobb, amely magaban foglalja a csatorna porusat, a fesziiltségszenzort, a
kapuzasi apparatust €s a csatorna szabalyozasidban szerepet jatszo legtobb kotohelyet,
amelyekhez masodlagos hirvivok, gyogyszerek, valamint bizonyos toxinok kdtédhetnek.
A Na' csatornék o alegységéhez hasonléan a fesziiltségfiiggd Ca?* csatornak a; alegysége is
négy homoldg doménbdl (I-1V) épiil fel, amelyek mindegyike hat transzmembran szegmenst
(S1-S6) tartalmaz (Catterall és mtsai., 2005b). Fesziiltségérzékel6ként itt is az S4 szegmens
szolgal, valamint az S5 és S6 transzmembran szegmensek kozotti porusformaléd hurok
hatarozza meg az ionszelektivitast és konduktanciat. A fesziiltségfliggd Ca*" csatorndk
szelektivitasi filterét kialakitdé aminosav szekvencia a glutamat-glutamat-X-X (Gn. EEXX
gylrl) (Heinemann és mtsai., 1994; Perez-Reyes, 2003). A teljes egészében intracellularisan
elhelyezkedd P alegységek (B1 — Pa) a csatorna kifejez6dését kozel tizszeresére novelik és
gyorsitjak az aktivacios €s inaktivacios kinetikat (Grant, 2009). A transzmembran helyzeti,
diszulfid hiddal kapcsolt /0 alegység is szerepet jatszik a legtobb Ca®** csatorna
felépitésében. A vy alegység tipusosan a vazizom Ca?" csatorndkban talalhatd meg, mig
hasonlo alegységek az agyban €s a szivben ugyancsak kifejezddésre keriilnek. Jollehet ezek a
jarulékos alegységek befolyéasoljak a csatorna tulajdonsagait, a Ca®" csatornak farmakologiai
¢és elektrofizioldgiai sokfélesége elsdsorban a kiilonbozd ai alegységek jelenlétébdl fakad

(Hofmann és mtsai., 1999). A fesziiltségfliggd Ca?* csatornak vézlatos struktaraja az 1. abran



lathato. A fesziiltségfliggd Ca** csatornak csaladjanak 10 tagjat irtdk mar le emldsokben,

amelyek a sejtszintii jelatviteli folyamatokban kiilonb6z6 szerepet toltenek be.

1 a2
+H3N CO, +H3N 6
e.c. tér ; ; ﬂ
i.c. tér,y,y .
CO; COy’
kco{ +H3
Fesziiltség
szenzor B
+H3N

COy”

1. abra: A fesziiltségfiiggé Ca®" csatorndk szerkezete és alegység Osszetétele. Catterall és
mtsai. kozleménye alapjan (2005b), mddositva.

A fesziiltségfiiggd Ca®" csatornak (Cay) gyors, meglehetdsen szelektiv Ca?* bearamlést
kozvetitenek a sejtekbe még a joval nagyobb extracellularis Na* koncentracié mellett is.
A Ca?* ionok ~10° ion/s sebességgel jutnak at a Cay csatorndkon, mig a Ca?* csatornak Na*-ra
vonatkoztatott vezetOképessége tobb mint 500-szor alacsonyabb (Tang és mitsai., 2014).
A Na'* extracellularis koncentracidja kozel 70-szer magasabb a Ca®*-énal (ha csak az ionizalt
Ca®*-ot vessziik szamitasba, akkor pedig még magasabb ez az arany), viszont a Ca®* altal
szabalyozott esszencialis biologiai funkcidk azt igénylik, hogy a Ca, csatorndk nagy
mértékben szelektivek legyenek a Ca®*-ra a Na* ellenében, még ugy is, hogy a Ca®* és Na*
kozel azonos atmérével rendelkezik (~2 A) (Tang és mtsai., 2014).

A csatorna 3 dimenzios térszerkezetét vizsgalo kutatasok felderitették, hogy a hidratélt
Ca?* kdlcsonhatasba 1ép két nagy affinitast Ca2+-k6t6hellyel, ¢és egy harmadik alacsonyabb
affinitasu hellyel, amelyek koordinaljak/iranyitjak a Ca®*-ot befelé torténd mozgasa soran.
A szelektivitasi filter ’bejaratdnal’ az els0 nagy affinitdsu kotohelyet 4 karboxil oldallanc
alkotja, amelynek kritikus szerepe van a Ca®" szelektivitis meghatirozasaban. Tovabbi 4
karboxil-csoport és 4 strukturalis vazat alkoté karbonil-csoport hozza Iétre a masodik nagy
affinitasu kothelyet, amely a csatornat gatlo kationok (Cd*, Mn?") célpontja. Ezen kationok

egyszeriien elfoglalhatjak ezt a lényeges poziciot a Ca®* eldl. Az alacsonyabb affinitasu



harmadik kot6helyet pusztan 4 karbonil-Csoport vaza alakitja ki, amely a Ca* kozponti iireg
fel¢ valo kijutasat kozvetiti. Ez a poérus architektira egy olyan vezetési Utvonalat feltételez,
amely magaba foglalja az atmenetet két £6 allapot kozott egy vagy két Ca®* ion kétédésével a
szelektivitasi filterben és az ion atlépés kilokddési (in. knock-off) mechanizmusat tdmogatja
egy lépcsdzetes kotddési folyamaton keresztiil (Tang és mtsai., 2014).

A kiilonféle Ca?* csatornak eltérd biofizikai, fiziologiai és farmakologiai sajatsagokkal
rendelkeznek, amelyeket alapul véve alakult ki az eltérd Ca®* aram tipusok alfabetikus
nevezéktana is (Tsien és mtsai., 1995). Az L-tipusu kalciumaram jellegzetessége, hogy
aktivacidjahoz nagy depolarizacié sziikséges, a létrejovo iondram a tobbi kalciumaram
tipushoz képest nagy amplitidoji és hosszan fennmarad. Tovabba szerves L-tipusu Ca®*
csatorna antagonistak gatoljak ezen csatornakat. Ide tartoznak a dihidropiridinek (ez alapjan
gyakran dihidropiridin receptorként emlitik Oket), valamint a fenilalkilaminok és a
benzotiazepinek. Izomszovetekben és endokrin sejtekben ez a legfébb kalciumaram, ahol a
kontrakcio és szekrécid megindulasaban jatszik szerepet. Alacsonyabb fesziiltségértékeken
aktivalodd L-tipust Ca®* aramokat is leirtak mar, amelyek fként neuronokban és sziv
pacemaker sejtekben fordulnak elé. Az N-, a P/Q- és az R-tipust kalciumaram szintén nagy
depolarizaciot igényelnek az aktivacidhoz. Ezek viszonylag érzéketlenek az L-tipusu
kalciumcsatorna antagonista szerekre, de egyes csiga és pok mérgekben talalhato specifikus
polipeptid toxinok képesek gatolni azokat. Elsésorban neuronokban fordulnak eld, ahol a
neurotranszmisszioban jatszanak szerepet. A T-tipusu kalciumcsatorndkat mar kismértékii
depolarizaci6 is aktivalni képes és a csatorna megnyilasa az L-tipust kalciumcsatornakhoz
képest joval rovidebb ideig tart (tranziens). A T-tipust aramot létrehozd kalciumcsatornak
rezisztensek mind a mar emlitett organikus kalciumcsatorna gatloszerekre, mind az N- és P/Q-
tipusu kalciuméaramok elkiilonitésére hasznalt csiga és pok toxinokra. A sejttipusok széles
skaldjan megtalalhatoak, részt vesznek az akcidos potencial kialakitasaban és a repetitiv
tiizelési mintazat szabalyozasaban (Catterall és mtsai., 2005b).

Az emlds Ca®* csatorna oy alegységet legalabb 10 kiilonb6z6 gén kodolja. Az elmult
évtizedekben szamos névvel illették a megfeleld gének termékeit, amely eltérd és néhol
zavaros nevezéktanokhoz vezetett. 1994-ben egy egységes, bar Onkényesen kialakitott
nevezéktant vezettek be, amely az a; alegységek osztalyozasan alapult. Az oys az eredeti
vazizom izoformat jeloli, mig aia-tol ae-ig pedig a felfedezés sorrendjében nevezték el az
egyes izoformakat (Birnbaumer és mtsai., 1994). 2000-ben aztan a mar jol definialt
kéaliumcsatorna nevezéktant alapul véve egy raciondlisabb nevezéktant alakitottak ki (Ertel és

mtsai., 2000). Ennek megfeleléen a Ca’* csatornék elnevezésekor a legfontosabb 4thaladé ion

9



kémiai jelét (Ca) hasznaltdk a f0 élettani szabalyoz6 elem (voltage, vagyis fesziiltség)
megjeloléssel (Cay). Az azonositd szam a Cay csatorna oy alegység gén alcsaladjanak (jelenleg
1-t61 3-ig) és az alcsaladon beliil az oy alegység felfedezési sorrendjének (1-t61 n-ig) felel
meg. Ezen nevezéktannak megfelel6en a Ca,l alcsalad (Ca,1.1 — Cay1.4) magaban foglalja az
a1s, 0ic, O1p €s auF alegységeket tartalmazo csatornakat, amelyek az L-tipust kalciumaramot
hozzék létre. A Ca,2 alcsaladhoz (Ca,2.1 — Ca,2.3) tartoznak az asa, oig €és oie alegységet
tartalmazoé csatornak, amelyek a P/Q-, az N- és az R-tipust Ca®" 4ramokat kozvetitik, dontéen
az idegi strukturakon. A Ca,3 alcsalad (Ca,3.1 — Ca,3.3) az aig-t, az oyn-t €és az oyt
tartalmazo csatornakbol all, amelyek a T-tipust Ca®" 4dramokat hozzak létre (Catterall és
mtsai., 2005b). Egészséges felnétt emberek szivében a T-tipusi Ca®* aramot létrehozo
csatorndk csak a nodalis, pitvari és Purkinje sejteken fejezddnek ki nagyobb mértékben
(Rosati és mtsai., 2007; Grant, 2009).

Az a; alegységek teljes aminosav szekvencidja egy alcsaladon beliil t6bb mint 70 %-
ban megegyezik, ugyanakkor a harom alcsalad kozott kevesebb mint 40 %-0s az egyezés
mértéke. A kalciumcsatorndk szétvalasa erre a harom csalddra mar a torzsfejlodés egy korai
szakaszaban megtorténhetett, mivel egy fonalféreg faj, a Caenorhabditis elegans genomjaban
mar mindharomnak a képviseldje megtalalhato. Kovetkezésképpen a kiilonbozo ay alegységek
génjei jelentOsen szétszorddtak az emlds fajok genomjaban, még a csalad legkozelebb allo

tagjai sem kapcsolodnak egyazon kromoszomahoz (Catterall és mtsai., 2005b).

3.1.2. Az L-tipusti Ca®" aram szivizomsejteken

Az L-tipusu Ca®* csatornak kamrai szivizomsejteken fOként a szarkolemmaban
talalhatok, mégpedig legnagyobb szamban a T-tubulusoknak a szarkoplazmatikus retikulum
(SR) fel¢ eso felszinén. A Cayl.2 csatondk megnyilasa kozvetitette Ca** bearamlas az SR-bl
torténd Ca’’-indukalt Ca?*-felszabaduldsi mechanizmus legfontosabb élettani  kivalto
tényezdje. Az Ic, L fontos szerepet jatszik az excitacid-kontrakcio csatolasban, befolyésolja az
akcios potencidl alakjat és koros miikddése szivritmuszavarok kialakulasahoz vezethet
(Benitah és mtsai., 2010).

A L-tipusu Ca®* csatorna poérusformald oy alegysége a szivizomban proteolitikus
hasitason megy keresztiil az 1800-as alaninnal, amely soran a csatorna C-terminalis része
lehasad. A disztalis C-terminus autoinhibiciot fejt ki és csokkenti a fesziiltségszenzor
elmozdulésa és a porus nyitasa kozotti kapcsolat hatékonysagat, mig a hasitas noveli a Ca,1.2

csatorna aktivitisat (Crump és mtsai., 2013). Raadasul a lehasadt C-teminus a Ca** csatorna
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transzkripcidjara is hatdssal van (Satin és mtsai., 2011). Ugyanakkor a lehasadt disztalis C
terminus azonban nem kovalensen kotott formaban a csatorndhoz asszocialt marad és az A-
kinase anchoring protein 15-tel (AKAP15) egyiitt egy jelatviteli komplexet képeznek, amely
elengedhetetlen a Ca,1.2 csatorna PKA-altali foszforilacion keresztiil lejatszodo
szabalyozasahoz (Fuller és mtsai., 2010).

Ezen feliil human Cay1.2 csatorndknak legalabb 40 hasitasi (splice) valtozata 1étezik,
amelyek szdmos jellemvonasban kiilonboznek egymastol, Ugymint az antagonista-
érzékenység, protein-kindzok altali szabalyozas, aramdenzitds és kinetikai sajatsagok (pl. az
egyensulyi aktivacio és inaktivacio fesziiltségfiiggése) (Tang és mtsai., 2004).

Az L-tipusu Ca’" csatornékat -40 mV-nél pozitivabb fesziiltségértékek aktivaljak, az
aram 0 és +10 mV kozott éri el maximalis amplitidojat, tehat egy U alaktl aram-fesziiltség
Osszefiiggéssel rendelkezik. Kinetikajat tekintve aktivacidja gyors, inaktivacidja viszonylag
lassu. Az aram inaktivacidjanak iddviszonyait egy gyors €s egy lassu idékonstans 6sszegeként
lehet legjobban leirni. Az aktivaciés idéallanddja nagysagrendileg 2-3 ms, mig az inaktivaciod
gyors és lassu komponensének idéallandoi a 10 és a 100 ms-os tartomanyba esnek (Bers ¢€s
Perez-Reyes, 1999). Az lc,. id6fliggd inaktivacioja mind Ca?*-, mind fesziiltségfliggd. A
Ca2+-ﬁjgg6 inaktivaci6 relativ  hozzajaruldsa a teljes inaktivacibhoz negativ
fesziiltségértékeken nagyobb, ahol a fesziiltségfiiggd inaktivacié mértéke csekély. p-adrenerg
stimulacié soran is a Ca®*-fliggd inaktivacio valik a meghatarozé mechanizmussa, egyrészt a
megndvekvo szisztolés ic. Ca?" koncentracio, méasrészt a fesziiltségfliggd inaktivacid lassuldsa
kovetkeztében (Findlay ¢és mitsai., 2008). A Ca2+-ﬁigg6 inaktivacio a Ca® belépés
szabalyozasaban egyfajta negativ visszacsatolasi folyamatként szolgal €s ezaltal egy élettani
védelmi mechanizmust képezhet a sejtek veszélyes Ca®*-taltoltédése ellen. Ezt az inaktivacio
tipust a csatorna C-terminusdhoz kihorgonyzott kalmodulin kozvetiti egy klasszikus 1Q
doménen keresztiil (Benitah és mtsai., 2010).

Szivizomban az L-tipusu Ca®* 4aram amplitidojanak jellegzetes frekvenciafiiggd
valtozasa (pozitiv 1épcsé jelenség) a Cayl.2 B-alegység 498-as treoninjanak Ca?*-kalmodulin
kinaz 1T (CaMKII) altal 1étrejové foszforilaciojan keresztiil valosul meg (Bers és Perez-Reyes,
1999).

Az egyensulyi aktivacio és inaktivacid fesziiltségfliggése szigmoid gorbével irhato le,
ahol az aktivacios tartomany -40-t61 +10 mV-ig terjed (a félaktivacios fesziiltség -15 mV),
mig a félinaktivacios fesziiltség kozel -35 mV. Ezen egyensulyi fesziiltségfiiggd aktivacios €s
inaktivacios Osszefiiggések atfedése egy fesziiltségablakot hataroz meg, amely az akcios

potencial platd fazisaban mérhetd fesziiltségértékekhez kozel esik. Ekkor a nyitott és a zart
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csatornaallapotok kozott atmenetek valdsulhatnak meg, amely egyrészt az akcids potencial
repolarizacigjaban vehet részt (nyitott—zart atmenet), masrészt kozponti szerepet tolthet be a
korai utédepolarizaciok (EAD) kialakulasaban is (zart—nyitott atmenet) (Benitah és mtsai.,
2010).

A PB-adrenerg stimulacié soran fellépd protein-kinaz A (PKA) altal kozvetitett

foszforilacio képezi az L-tipusi Ca®* csatorna fiziologias szabalyozasanak egyik f6
mechanizmusat (2. &bra). Ennek sordn az aramsilriiség nodvekedése mellett az Icy
fesziiltségfliggésének negativabb membranpotencialok felé torténd eltolodasat talaltak (Farkas
¢s mtsai., 2012).
Szivizomban a jelenleg ismert B-adrenerg receptorok mindegyikét kimutattdk mar, jollehet a
Bi-receptorok szerepe tlinik a leginkabb meghatarozénak. A B,-receptorok aktivaldsa szintén
noveli az Ic, -0t, mig a Ps-receptorok szerepe kamrai szivizomsejteken igen mérsékelt
(Ruzsnavszky és mtsai., 2014). A B1-€és Po-receptorok ligandkotése heterotrimer Gs fehérjéken
keresztiil adenilat-ciklaz 5-0s és 6-os tipusanak aktivalasat valtja ki, amely a CAMP szintjének
emelkedéshez, ezaltal protein-kindz A aktivalashoz és csatorna foszforildcidhoz vezet.

A kisérleti kutatasok soran gyakorta alkalmazasra keriild forskolinr6l ismert, hogy
tartosan aktivalja az adenilat-ciklazt, amely a cAMP szint kifejezett emelkedését okozva a
PKA-t serkenti, igy alkalmazasaval a maximalis B-adrenerg stimulacidhoz hasonld valaszt
kapunk (Hartzell és Fischmeister, 1987).

A cAMP szint emelkedése azonban a PKA-n kiviill mas célfehérjék miikodését is
képes befolyasolni. Ilyen fehérje példaul az EPAC (Exchange Protein directly Activated by
CAMP) (Bos, 2003). Az EPAC egy, a monomer G-fehérjék GTP kotését fokozo GEF
(Guanine Nucleotide Exchange) fehérje, ami segiti a monomer G-fehérjék aktivaciojat.
Az EPAC-nak eddig két izoformajat irtak le, az EPACl-et és EPAC2-t, amely koziil a
szivizomban dontéen az EPACI fordul elé (Kawasaki és mtsai., 1998). A sejten beliil az
EPAC fehérjék vagy a sejtmembranhoz kotétten, vagy a mikrotubulus rendszerhez
asszocialtan talalhatok. A {6 funkcidjuk az R-Ras és Rap1/RhoA aktivacioja, ezen keresztiil a
migracioban, a sejtpolaritas kialakitasaban, az integrinek miikodésében, igy a sejtadhézidoban
és a sejtalak valtoztatasaban vesznek részt. Az EPAC fehérjék ezen feliil befolyasolhatjak az
excitacids-kontrakcios kapcsolatot, valamint az intracellularis Ca®*" homeosztazist is, mivel
kozvetlen aktivald hatast fejtenek ki az SR rianodin receptoran és a SERCA pumpan is
(Pereira és mtsai., 2007).
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2. abra: A -adrenerg stimuldcid soran aktivalodd6 cAMP/PKA jelatviteli tutvonal
egyszerlsitett vazlata. A szivizomsejtek membranjanak Bi-adrenerg receptorai az Gn. 7-TM
receptorok kozé tartoznak, amelyek a ligand kotésekor Gs-fehérjéken keresztiil adenilat-
ciklazt (AC) aktivalnak, igy novelik a sejt CAMP szintjét. A cAMP koézvetlen ioncsatorna
hatasai mellett, protein kinaz A-t (PKA) aktival. A PKA membrankotott formaban, vagy
AKAP (A-kinase anchoring protein) segitségével a célmolekulajahoz asszocialtan talalhato,
igy tudja azt specifikusan foszforilalni. A cAMP elbomlasat, igy PKA aktivitasanak
megsziinését a sejt foszfodiészteraz (PDE) molekulai biztositjak.

A PKA-fiiggd foszforilacios szignalt végiil a konstitutivan jelen 1évd, illetve ekkor
méginkabb aktivalodd foszfodiészterazok (PDE3, PDE4) éllitjdk le, a cAMP szint
csOkkentésével (Hove-Madsen és mtsai., 1996).

Meg kell jegyezni azonban, hogy a B-adrenerg receptorok tartds stimulacidja az akut
hatasoktol eltéré funkciondlis kdvetkezményekkel bir. A fenntartott B-adrenerg aktivacio a
receptorok internalizaciojat valtja ki, amely folyamatban a p-arrestin ¢és kiilonbozo
G fehérjéhez kapcsolt kindzok kozvetitik ezen makromolekularis receptor komplex klatrin
boritasu vezikuldkba torténd csomagoléasat (Benitah és mtsai., 2010).

A Cayl.2 csatorna bazalis aktivitasat az 1700-as pozicioban 1év6 szerinnek a PKA-n
keresztiili és az 1704-es treoninnek a kazein kinaz II altali foszforilacidja szabalyozza.
Azonban a B-adrenerg aktivacio soran a csatorna aktivitasat dontéen a 1700-as szerin PKA-n
keresztiili foszforilacidja befolyasolja (Fuller és mtsai., 2010). Jollehet a 1928-as szerin
foszforilacigjat is leirtdk mar B-adrenerg stimulaciot kovetden, de ennek kozvetlen csatorna-
aktivalo szerepét eddig nem sikeriilt bizonyitani (Ganesan és mtsai., 2006). Tovabbi
lehetséges foszforilacios helyeket is azonositottak mar az aic alegységen, mégpedig az N-
terminalis 124-es szerin és C-terminalis 1575, 1627 és 1848-as poziciokban elhelyezkedd
aminosavakon, de szerepiiket eddig nem sikeriilt igazolni (van der Heyden és mitsai., 2005).
Az L-tipusu Ca?* csatorna Bo-alegység PKA-kozvetitett foszforilaciojat is leirtdk mar,

crer

kettd szerepe tlinik meghatdrozonak (Gerhardstein és mtsai., 1999). A tovabbi alegységeken,
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példaul az a,6-n ugyanakkor eddig még nem mutattak ki foszforilacios valtozasokat (Kamp és
Hell, 2000).

Az L-tipusu Ca®* 4ram tulajdonsagai acidozis hatasara jelentés véltozasokon mennek
keresztiil. A pH csokkenésének hatdsa az L-tipust Ca®* aramra azért is bir kiemelt
jelentéséggel, mivel szamos koérdllapotban (pl. szivizom ischaemia €s reperfuzid esetén)
kialakul6 szivritmuszavarok egyik fontos tényezdje az Ic, megvaltozasa (Said és mitsai.,
2011).

Az intra- és extracellularis pH valtozasa komplex hatast fejt a szivizomsejtek ca®
homeosztazisara. Az extracellularis acidozis kismértékben csdkkenti az SR Ca®* tartalmat,
mig az intracelluldris és kombinalt acidozis noveli azt. Az extracellularis acidozis majd
minden fesziiltségértéken csokkenti az Ic, amplitidojat, valamint az aram-fesziiltség
Osszefiiggést a fesziiltség tengely mentén jobbra tolja. Ezzel szemben az intracellularis
acidozis az aram-fesziiltség gorbét balra tolja el, 0 mV-nal negativabb fesziiltségértékeken
noveli az Ic, -0t, mig pozitiv fesziiltségértékeken csokkenti azt. Kombinalt acid6zis hatdsara
az lcg amplitidéja 0 mV alatt a kontrollnak megfeleld, mig pozitivabb
membranpotencialoknal a kontroll alatt marad (Saegusa és mtsai., 2011).

Az extracellularis aciddzis az aktivacid és inaktivacid fesziiltségfiiggésének értékeit
egyarant jobbra tolja el. Ezzel szemben az intracelluléris acidozis mindkét gorbét balra tolja.
A kombindlt acidézis azonban nem befolyasolja ezen paramétereket. Az extracellularis
acidozis kismértékben felgyorsitia az Ic, inaktivaciojat, azonban ez a statisztikai
szignifikanciat csak a pozitivabb fesziiltségértékek esetén éri el. Ezzel szemben az
intracellularis és kombinalt acidozis szinte minden fesziiltségértéken lassitja az inaktivaciot

(Saegusa ¢s mtsai., 2011).

3.1.3. Az L-tipusu Ca®" csatornak molekularis farmakolégiaja

A Cayl csatornék a kardiovaszkularis betegségekben széleskoriien alkalmazott szerves
Ca®* csatorna gatlok molekularis célpontjai. Ezekrdl a szerekrSl ugy tudjuk, hogy harom
kiilonboz6, de alloszterikusan kapcsolt receptor helyen fejtik ki hatasukat. A fenilalkilaminok
intracellularis porus gatlok, mégpedig a L-tipusu Ca?* csatorna citoplazma feldli oldalan
lépnek be a porusba. A fenilalkilaminok receptor helyét a Ill-as és IV-es domén S6
szegmenseinek aminosav oldallancai alakitjak ki, amely szoros analdgiat mutat a helyi
érzéstelenitok receptor helyével a natriumcsatorndkon (Hockerman és mtsai., 1997).

A dihidropiridinek képesek a csatornat mind aktivalni, mind pedig gatolni, ezért ugy
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gondoljak, hogy hatasukat a csatorna allapotat alloszterikusan a nyitott vagy zart allapot felé
eltolva fejtik ki, mintsem hogy a porust tomitenék el. A dihidropiridinek receptoranak helyét a
Il-as és IV-es domén S6 szegmenseinek ¢és a Ill-as domén S5 szegmensének aminosav
oldallancai alkotjak. Valoszinlileg ezek az aminosavak a nagy affinitasu dihidropiridin
kotésért felelések (Catterall és mtsai, 2005b). Gatlé hatasu dihidropiridinek esetén feltehetéen
ezek feleldsek az inaktivalt csatorna gatlasaért (Sanguinetti és Kass, 1984), mig az I. domén
S6 szegmense a dihidropiridinekkel val6 alacsony affinitdsu kdlcsonhatassal all kapcsolatban,
amely a nyugalmi allapotban megfigyelhetd gatlast eredményezi (Welling €s mtsai., 1997).
Azonban a szivizom ¢€s a simaizom L-tipust Ca®" csatorndk kozotti dihidropiridinek iranti
érzékenységbeli kiilonbségek — legalabbis részben — az ajc gén expresszidja soran az |-es
doménben taldlhatd transzmembran S6 szegmensének szovetspecifikus alternativ hasitdsaval
magyarazhatoéak. A diphidropiridinek szivizom ajc-n nem mutatnak nyugalmi allapota
gatlast, viszont kifejezetten gatoljak a csatorna inaktivaciobol vald visszatérését. Ellenben a
frekvenciafiiggetlen modon gatolhatd, amely azt sugallja, hogy a szer nem kizéarélag csak az
inaktivalt csatornakhoz tud ko6tédni (Welling és mtsai., 1997). A dihidropiridin receptorhely
szorosan a fenilalkilamin receptorhely mellett helyezkedik el, és néhdny k6z6s aminosav
oldallancon osztoznak is. A diltiazemr6l és egyéb rokon benzotiazepinekrdl tigy tudjuk, hogy
egy harmadik receptorhelyhez kotddnek, viszont a kotddésiikhoz sziikséges aminosav
oldallancok alaposan atfednek a fenilalkilaminok kotddéséhez sziikségesekkel (Hofmann és
mtsai., 1999). A fenilalkilaminok és a benzotiazepinek a nyitott és inaktivalt allapotu Ca?*
csatornakhoz képesek kotddni, igy kifejezett hasznalatfliggd (use-dependens) gatlast okoznak
(Lee és Tsien, 1983; Grant, 2009).

3.2. Fesziiltségfiiggé Na* esatornak

A fesziiltségfiiggd natriumcsatorna csalad 9 tagjat jellemeztek eddig emldsokben
(Na,1.1 — Na,1.9), a 10. tagrol pedig felismerték mar, hogy az valdjaban egy kapcsold fehérje.
Ezek a kiilonféle natriumcsatorndk hasonld szerkezeti és funkciondlis tulajdonsagokkal
rendelkeznek, de kiilonb6zd sejttipusokban valtanak ki akcids potencidlt, tovabba eltérd

szabalyoz6 és farmakologiai sajatsagokkal birnak (Catterall és mtsai., 2005a).
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3.2.1. Fesziiltségfiiggé Na" csatornak felépitése, tipusai

A natriumcsatornak  egy  jelentdés  poszttranszlacios moddosulason  ateso,
hozzévetdlegesen 260 kDa nagysagi o alegységet tartalmaznak, amely jarulékos J
alegységekkel asszocial (3. abra). A Na" csatorndk a felnSttek kdzponti idegrendszerében és
szivében P; — P4 alegységeket tartalmaznak, mig a felndtt vazizomban csak a P; alegység
fordul el6. A porusformal6 a alegység elegend6 a csatorna funkcionalis kifejez6déséhez, am a
csatorna kapuzasanak kinetikajat, fesziiltségfiiggését és expressziojat a § alegységek képesek
modositani. A jarulékos alegységek szerepet jatszanak a csatorna lokalizacidjaban is, sét
kolcsonhatasba Iépnek a sejtadhéziés molekuldkkal, az extracellularis matrixszal és az
intracellularis citoszkeletonnal is. Az a alegységek 4 homolog doménbdl (I-IV) éplilnek fel,
amelyek mindegyike 6 transzmembran o hélixet tartalmaz (S1-S6) és egy tovabbi porus
hurkot az S5 és S6 szegmensek kozott. A poérus hurkok a porus kiilsd, sziik bemeneténél
huzodnak, mig az S5 és S6 szegmensek a porus belsd, szélesebb kijaratanal helyezkednek el.
Minden doménben az S5 és S6 transzmembran szegmensek kozotti porusformald hurok
hatarozza meg az ionszelektivitast és konduktanciat. Ismert, hogy minddssze 3 aminosav
cseréje a porusformald hurok teriiletén az I-es, Ill-as és IV-es doménban a natriumcsatornat
kalciumra szelektivvé valtoztatja (Heinemann és mtsai., 1992). A Ill-as doménban egy lizin
aminosav pedig a K*-mal szembeni Na* szelektivitasért felel (Grant, 2009). A szelektivitasi
filtert kialakito aminosav szekvencia aszpartat-glutamat-lizin-alanin (an. DEKA gyiiri) a
Na’ csatornak esetén (Heinemann és mtsai., 1994). Az S5 és S6 szegmensek kdzotti P-hurok
felszallo szara a szelektivitasi filtertdl 3 vagy 4 pozicid tdvolsagra szintén tartalmaz karboxil-
oldallancokat, amelyek kolcsonhatasba 1éphetnek a csatorna miikodését modositd szerekkel
(pl. a TTX-nal vagy a p-conotoxinnal) (Tikhonov és Zhorov, 2011). A szelektivitasi filter és a
kornyezd teriilet szamos, egymadstdl egészen eltérd faj esetén is kivételesen konzervalt
aminosavakat tartalmaz, a régié csatornafunkcioban betdltott kritikus szerepét hangstlyozva
(Tikhonov és Zhorov, 2011). Az S4 szegmensek minden egyes doménben minden harmadik
pozicidoban pozitivan toltott aminosavakat tartalmaznak. Ezek az aminosavak kapuzési
toltéskeént szolgalnak €s a csatorna aktivaciojat kozvetitik a membran depolarizacidra adott
véalaszként. A lll-as és IV-es homoldog domént 0Osszekotd rovid intracellularis hurok
inaktivaciés kapuként miikddik, belehajlik a csatorna struktirajaba és fenntartott

membrandepolarizacio sordn beliilrdl blokkolja a porust (Catterall és mtsai., 2005a).
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3. abra: A fesziiltségfiiggd Na" csatornak szerkezete. Catterall és mtsai. kdzleménye alapjan
(2005a), modositva.

A fesziiltségfiiggd Na* csatornak csaladja emldsdkben kilenc kiilonbozd o alegységet
tartalmaz (Catterall, 2005a). Na* csatorna géneket négy kromoszoéman is talalunk, és ezek
homoebox (Hox) gén klaszterekhez kapcsolodnak (Lopreato és mtsai., 2001). A leginkabb
elfogadott feltételezés szerint egy kozos Osiinknek négy kiilonbozd fesziiltségfiiggd Na®
csatornaja volt, amely szam az egymas utani gén duplikaciok soran kilencre emelkedett
(Haverinen és mtsai.,, 2007). A Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 és Nayl.7 csatornak a leginkabb
hasonldak egymdshoz szekvencia homoldgia tekintetében, ezek jelentésen tetrodotoxin-
expresszalodnak. A génjeik egyarant a human 2q23-24 kromoszdéma régioban helyezkednek
el, a kozos evolucios eredetnek megfeleléen. A Nay1.5, Nay1.8 és Nay1.9 szintén kozeli
kapcsolatban all egymassal, és az aminosav szekvenciajuk tobb mint 60%-ban megegyezik a
2-es kromoszoman kodolt 4 natriumcsatornaéval. Ezek a natriumcsatornak valtozé fokban
tetrodotoxin-rezisztensek (esetiikben a TTX 1Csy értéke >1 uM) az aminosav
szekvenciajukban bekovetkezd egyetlen aminosav cseréje kovetkeztében az I-es doménben.
A szivben valamint a hatsé gyoki ganglionok neuronjaiban fejezddnek ki ezen csatornak
jelentds mértékben (Fozzard és Hanck., 1996, Vornanen és mtsai., 2011). Génjeik a human

3p21-24 kromoszoma régioban talalhatoak, amely egybevag a kozds evolucios eredettel.
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Atengeri guanidin csoportot tartalmazo toxinok iranti alacsony affinitds a csatorna
szelektivitasi filterének felépitésében részt vevo €s a kdrnyezo teriileteken 1évo, TTX kotésért
felelés aminosavakban bekovetkez6 mutaciok kovetkezménye. (Geffeney és mtsai., 2005).
A legjellegzetesebb tényezd egy aromds aminosav cseréje az I-es doménban szerinre vagy
ciszteinre a sziv f6 Na' csatorna tipusaban (Na,1.5) a TTX-érzékeny Na* csatorna tipusokhoz
képest (Satin és mtsai., 1992). A Na,1.4 izoforma, amely féleg a vazizomban fejezddik ki, és
a foként kozponti idegrendszerben expresszalddd Nayl.6 elkiiloniil a natriumcsatorna gének
két kozeli rokonsagban 16vé csoportjatol. Ez utobbi két Na* csatorna génje a 17g23-25, illetve

a 12q13 kromoszoma régioban helyezkedik el (Catterall és mtsai., 2005a).

3.2.2. ANa" aram jellemzéi szivizomsejteken

Az akcids potencial kialakuldsa soran a fesziiltségfiiggé Na* csatorndk megnyildsa Na*
bearamlashoz és tovabbi depolarizacidhoz vezet (Hodgkin-ciklus, pozitiv visszacsatolési
mechanizmus). Ezt kovetden a membran depolarizacioja a Na® csatornak gyors,
fesziiltségfliggd inaktivaciojat eldidézve kikapcsolja ezt az Onerdsitd kort és gyakorlatilag
nullra csokkenti a csatorna dramat. Ennek soran egy tranziens, nagy amplitadéju Na* aramot
(InaT) figyelhetiink meg, amely a kamrai szivizomsejteken foként az akcios potencial felszalld
szaraért, illetve az ingeriiletvezetd rendszerben az akcids potencial tovaterjedéséért felelds.
Azonban a szivizomsejtek Na* aramanak egy masik komponensét is leirtdk maér, amely az
akcios potencial teljes hossza alatt megfigyelhetd, és mivel a tranziens dramot koveti, ezért
késéi Na® aramnak (late In,, tovabbiakban Inai) nevezték el (Moreno és Clancy, 2012).
Jollehet ezen kés6i komponens amplitidoja elenyészonek tlinik a gyors komponenséhez
képest (a Ina1 Kevesebb mint 1 %-a a Iy, amplitudoja), mivel az akcios potencial relative
alacsony konduktanciaval jellemezhetd platod fazisa alatt végig jelen van, nagyban hozzéjarul
az akcios potencial id6tartamanak és platd magassaganak kialakitasahoz (Coraboeuf és mtsai.,
1979; Maltsev €s Undrovinas, 2006). Az is leirasra keriilt mar, hogy ezen aramok eltérd
idoébeli fennallasa kovetkeztében a Iy, kOzel ugyanakkora nettd téltésmennyiség szallitasat
végzi, mint a ly,7, tehat a szivizomsejtek Na* homeosztazisaban is jelentds szereppel bir
(Noble és Noble, 2006). Tovabba a késdi Na* dram nagysiganak ndvekedésérél szamoltak be
szamos korallapotban, mint pl. szivelégtelenségben (Valdivia és mtsai., 2005), szivizom
infarktust kovetéen (Huang és mtsai., 2001), velesziiletett hosszi QT-szindroma 3-as
tipusdban (Ruan ¢és mtsai.,, 2009) ¢és Brugada-szindroméban is (Bébarova, 2013).

A megndvekedett Ina1 egyrészt megvaltoztatja a szivizomsejtek Na* homeosztazisat (Zaza és

18



Rocchetti, 2013), masrészt megzavarja a normal repolarizaci6 folyamatat és
szivritmuszavarok kialakulasahoz vezethet (Horvath és mtsai., 2013).

A kés6i natriumaram létrejottének leirdsara tobbféle magyardzat is sziiletett:
1, Az aktivacio €s inaktivacio fesziiltségfiiggésének atfedésébdl eredd dram (window current)
Létezik a szivizom fesziiltségfiiggd Na* csatornak esetén egy olyan fesziiltségtartomany, ahol
az aram egyensulyi (steady-state) aktivacios €s inaktivacios gorbéje atfed egymaéssal, vagyis a
korabbiakban inaktivaciot szenvedett csatorndk reaktivalodhatnak és ujbol megnyilhatnak
(Zaza és mtsai., 2008).
2, Kiilonb6z6 kapuzasi modok jelenléte
Kamrai szivizomsejteken Maltsev és Udrovinas (2006) a Na® 4ram 3 kiilonbozd fazisat
kiilonitette el: egy korai (tranziens), egy atmeneti és egy kés6i aramot. Tovabba harom
kiilonb6z6é kapuzdsi modot is regisztraltak: atmeneti (tranziens), robbanasszerli (burst) €s
késoi szorvanyos (late scattered) megnyilast. A Na* aram idébeli megjelenésének legkorabbi
fazisa (<40 ms) soran mindharom kapuzasi mdd érintett, mig az atmeneti fazisban (40-
300 ms) csak a késdi szorvanyos és a robbanasszerli megnyilasi modok vesznek részt. Az
atmeneti fazisban az é4ram nagysaga forditott ardnyban 4ll a depolarizicio és kisiilés
mértékével. Végil az aram késéi (>300 ms) fazisaban mar csak a késdi szorvanyos
megnyilasi mod jatszik szerepet. Megjegyzendd azonban, hogy ezek a mérések
szobahdmérsékleten torténtek. Clancy és mtsai. (2002) megerdsitették az eltérd kapuzasi
modok korélettani szerepét és kimutattak, hogy a robbanasszer(i megnyilasi mod lehet felel6s
a Ina L 1étrejottéért.
3, Nem-egyensulyi kapuzasi mod (non-equilibrium gating)
A csatorna allapotok kozotti 4atmeneteket befolydsolja, hogy a csatorna milyen
fesziiltségértékeknek volt korabban kitéve (Clancy és mtsai., 2003). Vagyis a Na® csatorna
inaktivaciobol valo visszatérését modositja az akcids potencidl alatt dinamikusan valtozé
fesziiltségérték. A kisérleti eredmények alatamasztjak, hogy a Ina nagyobb amikor egy
repolarizald fesziiltség rampaval vagy egy akcids potencial alaku fesziiltségparanccsal valtjuk
ki, mint amikor hagyomanyos négyszdgpulzusokat vagy modell szimulaciokat alkalmazunk
(Clancy és mtsai., 2003; Magyar és mtsai., 2004; Horvath és mtsai., 2013).
4, A Na,1.5-t6l eltérd natriumcsatorndk jelenléte a szivizomban
Biet és mtsai. (2012) vizsgéalatukban azt talaltdk, hogy a nem Nay1.5 tipusu fesziiltségfiiggd
Na’ csatorndk hozzajarulasa a Ins-hez 44 %. Mig Yang és mtsai. (2012) arrél szamoltak be,

hogy a Na,1.8 a késdi natriumaram 38 %-at teszi ki.
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5, Kiilonb6z6 fiziologias modulatorok (Ca2+, kalmodulin, foszforilacid, reaktiv
oxigéngyokok) megvaltoztatjak a kapuzast
Korébban megallapitottdk, hogy a reaktiv oxigéngyokok termelése és az intracellularis Ca®*
koncentracié emelkedése a Ca*-kalmodulin kinaz II aktivalasan keresztiil a Ina L nOVekedését
képes eldidézni (Zaza és Rocchetti, 2013).

Mindezen mechanizmusok egyiittesen is jelen lehetnek ¢&s hozzajarulhatnak a
natriumaram akcidés potencidl alatti lefutdsdnak kialakitdsahoz. Az Ina. farmakologiai
befolyasolhatosaga a Nayl.5-h6z hasonlo, a STX és a TTX gatlasa egy kotOhely meglétét
feltételezi a Na,1.5-re jellemz0 affinitassal, és érzékeny a Cd**-ra (ez jellegzetes a szivizom
Na’ csatorna izoforméra, de a neurondlisakra nem). Végiil az SCN5A gén csendesitése
SIRNS-sel 75%-kal csokkentette a Ing-t, szignifikansan roviditette az APD-t és csokkentette
annak variabilitasat kutya szivelégtelenség modellekben. Ennélfogva ezek a bizonyitékok arra
utalnak, hogy valoésziniileg a Na,1.5 a Iy, f6 meghatarozoja mind egészséges és mind
szivelégtelen kamrai kardiomiocitdkban (Maltsev és Udrovinas, 2006). Ugyanakkor a
kiilonb6z6 kapuzasi modok gatloszer érzékenysége eltérd lehet, és a Iy, multimodalis
Osszetétele lehetové teszi az adott kapuzasi modra specifikus farmakoldgiai befolyasolést

(McNulty és Hanck, 2004; Moreno és Clancy, 2012).

3.2.3. ANa" csatornak molekularis farmakolégisja

Az eddig azonositott Osszes fesziiltségfiiggd Na® csatornara hatd farmakologiai
agensnek az o alegységen van a receptora. A neurotoxinoknak legalabb 6 kiilonb6zd receptor
helyét azonositottak mar, mig a lokalanesztetikumoknak és a hozzajuk kapcsolodod szereknek
tovabbi egyet (Catterall és mtsai., 2005a). Az 1-es neurotoxin receptorhely a nem peptid
szerkezetli porusblokkold tetrodotoxint €s saxitoxint, valamint a poérusblokkold peptid p-
conotoxint koti. Ezeknek a toxinoknak a receptorhelyét a porus hurkokban és a porus kiilsé
részén, kozvetleniil a poérushurkok extracelluléris oldalan elhelyezkedé aminosavak alakitjak
ki (Fozzard és Hanck, 1996). A 2-es neurotoxin receptorhely a lipidoldékony toxinok egy
csaladjat koti, ide tartozik pl. a batrachotoxin, a veratridin, az akonitin és a grayanotoxin,
amelyek serkentik a natriumcsatornak aktivaciojat. A fotoaffinitas jelolés és a mutagenezis
vizsgalatok a batrachotoxin receptorhelye tekintetében az I-es és IV-es domén S6
transzmembran szegmenseinek érintettségét jelzik (Cestéle és Catterall, 2000). A 3-as
neurotoxin receptorhely az a-skorpidtoxinokat és a tengeri csalanozok (Sea anemone)

toxinokat koti, amelyek lassitjak a natriumcsatornak aktivaciobol inaktivacidoba torténd
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atmenetét. Ezek a peptid toxinok egy Osszetett receptorhelyhez kotddnek, amely tartalmazza
az S3-S4 hurkot a IV-es domén S4 szegmensének extracellularis végén. A 4-es neurotoxin
kotéhely a B-skorpiotoxinokat koti, amelyek a csatorna aktivacidjat serkentik. A f-
skorpidtoxinok receptorhelye magaban foglalja a Il-es domén fesziiltségérzékelé S4
szegmensének extracellularis végén 1évé S3-S4 hurkot. Az 5-6s neurotoxin receptorhely az
Osszetett poliéter toxinokat, mint a brevetoxint és a ciguatoxint koti, amelyeket a
dinoflagellatak termelnek és a meleg 6cednok vizének toxikus vords szokoarjat okozzak. A 6-
os neurotoxin receptorhely a o-conotoxinokat koti, amelyek az a-skorpid toxinokhoz
hasonldan lassitjak az inaktivacio iitemét (Cestele és Catterall, 2000), ugyanakkor ezen
receptor elhelyezkedése még nem ismert. Végiil a helyi érzéstelenitok és a rokon
antiepileptikumok, valamint a Vaughan Williams (1984) klasszifikacio szerinti 1. osztalya
antiaritmids szerek a ndatriumcsatorna porusdnak belsé iiregében -elhelyezkedd atfedd
receptorhelyhez kotdédnek. A négy doménbdl legaldbb harom S6 szegmensének aminosavai is
hozzajarulnak ehhez a komplex kot6hely kialakitasahoz, amelyben a dominans szerepet a IV-
es domén S6 szegmens jatssza (Catterall, 2000; Scholz, 2002). Egy egész csapatnyi aminosav
oldalldnc érintettségét leirtdk mar az el6bb emlitett szerek kotddésében a Ill-as és IV-es
domén S6 szegmenséhez, tobbek kozott a [V-es domén F1759 és Y1766 ¢és a lll-as domén
L1461 aminosavai vesznek részt ebben (a Nayl.5 szamozas alapjan), amelyek koziil
kiilondsen a fenilalanin tiinik létfontossdginak (Sheets és mitsai., 2010). Ezek koziil két
aminosav oldallancrdl erdsitették meg, hogy jelentds fontossagl a helyi érzéstelenitdk és a
batrachotoxin kotésében (a IV-es domén fenilalaninja és tirozinja), €s egy tovabbi aminosav
(Wasserstrom és mtsai., 1993; Xiao és mtsai., 2001). Ugyanakkor pl. a lidokain kézel 30%-a
talalhat6 toltetlen formaban fiziologias pH érték mellett, szemben pl. a flekainiddel (amelynek
csupan kb. 1%-a toltetlen). Ennek kovetkeztében a flekainid a kotOhelyet inkdbb a csatorna
nyitott allapotdban tudja megkdzeliteni, mig a lidokain sokkal konnyebben belép a zart

allapott csatornaba (Sunami €s mtsai., 1991; Sheets és mtsai., 2010).
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3.3. A tetrodotoxin és saxitoxin hatisa a fesziiltségfiiggé Na" csatornikon

A guanidin csoportot tartalmazo tengeri toxinokat, mint pl. a tetrodotoxint és a
saxitoxint (STX) széleskortien hasznaljdk a gyors Na® csatornak gatlasara a kisérleti
kutatasokban. Kémiai szerkezetiik a 4. abran lathato. A fesziiltségfiiggd Na® csatorndk szinte
minden altipusat kimutattak mar az emlds sziv kiilonboz6 régidiban, jollehet az emlds kamrai
miokardiumban talnyomorészt a Nayl.5 altipus van jelen (Haufe ¢és mtsai., 2007).
A vazizommal és idegszovettel ellentétben, ahol a f6 fesziiltségfiiggé Na* csatorna altipusok
TTX-érzékenyek (nanomolos nagysagrendii a ICsy értéke), a Na,1.5 csatorna viszonylag
rezisztens a TTX-ra (mikromolos nagysagrendii a ICsy értéke) (Catterall és mtsai., 2005a;
Zimmer, 2010; Andavan és Lemmens-Gruber, 2011). Az ¢lébb emlitett TTX-érzékenységbeli
vagy STX-ra van sziikség a sziv gyors Na* csatornajanak gatlisara, mint vazizom vagy idegi
preparatumok esetében. Szamos vizsgalat szamolt mar be azonban a Ca®*-aram egy TTX vagy
STX altal gatolhatd részérdl ((lcacrrxy és Icastx)) IS, amikor a toxinokat ilyen magas

(mikromélos) koncentracidoban alkalmaztak (b6évebben lasd a 3.4. fejezetben).

tetrodotoxin saxitoxin

4. abra: A tetrodotoxin és a saxitoxin szerkezeti képlete.
Tetrodotoxin: [4R-(4a,4aa,50,70,9a,10a,10aB,11S*,12S*)]-octahydro-12-(hydroxymethyl)-2-
imino-5,9:7,10a-dimethano-10aH-[1,3]dioxocino[6,5-d]pyrimidine-4,7,10,11,12-pentol.
Saxitoxin:  (3aS-(3a-a,4-a,10aR *))-2,6-diamino-4-(((amino-carbonyl)oxy)methyl)-3a,4,8,9-
tetrahydro-1H,10H-pyrrolo(1,2-c)purine-10,10-diol.

Tovéabba jelentds fajfiiggd kiillonbségek is megfigyelhetdk a TTX-érzékenységben, pl.
a Nayl.4 csatornan (vazizomra jellemzd {6 altipus) a TTX ICsq értéke patkanyban 5 nM-0s
(Trimmer €és mtsai., 1989), emberben viszont 25 NM-os (Chahine és mtsai., 1994), mig a
Nay1.5 csatornan a TTX ICsg értéke emberben megkozelitdleg 1 uM (Satin €és mtsai., 1992),

és 0,5-t6] 6 uM-ig terjedden valtozik kutya szivben az egyes tanulmanyok altal kozolt érték

(Baer ¢és mtsai., 1976; Brown és mtsai., 1981).

22



A STX esetében meghatarozott ICsy érték idegi Na® csatornakon kevesebb, mint
20 nM, vazizom Na® csatorndn 4,1 nM (Penzotti és mtsai., 2001), mig a szivizom Na®
csatornan mikromolos nagysagrendii (Gellens és mtsai., 1992; Hille, 2001). Ezek az adatok
azt mutatjak, hogy a nagyobb emldsok szivének TTX- és STX-érzékenysége még kisebb,
mint a ragcsalo fajoké.

A tetrodotoxin és a saxitoxin a guanidin csoportjuk kovetkeztében fiziologias pH
mellett pozitiv toltéstiek (Fozzard és Lipkind, 2010). Hille (2001) leirasa alapjan a TTX és a
STX 1:1 sztochiometriaval kotédik a Na® csatornakhoz, a kot6dés a csatorna kiilsé
csarnokaban torténik és a csatorna porusanak teljes zarddasat okozza. Lipkind és Fozzard
(1994) kimutattak, hogy a guanidin csoport és két hidroxil csoport (C9- és C10-helyzetben)
jatszik szerepet a TTX megkotésében sohidak és hidrogénkotések kialakitasaval a Na®
csatorna pérusanaban a D384, az E387, az E942 és az E945 poziciokban 1év6 aminosavak
karboxil csoportjaival (az rBrll szdmozési rendszernek megfeleléen). Az Osszes TTX-
érzékeny Na' csatorna altipusban (4gymint az agyi és a vazizom Nay csatornk) egy tovabbi
hidrofob kolcsonhatas jon 1étre a fenilalanin vagy a tirozin aromas gyurtje kovetkeztében,
amely hidnyzik a sziv izoformanal (Nay1.5), ahol ezt a helyet egy cisztein tolti be. Ez a tirozin
vagy fenilalanin aromds gyliri n-kationos kolcsonhatast alakit ki TTX guanidin csoportjaval,
amely stabilizalja a kotédést a TTX-érzékeny Na* csatorndkban (Tikhonov és Zhorov, 2011).
A STX Nay csatorndkhoz val6é koétddésének legkritikusabb meghatarozoi feltételezhetden a
guanidin csoportja egy tovabbi kdlcsonhatast hozhat 1étre a [V-es domén D1717 karboxiljaval

(Favre és mtsai., 1995).

3.4. Attekintés az eddig leirt tetrodotoxin-érzékeny Ca”" aramokroél

TTX-érzékeny Ca?* 4ram komponenst szamos fajban leirtak mar, tobbek kozott
szivarvanyos pisztrang (Haverinen és mtsai.,, 2007), egér (Su ét mtsai., 2004), patkany
(Aggarwal és mtsai., 1997; Chen-Izu ¢és mtsai., 2001; Alvarez ¢s mtsai., 2004), tengerimalac
(Heubach ¢és mtsai., 2000), kutya (Sun és mtsai., 2008) és emberi (Gaughan és mtsai., 1999;
Lemaire és mtsai., 1995) szivizomsejtekben is. Tovabba heterolog transzfektalt sejtekben is
kimutattak mar: Xenopus laevis oocitakban expresszalt human Nay1.5 a- és Bo/0s-alegységek
esetén (Alvarez és mtsai.,, 2004), HEK-293 sejtekbe kotranszfektalt sziv Na® csatorna

(SCN5A) a- és Pi-, valamint PBr-alegységek esetén (Guatimosim és mtsai., 2001) és az L-
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tipusu Ca®* csatorna harom alegységével (nytl aic, patkany B2a €s 02/0) (Su €s mtsai., 2004)
vagy harom T-tipus Ca?* csatorna alegységgel (hCa,3.1, hCa,3.2 és hCay3.3) (Sun és mtsai.,
2008) tranziensen kotranszfektalt tsA-201 sejtekben. A tengeri toxinok szivre kifejtett hatasait
Osszefoglald kozleményeken (Balke és mtsai., 1998; Nargeot, 2000; Zimmer, 2010) kiviil a
TTX-érzékeny Ca®" aram jelenlétét idegi preparatumokon is régen leirtdk mar, mint pl.
tintahal Orids axonon (Watanabe és mtsai., 1967; Baker ¢és mtsai., 1971; Meves és Vogel,
1973) és a patkanyok hippokampalis CAl régiojanak sejtjein (Akaike és Takahashi, 1992).
Egészen az utobbi évekig a ciklikus guanidin csoporttal rendelkez6 tengeri toxinokat a
fesziiltségfiiggd Na* csatornak legszelektivebb gatloszereinek tekintették. Habar a TTX-altal
gatolhatd Ca®" aramot mér sok évvel ezelétt felismerték, azt gondoltak, hogy feltehetéen Na*
csatorndk kozvetitik azt. A tetrodotoxinnal gatolhatdé kalciumdram eredete még most sem
teljesen vilagos, azonban 2 alternativ elmélet alakult ki a lcarrx) eredetének magyarazatara.
Ennek megfelelden (1) a klasszikus gyors Na® csatorndk kapuzasi tulajdonsagai valtoznak
meg specialis koriilmények kozott az ionszelektivitas csokkenését eredményezve, vagy (2) a
bizonyos fajokban. Annak a ténye, hogy a lcyrrx) mar fiziologias ionkdrnyezetben is
kimutathaté volt (Aggarwal és mtsai.,, 1997; Chen-lzu és mtsai.,, 2001) a madsodik
magyarazattal van 6sszhangban, bar ezen ellentmondasok mezején nehéz kiigazodni.

Az els6 lehetdséget tekintve arra lehet kovetkeztetni, hogy a lcarx) csak specidlis
koriilmények kozott fordul eld, mint pl. kiilsé Na'-hianyaban (Alvarez és mtsai., 2004; Cole
és mtsai., 1997), a B-adrenerg Utvonal izoproterenollal vagy cAMP-vel kivaltott aktivacioja
soran, vagy kardiotonias szteroidok, mint pl. ouabain és digoxin alkalmazéasat kdvetden
(Santana és mtsai., 1998). Ezen els6 hipotézis szerint a Ca*" a klasszikus sziv Na* csatorndkon
(Nay1.5) keresztiil folyik Na'-mentes kiilsd oldat esetén az ion szelektivitast reverzibilisen
modositva. Tengerimalac kamrai szivizomsejtekben ez az 4aram a gyors Na® csatorndkéhoz
hasonlo fesziiltségfliggést mutatott, -45 mV-os aktivacios kiiszobbel és -30 mV-nal mérhetd
csucseértekkel (Cole €és mtsai., 1997). A magas kétvegyértékii kation koncentracié (pl. 10 mM
kiils6 Ca®") altal okozott felilleti toltésvaltozas figyelembe vételével a fent emlitett
fesziiltségfliggés megegyezik a klasszikus Iy, ismert tulajdonsagaival. Ebben a vizsgalatban a
lca(tTx) az extracelluléris Ca®" eltavolitasat (Mg2+-0t hasznéltak a Ca®* lecserélésére) kovetden
eltiint, dihidropiridinekre és Ni*-re nem volt érzékeny, mig azt 10-50 uM veratridin
jelentésen modositani tudta. Az aramot a TTX dozisfiiggd modon gatolta 2,4 uM-0s 1Csg
értékkel, ami jol illeszkedik a TTX Nay1.5 csatornan mért ICsp értékéhez. Erdekesség, hogy

az extracellularis Na* &sszetett modon hatott a TTX-érzékeny aramra. Amikor 1 pM-t adtak
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hozz4 a Na'-mentes extracellularis folyadékhoz, akkor nem volt hatasa, viszont méar 10 vagy
50 uM Na* csokkentette a lcacrx)-Ot, feltételezhetden a csatorna poérusaban a Na' és a Ca®*
kozotti kompetitiv kdlcsonhatas kovetkeztében, mig 200 uM extracellularis Na* az aram
mérsékelt novekedését okozta. A kiilsé Na'-mal valo versengés alapjan, valamint a hasonld
fesziiltségfliggés ¢és farmakologiai befolyasolhatésaggal egyiittesen a szerzok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ezt az aramot a klasszikus Na" csatornak alakithatjak ki (Cole
¢s mtsai., 1997). Meglep6é modon 6k a kisérleteikben nem talaltak lc, t-t tengerimalac kamrai
szivizomsejteken, mikozben Heubach és mtsai. (2000) kimutattak, hogy a lcartx) €s a lcat
egylittesen van jelen tengerimalac sziven, mig patkanyszivben csak a Ca®*" 4ram TTX-nal
gatolhato frakcidja volt megfigyelhetd. Masok is megerdsitették, hogy Na'-mentes
kériilmények kozott a Ca?* at tud 1épni a Na* csatornakon patkanyszivben, és ez az aram
akkor is megfigyelhetd volt, amikor HEK-293 sejtekben expresszéltak szivizomban
eléforduld Na* csatornakat (Alvarez és mtsai., 2004; Guatimosim és mtsai., 2001). Az utobbi
vizsgalatban Guatimosim és mtsai. (2001) azt talaltdk, hogy az extracellularis Na® jelenléte
mar mikromoélos koncentracidoban is csokkentette az dramot. Mivel az aramot egészséges
patkanysziven mutattdk ki, arra kovetkeztettek, hogy a Ca? atmegy a klasszikus Na®
csatornakon. Ezzel szemben mas kutatocsoportok nem észlelték ezt az alacsony-kiiszobi
TTX-érzékeny aramot sem kozonséges patkany szivizomsejteken sem Xenopus laevis
oocitdkban expresszalt human Nayl.5 csatorna alegységek esetén. Alvarez és mtsai. (2004)
azt talaltak, hogy kizardlag szivinfarktust kovetd remodellacio esetén jelent meg a lcacrrx),
valosziniileg az ioncsatorna expresszid megvéltozasa folytan, amely egy kiilonbozé Na*
csatorna tipus megjelenését eredményezheti.

Santana ¢és mtsai. (1998) a szivizom kontrakciojat és a [Ca2+]i atmeneti emelkedését
nifedipin, vagy 100 uM Cd?"), pozitiv membranpotenciloknal (+80 mV), de még az extra- és
intracellularis Na® egyiittes eltavolitasat kovetden is. Ezek a [Ca®']; tranziensek az
extracellularis Ca®" eltavolitasaval (Ba®*-mal helyettesitve) vagy 10 pM TTX alkalmazasaval
eltiintek. Raadasul a [Ca?"]; tranziensekre kifejtett TTX gatlas ICso értéke 10-szer alacsonyabb
volt, mint a Iy, esetén (0,1 uM és 1,0 uM). Az & magyarazatuk szerint a klasszikus Na*
kardiotonias szteroid hatasara ,,promiszkuussd” valnak, lehetévé téve a Ca®" atlépését is a
megvaltozott csatornan. A csatornadllapot e tulajdonsdgat a leirdi ,,csuszo allapota
vezetoképességnek” (slip-mode conductance) nevezték el. Ugyanakkor az izoproterenol

alkalmazasardl kimutattdk mar azt is, hogy nagymértékben megvaltoztatja a szerves Ca®*
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csatorna gatloszerek hatékonysagat (Farkas €s mtsai., 2012), amely tényt nem lehet figyelmen
kiviil hagyni, amikor a lehetséges alternativakat targyaljuk.

A masodik hipotézisnek megfeleléen, Aggarwal és mtsai. (1997) valamint Chen-Izu és
mtsai. (2001) felvetették, hogy a lcarmx)-Ot a klasszikus szivizom Na® csatornaktol (Na,1.5)
kiilonbdz6, Gij Na* csatorna fehérje hozza létre. Ezt a feltevést szamos tény tamasztja ala. (1)
Eltér6 kinetikai tulajdonsagokat észleltek: a lcarrx) lassabban aktivalodik és inaktivalodik,
mint a klasszikus sziv Na* aram. Ez az inaktivacié extracellularis Na* és Ca®" egyiittes
jelenlétében két exponencidlis 0Osszegével illeszthetd meg. Ugyanabban a kisérleti
elrendezésben az egyensulyi (,,steady-state”) aktivaciot és inaktivaciot leird gorbék két
kiilonb6z6 Boltzmann fiiggvény Osszegével allithatok eld, az egyik a klasszikus Ins-bol, a
masik a lcarrx)-bol ered. Amennyiben csak Ca?" van jelen extracellularisan, akkor csak a
lassabb komponens (lcarrx)) detektalhatd. (2) A lcarrx) aktivacidjanak és inaktivacidjanak
fesziiltségfliggése a negativabb membranpotencidlok irdnyaba tolodott. (3) Kiilonb6zd
permeabilitasi sajatsagok: a Nay1.5 csatornak nagyon csekély permeabilitast mutatnak Ca®*-ra
és Cs'-ra, mig a lcyrrx)-ért felelés csatorndk Iényegesen nagyobb permeabilitéssal
rendelkeznek ezen kationokra. (4) A TTX-érzékenység is valamelyest kiilonbozd, a lcarrx)
esetén magasabb az I1Csy érték. (5) Az aram amplituddja (és kovetkezésképpen a csatorna
denzitdsa) joval alacsonyabb a IcarTx) esetén. Azonban a lcarrx)-0t 1étrehozo csatornak mégis
Na" csatornak, mert még magas extracellularis Ca?* koncentracioknal is nagyobb Na*
permeabilitassal birnak, és farmakologiai profiljuk is a Na* csatornakéval vag egybe, mivel az
aramot a nifedipin, a La* vagy a Ni** nem befolyasolja, mig a skorpié toxinokra és a
veratridinre nagy érzékenységet mutatnak. Heubach és mtsai. (2000) beszdmoltak a lcarrx)
moduléciojardl a foként T-tipust Ca®" csatorna gatld mibefradil altal, viszont a mibefradil Iy,
gatlasat is kimutattak mar (McNulty és Hanck, 2004).
csatornakat, és ez a felismerés némileg csorbitotta a heterociklikus guanidin csoportot
tartalmazo tengeri toxinok kiemelkedd csatorna szelektivitdsat. Sun és mtsai. (2008) arrol
szamoltak be, hogy a TTX 6nmagaban nem volt hatdssal a T-tipusu Ca?* csatornékra kutya
pitvari szivizomsejteken, de csokkentette a Ni**-altal eléidézett gatlast, amikor a Ni%-t
kovetden alkalmaztak. A TTX-nal szemben a STX 6nmagaban is a T-tipusu Ca?* csatorndk
gatlasat okozta 185 nM-0s ICsp érték mellett. Tobbé-kevésbé hasonld eredményeket kaptak,
amikor Ca,3.1-gyel, Ca,3.2-vel vagy Ca,3.3-mal transzfektalt HEK-293 sejtekben vizsgaltak
a TTX és STX hatasat. A TTX részlegesen feloldotta a Ni#*-altal kivaltott gatlast a Ca,3.1 és

Ca,3.2 csatorndkon, vagyis a sziv T-tipusu Ca®" aramanak 6 izoformain (Perez-Reyes, 2003;
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Vassort és mtsai., 2006). Raadasul a Ca,3.3 kozvetitette d&ramot direkt médon gatolta, 30 uM
TTX jelenlétében tobb mint 50 %-kal csokkent az aram amplitudoja. Mindemellett a STX
dozisfiiggd gatld hatast fejtett ki a T-tipusa Ca®* aramot létrehozé mindharom csatorna
altipuson (Sun ¢s mtsai., 2008). Su ¢és mtsai. (2004) kimutattak, hogy a STX gatolja az L-
tipusu Ca®" csatornat egér kamrai szivizomsejteken és a harom Ca®" csatorna alegységgel
(nyul oyc, patkdny Poa €s a2/0) tranziensen kotranszfektalt tsSA-201 sejteken. A Ina teljes
gatlasa mellett 10 uM STX az Iy -0t is 39 %-kal csokkentette egér kamrai miocitakon.
A STX dozisfiiggd modon gatolta a transzfektalt tsA-201 sejtek Ca®* 4ramat és a gatlas
fesziiltség-fiiggetlen volt. 60 uM TTX alkalmazasakor a [Ca2+]i tranziens enyhe, jollehet
szignifikans csokkenése ellenére nem jegyeztek fel Ic, -ra kifejtett hatast. Meg kell jegyezni
azonban, hogy a legnagyobb ¢, gatlas 10 uM STX alkalmazasaval ebben a kisérletben csak
részleges (49 %-0s) volt, szemben a Sun és mtsai. (2008) altal megfigyelt teljes gatlassal
kutya szivizomsejteken, ahol a STX az lc, -0t 1,6 pM ICsp-val, dozisfiiggben gatolta. A STX
ICsp értéke az Ic, -0n hasonld, mint amit a sziv Na* csatorndkon mértek, mig az Ic,t STX-
érzékenysége még kifejezettebb.

Egészen mostandig csak néhany kisérletben szamoltak be a lcarrx)-16l nagyobb
emlésok (mint pl. kutya és ember) szivében. Ezek koziil egyet szivelégtelenségben szenvedd
human preparatumon (Gaughan és mtsai., 1999), kettét pedig pitvari miocitdkon (Lemaire €s
mtsai., 1995; Gaughan és mtsai., 1999) végeztek. Szivelégtelenségben azonban a miokardialis
sejtek eléggé kiilonbozd ioncsatorna expresszids mintdzatot mutatnak az egészségesekhez
képest (Nattel és mtsai., 2007; Valdivia és mtsai.,, 2005, Jost és mtsai., 2011). Tovabba
nemcsak a szarkolemmalis ioncsatorna mintazat, hanem a Ca®" felszabadito és eltavolitd
mechanizmusok 0Osszessége is megvaltozik szivelégtelenségben (Yoo és mtsai., 2012).
Fiziologias koriilmények kozott nagyobb emlésok szivében a Na* csatornak altal 1étrehozott
lcarTx)-0t még nem irtdk le, ezek a csatornak gy tlinik a ragesalok sajatsagai, mint pl. a
patkany, az egér €s a tengerimalac, illetve patologias szivben is megfigyelhetdek miokardidlis

remodellacio utan.

Tovabbi érdekesség, hogy a saxitoxin gatolni képes a HEK sejteken heterolog
expresszalt hERG K* csatornakat is (+50 mV-nal a ICsp = 5,6 uM), viszont ez a gatlas a Na*
és Ca®" csatornak esetén megfigyelttdl teljesen eltéré modon valoésul meg (Wang €és mtsai.,
2003). A saxitoxin a hERG csatornakon az aram szamos kinetikai tulajdonsagat befolyasolva
a csatorna kapuzédsi paramétereit modositd szerként fejti ki hatdsat, amelyek koziil

legkiemelkeddbb a csatorna aktivacio fesziiltségfiiggésének pozitivabb membranpotencidlok
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felé torténd eltolasa. Ezen feliil a Hill koefficiens egynél nagyobb értéke azt sugallja, hogy a
saxitoxin a K* csatorndhoz tobb helyen tud kotddni, szemben a Na* és Ca?* csatorndkon
kifejtett porusgatldo hatasaval és egyetlen kotohelyével a szelektivitasi filter teriiletén (Wang
¢s mtsai., 2003). Azonban meg kell jegyezni, hogy a pontos kotédési mechanizmus még nem

teljesen tisztazott.

3.5. Tetrodotoxin mérgezés

A TTX egyike a legerdsebb, nem fehérje szerkezeti emberi mérgeknek
(Moczydlowski, 2013). A tetrodotoxin név a Tetraodontiformes-bol ered, azonban a TTX-t
nem csupan egyes gombhal fajokban lehet kimutatni, hanem szamos mas allatfajban is, mint
pl. a kékgyliris polip, egyes tarajos gbték, béka, hernyd, tengericsillag fajok, gébfélék,
torfarku rakfélék, haslabtiak és szamos tengeri mikroorganzimusban, amelyek termelik ¢és
taroljak is a toxint (Noguchi és Arakawa, 2008). A gombhalak testében a TTX koncentracioja
¢s megoszlasa fajfiiggd. Rendszerint az ovarium, a méj és a bor tartalmazza a TTX-t a
legmagasabb koncentracioban (Hwang és Noguchi, 2007). Habar a tetrodotoxint az
elébbiekben emlitett allatokban fedezték fel, valdjaban bizonyos szimbidzisban €16
baktériumok, mint példaul a Pseudoalteromonas tetraodonis, valamint egyes Pseudomonas ¢és
Vibrio fajok termelik azt (Zimmer, 2010).

Tetrodotoxinnal torténd mérgezéses esetekrél a tavol-keleti orszagok szegény
régidiban és Dél-Amerikaban szamolnak be legnagyobb gyakorisdggal. Tehat Japanban,
Bangladesben, Tajvanon, Kindban és Brazilidban torténik a mérgezések dontd hanyada.
Emellett szorvanyosan Izraelbdl és Ausztralidbdl is jelentenek eseteket. A legtobb TTX
mérgezés az emberi tudatlansdg szamlajara irhatd, hiszen sok halasz és csaladjuk esik
aldozatul elsOsorban a halak szakszeriitlen feldolgozasa miatt. Az Eurdpai Parlament és az
Eurdpa Tanacs 853/2004/EK szamu rendelete ,,az allati eredeti ¢lelmiszerek kiilonleges
higiéniai szabalyainak megallapitasarol” rendelkezik a gdmbhalak forgalomba hozatalanak
tiltadsarol az Eurdpai Unid teriiletén. Ennek ellenére érdekesség és ugyanakkor a mérgezés
ismeretének fontossagat jelzi, hogy a Foldkozi-tengerben mar kimutattak tetrodotoxin
tartalmu halakat (Katikou és mtsai., 2009), illetve Spanyolorszdgban mar az elsé europai TTX
mérgezésekrol is beszamoltak kiirtds csigafajok (Charonia sauliae, illetve Charonia lampas)
fogyasztasat kovetden (Rodriguez és mtsai., 2008; Ferndndez-Ortega és mtsai., 2010).
Feltehetéen a klimavaltozds és az emelkedd vizhOmérséklet kedvez a toxint termeld

baktériumok és az azokat hordoz6 éldlények terjedésének, igy mar Eurdpa mediterran
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régidiban is az intenziv terapias és siirgdsségi ellatast végzd orvosoknak ajanlatos tisztaban
lenniiik a TTX mérgezés jellemzd tiineteivel (Zimmer, 2010).

A TTX sulyos toxicitasa ellenére, vagy talan éppen azért a gombhal Japanban egy
kiilonleges fogas. A fugu néven ismert halat normal esetben szakképzett, annak elkészitésére
engedéllyel rendelkezd fugu séfek dolgozzak fel, akik a meglehetosen draga étkezést egy
kulinaris kalandda teszik, mintsem egy veszélyes orosz ruletté¢ (ennek kapcsan a fugu
fogyasztasat gyakorta ,japan rulett”-ként is emlitik). Azonban a gdmbhal mérgezés vagy
tetrodotoxikaci6 még mindig az egyik leggyakoribb ételmérgezés Azsia partjai mentén.
A mérgezd hal fogyasztasa lehet szdndékos vagy véletlen esemény kovetkezménye. Japanban
ez leginkabb a sajat maguk 4altal kifogott gOmbhalakbdl hézilag készitett majételek
fogyasztasa kapcsan torténhet meg. Bangladesben szdmos alkalommal halmoz6édé TTX
mérgezésrdl szamolnak be aldozatok tucatjaival, amelyek azutan torténtek, hogy a gdbmbhalak
nagyon olcson elérhetdvé valtak a helyi piacokon (Zimmer, 2010).

A TTX mérgezéses eseteknek mar hosszi torténete van. Az elsd eurdpaiak, akik
sulyos TTX mérgezést szenvedtek Cook kapitany €s természetbuvar baratai, Johann és Georg
Forster voltak. Ok élvezettel elfogyasztottak egy gémbhalbél késziilt fogast, szerencsésen
tulélték, majd részletesen leirtdk a tiineteiket (Forster, 1777). Az egyik leghiresebb
mérgezéses eset az elmult évszdzadban Mitsugoro Bando hires kabukiszinész nevéhez
kotodik, aki 1975. januar 16-an egy elegans Kobe-ban talalhatd étteremben 4 fugu majat ette
meg, amelyet kovetden 7 o6ra mulva elhunyt. Mivel egy igen nagyra becsiilt ember
kivansagarol volt szd, az étterem szakacsa nem utasithatta vissza a ,,nemzet szinészének”
kérését. Jollehet az esetet kovetden természetesen az étterem engedélyét bevontak (Lohr,
1981).

Szamos esetismertetésrdl tudunk, mignem 1941-ben Fukuda és Tani kidolgozta a TTX
mérgezés sulyossaganak klinikai osztalyozasat (1. tablazat). Ez a négyfokozatii beosztas a
tiineteken ¢és azok kifejlodésének progresszidjan alapszik, €s maig ezt hasznaljuk a klinikai
gyakorlatban. A mérgezés foka tulajdonképpen harom tényez6tdl fiigg: az elfogyasztott TTX
mennyiségétdl, a siirgdsségi ellatast végzd intézetbe vald felvételig eltelt id6tdl és a mar
kordabban megléve tarsbetegségek fennallasatol. Az elsé és mdasodfoku esetek viszonylag
enyhe tetrodotoxikéciot jelentenek. Ekkor néhany neuromuszkularis és idegrendszeri funkcid
csokkenésével vagy kiesésével allunk szemben, ugyanakkor a reflexmiikodés még ép.
A harmadik fokozatot mar stilyosabb eltérések jellemzik, mint az ataxia, a kiterjedt bénulas, a
kifejezett reflexcsokkenés, a vérnyomas csokkenése, fixalt/dilatalt pupilldk, ciandzis és

légzészavarok (pl. nehézlégzés, csokkent vitdlkapacitas és erOltetett kilégzési térfogat).

29



A testhdmérséklet csokkenése szintén fellép, amikor a vazizom kontrakcid és az idegrostok
vezetése fokozatosan gatolttd valik. A negyedik fokozati mérgezéses esetek mar igen sulyos
mérgezett dldozatok, akiknél 1égzésleallds, csokkent artérias pO,, eszméletlenség, bradikardia
¢s hipotenzio all fenn. Komoly szivérintetts€g, ugymint vezetési blokk vagy kamrai
aszisztolia akkor jelentkezik, amikor extrém magas TTX mennyiség fogyasztasa tortént €s ez

a negyedfoku mérgezés késoi jele (Fukuda és Tani, 1941).

Fokozat Tiinetek

Els6 Perioralis zsibbadds vagy paresztézia, néha gasztrointesztinalis tlinetekkel
(hanyinger®) kisérve

Misodik Az arc €és mas teriiletek zsibbadésa, fokozddo paresztézia, a végtagok motoros
bénulasa, koordinécios zavarok, elmosodott beszéd, de még normal reflexek

Harmadik Teljes izombénulas, afonia, diszfagia, diszpnoe, ciandzis, vérnyomas

csokkenés, fixalt/dilatalt pupilldk, mellkasi fajdalom, de az aldozatok még
eszméletiiknél vannak

Negyedik Sulyos 1égzési elégtelenség és hipoxia, silyos hipotenzid, bradikardia,
szivritmuszavar, még egy rovid ideig van szivverés

1. tablazat: A tetrodotoxin mérgezés klinikai osztalyozasa.

Fukuda ¢és Tani kézleménye (1941) alapjan.

8 A TTX-t az egyik legersebb hanyast keltd anyagnak tekintik, amely a nyultveldben direkt
moédon hat a kemoreceptor trigger zonara (Sims és Ostman, 1986).

A tetrodotoxin mérgezés sajnos gyorsan végzetes kimenetelti lehet, ugyanakkor
ellenszere nem létezik. A halal akar 17 perccel a toxin fogyasztasat kovetéen is felléphet
(Zimmer, 2010). Az emberi haldlos dozist 1-2 mg-nak hataroztdk meg (Hwang és Nokuchi,
2007). A kezelés teljes egészében szupportiv és magaban foglalja a mechanikus lélegeztetést
novelésére, a gyomortartalom iiritését eldsegitd beavatkozasokat, aktiv szén beadasat, atropin
alkalmazasat vagy dopamin adésat. Kolinészteraz gatlokat és egyéb szereket is ajanlottak, de
ezeket megfeleld mdédon még nem vizsgaltak (Sims és Ostman, 1986; Field, 1998). J6 a
progndzis, ha a beteg a siirgdsségi ellatast végzd intézménybe érkezéskor eszméleténél van és
még ez a légzésledllas eldtt torténik, valamint ha a beteg tuléli az elsd 24 orat. A tiinetek
elmulasa 24 6ratol 5 napig tartd periodusban torténik (Chowdhury és mtsai., 2007; Fernandez-
Ortega, 2009). A korai diagnoézis ¢és az azonnali klinikai kezelés alapvetden hozzéjarul a
haldlozas csokkentéséhez. Japanban a haladlozasi rata a mult szdzad elején mért 80 %-rol,
¢vente tobb mint 100 halalesettel az 1990-es évekre kozel 6 %-ra esett vissza (Hwang és
Noguchi, 2007; Noguchi és Arakawa, 2008). Mas azsiai orszagokban az elmult idészakban 2-
22 % kozotti halalozasi aranyrol szamoltak be (Chowdhury és mtsai., 2007).
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Az in vitro vizsgalatokkal és az in vivo allatkisérletekkel szemben, ahol kristalyos
TTX-t hasznaltak, a human tetrodotoxin mérgezések TTX-tartalmu étel fogyasztisa folytan
torténnek. Lehetséges, hogy ez a nyers vagy vegyes Osszetételi TTX joval konnyebben
felszivodik az emésztd traktusbol (Zimmer, 2010). Egyes tengerben €10 allatfajok képesek
szintetizalni és felhalmozni egyéb TTX analdgokat vagy mas mérgezd vegyiileteket is, igy a

tiinetek nem mindig csupan a TTX mérgezésnek felelnek meg (Rodriguez és mtsai., 2008).

3.6. A sziv fesziiltségfiiggd Na* és Ca®" csatorndin hato szerek mérsékelt szelektivitisa

A fesziiltségfiiggd Na® és Ca®" csatorna gatloszereit kiterjedten alkalmazzak a
mindennapi gyakorlatban szinte az Osszes orvosi szakteriileten és az orvosbioldgiai
kutatasokban is. Ezen szerek kozott olyan gyakori gydgyszercsoportok talalhatéak, mint pl. a
helyi érzéstelenitdk, antiaritmiis szerek, antiepileptikumok, antidepresszdnsok és egyes
vérnyomascsokkentdk. A sziv fesziiltségfiiggé Na* és Ca?* csatorndin hato szerek esetén
azonban gyakorta szamolnak be keresztreakciorol a szerkezetileg hasonld, viszont nem
elsédlegesen érintett csatorna tipussal (pl. Ca®* csatorna gatlok a Na* csatornakra is hatnak és
forditva). Ez a kolcsonhatds altaldban nem eldnyos, kiilondsképp kisérleti koriilmények
kozott, amikor egy adott ioncsatorna dramat dnmagaban akarjuk megmérni, de a klinikai
gyakorlatban is jelentés mellékhatasokat okozhat. Ez a jelenség joval gyakoribb, mintsem
hogy az csupan egy vératlan, nem kivant esemény kovetkezménye lenne. Masrészrol a
keresztreakcid elméletileg néhany specialis esetben akar hasznos is lehet, ideértve az olyan
antiaritmids szereket, mint pl. a lidokain és a verapamil, jollehet a proaritmids tulajdonsaguk
ezéltal szintén novekedhet. A Na* és Ca®" csatorna gatlok kiterjedt klinikai alkalmazésat
tekintve valdszinlinek tlinik, hogy a korlatozott szelektivitds nem jelent sziikségszeriien
hatranyt, mivel az ezen szerekkel végzett kezelés gyakran nagyon hatidsos. A molekularis
hasonlosagok alapjan a fesziiltségfiiggd Na* és Ca?* csatornak egy kozos Osét feltételezik, igy
A fesziiltségfiiggd Ca?* csatorndk a fesziiltségfiiggd Na* és egyes fesziiltségfiiggd K*
csatornakkal egyiitt egy ioncsatorna szupercsalad tagjai.

A mindennapi orvosi gyakorlatban kiterjedten alkalmazott helyi érzéstelenitdk ennek a
csupan mérsékelten szelektiv Na® csatorna gatld hatasnak egy eklatans példajat képezik (5.

abra).
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5. abra: A helyi érzéstelenitok Na* és Ca®" csatornakon kifejtett koncentraciofiiggd hatasa.
(A) A mindennapi orvosi gyakorlatban kiterjedten hasznalt helyi érzésteleniték kémiai
struktaraja. (B) Egymasra vetitett dozis-hatas gorbék demonstraljak a helyi érzéstelenitok
kutya kamrai szivizomsejtek akcids potencidl felszallo szardnak meredekségére (Vmax) €s L-
tipusu Ca®* 4ramara (Ica) kifejtett gatlo hatasat. A folyamatos €s szaggatott vonalak a V max-
re és az Icy-ra kapott eredmények Hill egyenlettel valo illesztését jelolik. A haromszogek,
négyzetek €s korok az egyes szerek esetében mért eredmények atlagat szimbolizaljak. Szabo
és mtsai. (2007 és 2008), valamint Szentandrassy ¢és mtsai. (2010) kozleménye alapjan,
modositva.

Jollehet a bupivakain alacsony koncentracioban (1 pM) nem befolyéasolja az I, -Ot,
magasabb koncentracioban (10 uM) azonban mér szignifikdns lcy . amplitidd csokkenést
okoz. Ezzel 6sszhangban 30 uM bupivakain jelenlétében szignifikans Ic, . gatlast figyeltek
meg akcids potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott is. Az Osszehasonlithatosag
kedvéért ugyanebben a vizsgalatban a bupivakain 47 uM-0s ICsq értékkel csokkentette az

akcios potencidl felszallo szaranak meredekségeét, a Vmax-t, amely paraméterrdl tgy tartjuk,
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hogy szoros korrelaciot mutat a Iy, v nagysagaval (Szabd és mtsai., 2008; Moller és Covino,
1990).

A ropivakain hatasa a bupivakainénal szelektivebbnek bizonyult, amint az az 5. abran
is megfigyelhetd, mivel kutya kamrai sejteken reverzibilis és koncentraciofiiggd Ica . gatlast
irtak le 263 uM-0s ICsq értékkel, azonban a Viyax-t mar 10 uM ropivakain csOkkentette és a
Vmax gatlas tekintetében 81 uM-0S ICsy értékkel rendelkezik (Szabd és mitsai., 2008).
A ropivakain V. csokkentd hatasa direkt frekvenciafliiggd volt, mig az APDgg rovidit6 hatas
forditott frekvenciafiiggd sajatsagot mutatott kutyasziven. A ropivakain doézisfliggdé modon
csOkkentette a [Caz+]i tranziens amplitidojat (ICs50=99 uM) kutya kamrai szivizomsejtekben,
amely egybevag a kamrai trabekulan megfigyelt kontraktilitas csokkenéssel (IC50=73 uM)
(Szentandrassy €s mtsai., 2010).

Az artikain a vérakozdsoknak megfelelden szintén koncentraciofiiggd modon
csokkentette a Viax-t izolalt kutya kamrai miocitakban. A Vmax gatlas ICsp értéke 162 uM-nak
adodott Hill egyenlettel torténd illesztést kovetden. A gatldas ugyancsak direkt
frekvenciafiiggést mutatott, vagyis magasabb szivfrekvencian kifejezettebbé valt, hasonldan a
tobbi helyi érzéstelenitd hatdsahoz. Ugyanakkor az artikain az lc, -0t szintén gatolta, bar csak
magasabb koncentracidban, mint ami a ropivakainnal megfigyelhetd volt. Az Ic, . gatlas 1Csg
érteke 471 uM volt. A Hill koefficiens értéke kozel egy, amely a csatornan egy kotdhely
jelenlétét valoszintsiti (Szabd és mtsai.,, 2007). Tovabba az artikain még kifejezettebb
dozisfiiggd [Ca®); tranziens amplitido és kontraktilitas csokkenentd hatasarol (87 pM-os és
74 uM-os ICsq értékkel) szamoltak be kutya kamrai miokardiumban (Szentandrassy és mtsai.,

2010).
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4. Célkitiizes

Szamos munkacsoport vizsgalta mar a TTX 4ltal gatolt Ca®* 4ram sajatsagait
kiilonb6z6 ingerelhetd szovetekben, koztiik szivizmon is. A kozolt adatok fajfiiggek ¢és
egymasnak részben ellentmondoak, ezért célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:
1. A TTX koncentraciofiiggd hatasanak vizsgalata kutya kamrai szivizomsejtek L-tipusu ca®
aramanak amplitudojara, fesziiltségfliiggésére és inaktivacios kinetikajara.
2. A TTX gatlas hasznalatfiiggd tulajdonsaganak vizsgéalata az L-tipusu Ca®* csatornan.
3. A TTX L-tipust Ca®" csatornahoz valo kotddésének befolyasoléasa a csatorna foszforilalasa,
a pH ¢és a redoxpotencidl megvaltoztatasa altal és ezen behatdsok eredményének részletes
elemzése kotddési modell felhasznalasaval.
4. A TTX Ilehetséges kotodési helyének szamitogépes modellezése a szivizom gyors,
fesziiltségfliggd Na'- (Nay1.5) és L-tipusti Ca®* csatorndjan (Cay1.2).
5. A TTX hatasanak vizsgalata HEK tsA-201 sejteken expresszalt Cay1.2 csatorndkon.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Kutya bal kamrai szivizomsejtek enzimatikus izolalasa

Kisérleteinket kutyak szivének bal kamrajabol enzimatikusan izolalt szivizomsejteken
végeztik. A sejteket vegyes nemdl, ivarérett, kisérleti célra tenyésztett beagle kutyak szivébdl
nyertilk az un. anterograd szegmensperfiizids technika alkalmazasaval (Magyar és mtsai.,
2000; Banyasz és mtsai., 2001). A 14-20 kg-os allatokat 10 mg/kg ketamin-hidroklorid
(Calypsol, Richter Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid
(Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV, Bladel, Hollandia) alkalmazasaval altattuk.
A mellkas megnyitasa utan a szivet gyorsan kiemeltiik, a bal eliils6é leszallo artéria koronaria
agat kaniilaltuk és ezen artéria vérellatasi teriiletének megfeleléen Langendorff-apparatus
segitségével perfundaltuk a miokardiumot. A perfizid elsé 5 percében nominalisan Ca*'-
mentes JMM oldatot (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle modositas, termékszam:
MO0518; gyarto: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) alkalmaztunk a szdvet Ca®" és
vértartalmanak eltavolitasa céljabol, amelyet taurinnal (2,5 g/1), piruvattal (175 mg/1), ribozzal
(750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH,PO,-tal (200 mg/l) és NaHCOgs-tal (1,3 g/l)
egészitettiink ki. Az oldatot folyamatosan 5V/V % O,-t és 95 VIV % COj-ot tartalmazd
gazkeverékkel (karbogén) ekvilibraltuk a kivant 6,8-as pH elérése céljabol. A pH célérték
elérését a hozzaadott NaHCOj segitette el6 (HCO3/CO, pufferrendszer).

Ezt kdvetden a preparatumot mintegy 30 percig perfundaltuk ugyanezzel a JMM
alapoldattal, amelyhez még kollagenazt (1 g/l, Type Il., 230 U/mg; Worthington Biochemical
Co., Lakewood, NJ, USA), borju albumint (2 g/l, Fraction V.; Sigma-Aldrich Co.) és CaCl,-ot
(50 uM) adtunk. A sejtizolalas soran az oldatokat végig karbogénnel ekvilibraltuk és a
perfizids oldat homérsékletét 37 °C-on tartottuk. A kollagenazt is tartalmazo oldattal torténd
perfuzio hatasara az adott (artéria) koronaria ellatasi teriiletéhez tartozd szivizom
elfolyosodott, sejtjeire esett szét. Az emésztési folyamat végén a bal kamra falanak
midmiokardiélis rétegében vezetett, a sziv cslicsa fel¢ esd U alaku metszéssel tettiik szabadda
a sejteket/szovetdarabokat és 50 uM Ca**-ot tartalmazé modositott JMM oldatban

szuszpendaltuk oket. A sejtszuszpenzidt tobbszor llepitettiik, szlrtiik és mostuk egyre

crer

crer

MO0643, Sigma-Aldrich Co.) oldatban, amelyet a JMM oldathoz hasonloan taurinnal (2,5 g/l),
piruvattal (175 mg/1), ribozzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l), NaH,PO,-tal (200 mg/l)
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¢s NaHCOs-tal (2 g/l) egészitettiink ki. Az oldatot felhasznalasig folyamatosan 5 V/V % O,-t
és 95 VIV % CO,-ot tartalmazo gazkeverékkel ekvilibraltuk a kivant 7,3-as pH eléréséhez.
A sejtizolalas befejezése utdn két-harom oraval kezdtiik meg a méréseket. Az emlitett
feltételek lehetdvé tették, hogy a sejteket 1-2 napig hasznaljuk az izoldlds utdn. Az izolalasok
soran kapott szuszpenziokban a sejtek atlagosan 30-60 %-a volt szabalyos téglalap alaku, ép
harantcsikolatu, éles sz€lu és tiszta citoplazmaval rendelkez6 (6. dbra). Az ilyen tulajdonsaga

sejteket hasznaltuk a kisérleteink soran.

6. abra: A mérésekhez hasznalt kutyasziv bal kamrabol szarmaz6 izolalt szivizomsejt képe.
Tisztan lathato a szivizomsejtekre jellemzd harantcsikolat.

5.2. Ionaram mérés konvencionalis fesziiltség-clamp technikaval szivizomsejteken

crer

mtsai., 1981), fesziiltség-clamp kortilmények kozott rogzitettiik. A mérésekhez hasznalt 2-3
MQ ellenallasu mikroelektrédakat (patch pipetta) boroszilikat GC100F-15 tivegkapillarisbol
(Harvard Apparatus Ltd.,, Kent, UK) készitettik P-2000 tipusi mikropipetta htzo
hasznalataval (Sutter Instrument, Novato, CA, USA). A MEM-oldatban tarolt izolalt
szivizomsejteket tartalmazo szuszpenziot Nikon Eclipse TE2000-U invertalt mikroszkop
(Nikon Corporation, Tokyo, Japan) targyasztalaba helyezett plexi mérékadba cseppentettiik,
majd néhany perc iilepitést kovetden folyamatosan perfundaltuk oxigenizalt Tyrode-oldattal,
amelyet a kalciumdram mérésekor 3 MM 4-aminopiridinnel egészitettiink ki. A folyamatos
perfuziot a kozlekedd edények elvén miikodd gravitacio-vezérelt perfiizids rendszerrel értiik
el. A méréseink soran a mechanikai és elektromagneses rezgésekt6l rezgésmentes asztal
(Newport Corporation, Irvine, CA, USA), illetve altalunk készitett Faraday-kalitka
alkalmazéséaval védekeztiink.

Miutén a sejtek felszinét a mikropipettdval megérintettiik, enyhe szivast alkalmaztunk,
amely segitségével egy nagy ellenallast kapcsolat (1-10 GQ) jott 1étre. Ezt kdvetden tovabbi
szivas vagy néhany 1 ms hosszisagu, 1,5V-os elektromos impulzus alkalmazasaval

beszakitottuk az elektréda csucsi része ald esé sejtmembrant. A mérések sordn a sOros
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ellenallas rendszerint 4-8 MQ volt, amelyet 50-80 %-ban kompenzaltunk. Amennyiben a
soros ellenallds ennél nagyobb volt vagy a mérés soran jelentésen emelkedett (20 %-ot
meghaladdan), akkor azt a mérést elvetettilk. A kapott aramjeleket AxoClamp-2B (Axon
Instruments Inc., Foster City, CA, USA), illetve MultiClamp 700B erdsit6 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) segitségével regisztraltuk. A kimend jeleket Digidata 1440A
késziilékkel (Molecular Devices) végzett analog-digitalis atalakitdas utan 100 kHz-es
mintavételezési gyakorisaggal rogzitettiik szoftveres kontroll mellett (pClamp 6.0 és 10.0,
Axon Instruments Inc.). Az el6zéekben ismertetett elektrofiziologiai mérérendszer vazlata a
7. abran lathat6. Az iondramokat minden esetben a sejt kapacitdsara normalizaltunk, amelyet
egy rovid -10 mV-rol -20 mV-ra térténd hiperpolarizald pulzus segitségével hataroztunk meg.
Az elektrofiziologiai méréseket kivétel nélkiil 37 °C-on végeztiik. Az adatokat szamitogépen

taroltuk a késdbbi elemzés céljabol.

szamitégep

oszcilloszkép

A/D - D/A
konverter

erésito

e

kutya kamrai szivizomsejt

7. abra: A kisérletek soran hasznalt elektrofiziologiai mérérendszer vazlata.
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5.3. Ionaram mérés akcios potencial-clamp technika alkalmazasaval szivizomsejteken

A Tyrode oldattal perfundalt szivizomsejtek akcids potencialjat a patch-clamp
technika teljes-sejtes elrendezésében aram-clamp lizemmodban rogzitettiik. A sejteket a mérd
elektrodan keresztiil folyamatosan 1 Hz-es frekvenciaval ingereltik 1 ms szélességi
négyszdgimpulzusok alkalmazéasaval, melyek amplitiddjat az ingerkiiszob 110—120 %-ara
allitottuk. Ezaltal az ingerld jel és az akcidés potencidl felszalld szara 1-2 ms-ra elvalt
egymastol. Minden sejten 10 egymast kovetd akcios potencialt vettiink fel, amelyeket
kozvetleniil ezutan elemeztiink is. Ezt kdvetden az erdsitét fesziiltség-clamp modba kapcesolva
azt az egy akcids potencialt alkalmaztuk azonos frekvencian fesziiltségparancsként, amelynek
az APDg, értéke legkozelebb volt a tiz rogzitett akcids potencial atlagahoz. Az ezen
koriilmények kozott nyert dramjel egy zérd aramamplitidd szintjén futd vizszintes vonal,
kivéve az ingerlési artefaktum és az akcios potencial felszallo szara alatt mérhetd rovid
szakaszt (Doerr és mtsai., 1989 és 1990). A TTX-érzékeny aram profiljat gy kaphatjuk meg,
hogy a szer alkalmazdsa utdn rogzitett gorbét kivonjuk a szer eldtt felvett aramjelbdl.
Az abrakon ennek megfelelden a TTX-érzékeny aram egy befelé iranyul6 (inward) aramként

van feltiintetve.

5.4. Ionaram mérés HEK tsA-201 sejteken expresszalt Ca,1.2 csatornakon

A HEK tsA-201 sejteket 37 °C-on, 5 % COy-ot tartalmazo 1égkdrben, magas glikkoz
tartalmu Dulbecco’s Minimal Essential Medium (Sigma-Aldrich Co.) kézegben tenyésztettiik,
amelyet FBS-sel (10%), L-glutaminnal (2 mM), penicillin-G-vel (100 U/ml) ¢és
streptomycinnel (Invitrogen, 100 pg/ml) egészitettink ki. A sejteket hetente kétszer
passzaltuk 7 perces 0,2 g/l EDTA-t tartalmazé PBS oldatban torténé inkubaciot kovetden.
A Ca,1.2 csatornat kodolo CACNAIC gént tartalmazd plazmidot (Prof. Dr. Charles
Antzelevitch ajandéka) a zold fluoreszcens proteint (EGFP) kodold plazmiddal egyiitt HEK
tsSA-201 sejtekbe kotranszfektaltuk. A transzfekcidt Lipofectamine 2000 reagenst hasznalva
1:10-hez EGFP:ioncsatorna DNS molarannyal végeztiik a gyartd (Invitrogen, Carlshad, CA,
USA) protokolljat alkalmazva, majd a sejteket standard koriilmények kozott novesztettiik.
Az aramokat 24 oraval a transzfekciot kovetden rogzitettik. Az EGFP pozitiv transzfektalt
sejteket Nikon TE2000-U fluoreszcens mikroszkop segitségével azonositottuk. Az EGFP
pozitiv sejtek tobb mint 70 %-an fejez6dott ki a Ca,l.2 ioncsatorna. A teljes-sejtes
elrendezésben rogzitett iondramokat MultiClamp 700B (Molecular Devices) és Axopatch

200A (Axon Instruments Inc.) erdsitdk segitségével mértiik, amelyeket Digidata 1440 és 1320
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(Molecular Devices) hasznalataval végzett analog-digitalis atalakitast kovetden szamitogéppel
kotottiik Ossze és regisztraltunk. A mérések soran a soros ellenallast 70 %-ban kompenzaltuk
a fesziiltség-hibdk minimalizalésa és a jo fesziiltség-clamp elérése céljabol. A pipettakat
GF150F-15 boroszilikat tivegkapillarisokbol 6t 1épcsében huztuk, amely folyamat
végeredményeként a mérokadban 4-6 MQ ellenallast elektrodokat kaptunk.

A Ca,1.2 csatorndkon folyd aramot -100 mV-os tartofesziiltségrél 0 mV-ra torténd,
100 ms hossza tesztimpulzusok alkalmazasaval rogzitettiik. A  tesztimpulzusokat
15 masodperces 1dokozonként ismételtiik. Az adatgylijtésre €s analizisre pClamp 9 és 10
szoftvercsomagokat (Molecular Devices) hasznaltunk. Az aramjeleket 10 kHz-es
mintavételezési frekvenciaval rogzitettiik, és az erdsitd analog négypolusu Bessel filterének

hasznalataval szurtik.

5.5. Mérésekhez hasznalt oldatok osszetétele

5.5.1. Kutya bal kamrabdl izolalt szivizomsejteken végzett ioniram mérések soran

hasznalt kiilso- és pipettabelso oldatok osszetétele

A Tyrode-oldat osszetétele: 144 mM NaCl; 5,6 mM KCI; 2,5 mM CaCl,; 1,2 mM MgCly;
5 mM HEPES és 11 mM gliikkoz (pH=7,4).

A kalciumaram mérésekor a pipettak feltdltésére az alabbi Osszetételli oldatot hasznaltuk:
110 mM KCI; 40 mM KOH; 10 mM HEPES; 10 mM EGTA; 20 mM TEACI és 3 mM K-
ATP (pH=7,2).

Az akcids potencial fesziiltség-clamp mérésekor hasznalt pipettaoldat dsszetétele: 100 mM K-
aszpartat; 45 mM KCI; 1 mM MgCly; 5mM HEPES; 10 mM EGTA és 3mM K,-ATP
(pH=7,2).

5.5.2. HEK tsA-201 sejteken expresszalt Ca,1.2 csatornik ionaramanak mérése soran

hasznalt kiilsé6- és pipettabelso oldatok osszetétele

A kéadban levd sejteket folyamatosan az aldbbi Osszetételli oldattal perfundaltuk: 145 mM
NaCl; 5mM KCI; 1mM MgCly; 25mM CaCly; 55mM glikéz és 10 MM HEPES

crer

¢s az oldatot 1 mM EGTA-val egészitettiik ki.
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A pipettaoldat tartalma: 140 mM KF, 2 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 11 mM
EGTA (pH=7,22) volt.

Az oldatok pH-jat megfeleld6 mennyiségli HCI és NaOH (extracellularis oldatok
esetén) vagy KOH (intracelluléris oldatok esetén) hozzdadasaval Orion 3 Star (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) pH mér6 késziilék segitségével allitottuk be a kivant
értékre. Az oldatok ozmotikus nyomasat Vapro 5520 ozmométer (Wescor Inc., Logan, UT,
USA) segitségével 290-300 mOsm-ra allitottuk be.

A kisérletek soran felhasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich Co.-t6l (St. Louis, MO,
USA) szereztiik be.

5.6. A TTX kotodésének modellezése a Ca,1.2 és Nay1.5 csatornakhoz

crer

alkotott komplexérél egy teoretikus strukturdt mar kordbban publikaltak (Tikhonov és
Zhorov, 2005), amelynek geometriajat kiindulopontnak tekintettilk a human Nay1.5 és Ca,1.2
csatornaknak a TTX-nal alkotott komplexérdl készitett modelliink tervezésekor. A Nayl.4 és
Nay1.5 szekvencidja kozotti egyezés részletekbe menden ismert mar (Sun és mtsai., 2008;
Tikhonov és Zhorov, 2011). A Nay1.4 és Ca,1.2 kozotti egyezés Tikhonov és Zhorov
kozleményében (2005) szintén leirasra keriilt, amelyet moddositas nélkiil atvettiink. Ezen
modellekben a Na* csatorndk meglehetésen konzervalt DEKA gyiiriije megfelel a Ca®*
csatorndk konzervalt EEXX gyiriijének. A DEKA gyiirli tényleges helyzete a Na®
csatornakban a D372, E898, K1419 ¢s Al711-es pozicionak felel meg a Na,1.5 csatorna
esetében, mig a D406, E761, K1244 és A1536-os helyzetli aminosavaknak a Na,l.4
csatornaban, igazolva az eléz6ekben emlitett egyezést (Tikhonov és Zhorov, 2011).
Nemrégiben ismertté valt a bakterialis a Na,Ab (Arcobacter butzleri-b6l) és a Nay,Rh (amely a
NaChBac egy ortoldgja, a tengeri a-proteobaktérium HIMB114-bél) fesziiltségfiiggd Na*
csatorndk haromdimenzids rontgenstruktiraja (Payandeh és mtsai., 2011 és 2012; Zhang és
mtsai., 2012). Ezek a csatorndk, a Na,1.4 csatorna modelljének konstrukcidjahoz hasznalt K*
csatornahoz hasonldan, négy alegységbdl felépiil6 homo- vagy heterotetramerek (Jiang és
mtsai, 2002; Tikhonov és Zhorov, 2005). A TTX kotodésének szerkezeti részletei azonban
még a kezdeti, Nay1.4 elméleti strukturan alapulé modelliinkbdl szdrmaznak. A YASARA
programcsomaggal végeztiik a Nayl.4 atalakitdsit Na,1.5-t¢ és Ca,l.2-vé, a megfeleld
modositasok végrehajtdsaval. Ugyanezen szoftver szolgalt a TTX-Nayl1.5 és a TTX-Ca,1.2

altal alkotott komplexek kotddési energiainak minimalizalasara. A komplexek geometriajanak
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grafikai abrazoldsara a szoftvercsomag CHIMERA alkalmazasat hasznaltuk (Pettersen és
mtsai., 2004). A Nay1.5 és Ca,1.2 modellek aminosav-sorrendjének szamozasa megegyezik a
human és patkény szivizom ioncsatornainal hasznalttal.

A tetrodotoxin pozitiv toltésti (protonalt guanidin csoporttal és disszocialatlan C-10-es
OH-csoporttal) és semleges toltéshi (protonalt guanidin csoporttal és a C-10-es OH-csoportrol

egy proton disszociaciojaval keletkezd O'-csoporttal) formajanak az L-tipusu

kalciumcsatorndhoz valo kot6dési modellezésekor a bakterialis Nay,Ab csatorna szelektivitasi

crcr

e sy

amelyet modositds nélkiil felhasznaltunk (Tikhonov és Zhorov, 2012). Az EEEE gytrd,
vagyis az E363, E706, E1135 ¢és E1464 pozicioban elhelyezkedd aminosavak tulajdonképpeni
helyzete alatamasztja az emlitett egyezést (Tikhonov és Zhorov, 2011). A Na,Ab Ca,1.2-v¢é
alakitasahoz sziikséges modositdsokat a MODELER program (Sali és Blundell, 1993)
segitségével végeztik és a CHIMERA alkalmazast (Pettersen és mtsai., 2004) hasznaltuk a
grafikai abrazoldshoz. A TTX molekula kotédését a csatornafehérje modelljéhez az
Autodock4 szoftver alkalmazéasaval végeztik és az ,,MGL tools” alkalmazas segitségével
tettiikk grafikailag lathatova (Morris és mtsai., 2009). A kotddési szamitasokhoz a flexibilis
ligand (elforgathatdé OH-csoportok) — merev receptor modellt hasznaltuk fejlédési
algoritmusokkal (Morris és mtsai., 1998). Ennek soran megvizsgaltuk a TTX-nak mind a
pozitivan toltott, mind a neutralis (deprotonalt oxigénnel rendelkezd) formajaban torténd
kotoédését a Cayl.2 modelliink szelektivitdsi filteréhez. A komplexek stabilitasanak
meghatarozasara a kotddés soran kapott geometriabol kiindulva molekularis dinamikai
modellezéseket végeztiink. A szelektivitasi filter és a TTX molekula kdlcsonhatasanak
modellezése soran AMBER99SB ¢és GAFF erdtér alkalmazasara keriilt sor (Wang és mtsai.,
2004; Hornak ¢és mtsai., 2006). Mivel a szamitdsokban csak a Cayl1.2 szelektivitasi filter
pozicioban elhelyezkedd aminosavak és a filter régio kiils6 részét felépitd helikalis strukturdk
vazat képez6 atomok (a megfeleld ismétlodé szekvenciarészletek N-termindlis része) a TTX
molekulaval nem léptek kozvetlen kolesonhatasba. Minden mas atom és funkcids csoport
szabadon mozoghatott a modellezés soran. A rdovid, konstans részecskeszamu, konstans
nyomasu ¢és hémérsékleti molekuldris dinamikai (NPT) egyensulyt kovette a konstans
térfogatt  (NVT) szimuldcio. A szadmitdsok soran periodikus hatarkoriilményeket

alkalmaztunk (Jorgensen ¢és mtsai., 1983). A hosszi tdvolsagl elektrosztatikus
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kolcsonhatasokat Ewald-féle részecske haldo modszerrel kalkulaltuk (Darden és mtsai., 1993).
2 fs-os id6lépcsok alkalmazasaval a NPT és NVT szimulaciok teljes hossza 2 ns és 65 ns volt.
A szimul4cios kdrnyezetben Na* és CI” ionok hozziadasaval az ionerésséget 150 mM-nak
allitottuk be. A szimulacidkat az AMBER 12 szoftvercsomag (University of California, San
Francisco, CA, USA, 2012) hasznalataval hajtottuk végre, mig a megjelenitést a vizualis
molekularis dinamikai (VMD) programcsomag (Humphrey és mtsai., 1996) alkalmazésaval

végeztik.

5.7. Az analizis soran felhasznalt matematikai formulak

norm —

1
—  n 1. egyenlet
1+ ICso Y

C

Ahol:

ICs a félmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracio (lnom = 0,5),
C a vizsgalt anyag koncentracioja,

n a gorbe meredeksége, a Hill koefficiens.

_ n (-t/7;)
| = ZizlAe + A, 2. egyenlet

Ahol:

A; és Ay a gyors ¢€s lassit komponensek amplitudoi,
11 €s T2 a gyors ¢s lasstt komponensek iddallandoi,
Ay a nem inaktival6do dramkomponens amplitidoja.

5.8. Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépértek koriili
standard hiba (amely az abraszovegekben az angol terminologia, vagyis a ,,standard error of
the mean” kifejezés roviditéseként mint ,,SEM” szerepel). A csoportok dsszehasonlitdsa soran
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), Student-féle kétmintas t-probat vagy
onkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdésnek megfeleléen. Az eltéréseket

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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Minden elvégzett vizsgalat Gsszhangban volt a ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” (US NIH publikacios szama: 85-23., 1996-ban revidealt valtozat) és a
Helsinki Deklaracio alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi

Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta.
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6. Eredmények
6.1. A TTX gatolja lc, -0t
6.1.1. A gatlas koncentracioéfiiggése és reverzibilitasa

A tetrodotoxin hatdsat eldszor tigy kivantuk meghatarozni, hogy a mar jol ismert
natriumaram gatlast és az L-tipust kalciumaramra kifejtett esetleges hatdst egyszerre,
szimultin modon vizsgaljuk. Igy torekedtiink csokkenteni annak lehetéségét is, hogy
natriumarammal szennyezett kalciumaram mérése torténjen. Abbol a célbdl tehat, hogy a Ina-
Ot és az Ig, -0t egyszerre regisztralni tudjuk, egy 80 ms id6tartama -80 mV-rél -40 mV-ig
emelkedd fesziiltség rampat alkalmaztunk a konvencionalis Ic,| mérési protokoll (200 ms

id6tartamu +5 mV-ra torténd depolarizald fesziiltséglépcsd) kezdetét megeldzden (8. 4bra).

A

+5 mV

+
ICa,L
40 mV —
f
-80 mV Ina
B
0 R o & n—u—=r—n- | P S Sr s e PRy
< -0,5
£
c -1,0 -
©
<< 1,5-
_210 - I I I |
0 100 200 300
Id6 (ms)

8. abra: A Ina és az Ica . szimultan regisztralasa. (A) A mérés soran egy -80 mV-rdl -40 mV-
ig tarto fesziiltség rampa elézte meg a konvencionalis Ic, . protokollt. (B) Egy reprezentativ
kontroll kisérlet szemlélteti az egymast kovetden aktivaldodd Ins-0t és  Ica-Ot.
A Ina csucsértéke kontroll esetben kiviil esett a mérési tartomanyon.
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A gyors, fesziiltségfliggd natriumcsatornak -40 mV-on inaktivalédnak, igy nem zavarjak az
lcaL mérést. Természetesen a Iy, csucsértékét az Ic, . minél pontosabb rogzitéséhez beallitott
kisérleti elrendezésiinkben nem tudtunk megfelelden meghatarozni, de a Iy, és az Ig, ) gatlas

1d6viszonyai jol kovethetdek voltak ezen fesziiltségprotokoll alkalmazasakor.
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9. abra: 30 uM TTX hatésa az Ica-ra és a Ina-ra, a hatasok idébelisége és reverzibilitasa. (A)
Reprezentativ regisztratum mutatja 30 pM TTX hatésat a szimultan modon felvett Ic,  -ra és
Ina-ra, valamint a hatas reverzibilis voltat a kimosas utan. (B) A TTX okozta aramgatlasok
idobeli kialakuldsa ¢és megsziinése. Az Tlres szimbolumok Tyrode oldatban, a teli
szimbolumok 30 uM TTX-ban rogzitett aramamplitidoknak felelnek meg. (C) Az oszlopok
az lcaL amplitido négy sejten mért értékét fejezik ki (atlagtSEM). Csillaggal a szignifikans
valtozast jeldltiik.

Elészor a TTX hatasat egy olyan viszonylag magas koncentracioban (30 uM)
vizsgaltuk, amennyit ugyanakkor gyakorta haszndlnak kiilonb6z6 vizsgalatokban a sziv
natriumaramanak teljes gatlasara. Amint azt a 9. abra mutatja, 30 uM TTX gyakorlatilag
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nullara csokkentette a Ing-Ot, azonban az lg, -0t is szignifikdins modon gatolta. Ezen
események iddben teljesen szinkron torténtek hasonléan a In; és az lca | visszatéréséhez a

TTX kimoséasa soran.

A
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0,0 === -
—_ 300 uM TTX
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.q: !
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1,5 1
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IC5o =55+ 2 M
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Ca?* aram gatlas (%)
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3 o
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TTX (M)

10. abra: A TTX kumulativ koncentraciofiiggd hatasa az Icyi-ra. (A) Reprezentativ
jelenlétében. Szaggatott vonallal a nulla aramot jeldltem. (B) Az g, amplitudojara kifejtett
TTX hatas négy szivizomsejten mért értékének atlaga. A folytonos vonal a Hill egyenlettel
valo illesztés, amelynek eredményei, azaz a ICsy érték és a Hill koefficiens feltiintetésre
keriiltek az abran. A szimbdolumok és savok az atlagtSEM értékét mutatjak.
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Az lc, amplitidoja a kontroll 8,61+1,09 pA/pF értékrél 30 uM TTX perfuzidjat
kovetden 6,08+1,05 pA/pF-ra csokkent (n=4, p<0,01). Ugyanakkor fontos azt hangsulyozni,
hogy a TTX altal kivaltott Ic, gatlas szinte teljesen reverzibilisnek bizonyult minden
alkalommal. A TTX-t emelked6 koncentracioban alkalmazva izolalt kamrai szivizomsejteken,
a TTX progresszivan gatolta az Ic,-0t, amint az a 10. abran szerepel. Amikor négy sejten
mért értékek atlagat Hill egyenlettel (1. egyenlet) illesztettilk, a ICsy értékre 55+2 pM-t
kaptunk. A Hill koefficiens megkozelitdleg 1-es értéke (1,01+0,04) a TTX egy kotohelyét

sugallja a Ca?* csatornan.

6.1.2. A TTX hatasa az I, fesziiltségfiiggésére

Mivel szamos gatloszer ugy fejti ki hatdsat, hogy a csatornan folyd &aram
fesziiltségfliggését pozitivabb membranpotencialok felé tolja el, ezért megvizsgaltuk a TTX
hatasat az L-tipusu kalciuméram fesziiltségfiiggésére. A TTX szignifikdnsan csokkentette a
csatornan atfolyd aram amplitadojat a vizsgalt potencialértékeken (-35 mV-tdl +45 mV-ig,
10 mV-os fesziiltséglépcsokkel), azonban annak &aram-fesziiltség karakterisztikajat nem
valtoztatta meg, tehat a maximalis &ramamplitidé a kontroll viszonyokhoz hasonloan +5 mV-

nal volt mérhet6 (11. abra).

07 »

5 -2 §\E/§ 5 —=— Kontroll

EQ_ 1 / —0— 30 uM TTX
~ § —2— 100 UM TTX
% -4 1 \§/ —o0—Kimosas

S n=5

‘©

@)

-40 -20 0 20 40
Membranpotencial (mV)
11. abra: A TTX hatdsa az L-tipust kalciumcsatorndk aram-fesziiltség karakterisztikajara.
A szivizomsejteken mért dramamplitidok a megfeleld fesziiltségérték fliggvényében

abrazolva kontroll koriilmények kozott, 30 és 100 uM TTX jelenlétében, valamint a TTX
kimosasat kovetden normal Tyrode oldatban (atlagtSEM).
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6.1.3. A TTX hatasa az lc, inaktivacios kinetikajara

Az lc, inaktivacioja az irodalmi adatoknak megfeleléen biexponencidlis kinetikat
kovetett, ennek megfelelden a szer lcy . inaktivacidjanak id6fiiggésére kifejtett hatasat az aram
biexponencialis illesztésével jellemeztilk (2. egyenlet). Az inaktivacido idékonstansainak
értékében nem volt megfigyelhetd valtozas, azonban 30 uM TTX szignifikdnsan csdkkentette

mind a gyors, mind a lasst komponens amplitudojat (12. abra).
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12. abra: Az ¢, inaktivacidja két exponencialis komponens Osszegeként kertilt illesztésre.
Az oszlopok és a savok az atlagtSEM-et, mig a csillagok a kontrollhoz viszonyitott
szignifikans (p<0,05) valtozast jelolik (n=7).

Az inaktivacid6 gyors ¢és lassu komponensének iddallanddja kontroll esetben
7,41+£0,45 ms ¢€s 40,214+4,26 ms volt, mig 30 uM TTX perfazidjat kovetden 7,74+0,65 ms-ot
és 42,30+6,36 ms-ot kaptunk (n=7, N.S.). Ugyanakkor ezen komponensek amplitidoi a
kontroll esetben mért 6,94+0,44 pA/pF és 2,58+0,58 pA/pF-rol 30 uM TTX alkalmazésat
kovetden 5,74+0,36 pA/pF és 2,09+0,48 pA/pF-ra csokkentek (n=7, p<0,05).

6.1.4. Nizoldipin alkalmazasa az aram eredetének igazolasara

Lényegbevagd annak ismerete, hogy a kisérleti koriilmények kozott regisztralt aram
valoban L-tipusu Ca® 4ram. Ennek bebizonyitasara 30 uM TTX hatasat a potens ¢és

kiemelkedd szelektivitast Ica géatld nizoldipin (Sanguinetti és Kass, 1984) jelenlétében
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vizsgaltuk. Az lca részleges (30 uM) TTX 4altali gatlasa utdan fennmarad6 aramot 1 uM
nizoldipin szinte teljes mértékben gatolta (13. abra A és B). Egy masik kisérletsorozatban a
nizoldipin (1 uM) az Ica 93 %-at gatolta, és a TTX nizoldipin jelenlétében mar nem

valtoztatta meg szignifikansan az aram amplitadojat (13. abra C és D).

Nizoldipin hatas TTX jelenlétében
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13. abra: Nizoldipin (1 uM) és TTX (30 uM) gatld hatasa az Ic,-ra. Az abran egymasra
vetitett Icy regisztratumok (A, C) és atlagolt adatok (B, D) szerepelnek. Az (A) és (B)
panelen szerepld kisérletek soran elészor TTX-t alkalmaztunk, majd a fennmaradd aramot
nizoldipinnel gatoltuk, mig a (C) és (D) panelen bemutatott kiséreltekben a TTX-t nizoldipin
elokezelés utan alkalmaztunk. Az oszlopok és a savok az atlagtSEM-et, mig a csillagok a
kontrollhoz viszonyitott szignifikans (p<0,05) valtozast jelolik. A plusz jel a 30 uM TTX
jelenlétében mért I, amplitidohoz viszonyitott szignifikans eltérést mutatja.
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6.1.5. TTX-érzékeny aram az akcidés potencial alatt (AP-clamp eredmények)

Egy ionaram profilja feltlinéen kiillonbdzhet, amikor azt konvenciondlis fesziiltség-
clamp ¢és akcids potencidl-clamp koriilmények kozott 6sszehasonlitjuk (Linz és Meyer, 2000).
Az akcids potencidl fesziiltség-clamp technika egyik eldénye, hogy lehetévé teszi szamunkra
egy adott szivizomsejten a sajat akcids potencialja alatt folyd valodi aramprofil rogzitését.

Az akcios potencial-clamp technikaval végrehajtott mérés soran elészor aram-clamp
modban rogzitettiik egy szubepikardialis szivizomsejt akcios potencialjat (14. abra A), majd
fesziiltség-clamp modba valtva ezt alkalmaztuk fesziiltségparancsként. Ennek soran a kontroll
gorbén az ingerlési artefektum kivételével egy megkozelitéleg nulla amplitid6ji aramot
kaptunk (14. abra B), tehat semmilyen aramra nem volt sziikség ahhoz, hogy a sejt fenntartsa
sajat akcids potencialjat. A 30 uM TTX alkalmazasakor kapott aramgoérbén két befelé
iranyul6 (inward) aramcsucsot figyelhettiink meg (14. abra C). Az elsd befelé iranyuld
aramcstcsnak tovabbi 2 komponensét lehetett elkiiloniteni: az egyik a gyors natriumcsatornak
gatlasanak a kovetkezménye, a masik pedig az L-tipusu kalciumcsatorna gétlasara jellemzd
mintazatot mutat. Az akcids potencial platd fazisara es6 masodik aramcsucs létrejottében
ugyanakkor kizardlag az L-tipust kalciumcsatorna jatszhat szerepet. A munkacsoportunk
kordbban megallapitotta, hogy a kétcsicsu kalciumiram a szubepikardidlis kamrai
szivizomsejtek jellemzd tulajdonséga (Banyész és mtsai., 2003). A TTX kimosasat kdvetéen
mindkét befelé iranyuld aramcsucs eltlint, tehat amint az a konvencionalis fesziiltség-clamp
kisérletek soran mar lathato volt (9. abra), a TTX ezen hatasa teljesen reverzibilis (14. abra
D). Ezt kovetéen megismételtik a kisérletet az Ica egyik legszelektivebb gatloszerének
tartott nizoldipin (1 uM) jelenlétében, az ekkor rogzitett akcids potencial az 14. abra E részén
lathat6. Ezt alkalmazva parancsjelként ugyancsak nulla aramjelet kaptunk (14. abra F). Majd
30 uM TTX alkalmazasakor csak egy igen keskeny befelé iranyuld dramot figyelhetiink meg,
amely a natriumaram gatlasanak felel meg (14. abra G). A TTX hatasa ekkor is kimoshatonak
bizonyult (14. abra H). Ezen eredmények hatarozottan alatamasztjak azon feltételezésiinket,
hogy a kutya kamrai sejtekben taldlt TTX-érzékeny aram ténylegesen tartalmaz Ica.

komponenst is.
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14, abra: 30 uM TTX hatdsa a nettd membranaramra akcidos potencial fesziiltség-clamp
koriilmények kozott kontroll esetben (A-D) és 1 uM nizoldipin jelenlétében (E-H).
Reprezentativ akcidés potencial parancsjelek (A és E), azok alkalmazasa soran kapott
aramjelek a TTX perfuzidja el6tt (kontroll, B és F), a TTX perfuzidja soran (C és G),
valamint a TTX kimosasat kdvetden (D és H). Mivel az ionaramot ugyanazon sejten mértiik,
amely a parancsjelként alkalmazott akcids potencidlt is szolgaltatta, a szer eldtti (kontroll)
aramgorbék egy 0 értékl vizszintes vonalban helyezkedtek el. Az dbrakon a szaggatott vonal
a nulla aramértéket jeloli, kivéve az akcios potencial regisztratumokat, ahol a nulla
fesziiltségértéket.
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6.2. A TTX okozta I, gatlas hasznalatfiiggé (use-dependens) jellege

Az eddigi kisérletek soran az Ic, -0t 200 ms hossza depolarizald impulzussal valtottuk
ki 0,2 Hz-es frekvencian. Mas szoval a stimulusok ismétlddése kozott eltelt id6 5 masodperc
volt. Ez elég hosszl id8intervallum ahhoz, hogy az L-tipusi Ca®* csatornak inaktivaciobol
aktivalhat6 allapotba valo visszatérése teljes legyen, ezért a TTX ezen koriilmények kozott
megfigyelt hatdsat ugy tekinthetjiik, mint a tonusos gatlas nagysagat. Ennek megfelelden,
ezen az alacsony frekvencian az Icy amplitudo lényegében nem valtozott az 1 perces
ingerlésmentes periddust kovetden alkalmazott elsé 25 impulzus soran kontroll koriilmények
kozott, illetve TTX jelenlétében (2,0+1,0 % és 2,8+1,1 % csdkkenés, n=6, nem szignifikans
eltérés), amint azt a 15. dbra D része is mutatja. Azonban amikor az ingerlési ciklushosszat
1 masodpercre csokkentettiik, egy szignifikans frekvenciafliggd gatlas alakult ki a kezdeti
25 impulzus sordan 10 uM TTX jelenlétében. A frekvenciafiiggd gatlds nagysaga 12,7+£1,0 %
volt szemben a TTX alkalmazdsa nélkiil megfigyelheté 4,3+1,1 %-0S Ica. amplitadd
csokkenéssel (15. abra C, p<0,05, n=6). Az ekkor alkalmazott 200 ms hosszisagu impulzusok
nem tették lehetové a TTX hatdsanak vizsgalatat nagyobb ingerlési frekvenciak mellett, ezért
arra rovid, csupan 10 ms hosszisagu depolarizald impulzusokat alkalmaztunk kontroll
koriilmények kozott és TTX jelenlétében. Meglepetésre, e révid impulzusok 10 uM TTX
jelenlétében I, frekvenciafliggd novekedését okoztak, viszont kontroll koriilmények kozott
semmiféle valtozas nem volt megfigyelhetd (16. abra C-E). Az lc, amplitidd novekedése
nagyobb volt magasabb ingerlési frekvenciaknal: 5s, 1s és 0,3s ciklushosszak
alkalmazasakor sorrendben 2,1+1,1 %-ot, 3,9+1,2 %-ot és 6,3+1,2 %-ot ért el. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a TTX a tonusos gatlason feliil egy frekvenciafliggd gatlast is
kivalt, jollehet, ennek a gatlasnak a nagysaga a tonusos komponenshez képest viszonylag
mérsékelt volt. Még fontosabb, hogy a TTX altal kivaltott Ic, gatlds Ggy tlnik, hogy a
nyugalmi és inaktivalt csatornadllapotokra korlatozodik, mivel a csatorna gyakori nyitdsa
(magas frekvenciaju rovid depolarizalé impulzusok alkalmazasaval) a gatlas csokkenését
eredményezte. Ez arra utal, hogy a TTX affinitdsa a nyitott csatorna allapot irant feltiinéen

alacsonyabb.
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15. abra: A TTX lcy-ra kifejtett hatasdnak frekvenciafiiggése (hasznalatfliggd gatlas).

(A) Az ingerlé fesziiltség impulzusokat 1 perces nyugalmi (ingerlésmentes) periodust
kovetden kiilonbozo ciklushosszak mellett alkalmaztuk, amint az a megfeleld abrarészeken is
szerepel. Az impulzus szélesség 200 ms volt a kisérletek sordn. (B) Egymadsra vetitett,
reprezentativ Ic, ) regisztratumok 1 Hz-es ingerlési frekvencian. A (C) és (D) panelen az els6
25 pulzus soran mért Ic, . amplitddokat tiintettiik fel kontroll koriilmények kozott (fekete tires

(D) ingerlési frekvencian. Az Ic, . nagysagat az els6 pulzus soran mért aram amplitudojanak
szézalékaban fejeztiik ki.
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16. abra: A TTX lcai-ra kifejtett hasznalatfliggd (use-dependens) gatlasa rovid ingerld
impulzusok (10 ms) alkalmazasaval. (A) Az ingerl6 fesziiltség impulzusokat 1 perces
nyugalmi (ingerlésmentes) periddust kovetden kiilonbozd ciklushosszak mellett alkalmaztuk,
amint az az egyes abrarészeken is szerepel. Az impulzus szélesség 10 ms volt a kisérletek
soran. (B) Egymasra vetitett, reprezentativ Ic, regisztratumok 1 Hz ingerlési frekvencian.
Az els6 25 pulzus soran mért Ica amplitidokat tiintettiik fel kontroll koriilmények kozott
0,2 Hz-es (D) és 3,33 Hz-es (E) ingerlési frekvencian. Az Ic, . nagysagat az elsé pulzus soran
mért aram amplitudojanak szazalékaban fejeztiik ki.
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6.3.1. loncsatorna foszforilacié hatasa a TTX gatlasra

Mivel a csatorna foszforilacioja az Ic, . szabalyozasanak egyik leghatékonyabb modja
szamos ingerlékeny €s nem-ingerlékeny szOvetben, ezért Osszehasonlitottuk a TTX gatlo

hatasat nativ- és protein-kinaz A (PKA) altal foszforilalt kalciumcsatornakon.
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17. abra: Az L-tipusu kalciumcsatorna foszforilaciojanak hatdsa a TTX altal okozott gatlasra.
(A) Egymasra vetitett reprezentativ Ic, regisztratumok vannak feltliintetve a kumulativan
novekvd koncentracioban alkalmazott TTX jelenlétében mérve és végiil a TTX kimosésa a
hatds reverzibilitasat bizonyitja. A kisérleteket 3 uM forskolin jelenlétében végeztiik.
(B) ATTX alkalmazasaval nyert eredmények atlaga szerepel o6t forskolinnal kezelt
szivizomsejten. Az lcy . maximalis amplitudojat a TTX elsd alkalmazasat megel6z6en mért
értékre normalizaltuk. Az oszlopok és savok az atlagtSEM értékét, mig a csillagok a TTX-t
megel6z6 kontrollhoz (forskolin) viszonyitott szignifikans kiilonbséget jelolik. (C) Kumulativ
dozis-hatas gorbék mutatjadk a TTX gatld hatdsat Tyrode-oldatban (iires négyzet, szaggatott
vonal) és forskolin jelenlétében (teli négyzet, folytonos vonal). Az adatokat Hill egyenlettel
illesztve hataroztuk meg a ICsg és a Hill koefficiens értékeit.
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A forskolinrél ismert, hogy az adenilat-cikldz stabil aktivacidjat valtja ki, amely a
cAMP szint kifejezett emelkedését okozva aktivalja a PKA-t. A PKA felelés a
kalciumcsatorna porusformald o; €s a jarulékos P alegység foszforilaciojaért. Ez a
foszforilacio — allosztérikus kolcsonhatasokon keresztiil — jelentésen néveli a poérusformald oy
csatorna alegység nyitasi valoszinliségét, mig a szelektivitasi filteren kifejtett hatasa csekély.

Amint az 17. abran lathato, 3 uM forskolin szignifikansan novelte az Ic, . amplitadojat
(5,5+0,4 pA/pF-r6l 16,3+0,8 pA/pF-ra, n=5). A TTX koncentraciofiiggéen és reverzibilisen
gatolta az Ic, -0t mind nativ, mind forskolinnal kezelt kardiomiocitakon. Az adatokat Hill-
egyenlettel (1. egyenlet) illesztve nagyon hasonld ICsg értékeket kaptunk: 554+2 uM-t kontroll
koriilmények kozott (n=4), illetve 50+£5 uM-t forskolinban (n=5). A Hill-koefficiens értéke
mindkét esetben kozel 1 wvolt (1,01+0,04 kontroll allapotban ¢s 1,02+0,09 forskolin

jelenlétében).

6.3.2. Extracellularis pH-fiiggés

A kalciumcsatorna TTX-érzékenységének bemutatasara konstrualt modelliink azt
vetiti elére, hogy a TTX a csatorna szelektivitasi filteréhez kotddik. Pontosabban ez a
kapcsolat a csatorna negativan tolttt szelektivitasi filter régidja (fiziologias tartomanyhoz
kozeli pH értéken) ¢€s a toxin pozitivan toltétt guanidin csoportja kozott jon létre.
Kovetkezésképpen az elektrosztatikus interakcid erdsségének valtoztatdsa a protonalt allapot
TTX-ban vélhetden modositja a TTX altal kivaltott gatlas mértékét.

Amint az a 18. abran szerepel, az 55 uM TTX altal okozott Ic, gatlast (amely a
fiziologias 7,4-es pH érték mellett a dozis-hatas gorbe alapjdn pontosan 50 %) az alkalozis
szignifikansan csokkentette (26+2 %-ra pH=8,4 esetén, n=6), mig az acid6zis ndvelte
(60£2 %-ra pH=6,4 esetén, n=6).

Azt is érdemes megjegyezni, hogy a TTX hatdsat savas pH mellett nem lehetett
kimosni, amely a toxin ilyen koriilmények kozotti kifejezetten erds kotddeését sugallja.
Ugyanakkor a gatlas teljes mértekii feloldasat eredményezve a TTX eltavolithatd volt a
csatornardl, amikor a TTX-mentes Tyrode oldat pH-jat végiil 7,4-re allitottuk vissza (lasd a

18. abra D és F részén).
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18. abra: Az extracellularis alkalozis és acidozis hatasa a TTX altal kivaltott Ic, | gatldsra.
Egymasra vetitett reprezentativ Ica. regisztratumokat (A, B), az lca,. amplitaddjanak
sejtkapacitdsra normalizalt id6fiiggd valtozasat (C, D) és a TTX alkalmazasa el6tti koriilmény
alatt mért amplitidora normalizalt Ic,) értékek atlagat (E, F) tiintettiik fel az abran. El6szor
Tyrode oldatban 7,4-es pH mellett rogzitettik az aramot, majd a pH-t ligos vagy savas
iranyba toltuk el (pH=8,4 illetve pH=6,4), ezt kovette az 55 uM TTX alkalmazésa. Végiil a
TTX-t kimostuk, és a kdvetkez6 1épésben a pH-t a kontroll 7,4-es értékre allitottuk vissza. Az
oszlopok és savok az atlagtSEM értékét, mig a csillagok a TTX-t megel6zé kontrollhoz
(alkalézis illetve aciddzis) viszonyitott szignifikéns kiilonbséget jelolik.

6.3.3. Redoxpotencial valtoztatasa

A redoxpotencial valtoztatdsok hatdsa nagyon hasonlé volt ahhoz, ami a pH
valtoztatasanal bemutatasra keriilt, amint a 19. abran is megfigyelhetd. Ennek megfelelden a
100 uM H,0, alkalmazésaval létrehozott erdésen oxidalé kornyezetben 55 uM TTX csak
31£3 %-ban gatolta az Iy -0t (19. dbra E, n=5), ellentétben a redukald kérnyezetben (1 mM
redukalt glutation + 1 mM aszkorbinsav + 1 mM ditiotreitol) megfigyelt 62+6 %-0S lcaL
gatlassal (19. abra F, n=8).
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19. abra: Oxidalo és redukalo kiilsd kornyezet hatdsa a TTX altal kivaltott Ic, | gatlasra.

Az abran egymasra vetitett reprezentativ Ica regisztratumok (A, B), az lca . amplitiddjanak
sejtkapacitdsra normalizalt id6fiiggd valtozasai (C, D) és a TTX alkalmazasat megel6zd
kortilmény alatt mért amplitidora normalizalt Ic,) értékek atlagai (E, F) szerepelnek. El6szor
Tyrode oldatban rogzitettiik az adatokat, majd oxidaloszer (100 uM H»0O,) vagy redukald
szerek (glutation+aszkorbinsav+ditiotreitol, mindegyik 1 mM koncentracidoban) jelenlétében.
Ezt kovette az 55 pM TTX alkalmazasa ezen oldatokban. Végiil a TTX kimosasra kertilt. Az
oszlopok és savok az atlagtSEM értékét, mig a csillagok a TTX-t megel6z6 kontrollhoz
(H20; illetve redukald kozeg) viszonyitott szignifikans eltérést jelolik.
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6.4. A TTX kotodésének modellezése a Nay1.5 és Ca,1.2 csatornakhoz

Abbodl a célbol, hogy részleteiben megértsiik a fesziltségfiiggé Cayl.2 és Na,l.5
csatorndk TTX altali gatlasat, elengedhetetlen informacidval rendelkezniink a szelektivitasi
filteriikk szerkezetérél. Az eredetileg Nay1.4 csatorndkra kidolgozott elméleti modell alapjan
terveztiik meg a TTX-nak a szivizomban leginkabb eléforduld fesziiltségfiiggd Na* és Ca®*
csatorna tipusokhoz (Nayl.5 és Cay1.2) vald kotodését leird modelljét. A TTX-Nay1.5 és a
lathaté horizontalis és vertikalis metszeti képeken. Bar a TTX Nayl1.5-ben fennélld helyzete
némileg eltér att6l, amit Tikhonov és Zhorov (2005) a TTX esetén meghatarozott a Na,1.4-
ben, a kdtddésben kulcsszerepet jatszo aminosavak tekintetében mégis jelentds hasonlosag all
fenn koztik. Kotédési modelliinkben a TTX guanidin csoportja — a Nayl.4 csatorndkhoz

hasonldoan — a Nayl.5 csatorna szelektivitasi filterének D (aszpartat) és E (glutamat)

aminosavaihoz kot6dik az I-es és II-es doménben (20. abra A és 21. dbra A).

B

hurok domének (spiral abrazolasban), a P-hurok domének TTX-kotésben részt vevd aminosav
oldallancai (palcika abrazolasban) és maga a TTX molekula (gdmb és palcika abrazolasban)
kertilt feltiintetésre. Az oldallincok szdmozasa megfelel a metioninnal kezd6dé aminosav
szekvenciabeli sorszamnak.

A szelektivitasi filter régid tovabbi savas aminosavai szintén hozzdjarulhatnak a ligand
megkdtéséhez direkt vagy indirekt médon, amint az a 20. dbran szerepel. Ez a kapcsolat a
ligand kotddés iiregében egy negativ elektrosztatikus potencidl képzddésével valosul meg.

A TTX hidroféb oldala a triptofan oldallancaval keriil kolcsonhatasba, amely triptofan
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aminosavak (W904, W1421) feltételezhetéen az ion athaladdsban is szerepet jatszanak (20.
abra A és 21. dbra A).

gylirije még inkabb savi karakter(i, csak egy E (glutamat) képes sohidat kialakitani a TTX-nal
(E736), amikor az a Ca,1.2-hoz kotédik (20. abra B és 21. abra B). Ezen kiviil még egy, a mar
emlitett glutamatot kovetd aszpartat oldallanc (mindkettd a II-es doménben) jarulhat hozza a
TTX megkotéséhez. Néhany tovabbi aminosav is részt vehet a TTX receptorhelyének
kialakitdsaban, azonban az 6 hozzajarulasuk kevésbé tiinik fontosnak. Meg kell emliteni azt
is, hogy a konzervalt triptofan aminosavaknak (W1145, W1146) nem elhanyagolhato
szerepiik lehet a ligand kotédési tlireg kialakitdsdban és/vagy a ligand kotésének lipofil
kolcsonhatasaban (20. és 21. abra). A modelliink szerint az is nyilvanvald, hogy a TTX
molekulaval direkt kapcsolatba keriild funkcios csoportok szama a Cay1.2 esetén kisebb, mint
a Nay1.5-nél. Ezen eredmények egy gyengébb kolcsonhatast josolnak a Cayl.2 és a TTX
kozott, mint a Nay1.5 és a TTX komplexében, amely végs6 soron a TTX Ca,1.2-vel szembeni

csokkent gatld hatékonysagat eredményezi.

A woos TTX B TTX

hurok domének (spiral abrazolasban), a P-hurok domének TTX-kotésben részt vevd aminosav
oldallancai (pélcika abrazolasban) és maga a TTX molekula (gomb és palcika abrazolasban)
kertilt feltiintetésre. Az oldallincok szdmozasa megfelel a metioninnal kezd6dé aminosav
szekvenciabeli sorszamnak.

Mivel a TTX molekula leginkdbb savi karakteri OH-csoportjanak pK, értéke (8,7)

viszonylag kozel esik a kisérleteink soran alkalmazott 6,4 — 8,4-es pH tartomanyhoz, igy a

TTX-nak mind a protonalt formajat (azaz a protonalt guanidin csoportja és a C-10-es

crer

crer

deprotonalt [-O]) figyelembe vettiik a szamitasok soran (22. abra).
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neutrdlis formdajanak kapcsolatarol késziilt szimuladcidos modell reprezentativ szerkezeti
felvételei. A TTX pozitiv toltést alakjaban (A) a guanidin csoport protonalt és a C-10-es

crer

pozicioji OH-csoport nem disszocialt, mig a neutralis formaban (B) a guanidin csoport

e

eredményezve. A doméneket romai szamokkal jeloltiik. A szelektivitasi filter EEEE gytiriije
¢s a TTX molekula gomb és palcika bemutatasban szerepel. A His ¢s Cys aminosavak
helyzetét ezen aminosavakat felépité atomok van der Waals szférdja jeloli. Az aminosavak
szamozasa az UNIPROT adatbazisbdl nyert human L-tipusu Cay1.2 csatorna szekvencidjan
alapszik.

A dokkolasi kisérletek felderitették, hogy a TTX mindkét allapotaban a szelektivitasi
filterhez kot6dik, azonban a kotés erdsebb (8,22 kcal/mol vs. 7,55 kcal/mol), amikor a TTX
Ez a domindnsan negativ toltési szelektivitasi filter kovetkeztében johet létre. A dokkolt
konformdaciokbol inditott molekularis dinamikai szimulaciok megerdsitik a dokkoléas soran

kapott eredményeket, mivel a komplexek stabilak maradtak a 65 ns-os szimuléacids periodus

alatt.
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6.5. A TTX nem gatolja a HEK sejteken expresszalt Ca,1.2 csatornak aramat

Meglep6 modon, amint az a 23. abran is megfigyelheté, a TTX nem valtott Ki
semmiféle gatld hatast CACNAI1C génnel transzfektalt, Cay1.2 csatornakat expresszal6 HEK
tsA-201 sejteken, amely egy 0j szint hoz a mar eddig is valtozatos palettaba. A Cay1.2 aram
30 és 100 uM TTX perfazidjat kovetden a kontroll értek 97,81+1,75 %-a és 94,06+3,87 %-a

volt (nem szignifikans eltérés, n=5).
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23. abra: A TTX hatasa HEK tsA-201 sejteken expresszalt Cay,1.2 csatornak aramara.
(A) Cayl1.2 csatorna porusformald o, alegységet expresszald HEK tsA-201 sejten rogzitett,
egymasra vetitett reprezentativ aramgorbék kontroll koriilmények kozott, valamint 30 uM és
100 uM TTX jelenlétében. (B) Atlagolt Cayl.2 dram amplitdidok TTX alkalmazasakor a
transzfektalt HEK tsA-201 sejteken. A TTX nem gétolta a Cay1.2 dramot még 100 pM-0s
koncentracioban sem (n=5). Az oszlopok és a hibasavok az atlag+SEM értékét mutatjak.
A viltozasok nem voltak statisztikailag szignifikdnsak.

A vizsgalt aram L-tipust kalciuméaram eredetét erdsiti meg, hogy az aram valdban
Ca?* ionok mozgésa kovetkeztében jott 1étre, mivel a Ca?* kiils6 oldatbol valo eltavolitasat
kovetden az aram nagysdga nagymértékben csOkkent (24. abra A). Tovabba a nativ
szivizomsejteken mérhetd Ic, és a Cay1.2 dram kinetik4janak Osszehasonlitasakor az aram
amplitddok normalizalasat kovetden meglehetdsen jo atfedést kaptunk (24. abra B). Ez azt
sugallja, hogy a transzfektalt Cay1.2 csatorndk araméanak sok tulajdonsidga azonos vagy
legalabbis nagyon hasonl6 a nativ Icy -h0z, annak ellenére, hogy az elébbi esetében szamos
jarulékos alegység (o, B €és 0) hidnyzik. Tehat az egyetlen porusformald alegység (o) altal
létrehozott 4aram a nativ dramhoz hasonld sajatsagokat mutat — a TTX-érzékenység

kivételével.
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24. abra: A HEK tsA-201 sejteken expresszalt Cay1.2 csatornék kalciuméaramanak jellemzoi.
(A) Egymésra vetitett Ca,1.2 4ram regisztratumok 2,5 mM-0s extracellularis Ca?*
koncentracio jelenlétében és a Ca®* extracellularis oldatbol valo eltavolitasat kdvetéen
bizonyitjak a csatorna Ca®* ionokra vonatkozd vezetSképességét. (B) Egymasra vetitett
reprezentativ kutya kamrai szivizomsejteken mért I, és HEK tsA-201 sejteken rogzitett
Cay1.2 aram regisztratumok demonstraljak a kalciumaramok kinetikai hasonlosagat. A jobb
Osszehasonlithatdsag kedvéért az aramok amplitidojat egységnyire normalizaltuk az eredeti
idébeli felbontas megtartasaval.
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7. Megbeszélés
7.1. A tetrodotoxin L-tipusi Ca®* csatorna gatlisanak jelentésége sziven

Jollehet a TTX ¢és a STX tengeri eredetli toxinok tekintetében altaldnosan elfogadott
allaspont, hogy a gyors, fesziiltségfiiggd Na® csatorndk szelektiv gatloszerei, az egyre
halmoz6d6 irodalmi adatok azt jelzik, hogy valojaban nem egészen ez a helyzet. Példaul az
utobbi idében mindkét toxinrol kimutattak, hogy hatnak a nativ vagy klonozott T-tipust Ca®*
csatornakra (Sun és mtsai., 2008), mig a STX-rol leirtak mar azt is, hogy gatolni képes a L-
tipusa Ca®* csatornat (Su és mitsai., 2004). Ugyanakkor az ezen disszertacidban bemutatott
kisérletek képezik az els6 beszamolot, ami bizonyitja a TTX szivizom Ic, gatldo hatasat.
Korabban a TTX és a STX hatasat az I, -ra csak ragesalok szivizomszovetében vizsgaltak
(Su és mtsai., 2004). Abban a vizsgalatban a STX hatasosan gatolta az I, -0t, viszont a TTX
nem. Mivel nem fedezhet6 fel feltiind kiilonbség a két vizsgalat (vagyis Su és mtsai.-nak
kozleménye €s a jelen munka) kisérleti elrendezése kozott, ez az eltérés a ragesalo és a kutya
Ca’* csatornk e tulajdonsagéban valdsziniileg a fajok kozotti kiilonbség szamléjara irhato.

A szivizom fo Na® csatornaja (Nay1.5), a véazizom és idegszoveti Na® csatornak
tulnyomo tobbségéhez képest viszonylag érzéketlen a TTX irdnt (Baer és mtsai., 1976; Brown
¢s mtsai., 1981). Tehat akar 30 uM-os TTX koncentracié alkalmazasa is szlikségessé valhat a
Ina teljes gatlasara kamrai szivizomsejtekben. Mivel egy ilyen magas TTX koncentracid
35 %-0s lca gatlast okozott a kutya kamrai szivizomsejtjeinkben, igy ez sulyos értelmezési
hibakhoz vezethet a kisérleti koriilményektdl fliggden. A probléma kiilondsen hangstlyossa
valik akkor, amikor az un. késéi Na* aramot igyeksziink TTX hasznalataval vizsgalni akcids
potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott. Ezen aram amplitiddja néhany tiz
pikoamperes tartomanyban van egészséges szivizomsejtekben és 200 pA-ig emelkedhet
hipertrofias szivben (Chorvatova és mtsai., 2004). Konnyii elképzelni a bekovetkezd hiba
nagysagat, ha a TTX az Ica | csak egy kis hanyadat is gatolja. Hasonloképpen, az emlitett
késoéi Na* aramban bekovetkezd hipertrofia-indukalt valtozasok komolyan szennyezédhetnek
a TTX altal 1étrejovo Ica gatlassal.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a nativ Ic, T TX-érzékenységet mutatott
kutya kamrai szivizomsejteken, hasonloan az egerekben a STX-nal megfigyelt
eredményekhez (Su és mtsai., 2004). Mivel azonban e toxinok még igy is viszonylag
szelektivebbnek tinnek a Ina-ra, mint az lg,-ra, igy tovabbra is széleskoriien alkalmazzak
oket az orvosbioldgiai kutatasokban. Viszont a kisérleti koriilményektdl fiiggden kiilon

figyelmet igényel az, amikor ezeket a szereket a Iy, szelektiv gatlasara hasznaljuk.
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Az L-tipusu Ca** csatorna TTX-érzékenységének konkrét klinikai jelentdségét
ugyanakkor erésen limitalja az a tény, hogy a stlyos TTX mérgezéses esetekben is csak 40—
164 nM-os TTX koncentraciot mértek a betegek vérében. Jollehet a sulyos mérgezések soran
néhany esetben beszamoltak a kardiovaszkularis rendszer érintettségérdl is, ugymint
hipotenzid, bradikardia, kamrai aktivitds csokkenése, AV-csomo vezetési zavar, szarblokk
kialakulasa. A jelenség hatterében azonban még nem is a Nayl.5 csatornak részleges
gatlasanak szerepét feltételezik, hanem egyrészt a szivben el6fordulé mas, nagyobb TTX-
érzékenységet mutatd Na® csatorndkon (Na,1.1 — Na,1.4) kifejtett gatlast, masrészt a
1égzésdepresszid miatt kialakuld pO, csokkenést, ami a TTX kozvetett hatasa (Zimmer,
2010).

7.2. A tetrodotoxin és az L-tipusid Ca®" csatorna kolcsonhatasanak molekularis

determinansai, a pH- és redoxpotencial-valtozasok hatasanak értelmezése

A TTX 55 uM-os ICsq értéke az L-tipust kalciumcsatornan relative magas, még akkor
is, ha figyelembe vessziik, hogy a sziv fo Na® csatorna izoformaja (Nay1.5) joval kisebb
affinitdssal bir a TTX irant, mint a neuronalis (Na,1.1-1.3) vagy vézizom (Na,1.4) Na’
csatorndk. A DEKA gytiriit kovetd Asp aminosav aromas gylriijérdl ugy gondoljak, hogy
kritikus jelentdségii a TTX-ioncsatorna interakcioban, és annak cseréje (pl. Cys-re a Nay1.5
esetében) lehet a csokkent affinitas f6 oka (Satin és mtsai., 1992; Fozzard és Lipkind, 2010).
A Tikhonov és Zhorov (2012) altal javasolt szekvencia egyezés alapjan, amelyet a modelliink
kidolgozasara hasznaltunk a jelen tanulmdnyban, egy Gly aminosav taldlhaté ebben a
kulcspozicidban. Ez a tény kézenfekvé magyarazatot ad arra, hogy a TTX miért kotddik

jelentésen kisebb affinitassal a Ca,1.2-hdz, mint a neuronalis vagy vazizom Na® csatornéhoz.

A pH valtozasnak a kalciumaram amplitidojara kifejtett hatasat tekintve egy nagyon
egyszerll értelmezés adhaté. Ha figyelembe vesszilk a csatorna porusandl elhelyezkedd
hisztidin aminosavak kozel 6,5-6s pK, értékét (Stryer, 1995), akkor azok imidazol oldallancai
még enyhén savas kozegben is protonaltak lehetnek. Azonban meg kell jegyezni, hogy az
aktualis pK, erésen fligg a kémiai kornyezettdl is. Ennek megfelelden a csatorna konduktiv
szakaszan (amely természetesen magaban foglalja a szelektivitasi filtert is) elhelyezkedd
hisztidin aminosavak legalabb részlegesen protonaltak a 6,4-es savas pH mellett, amely egy
pozitiv toltésti ion athaladésa szaméra egy kevésbé kedvezd kornyezetet teremt. Tovabba a

csatorna erdsen negativ toltésit EEEE gylirtijének egy (vagy tobb) glutamat oldalldnca szintén
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protonalt lehet, amely tovabb csokkenti a kation aram nagysagat. Az eredményeinkkel
Osszhangban korabbi kozleményekben is a Ina és az Ica . csOkkenését irtak le savas kozegben
(Tombaugh és Somjen, 1996; Saegusa és mtsai., 2011). Masrészrél a TTX szinte teljes
mértékben pozitivan t6ltétt formaban van jelen 6,4-es pH mellett, mivel a leginkdbb savi
(Moczydlowski, 2013). Tehat a pozitivan toltott TTX molekula varhatéoan noveli a TTX
kotodésének mértékét a negativan toltott szelektivitasi filter régiohoz (a TTX neutralis ikerion
formajahoz képest, amely a kifejezetten alkalikus pH tartoméanyban dominal, de részlegesen
jelen van 8,4-es pH-nal és kismértékben 7,4-es pH esetén is), ezaltal a kalciumcsatorna
erdsebb gatlasat eredményezi. Tovabba az elektrosztatikus kolcsOnhatas erdsségének
csokkenése kovetkeztében (amely érvényes mind a kétszeresen toltott Ca®*-ra, mind —jollehet
kisebb mértékben— a protonalt TTX molekuldra, annak egyszeres pozitiv toltése miatt) a nem-
ionos hidrofil és hidrofob kolcsonhatasok relativ hozzdjaruldsa a TTX és a csatorna
szelektivitasi filterének kapcsolatdhoz valoszinlileg megnd. Mindezen hatdsok az L-tipusu
kalciumaram csokkenését eredményezik savas kozegben, amely aramot ekkor a TTX még
kifejezettebben képes gatolni. Ezzel szemben 8,4-es bazikus pH-n a legtobb hisztidin
oldallanc neutralis, és a cisztein szabad SH-csoportjainak nagyjabol fele deprotonalt, mivel az
azoknak megfelelé pK, érték 8,5 (Stryer, 1995). Ez bizonyara egy joval kedvezdbb
kornyezetet teremt (még a semleges allapothoz, vagyis a 7,4-es pH-hoz képest is) a pozitiv
toltésti Ca?* ionok csatornghoz vald vonzasahoz és kotédéséhez, kovetkezésképp a csatornan
csoport deprotonaldodasa kovetkeztében a TTX részlegesen neutralis formaban lehet jelen,
amely a TTX ¢€s a szelektivitasi filter kozott gyengébb elektrosztatikus vonzas kifejlodéséhez
vezet. Bazikus kozegben az erdsebb Ca®* csatorna kolcsonhatas egy gyengébb TTX és
csatornafehérje kozotti kolcsonhatassal Osszeadddva sziikségszerlien a TTX kisebb Iy
gatlasdhoz vezet.

Az alkalikus kornyezetben megfigyelt nagyobb amplitiddji kalciumaram és kisebb
TTX altali gatlas konnyen megmagyarazhatd a fentiekben attekintett egyszerlsitett
elektrosztatikus modell és a TTX ikerion protonaltsagi egyenstlya alapjan, amely jol egyezik
a TTX-gatlis Na® csatorndkon megfigyelt pH-fiiggésével (Ulbricht és Wagner, 1975;
Strickholm, 1981). A TTX nagyobb gatld hatasa savas pH mellett mégis ugy tinik, hogy
ellentmond a korabbi eredményeknek, amelyek alacsony pH értékek mellett csokkent TTX
gatlast vetitenek eldre (Ulbricht és Wagner, 1975). Ezen eltérés oka nem teljesen tisztazott,

azonban figyelembe kell venni, hogy a korlatozott szekvencia azonossag folytan a Na* és Ca?*
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csatornak szerkezete kiilonbozik egymastol és azt, hogy a Na* csatornak esetében megfigyelt
hatas nem igazan kifejezett semleges vagy kissé savas pH tartomanyban. Lehetséges, hogy a
meg, hogy még inkabb alkalmassa valik a TTX bekotodésére. Ezenfeliil 7,4-es pH-na TTX 3-
5 %-nak becsiilt nem-hatasos (ikerion) frakcidja kation formava alakul 6,4-es pH-n, amely
szintén hozzajarulhat a TTX altal okozott gatlas ndvekedéséhez.

A redoxpotencidl szerepének értelmezése az Icy nagysaganak megvaltozasaban és
annak TTX altali gatlasaban azonban Kkicsit tobb eréfeszitést igényel. Megfigyeléseinkkel
Osszhangban szdmos emlds szivizomszovetében kimutattdk, hogy a hidrogén-peroxid noveli
az lcyL amplitadojat (Guo €s mtsai., 2000; Xie és mtsai., 2009; Madhvani és mtsai., 2011),
mig redukal6 kézegben az aram csokken (Zhang és mtsai., 2012). Mivel a H,0O, egy relative
er6s oxidalo agens, a szabad szulfhidril-csoportokat diszulfid-kétéssé oxidalja. Ellenben a
redukélo kornyezet képes lehet megeldzni a diszulfid-hidak képzddését vagy lebontani Oket,
ha mar egyszer kialakultak. Ezen diszulfid-hidak ugy tiinik egy TTX-kotédésre viszonylag
rezisztens struktirat stabilizalnak; ily médon a TTX Icy-ra kifejtett gatlé hatdsa megnd
redukélo kornyezetben, mig HyO; jelenlétében csokken. Egy tovabbi magyarazat is felmeriil,
amikor arra gondolunk, hogy az lc,; nagysaga jol korrelal a Ca®* csatornak B alegységeinek
oligomerizacidjaval (Lao ¢és mtsai., 2010). Feltételezve, hogy a H,O, diszulfidhidak
képzésével stabilizalni tudja az oligomer allapotot, mind a nagyobb Ics amplitudo, mind a
gyengébb TTX altali gatlas magyarazhatova valik.

Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a redukald kornyezet Ic, amplitadora és annak
TTX-nal valo gatolhatosagéara kifejtett hatdsa nagyon hasonlit ahhoz, amit savas pH-ja
kornyezet esetén figyelhettiink meg. Ez hatdrozottan arra utal, hogy egy redukalo szer
alkalmazasa a rendszer nagy pufferkapacitasa ellenére is eldsegitheti néhany érzékeny csoport
protonalddasat. Ez magyarazhatja a TTX altal okozott Ic, gatlas soran megfigyelt jelentds
egybeesést, a savas ¢és bazikus pH, illetve a redukaldé ¢és oxidalo kornyezet
Osszehasonlitasakor.

A forskolin alkalmazasakor nyert eredmények azt sugalljdk, hogy az a; alegység
struktirdjdban a protein-kindz A kozvetitett foszforilacié 4altal kivaltott allosztérikus
véltozasok jollehet komoly kovetkezményekkel jarnak a csatorna kapuzasanak tekintetében
(Benitah és mtsai., 2010), azonban a TTX kotddésére csak csekély behatassal lehetnek.
A Hill-koefficiens értéke kontroll koriilmények kozott és a csatorna foszforilacidjat kovetden

is megkozelitéleg 1, ami megfelel annak, hogy az o, alegységen 1 TTX-kot6hely talalhato.
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7.3. A tetrodotoxin hatastalansaganak lehetséges okai HEK tsA-201 sejteken expresszalt

Cay1.2 csatornakon

Az a jelenség, hogy a TTX nem gatolja az expresszalt Cayl.2 csatornak aramat
valoban ellentétes azzal, amit a nativ kutya szivizomsejteken nyert eredmények alapjan
varnank. Ezen paradox tényallas magyardzatara szdmos egyéb faktort is tekintetbe kell venni,
amelyek hatassal vannak a Ca*" csatorndk struktardjara és funkcidjara. A legkézenfekvobb
magyarazat az lenne, hogy a TTX a L-tipus kalciumcsatorna valamelyik jarulékos
alegységéhez kotddik. Azonban a csatorna pH- és redoxpotencidl-valtozas, valamint a PKA-
kozvetitett foszforilacid fiiggvényében részletesen elemzett TTX-érzékenységén és az ez
alapjan készitett 3D-s csatorna térszerkezeti modellen alapuldé korabbi eredmények
egyértelmilen kimutattak, hogy a TTX kotéhelye mind a Ca®*, mind a Na* csatornakon
hasonl6 helyen talalhat6, amely a csatorna porus szelektivitasi filterének szerves részét képezi
(Fozzard ¢és Lipkind, 2010). Természetesen annak lehet6ségét nem lehet teljes mértékben
kizarni, hogy a TTX az egyik jarulékos alegységhez kotédik (ebbdl a szempontbol az
extracellularis elhelyezkedése folytan az o, alegység lehet a leginkdbb kézenfekvd jeldlt), de
ebben az esetben a feltételezett kotdhely kémiai kdrnyezetének nagyon hasonlonak kellene
lennie a szelektivitasi filteréhez, jollehet éppen ezért ez a lehetdség elég valdszintlitlennek
tlinik. Sokkal inkabb elfogadhat6 azt feltételezni, hogy a TTX a csatorna porusformald aic
alegységhez kotddik, de csak egy vagy tobb jarulékos alegység jelenlétében. Mivel a nativ
sejteken tovabbi jarulékos alegységek is jelen vannak, ezek allosztérikus kolcsonhatasok
kovetkeztében moddosithatjdk a csatorna struktira végsé Osszeszerelddését. Tovabba az oy
alegységek szamos, adott sejttipusra specifikus hasitasi terméke (splice variansa) ismert és
ezek eltérd antagonista-érzékenységgel birhatnak (Tang és mtsai., 2004).

Emellett az is lehetséges, hogy az expresszios rendszer onmaga felelds a megfigyelt
kalciumcsatorna gatlo hatas elmaradasaért a TTX alkalmazasakor, mivel nem kivételes eset,
hogy a Ca?* aramon egy jol dokumentalt hatdst nem lehet reprodukélni egy expresszids
rendszerben (Salamaneh és mtsai., 2010). Ebben az esetben az elméleti lehetdségek skaldja
sz¢les, ideértve a lipid kornyezet kiilonbségeit, a belsé elektrolit dsszetétel eltéréseit, a Ca®'-
kalmodulin-fiiggé protein-kinaz II (CaMKII) lehetséges szerepét, valamint olyan fontos
masodlagos hirvivé molekulédk jelenlétét vagy hianyat, mint a cAMP, a cGMP vagy a [Ca2+]i
(Hofer, 2012), amely tényezdk szintén modosithatjdk a csatorna funkcigjat, ily modon eltérd
TTX-érzékenységet eredményezve. Ennélfogva amig nem taldlunk kielégitd magyarazatot a

HEK sejteken expresszalt Cayl1.2 csatornak TTX-érzékenységének hianyara, addig kiilon
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Ovatossagot igényel az expresszios rendszerekben végzett elektrofizioldgiai €s farmakologiai
vizsgalatok eredményeinek értelmezése. Mindazonaltal a TTX tovabb ndveli azon szerek
szamat, amelyek a mar jol ismert, ra jellemzé specifikus hatason feliil Ca®* csatorna gatlo

potenciallal is rendelkeznek (Baylie és mtsai., 2010; Rybczynska és mtsai., 2010).

7.4. A fesziiltségfiiggd Na" és Ca®" csatornikon hato szerek korlatozott szelektivitisa

Nem rendkiviili esemény, hogy egy szelektivnek gondolt In,-ra hatd szer kotédik és
igy moédosit mas transzmembran ioncsatornat, igy pl. az L-tipusi Ca®" csatornat.
A ,szelektiv’ Na* csatorna aktivalo alkaloid veratridinrdl kimutattak, hogy béka vazizomban
gatolja a Ca*" csatornakat (Nanasi ¢és mtsai., 1994). Ezek a keresztreakciok jol magyarazhatok
a Na* és Ca”" csatorndk struktirajaban meglévd ismert hasonldsaggal (Hille, 2001). Mindkét
csatornatipus porusformalé alegysége 4 ismétlodo linearis szekvenciat tartalmaz, amelyek 6
transzmembran doménbdl épiilnek fel. A pozitiv t6ltésii aminosavakban gazdag negyedik
transzmembran szegmens fesziiltség érzékeldként miikodik, mig az otddik és hatodik
szegmens kozotti hurok hozza 1étre a szelektivitési filterrel kezd6dd tényleges permeabilitasi
Gtvonalat. A Na* és Ca?* csatorndk aminosav szekvencigjanak részletes elemzése tovabbi
hasonlosagokra deritett fényt, feltehetéen e csatorndk kozos evolucios eredete folytan
(Heinemann ¢és mtsai., 1992).

A TTX-nal és STX-nal kapott eredmények azt mutatjak, hogy néhany tiz nanomolos
ezerszer magasabb a I1Cs értékiik a sziv Nay, 1.5 csatornan és ehhez nagyon hasonlo6 a T-tipust
Ca?* csatorndkon. A szivben talnyomorészt jelen 1évd Na® csatorndhoz viszonyitva azonban
10-50-szer magasabb a 1Cso-juk az L-tipusa Ca®* csatornakon. Tehat ezen guanidin csoportot
tartalmazo ciklikus tengeri toxinokkal végzett vizsgalatok a kozos Ostol szarmazd négy
eredményeket szolgaltattak. A kordbbiakban emlitett adatok alatdmasztjadk a tényt, hogy a
klasszikus szivizom Na® csatornak porus régidja kozelebbi hasonldosagot mutat a T-tipusu
Ca’* csatornakéhoz, mint az L-tipusa Ca®* csatornakéhoz (Hille, 2001).

Tehat egy 4ltalanos, intrinzik tulajdonsagnak tiinik, hogy csaknem minden Na'- és
Ca?* csatornan hato szer befolyasolja a masik, strukturalisan homolog csatorna tipust is. E
jelenség magyarazata az I, -Ot, 8z lca1-0t és a Ina-Ot 1étrehozo csatorndk szerkezetében és

aminosav szekvencidjaban megfigyelhetd hasonlosagban rejlik.
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Mindezek fényében elmondhatd, hogy a négy homoldég doménnel rendelkezd
fesziiltségfliggd ioncsatornak kozotti keresztreakciok elkeriilhetetlennek tiinnek, ezért ennek
figyelembe vétele elengedhetetlen a jovobeli gyogyszerfejlesztésben, orvosi terapidban és
kisérleti vizsgalatokban. Ennek a tulajdonsagnak az ismerete nemcsak a szivre hatd szerek
alkalmazasakor lehet hasznos, hanem mas célszervre hatd szerek esetében is, mint pl.
antiepileptikumok, antidepresszansok, és a neurodegenerativ betegségek vagy a kronikus

fajdalom gyogyszerei.
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8. Az értekezésben szereplo ij tudomanyos eredmények

A szivizom Ca”" csatornajanak tetrodotoxin-érzékenységét vizsgalva az alabbi eredeti
megallapitasokat tettiik:
1. Elséként irtuk le, hogy a TTX gatolja az L-tipusu Ca®* csatornakat kutya kamrai
szivizomsejteken. A dozis-hatas gorbe alapjan a TTX 1Csq értéke 55 pM-nak adodott, mig a
Hill koefficiens értékére 1-et kaptunk. A hatas gyorsan kialakult és teljesen reverzibilis volt.
2. Kimutattuk, hogy a TTX nem befolydsolja az Icy| inaktivacios kinetikdjat ¢&s
fesziiltségfliggését.
3. Nizoldipin és akcids potencial-clamp technika alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy a
tetrodotoxin altal gatolt aram az I, -nak felel meg.
4. Megallapitottuk, hogy az L-tipusu Ca®" csatorna protein-kiniz A &ltal megvalosuld
foszforilacdja nem befolyasolja a TTX altal kivaltott gatlas mértékét. Ugyanakkor az alkaldzis
¢s az oxidald kornyezet csokkenti a TTX Icai-ot gatld potencidljat, mig az acidozis €s a
redukal6 kornyezet noveli azt.
5, Kimutattuk, hogy a TTX a tonusos gatlason felill hasznalatfiiggd gatlast is kivalt.
Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a TTX kotddésének az L-tipust
Ca®* csatorna zart és inaktiv allapotahoz kedvez, mig a csatorna nyitott allapota a toxin
levalasat eredményezheti.
6. Szamitogépes modellezési kisérleteink igazoltak, hogy a TTX az L-tipusu Ca®* csatorna
porusaban, a szelektivitasi filter tertiletéhez kotodik.
7. HEK tsA-201 sejteken expresszalt Cay1.2 csatorndkon a TTX nem fejtett ki gatld hatast

még 100 uM-os koncentracidoban sem.
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9. Osszefoglalas

Bevezetés: A tetrodotoxint (TTX) a gyors, fesziiltségfiiggd Na® csatornak legszelektivebb
gatloszerének tekintik ingerelhetd szovetekben, tehat ideg, vaz- és szivizom szovetben, habar
ez utdébbi TTX-érzékenysége legalabb harom nagysagrenddel kisebb az eldzdekénél.

Anyagok és modszerek: Jelen vizsgalatban az L-tipusu Ca®" 4ram (IcaL) TTX-érzékenységét
tanulmanyoztuk konvencionalis fesziiltség-clamp és akcios potencial-clamp technikaval kutya
bal kamrabol izolalt szivizomsejteken, 37 °C hdmérsékleten.

Eredmények: Az lcy -0t a TTX dozisfiiggd ¢és reverzibilis modon gatolta, az aram
inaktivacios kinetikajanak megvaltoztatasa nélkiil. Az aramgatlas mértékét Hill-egyenlettel
illesztve a ICsp értékre 55+2 uM-t, mig a Hill koefficiensre 1,0+0,04-et kaptunk. A TTX mar
30 uM-os koncentracioban 8,61+1,09 pA/pF-rdl 6,08+1,05 pA/pF-ra csokkentette az Ica -0t
(n=4; p<0,01). Nizoldipin (1 uM) gatolta az aramot, megerdsitve azt, hogy az valoban az Ic,
volt. Akcios potencial fesziiltség-clamp koriilmények kozott a TTX-érzékeny aram az Icy (-
hoz hasonlé mintazatot mutatott, amely nizoldipin jelenlétében hianyzott.

A csatorna foszforilacidja nem befolyasolta a TTX gatlé potencialjat, 3 pM forskolin
jelenlétében 50+4 pM ICsp értéket kaptunk. 55 uM TTX (fiziologias koriilmények kozott a
ICso érték) savas kozegben (pH=6,4) 60+2 %-0S Ica gatlast okozott, mig lugos kdzegben
(pH=8,4) csak 26+2 %-o0s gatlast figyeltiink meg. Hasonloképpen, 55 uM TTX redukalo
kozegben (glutationt+aszkorbinsav+ditiotreitol, mindegyik 1 mM-os koncentracidoban)
62+6 %-kal csokkentette az Ic, . amplitadojat, ezzel szemben erds oxidaldszer jelenlétében
(100 uM H207) 31+£3 % gatlast kaptunk. Ezen eredmények jo 6sszhangban vannak a kotddési
modelliink eldrejelzésével, miszerint a TTX valdoban a sziv L-tipusu Ca?* csatornainak
szelektivitasi filteréhez kotodik.

Kovetkeztetések: Munkacsoportunk elséként szamolt be arrdl, hogy a TTX gatolja az L-tipusu
kalciumcsatornat szivizmon. Ezt a toxint azonban tovéabbra is széleskoriien alkalmazzak a
kutatdsban, mivel még mindig szelektivebb a Na" aramra (Ina) Mint az lcy-ra. A kisérleti
koriilményektdl fiiggden viszont a TTX-nak a Iy, szelektiv gatlasara torténd alkalmazasa
fokozott koriiltekintést igényel. A fesziiltségfliggd Ca® és Na* csatorndk egy kozos evolucids
6stdl szarmaznak, ezaltal az ezen csatornakon hato szerek csekély szelektivitasa a receptoraik
intrinzik tulajdonsagat jelzi, amelyet figyelembe kell venni a jovOben uj, szivre hatd

gyogyszerek kifejlesztésekor akar az orvosi gyakorlatban, akar a kisérleti kutatasban.
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10. Summary

Background: Tetrodotoxin (TTX) is believed to be the most selective inhibitor of voltage-
gated fast Na" channels in excitable tissues, including nerve, skeletal muscle, and heart,
although TTX-sensitivity of the latter is lower than that of the formers by at least three orders
of magnitude.

Experimental approach: In the present study the TTX sensitivity of L-type Ca®* current
(Ica) was studied in isolated canine ventricular cells using conventional voltage-clamp and
action potential-clamp techniques, at 37 °C.

Results: TTX was found to block Ic, in a dose-dependent and reversible manner without
altering its inactivation kinetics. Fitting results to the Hill equation an ICsq value of 55+2 uM
was obtained with a Hill coefficient of 1.0+0.04. lc, changed from 8.61+1.09 pA/pF to
6.08+1.05 pA/pF in the presence of 30 uM TTX (n=4; p<0.01). The current was fully
abolished by 1 uM nisoldipine indicating that it was indeed lc,. . Under action potential
voltage clamp conditions the TTX-sensitive current displayed a fingerprint of lc, ., which was
absent in the presence of nisoldipine. Phosphorylation of the channel protein (induced by
forskolin) failed to modify the inhibitory potency of TTX, an ICsy value of 50+4 uM was
found in the presence of 3 uM forskolin. TTX in 55 uM concentration (ICsp value obtained
under physiological conditions) caused 60+2 % inhibition of I, in acidic (pH=6.4), while
only a 26+2 % block in alkaline (pH=8.4) milieu. Similarly, the same concentration of TTX
induced 62+6 % suppression of Ic,| in a reductant milieu (containing glutathione + ascorbic
acid + dithiothreitol, 1 mM each), in contrast to the 31+3 % blockade obtained in the presence
of a strong oxidant (100 uM H,0O,). These results are in a good accordance with the
predictions of our model, indicating that TTX binds, in fact, to the selectivity filter of cardiac
L-type Ca** channels.

Conclusions: This is the first report demonstrating that TTX inhibits L-type calcium current
in the heart. Since this toxin still appears to be more selective to Na* current (Ina) than lcay, it
is widely applied in the biomedical research. However, extra care must be taken when using
this agent to block In, selectively, depending on the experimental conditions. Since voltage-
gated Ca?* and Na" channels derive from an evolutionary common ancestor, the poor
selectivity of agents acting on these channels indicates an intrinsic property of drug receptors,
which has to be taken into account when designing new cardioactive compounds for either

medical therapy or experimental research in the future.
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