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I. A doktori értekezés elozményei

Az ioncsatorndk specidlis transzmembran fehérjék, amelyekben koz6s, hogy a
sejtmembranon keresztil egy hidrofil porust képezve biztositjak az ionok extracellularis és
intracellularis terek kozotti aramlasat. Az ioncsatornakat az altaluk vezetett ionok, mikodésiik
¢s felépitésiik alapjan oszthatjuk kiilonbozo csaladokra, amelyek szertedgazd funkciokkal
vesznek részt szamos biologiai folyamatban. FErdeklédésink kozéppontjaban a
fesziltségkapuzott kaliumcsatorndk (Kv) allnak, amelyek mind ingerelheté, mind pedig
klasszikusan nem ingerelhetd sejtekben kulcsfontossagl szerepet toltenek be szamos
sejtfunkcié medialdsdban. A Kv ioncsatornak négy alegységbdl allnak, az egyes alegységek
pedig hat transzmembran helikalis szegmentumbdl (S1-S6) epilnek fel. Az alegységeken beliil
a hélixeket intra- és extracellularis aminosavhurkok, mig az egyes alegyséegeket nem-kovalens
kdlcsonhatasok tartjak dssze. Az S1-S4 hélixek épitik fel a csatorna fesziiltsegszenzor doménjét
(VSD), mig az S5-S6-0s hélixek formaljak a pérusdomént (PD). A két domén kozotti
strukturalis kapcsolatot egyes csatornaknal az S4-S5 linker, mig masoknal a transzmembran
hélixek kdzotti intramolekularis kdlcsénhatasok biztositjak. A membranpotencial érzékeléseert
a VSD, a kaliumionok (K*) aramlasanak koordinalasaért a PD-ben talalhat6 aktivacios és C-
tipusu inaktivacios kapuk és a szelektivitasi sziird felelések. Az aktivacios kapu a porus
intracellularis, mig a C-tipusu inaktivacids kapu a porus extracelluléris bejaratanal helyezkedik
el. A csatorna kapuzésa a fesziiltsegszenzor, az aktivacios és inaktivacios kapuk dsszehangolt
mitkddése soran valosul meg. Depolarizacié hatdsara a zart allapotban levé (C) csatorna
aktivacids kapuja kinyit, igy funkcionalisan vezetd allapotba (O) kertil, majd ha a depolarizacid
tovabbra is fenndll, az inaktivacios kapu bezarddik, kialakitva a mar nem vezetd inaktivalt
allapotot. A kapuzasi semaban szerkezeti allapotként ezt Ol kapuzasi allapotnak nevezziik, ami
arra utal, hogy az aktivaciés kapu még nyitva van, mig az inaktivacidés kapu zart. A
depolarizacid megsziinésével az aktivacidos kapu bezarddik, az inaktivalt csatorna kapuzasi
sémaban feltlintetett szerkezeti allapota pedig a Cl, ami arra utal, hogy mind az aktivacios kapu,
mind pedig az inaktivacios kapu zart allapotban vannak. Amennyiben megfelel6 ideig kelléen
negativ membranpotencialon tartjuk a csatornakat, akkor az inaktivaciés kapu kinyilik, igy az
inaktivaciobol valo visszaterés folyamata révén a csatorna visszakerll a kiindulasi zért
allapotba (C).

Az ioncsatornak kapuzasa igen Osszetett folyamat, tobb ponton befolyasolhatd
kiilonb6z6é ioncsatornan kiviili, illetve azon beliili (intrinsic) kolcsonhatasok altal. Az

ioncsatornan kiviili tényezok kozott kiemelendd a sejtmembranban talalhatd koleszterin, ami



az egyik f6 meghatarozoja a membran biofizikai tulajdonsdgainak, vertikalis és lateralis
heterogenitdsanak, amely tényezOk egyiittesen jelentésen hozzdjarulnak a kiillonbozo
funkciondlis membrandomeének kialakulasadhoz. Mivel a transzmembran fehérjék, igy az
ioncsatornak és a koleszterin kozdtti interakciok, vagy azok valtozéasai szamos fizioldgias és
patologias folyamatban jelent6s tényezOként szerepelnek, a koleszterin és az ioncsatornak
kdzotti kolcsdnhatdsok vizsgalataval szamos tanulmany foglalkozott. Az utobbi években
elterjedt 0j technikak (példaul a krio-elektronmikroszkdpia (krio-EM), vagy a szuperrezoluciés
mikroszkdpia), valamint a molekularis dinamikai (MD) szimulacio terén bekovetkez6 jelentds
fejlodés egy teljesen Gj perspektivat nyitott a protein-koleszterin interakciok vizsgalataban, ami
a téma irant ujra felkeltette az érdeklddést. A kordbbi tanulmanyok két tipusu interakciot
kulonboztettek meg a koleszterin és kilonb6z6 transzmembran fehérjék, igy az ioncsatornak
kozott: egy direkt, ligandszerii kolesonhatést, ahol a koleszterin kiillonbozé kotéhelyekhez
koétédve modositja az ioncsatornak miikodését, illetve indirekt kdlcsonhatast, ahol a koleszterin
a membran biofizikai tulajdonsagainak (membranfluiditas, - rigiditas, - vastagsag, lateralis
nyomas, lipid rendezettseg, dipolpotencial) modositasan, vagy a lipidtutajokon keresztil fejti
ki hatasat. Az ioncsatorndk, azon belill is a fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak megfeleld
modellfehérjék a transzmembran fehérje-koleszterin kdlcsdnhatasok vizsgalatdhoz, ugyanis a
kapuzas soran mind a feszultségszenzor, mind pedig a porust alkotd hélixek mozgasa és
konformaciovaltozasa a kérnyez6 lipidmembranban, igy azzal kdlcsonhatasban valosul meg, a
membran koleszterin pedig kozvetleniil is képes a foszfolipid kettdsréteg tulajdonsagait
modositani. Az ioncsatornak esetén a koleszterin hatdsainak funkcionalis feltérképezése
relative egyszerli, mivel az ionaramok mérésével szamos olyan paraméter meghatarozhato
(példaul egyensulyi aktivacid6 ¢és inaktivacid, nyitdsi valdszinliség, egyedi csatorna
konduktancia, aram aktivacios és inaktivacios kinetikak), amelyek jol leirjak a koleszterin altal
okozott médositasok funkcionalis kdvetkezményeit. A témaban megjelent korai tanulmanyok
a kozvetlen elektrofizioldgiai hatdsok leirdsara szoritkoztak, majd a lehetséges
hatdsmechanizmusok vizsgélata soran eldszor az indirekt, membranbiofizikai és lipidtutajokon
keresztiili hatdsmodokat valosziniisitették. A képalkoto és kiillonb6z6 szamitogépes modellezési
technikak elterjedésével ez az iranyvonal atalakult és elétérbe kertiilt a direkt kolcsonhatasok
fontossaganak hangsulyozasa. Fuggetlendl a direkt vagy indirekt hatdsmechanizmustol nem
ismert az, hogy az ioncsatorna muikodésében kialakulé funkcionalis valtozasok melyik
doménen (VSD, PD vagy a két domén kozti csatolési apparatuson) keresztill kdvetkeznek be.
Az ioncsatornak kapuzasat befolydsold belsd, az ioncsatorna fehérjén beliili intrinsic

koélcsonhatasok kozil a figyelem kozéppontjaba kerilt az ioncsatorndk egyes kapui kdzotti
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kommunikacio. Ezek koziil is kiemelendé volt annak megismerése, hogy a C-tipusu
inaktivacids kapuzast meghatarozza az aktivacios kapu helyzete. Az aktivacios és a C-tipusu
inaktivacios kapuk kétirdnyban csatoltak: az aktivacios kapu nyitasa eldsegiti az inaktivacios
kapu zarodasat és gatolja annak nyitasat, tehat elésegiti a C-tipusu inaktivacio kialakulasat.
Ugyanakkor a C-tipusu inaktivacios kapu zart allapota felgyorsitja az aktivacios kapu nyitasat
¢s lassitja annak zarddasat. A csatoldsra és az egyes kapuzasi atmenetek valdszinliségére
vonatkozo ismereteink féleg pozitiv membranpotencidlok alkalmazasa mellett kapott adatokbol
szarmaztak, mivel ilyen membranpotencialok mellett van jelen akkora hajtéeré és nyitasi
valoszinliség, amelyek viszonylag konnyen mérhetd ionaramokat biztositanak. A kapuzasi
atmenetek pontos mechanizmusa negativ. membranpotencial mellett, ahol az ionaram
hianyaban szerkezet-funkci6 alapu megkozelitéssel kell adatot gyijteni, nem ismert.

A Disszertacio kozéppontjaban a fentiekbdl kovetkezden két kérdéskor allt. Egyrészt
vizsgéltuk, hogy a fesziltsegkapuzott ké&liumcsatornak esetén melyik funkcionalis domén
érintett elsddlegesen a koleszterin altal 1étrehozott elektrofizioldgiai hatasok kdzvetitésében a
porus felé. A koleszterin elsdsorban a fesziiltségszenzor domén mitkddését befolyasolja, amely
masodlagosan tevddik at a csatolasi apparatuson keresztiil a porusra? Vagy ezzel ellentétben a
poérus elsodlegesen érintett és igy a fesziltségszenzor milkodését nem befolyédsolja a
koleszterin? A kiserletekkel 0j oldalrdl vizsgalhatjuk a koleszterin-Kv ioncsatornak kozotti
interakcidkat és kozelebb kerulhetiink a koleszterin hatasmechanizmusanak megeértéséhez, ami
szdmos, a membrén koleszterintartalmanak megvaltozasaval jar6 betegség molekularis
alapjainak a megértését segitheti el6. A masik kérdéskor az volt, hogy a kapuzés soran hogyan
befolyasolja az aktivacids kapu aktualis allapota a C-tipusu inaktivacios kapu mozgasat, annak
zarodasat, illetve nyitasat, negativ membranpotenciadlok mellett. Létrejohet-e az inaktivacio
kozvetleniil a zart allapotbol (C—CI atmenet), az aktivaciés kapu kinyildsa nélkiil? Sziikséges-
e az aktivacids kapu bezarddasa negativ membrénpotencialon ahhoz, hogy a csatorna az
inaktivalt allapotabdl visszatérjen a zart allapotba? Mindkét esetben az inaktivacios kapu
mozgéasa az aktivacids kapu rogzitett (zart ill. nyitott) allapota mellett valésulna meg, a két kapu
kdzotti szoros allosztérikus csatolas ellenére. A negativ membranpotencialok melletti kapuzasi
atmenetek tanulmanyozasanak az ad élettani jelentdséget, hogy a CI allapot betoltottsége, azaz
a CI allapot kialakulasa és az inaktivaciobol torténd visszatérés jelentOsen meghatarozza a
potencidlisan aktivalhatd csatorndk szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének egyik meghatarozo
tényezdje.

A fent emlitett mindkét kérdéskor vizsgalatara olyan Gjszerti €s érzékeny modszereket

alkalmaztunk, amelyek révén olyan, eddig nem ismert eredményekre tehetiink szert, ami Uj
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megvilagitasba helyezi az ioncsatorndk kapuzasanak finomhangolasaval kapcsolatos jelenlegi
tudasunkat. Azt, hogy a Kv ioncsatornak eseteben melyik funkcionalis domént (VSD, PD, vagy
a két domén kozti csatoldsi apparatus) befolyasolja els6dlegesen a membranban levd
koleszterin, kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) technikéval vizsgéltuk. Ez a
technika lehetévé teszi, hogy a fesziiltségszenzor extracellularis részére pontmutacioval bevitt
ciszteint szelektiven megjel6ljik egy cisztein specifikus fluoreszcens festékkel, igy a kapuzas
soran a VSD mozgésa végig nyomonkdvethetdvé valik, mig a porus aktudlis allapotarol az
egyidejii iondrammérések segitségével kapunk informdaciot. Ahogy az a késébbiek soran
lathatd, mind az ionaramok, mind pedig a fluoreszcencias jelek nagysaga, valamint azok
mindsége (jo jel-hattér és jel-zaj aranyok), lehetové tették szamunkra, hogy érzékeny és pontos
betekintést nyerjiink a koleszterin ioncsatornan beliili elsddleges, eddig ismeretlen
tamadaspontjat illetéen. A C-tipust inaktivacioval kapcsolatos kisérletek soran az altalunk
alkalmazott, a Kkisérletek céljaihoz tervezetten alakitott, tObbszér6sen mutans Shaker
ioncsatorndk lehetévé tették a zart allapotbol bekdvetkezd C-tipusu inaktivacid (C—ClI),
valamint a nyitott aktivacios kapu melletti inaktivaciobol torténd visszatérés (OI—O)
lehetdségének szelektiv tanulmanyozasit. A C—CI atmenet meglétét olyan kisérletes
korulmények kozott vizsgéltuk, ahol az aktivaciés kapu nyitasdt a negativ
membranpotenciadlokon tapasztalhat6 kis hajtoerd €s az alacsony nyitasi valdszintiség ellenére
is érzékenyen tudtuk nyomonkdvetni az atalunk alkalmazott gyorsperfizids rendszer, illetve
allapotfiiggd cisztein specifikus modositasi esszé segitségével. Az OI—O atmenet vizsgélatanal
az aktivacios kapu nyitott allapotban torténé rogzitésének alapja egy Cd?*-hid kialakulsa volt
a mutacioval bevitt cisztein, illetve egy nativ hisztidin aminosav kozo6tt. Mindkeét
kisérletsorozatban az altalunk beépitett cisztein és a gyorsperflizioval alkalmazott Cd?* kozott
létrejovo kémiai kolcsonhatas biztositotta a kisérletek specifikussagat. A Cd?*-ot tartalmazd
oldatok gyorsperfizios rendszerrel torténd preciz alkalmazasa biztositotta, hogy a Cd?*-ot

szelektiven, csak a csatorna altalunk kivalasztott kapuzasi allapotaiban alkalmaztuk.



I1. Célkituzések

Annak ellenére, hogy a Kv ioncsatornak kapuzasanak strukturalis alapjai, fobb 1épesei és a
kapuzast befolyasold tényezdk alapvetden ismertek, a kapuzas finomhangolasat biztosito tobb
tényez6 ezidaig feltaratlan maradt a megfeleléen modszerek hidnyaban. Munkdnk sordn ezért
a Kv csatornak aktivacios és C-tipust inaktivacios kapuzasanak eddig feltaratlan részleteit

vizsgaltuk meg két f6 kérdés mentén:

1. A Kv csatorndk melyik doménje a membrénban taldlhaté szterolok elsddleges
célpontja? A membranban talalhatd szterolok hatasukat a VSD-n keresztiil fejtik-e ki,
amelyek a késdbbiekben attevddnek a csatoldsi apparatusra, majd a PD régidira, vagy

pedig elsédlegesen, kdzvetleniil ez utdébbiak valamelyikének miikodését befolyasoljak?

2. Az aktivacios kapu allapota meghatarozza-e az egyensulyi inaktivacio kialakulasat és
az inaktivaciobol torténd visszatérést? A csatorna kapuzasi allapotait is feltiintetve két
alapvet6 kérdést vizsgaltunk: a zart allapotu csatorna képes-e kdzvetlenil inaktivalodni
negativ membranpotencialok esetén, tehat lehetséges-¢ a C—CI atmenet, vagy a CI
allapot az OI—CI utvonalon toltddik be negativ membranpotencidlok mellett is?
Masrészt a nyitott-inaktivalddott csatornék (Ol) a Cl &llapoton keresztil térnek-e vissza
az inaktivaciobol, azaz, sziikséges-e az aktivacids kapunak bezéarédni ahhoz, hogy az
inaktivaciobol torténd visszatérés bekovetkezzen, vagy elképzelheté az OI—O utvonal

a folyamat soran, negativ membranpotencial jelenléte mellett?

Az 1. célkitiizési pontban megfogalmazott, a membran szterolok Kv ioncsatornakon bel(li
tdmadaspontjara vonatkozd problémara az eddigi kisérletek nem adtak valaszt, ugyanis a
hagyomanyos patch-clamp mérésekkel csak az ionaramok mérheték, a VSD kapuzas soran
bekovetkezd mozgéasarol kozvetleniill nem kapunk informaciot. Ezéltal az egyszeri
iondrammérések alapjan a szterolok ioncsatornan beliili elsédleges célpontjat nem tudjuk
meghatarozni. A kérdés megvalaszolasahoz a dolgozatban bemutatott kisérletek sorédn a
kételektrddas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF) modszert alkalmaztuk, amely segitségével
egyrészt a hagyomanyos patch-clamp mérésekhez hasonléan képesek vagyunk az ionaramok
mérésére, €s ezaltal szamos, a csatornat vagy annak kapuzésat jellemzd biofizikai paraméter

meghatarozasara (pl. egyensulyi aktivacié és inaktivacio fesziltségfliggése, nyitasi



valoszinliség, egyedi csatorna konduktancia, aram aktivacios ¢€s inaktivacids kinetikak).
Ezentl a TEVCEF lehetdséget ad, hogy az ionaramok mérésével egyidében a VSD mozgasat
leir6 paramétereket is meghatarozzuk (Fnorm-V gorbe és fluoreszcencias jel aktivacios
kinetikaja). Ehhez a VSD S3-S4 linkerébe pontmutécidval bevitt ciszteint egy ciszteinre
specifikus fluoreszcens festékkel jel6ljik meg. Az aktivacios kapuzas soran a VSD-ben
talalhatd S4-es hélix a membran sikjabol kifelé mozdul el, ami révén megvaltozik a festék
kvantumhatésfoka. A fluoreszcens jel intenzitasvaltozasa ezaltal jol tikrozi a VSD mozgésat.
A Kisérleteket afrikai karmosbéka petesejtjeiben expresszalt A309C Kv1.3 és L322C Kv10.1
human ioncsatorndkon végeztik. Az oocita expresszios rendszer biztositotta szamunkra a
TEVCF mérésekhez sziikséges nagy csatornaexpressziot. A szterol moduléacié ioncsatornan
beliili célpontjanak és a hatdsok csatorna specificitdsdinak meghatarozasahoz a kiilonb6zd
kapuzasi mechanizmussal rendelkez6é Kv1.3 és Kv10.1 csatornédk esetén hasonlitottuk 6ssze a
VSD aktivaciot és porusnyitast leird fesziiltségfliggd egyensulyi és kinetikai paramétereket
kontroll sejtekben, valamint szterolokkal torténd kezelések utdn. A szterol hatasok
specificitdsanak vizsgalatahoz a koleszterin altal kivaltott valtozasokat 6sszehasonlitottuk a 7-
dehidrokoleszterin (7DHC) kezelés esetén megfigyeltekkel. Utdbbi vegyiiletet a koleszterinhez
képest megfigyelhet6 kismértékii szerkezetbeli eltérése és a Smith-Lemli-Opitz-szindroméaban
leirt patofizioldgiai jelentésége miatt valasztottuk. A kisérletekkel kozelebb kertilhetiink a
koleszterin hatdsmechanizmusanak megértéséhez, ami szdmos olyan betegség molekularis
alapjainak a megértését segithetné¢ eld, amelyek a sejtmembran koleszterintartalmanak
megvaltozasaval jarnak egyutt (pl. hiperkoleszterinémia, SLO-szindréma, Niemann-Pick
betegseg, Gaucher-kor).

A 2. célkitlizési pontban megfogalmazott kérdések kozéppontjaban az all, hogy milyen szerepet
tolt be az aktivacids kapu az egyensulyi inaktivacid és az inaktivaciobol torténd visszatérés
soran. Mindket folyamat negativ membranpotencialok mellett zajlik le. Az ezekben
potencidlisan részt vevd kapuzasi atmenetek (C—CI ill. O—OI—CI—C) negativ potencialok
melletti vizsgalatat tobb tényez6 is hatraltatja. Az egyik, hogy ilyen membranpotencialok
mellett a csatornak nyitési valosziniisége kicsi, aminek eredményeképpen a 1étrejovo aramok
kis amplitddoval rendelkeznek. Emellett a K* szamara a hajtoerd is kicsi, amely szintén a kis
aramok kialakulasat segiti el6, ezaltal az aktivacios kapu allapotanak &rammérések segitségével
torténd meghatarozasa soran a mérések hibdja nagyon nagy. Ezeken felill az atmenetek egy
része nemvezetd allapotok kozott torténik, igy a kapuk allapota arammérések alapjan nem

feltérképezhetd. Ezekre a problémakra ad megoldast szamunkra az allapotfiiggd cisztein



modifikacios modszer, aminek segitségevel az aktivaciés kapu mozgasai pontosan
nyomonkovethetévé és adott allapotban rogzithetdvé vélnak negativ membranpotencidlok
mellett is. Az aktivacios kapu &llapotat az egyensulyi inaktivéacio kialakuldsa soran HEK-293
human embriondlis vesesejtekben kifejezett T449A/V474C Shaker-IR csatorndban vizsgaltuk,
inside-out patch konfiguracioban, allapotfiiggd cisztein modifikacidos esszé segitségével,
gyorsperfzios rendszert alkalmazva. A 474-es pozicioban levo cisztein csak nyitott aktivacios
kapu mellett hozzaférhet6 az intracellularisan alkalmazott Cd?* szamdra, ami bekotddve gatolja
a pozitiv tesztpotencialokon jol mérhetd ionaramot. Emiatt az aktivacios kapu negativ
membranpotencidlon bekdvetkezd nyitdsa is tetten érhetd. A nyitott allapotban rogzitett
aktivacios kapu mellett bekovetkezd inaktivaciobol vald visszatérés lehetdségét (vagyis
alternativaként a direkt OI—O atmenet lehetdségét) negativ membranpotencidlok esetén
T449A/V476C Shaker-IR csatornakban vizsgaltuk. A Cd?* keresztkotést hoz létre az egyik
alegységen levo cisztein, valamint a szomszédos alegységen levo nativ hisztidin kozott, igy az
aktivacios kapu mindvégig nyitott allapotban rogzithetd az inaktivaciobodl torténd visszatérés
lehetdségének vizsgalata sordn. A Cd?* és a ciszteinek kozott létrejovd kolcsdnhatas
specifikussaga, valamint a Cd?*-ot tartalmazé oldatok allapotfiiggd és preciz alkalmazasa a
gyorsperfizios rendszer segitségével az altalunk megtervezett pulzusprotokollok mellett
biztositottak szamunkra, hogy a patch-clamp technika segitségevel a fent részletezett kapuzasi
atmeneteket negativ. membranpotencialok mellett is tanulmanyozni tudjuk. A negativ
membranpotencialok melletti kapuzési dtmenetek vizsgalatanak az ad relevanciat, hogy mind
az egyensulyi inaktivaci6, mind pedig az inaktivaciobol torténd visszatérés jelentdsen
meghatarozza a potencialisan aktivalhatd csatorndk szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének

egyik meghatdrozo tényezdje.



I11. Anyagok és mddszerek
3.1 Molekularis biologia

Az S3-S4 linkerben cisztein mutéciokat tartalmazé human Kv1.3 (KCNAS3, Uniprot
B2RA23) csatornakat pontmutacio segitségével allitottuk el a vad tipusu csatornat tartalmazé
pBSTA vektorban (QuikChange; Agilent, Santa Clara, CA). A pontmutacio sikerességét
szekvenalassal igazoltuk. A pPSGEM vektorban talalhat6 human Kv10.1 (KCNH1, Isoform 1,
Uniprot 095259-2) L322C muténs csatorna L. A. Pardotol szarmazik (Max Planck Institute,
Gottingen, Németorszag). A plazmidokat Hindlll (Kv1.3) vagy Nhel (Kv10.1) enzimmel
linearizaltuk, majd atirtuk mRNS-sé Invitrogen MMESSAGE mMACHINE T7 Transcription
Kit (ThermoFisher, Waltham, MA) segitségével.

A mikroszkdpos méréseknél hasznalt huméan Kv1.3rLac ioncsatornat kddold plazmidot
Dr. Hajdu Péter (Debreceni Egyetem, Magyarorszag) allitotta eld, mig a Kv10.1lrLac
ioncsatornat kodolo pCMV6 plazmidot az OriGene-t6l vasaroltuk (referencia szam:
RC215104). A GFP-GPI plazmid Jennifer Lippincott-Schwartz (NIH, Bethesda, MD) ajandéka
volt. A Kv1.3rLac €s Kv10.1riac csatorndk a FLAG epitop beépitésen kivil méas mutéciot nem
tartalmaztak.

A Disszertacioban bemutatott, a C-tipust inaktivacio termeészetére vonatkozo kiseérletek
alapjaul szolgalo Shaker-IR konstruktban (a Shaker-IR ioncsatorna GW1-CMV plazmidban R.
Horn ajandéka, Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA) a 6-46 aminosavak hianya
miatt nincs N-tipusu inaktivacio, a C301S és C308S pontmutaciok pedig kivédték a Cd?* és az
endogen ciszteinek kozotti kdlcsonhatas zavaro hatasat. A konstruktban a Shaker B sz&mozas
szerinti 449-es (T449A) és 474-es (V474C) vagy 476-0s (V476C) pozicidban létrehozott
aminosavcseréket QuikChange célzott mutagenezis Kittel (Stratagene, San Diego, CA)

allitottuk eld, végiil szekvenalassal ellendriztiik a mutaciok sikerességét.

3.2 Expresszios rendszerek, transzfekcio és mRNS injektalas

A kételektrodas voltage-clamp fluorimetrids (TEVCF) kisérletekhez a Xenopus laevis
afrikai karmosbéka oocitakat az EcoCyte Bioscience-t6l (Dortmund, Németorszag) vasaroltuk.
18°C-on inkubaltuk 93 mM NacCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,8 mM CaClz-ot, 1 mM MgClz-ot, 5 mM
HEPES-t és 50 mg/l Gentamycint tartalmazo ND93 oldatban (pH=7,4). A Dolgozatban szerepld
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Osszes oldat elballitasahoz sziikséges anyagot a Sigma-Aldrich-tdl (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) szereztilk be.

A human embrionalis vesesejteket (HEK-293) az American Type Culture Collection-
tdl (ATCC, Manassas, VA) vasaroltuk és a gyarto utasitdsainak megfelelden tenyésztettiik. Az
EGFP plazmid és a mutans Shaker konstruktok 1 pg : 10 pg aranya ko-transzfekciéjahoz
kalcium-foszfat alapd transzfekcids kitet (Invitrogen, Carlsbad, CA) hasznaltunk. A
transzfektalt sejteket 35 mm atmérdjii polisztirénbdl késziilt Corning tenyésztdé edényekbe
helyeztik, amelyet a sejtek inside-out patch-ek létrehozasahoz sziikséges jobb adhézidja
érdekében poli-L-ornitinnel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) el6kezeltiink. A transzfekcio utan
a sejtekben a csatornakat 12-36 draig expresszaltattuk. Az EGFP pozitiv transzfektalt sejteket
Nikon TE2000U fluoreszcencias mikroszképpal (Nikon, Tokio, Japan) azonositottuk 455-495
nm-es ateresztésii gerjesztési €s 515-555 nm kozott ateresztd emisszids savsziir6k
alkalmazasaval. Altalanossagban az EGFP pozitiv sejtek tobb, mint 60%-a fejezte ki a ko-
transzfektalt Shaker-IR csatornakat.

A mikroszkopos merésekhez a 8-lyuku fedélemez alji kamrakban novesztett HEK-293
sejteket 0,25 pg DNA/lyuk koncentracioban alkalmazott Kvl.3rLac, Kv10.1rLaG, vagy GPI-
horgonnyal ellatott zold fluoreszcens protein (GFP-GPI) fehérjét kddolé plazmiddal
transzfektaltuk Lipofectamine2000 (ThermoFisher) reagenssel, 2:1 (ul/ug) lipid:DNS arany

hasznalataval. A csatornékat transzfekcid utan 12-36 éraig expresszaltattuk.

3.3 A sejtmembran szterol tartalmanak modositasa

A sejtmembran szterol tartalmanak mddositasa koleszterin (Sigma-Aldrich), 25-[N-[(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)metilJamino]-27-norkoleszterin ~ (NBD-koleszterin,  Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL) vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC) (Sigma-Aldrich) vegyuletek
metil-béta-ciklodextrinnel (MBCD) képzett komplexei (CycloLab Cyclodextrin R&D
Laboratory, Budapest, Magyarorszag) segitségevel tortént. A szterol-MBCD komplexek
toltéshez hasznalt koncentraciéit ugy hataroztuk meg, hogy azok 195 pM szterolt
tartalmazzanak. Az elektrofiziologiai vagy mikroszkopos kisérletek elétt 60 percen keresztiil
kezeltlik mind az oocitdkat, mind a HEK-293 sejteket a komplexekkel szobahémérsékleten.
Elektrofizioldgiai mérésekhez a szterol-MBCD komplexeket ND93-ban, mig mikroszkopiahoz
150 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,5 mM CaClz-ot, 1 mM MgClz-ot és 10 mM HEPES-t
tartalmaz6 7,36-7,38 kozotti pH-ju oldatban oldottuk fel. Mindkét esetben inkub&cié utan az

oocitékat, illetve HEK-293 sejteket alaposan mostuk a komplexekt6l mentes oldatokkal.
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3.4 Elektrofiziologia
3.4.1 Kételektrddas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF)

Kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) mérésekhez az oocitékat jégen 30
percen  keresztil jeloltuk 10 pM  2-((5(6)-tetrametilrhodamin)karboxilamino)etil
metéantioszulfonatot (TAMRA-MTS, Toronto Research Chemicals, Toronto, ON, Kanada)
tartalmazo depolarizalé oldatban (110 mM KCI, 1,5 mM MgClz, 0,8 mM CaClz, 0,2 mM
EDTA, 10 mM HEPES, pH 7,1). Jel6lés utan az oocitakat alaposan mostuk ND93 oldattal, majd
sOtétben és jégen tartottuk a mérések megkezdéséig. A mérésekhez ND93-at hasznaltunk
extracellularis oldatként, mig az intracellularis oldat 3 M KCl oldat volt. A mérésekhez hasznalt
pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat uvegkapillarisokbdl (Harvard Apparatus Kent, Egyesult
Kiralysag) huztuk és ellenallasuk 2-3 MQ volt.

A TEVCF soran az oocita membrénpotencial bedllitasat és az iondramok merését
Oocyte Clamp OC-725C er6sitével (Warner Instruments, Hamden, CT) végeztik. A
fluoreszcens jel intenzitasat Nikon Eclipse FNI mikroszkép (Nikon, Tokid, Japan), 40x, 0,8-
NA CFI Plan Fluor Nikon viz immerzios objektiv és fotodidda (PIN-040A; United Detector
Technology, OSI Optoelectronics, Hawthorne, CA) segitségével mértik. A TAMRA-MTS
jelének detektalasahoz 545/25 gerjesztési szlrdt, S65LP dikroikous tiikrot és 605/70 emisszids
szlir6t hasznaltunk. A fotodioda jelét Axopatch 200A erdsitovel amplifikaltuk, és az
ionaramokkal egyutt az adatokat pClamp10 programcsomag (Molecular Devices, San Jose,
CA) éaltal vezérelt Axon Digidata 1550 (Molecular Devices) illesztéegységgel digitalizaltuk. A
megvilagitashoz M530L2-C1 z6ld (530 nm-es) LED-et (ThorLabs, Newton, NJ) hasznéltunk.
A TEVCF mérések soran az ionaramok és fluoreszcens jelek mérése esetén a mintavételezés 5
kHz frekvencidval tortént. Az abrakon a fluoreszcencia gorbék egyedi mérések soran nyert
Gauss-szlirdvel filterezett atlagolds nélkiili adatokat mutatnak. Az online szlir6zés a
mintavételezési frekvencia felénél kisebb frekvenciaértékkel tortént, jellemzéen a
mintavételezés: szlir6zEs aranya 2:1 volt. A fluoreszcens jelek analizise soran tovabbi offline

szir6zést alkalmaztunk.

3.4.2 Patch-clamp mérések outside-out konfiguracioban

Az egyedi csatorna paramétereket mechanikusan devitellinizalt oocitak outside-out
konfiguracioban torténd patch-clamp meréseivel hatdroztuk meg. A 7,36-7,38 kozotti pH
értékre beallitott standard intracellularis oldat 105 mM KF-ot, 35 mM KClI-ot, 10 mM EGTA-
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t es 10 mM HEPES-t tartalmazott. A 7,36-7,38 kozotti pH ertékre beallitott standard
extracellularis oldat 150 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,5 mM CaClz-ot, 1 mM MgCl2-ot és 10
mM HEPES-t tartalmazott. A mérésekhez hasznalt pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikéat
uvegkapillarisokbdl (Harvard Apparatus, Kent, Egyesilt Kiralysag) huztuk és ellenallasuk 8-9
MQ volt. A mérések soran Axopatch 200B és Multiclamp 700B erdsitoket hasznaltunk és az
adatokat Axon Digidata 1550 segitségével digitalizaltuk.

3.4.3 Patch-clamp mérések inside-out konfiguracioban

Az adatgytijtéshez Axopatch 200B erdsitét (Molecular Devices) hasznéltunk, az adatok
digitalizdladsa Axon Digidata 1550 (Molecular Devices) illesztéegységgel tortént. A mérés
soran a mintavételezés frekvencidja a szlir6k sarokfrekvenciajanak legalabb kétszerese volt. A
mérésekhez hasznalt pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat Uvegkapillarisokbdl (Harvard
Apparatus) huztuk és ellenallasuk 8-9 MQ volt. A mérések soran csak azon patch-ek adatait
vettik figyelembe, amelyek esetén az aspecifikus szivargd aram nagysaga a cslcsaram
kevesebb, mint 5%-a volt. A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (20-24°C)
vegeztik.

Az inside-out méréseknél hasznélt intracellularis oldat 105 mM KF-ot, 35 mM KCl-ot,
10 mM EGTA-t és 10 mM HEPES-t tartalmazott. Az oldat pH-jat KOH-dal titraltuk 7,36-7,38-
as értékre, igy végll az Osszesitett K™ koncentracié 160-165 mM-nak, az ozmolaritas
pedig 285-295 mOsm/L-nek adddott. A perfizids rendszer kinetikajanak karakterizalasa soran
hasznalt belsé oldat hasonld Osszetételli volt, annyi kiillénbséggel, hogy az 50 mM K*-ot
tartalmazott és a megfeleld kaliumsokat 100 mM NaF-dal helyettesitettiik. A Cd?* modifikacios
kisérletekhez az intracelluléaris oldat a standard K*-bazisu oldathoz hasonlé volt, azzal a
modositassal, hogy 125 mM KF, 35 mM KCI és 10 mM HEPES mellett EGTA-t nem
tartalmazott. A standard extracellularis (az inside-out konfiguracié miatt a pipettaban levo)
oldat 150 mM NaCl-ot, 2 mM KCl-ot, 1,5 mM CaClz-ot, 1 mM MgCl2-ot és 10 mM HEPES-t
tartalmazott, ozmolaritasa 290 mOsm/L, pH-ja 7,36-7,38 volt.

A mérések soran a gyors oldatcseréhez egy harom kimenetellel rendelkezé perfiizids
fejjel ellatott Warner Instruments SF-77A Perfusion Fast-Step perfizios rendszert hasznaltunk.
A mikroperfuzié kimenetein folyamatos volt a folyadékok aramlasa, a preciziés motor az
adatgyijtéssel szinkronizalva pozicionalta a megfelelé kimenetet az inside-out patch
intracelluléris felszinével szemben. Az inside-out patch-eket 0,5 ml/perc aramlési sebességgel

perfundaltuk a megfeleld intracellularis oldatokkal. Az oldatcsere sebességének
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meghatarozasahoz hasznalt tesztprotokoll elvet és modjat mar korabban leirtdk. Az oldatcsere

teljes mértékben végbement 30 ms alatt.

3.5 Konfokalis l1ézer pasztazé és stimulalt emisszio deplécid (STED) mikroszkopia

A mikroszkopos analizis soran a HEK-293 sejteken kétfele modszerrel jel6ltik a
lipidtutajokat a korabban leirtak szerint. Egyrészt a GM1-gangliozidban gazdag membran
mikrodoméneket 8 pg/ml AlexaFluor647 fluoroforral konjugalt koleratoxin B alegységgel
(CTX-B) (ThermoFisher) jeloltik 20 percig jégen, hogy a CTX-B internalizaciojat elkertljuk.
Masrészt a GFP-GPI-t tartalmazd lipidtutajok jeloléséhez a sejteket GFP-GPI-t kddolo
plazmiddal transzfektaltuk.

Az ioncsatornak jeloléséhez Kv1.3rLac vagy Kv10.1rLac fehérjéket expresszald sejteket
inkubaltunk 2 pg/ml anti-FLAG M2-Cy3 antitest (Sigma-Aldrich) jelenlétében 30 percig jégen.
Mivel Kv10.1 esetén a FLAG epitop a fehérje intracellularis részén helyezkedik el, a sejteket
elébb 3,7%-0s formaldehidben fixaltuk, majd a jelélés 0,1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at
tartalmaz6 PBS-ben tortént.

A szterolokkal kezelt vagy kontroll mintak jelolése utan a sejtek fedélemezhez tapado
lapos membranrégidirdl készitettiink felvételeket LSM880 konfokalis lézer pasztazo
mikroszkop (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) segitségével. Az NBD, GFP, Cy3 és
AlexaFluor647 fluoroférokat rendre 458 nm-en, 488 nm-en, 543 nm-en és 633 nm-en
gerjesztettiik és az emittalt fluoreszcencia intenzitasokat rendre a 482-696 nm, 493-598 nm,
548-629 nm, és 638-756 nm hulldmhossz-tartomanyokban detektaltuk.

Stimulalt emisszio deplécio (STED) mikroszkdpos meréseink sordn Kv1.3rLac fehérjét
kifejez6 sejteket 2 pg/ml anti-FLAG M2 antitesttel jeldltunk (Sigma-Aldrich) 30 percig
szobah6n, amelyet 8 pg/ml AlexaFluor594-CTX-B (ThermoFisher) és StarRed-GAMIG
(Abberior, Gottingen, Németorszag) jelenlétében jégen torténd 30 perces inkubacio kdvetett.
STED modullal (Abberior) ellatott Olympus BX53 mikroszkdppal felvételeket készitettlink a
sejtmembran fedélemezhez tapadd lapos régioirdl Olympus 100x/1.4 objektiv segitségével 594
és 640 nm-es gerjesztést és 775 nm-es STED nyaldbot alkalmazva. Az AlexaFluor594 és

StarRed esetén a detektalas rendre a 608-627 nm es 650-700 nm tartomanyokban tortént.

3.6 Adatok elemzése

3.6.1 Kételektrddas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) mérések elemzése
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Az elektrofiziologiai méresek soran nyert adatok elemzését minden esteben Clampfit
(v10; Molecular Devices), SigmaPlot (v10; Systat Software, San Jose, CA) és Excel (Microsoft,
Redmond, WA) programokkal végeztik.

A TEVCF mérések soran az iondramok és fluoreszcens jelek mérése esetén a
mintavételezés 5 kHz frekvenciaval tortént. A fluoreszcens jelek nagysagat a AF/F szazalékos
aranyaban fejeztiik ki, ahol AF a jel amplitiddjanak valtozasat, mig F a tartofesziiltségen az
alap fluoreszcencia szintjét jeloli. A fotoelhalvanyitds okozta hatasok korrekcidjahoz a
kiilonb0z6 membranpotenciadlokon nyert fluoreszcencia adatokbdl kivontuk a —100 mV-0s
tesztfesziiltséghez tartoz6 fluoreszcens jelet. A Kvl.3 309C Fnom-V értékeinek
meghatarozasahoz a fluoreszcens jelek egyensulyi komponenseit norméaltuk a maximalis
intenzitasra es a kapott értékeket a tesztpotencial fuggvényében abrazoltuk. Az MTS-TAMRA
fluoroforral jel6lt Kv10.1 322C a Kv1.3 ioncsatornaval ellentétben komplex fluoreszcens jelet
adott, amely felbonthat6 hiperpolarizalt (—180 és —90 mV kdzotti) és depolarizalt (—80 és +60
mV  kozoOtti) membranpotencial mellett mért komponensekre. A hiperpolarizalt
membranpotencialok mellett mért jeleknek két azonos polaritasi komponense volt, igy azokat
a Kv1.3 jeleihez hasonlé médon elemeztiik. Ezzel szemben a depolarizalt membranpotenciél
mellett mért jeleknek két ellentétes polaritdsi komponense volt. A jel abszolut értékének
meghatarozadsdhoz a masodik komponenst ellentétes polaritasal hozzdadtuk az els6
komponenshez.

Az I-V g0rbék meghatarozdsahoz a szivargd arammal korrigalt csicsdramokat a
tesztpotencial fuggvényeben abrazoltuk. A Kv1.3 309C es Kv10.1 322C konduktancia-
fesziltség (G-V) gorbéit jellemz6 Viz és k paramétereinek meghatarozasahoz a feszultség-
aramer6sség (I-V) gorbékhez az
(1- e_(V_Eekv)/zs) 1

(1— eV/25) X 1+ e-(V-V1j2)/k

I =V X Gpax X

egyenletet illesztettik, amely a Goldman-Hodgkin-Katz rektifikaciét kombinélja a
Boltzmann-fiiggvény altal leirt fesziiltségfiiggéssel. Itt V a fesziiltséget, mig I az aramerdsséget
jeloli és a fliggveny szabad paraméterei a maximalis konduktancia (Gmax), az egyensulyi
potencial (Eekv), valamint a Boltzmann-flggvény félaktivacios feszlltsége (Viz) és
meredekségi egyutthatoja (k). A 25-6s szam a Goldman-Hodgkin-Katz egyenletb6l az
egyetemes gazallando és abszolut hémérséklet szorzatanak, illetve az ion toltésének és a
Faraday-alland6 szorzatanak hanyadosanak értéke mV-ban mérve. Ezutan az adott
tesztpotenciéalok esetén a normalt G értékeket minden sejt esetén a
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GV) =1 § o-UVai)/k

fuggvény alapjan szamitottuk, ahol G(V) az adott tesztpotencidlon szamitott
konduktanciat, V az aktualis membranpotencialt, V12 a félaktivacios fesziiltséget, k pedig a
meredekségi egyiitthatot jelolik. A G meghatarozasa az oocitaban torténd mérések esetén azért
tortént masképp, mint a hagyomanyos patch-clamp mérések esetén, mivel az oocitakban
méretilknél fogva nem ismerjiikk adott belsd oldat alkalmazisa mellett az intracelluléris
kaliumkoncentraciot, igy az egyensulyi potencial értékét sem.

Az ionaramok aktivacios idéallandoinak meghatarozasahoz az aramgorbék emelkedd
szakaszara egykomponensii, elséfoku, telitésbe futd exponencidlisan emelkedd fiiggvényt
illesztettlink:

I(t) =1y x (1 — e7t/tact) + C

ahol I(t) az aramamplitido az adott t idépillanatban, lo a maximalis &ramamplitido, Tact
az aktivacios idéallando, C pedig egy konstans, nem 1d6fiiggd aram komponens.

A fluoreszcens jelek esetén a gyors (tr) €s lasst (1s) iddallandok meghatarozasahoz két
komponenst, telitésbe futd, exponencialisan emelkedd fliggvényt alkalmaztunk:

F{O)=Fyx(1—e )+ Fpg x (1—e /%) + C

ahol F(t) a t idépillanatban mért fluoreszcencia intenzitas, For a fluoreszcens jel gyors
komponensének amplitaddja, tr a fluoreszcens jel gyors komponensének id6allanddja, Fos a
fluoreszcens jel lassu komponensének amplitidoja, ts a fluoreszcens jel lassu komponensének
iddallanddja, C pedig a nem id6fliggd fluoreszcencia intenzitas.

Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését jellemz6 gorbék (SSI) meghatarozasahoz
minden feszlltségen kiszamitottuk a nem inaktivalédé csatornak hanyadat 1/1-120 szerint, ahol
| a kiilonboz6 tartofesziiltségekrdl torténd +50 mV-0s depolarizacio altal kivaltott cstcsaram,
mig l-120 @ =120 mV-os tartofesziiltségrél torténd depolarizacid soran kivaltott csucsaram
nagysaga.

A kilonb6z6 egyensulyi paramétereket leird Osszefliggések (Frorm-V, SSI)
kvantifikdlasahoz az adatpontokra Boltzmann-fuggvényt illesztettlink, ami alapjan

meghataroztuk a félaktivacios feszultseg (V12) és a meredekségi egyttthato (k) értékeit:

1
14 e~ V-Vi2)/k

y =
A fuggvényben y a normalt fluoreszcencia intenzitas (Frorm-V esetén) vagy a normalt

aram amplitadé (SSI eseten), V az aktualis membranpotencialt, V12 a félaktivacios feszultséget,

k a meredekségi egyutthatét jeldli.
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A Kv10.1 csatornak Cole-Moore shiftjének vizsgalatdhoz 10 s hosszusagu —160 és —60
mV ko6z6tti tartomanyban valtoztatott tartofesziiltségrél +40 mV-ra depolarizaltuk a sejteket
500 ms-ig. Az ionaramok aktivacids idéallanddinak meghatarozasahoz elséfoku exponencialis
fliggvényt illesztettiink a kiilonb6z6 pulzus el6tti potencidlok alkalmazésa esetén kivaltott
aramok esetén kapott adatokra. Az illesztés soran nem vettiik figyelembe az aramok elsd
szigmoid fazisét.

A TEVCF mérések sordn a szterolokkal torténd toltések altal okozott aramcsdkkenés
meghatarozasahoz a Kv1.3 esetén +40 mV-o0s, Kv10.1 esetén +60 mV-o0s depolarizal pulzusok
altal kivaltott csucsaramok adatait atlagoltuk az adott napon mért kontroll, koleszterinnel,
illetve 7DHC-val kezelt oocitak esetén, majd a szamitott értékeket normaltuk az adott napon
mért kontroll sejtek csucsaramainak atlagara. Ezaltal minden mérési napon szamitottunk egy
normalt aramamplitidét, a bemutatott SEM adatok pedig a normalt amplitudok napi

variabilitdsabol szarmaznak.

3.6.2 Outside-out konfiguracioban torténé patch-clamp mérések elemzése

A nem-egyensulyi zajanalizis soran az oocitdkbdl tépett outside-out konfiguracioju
patch-eket —100 mV-os tartofesziiltségrél +50 mV-ra depolarizaltuk 200 ms hosszUséagu
pulzusokkal egymas utan 200 alkalommal 2 méasodpercenként. Az elemzés soran nem vettiik
figyelembe azokat az aramgorbéket, amelyeknél a mérés végére az aramok nagysaga jelentésen
lecsokkent az atlagos értékhez viszonyitva. Az igy kapott aramgorbe teljes hosszaban
meghataroztuk az egyes id6pillanatokhoz tartozé aram atlagos értékeit (<I>), valamint annak
variancidjat (c1?). A o értékét az <I> fuggvényében abrazoltuk, amely egy parabolat
eredmeényezett az

gt =i<I>—(<I>%/N)

egyenlet alapjan, ahol i az egyedi csatornan atfoly6 aram és N az adott
membrandarabban talalhaté csatornak szdma. Az egyedi csatornakon atfolyé aram nagysagat a
parabola gyokeinél szadmitott elsd derivaltbol hatdroztuk meg, mig az egyedi csatornak
a K™ aram egyensulyi potencidljanak nagysaga. A nyitasi valoszinliséget az <I> maximalis
értekének és a parabola pozitiv gyokének hanyadosaként szamitottuk, ahol iN az <I> elméleti

maximum éertéke, amennyiben Po = 1.

3.6.3 Inside-out konfiguracioban torténé patch-clamp mérések elemzése
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Kiértékelés elott az inside-out aramgdrbéket minden esetben digitalisan szlirdztiik
harompontos boxcar filterrel. Az elemzés el6tt minden, a konduktancia-fesziltség (G-V) és az
SSI gorbék elballitasahoz felhasznalt ionaramot korrigaltunk az ohmikus szivargasi aramra.

A mutans Shaker-IR csatorndk Gnorm-V g0rbéinek meghatérozasahoz az inside-out
patch-eket —120 mV-os tartofesziiltségrol depolarizaltuk —100 és +70 mV kozotti
tesztfeszilltségekre 10 mV-os Iéptékkel 100 ms hosszan 60 s-onként. Az adott tesztpotencialok
(V) esetén a konduktancia értékeket a szivargasi arammal korrigalt csicsaramok (Ipeak) és a K*
egyensulyi potencialja (Eekv) segitsegevel hataroztuk meg a G=lpeak/(V—Eekv) képlet alapjan.
Bar nem-inaktivalodo aramok esetén a G-V gorbe meghatarozasahoz az altalanos modszer az
izokrondlis farokaram analizise, az altalunk alkalmazott Shaker-IR/T449A csatornak
inaktivalodnak, ami a farokdram analizisének értelmezését megbonyolitja, ezért nem ezt a
maodszert alkalmaztuk. Az adott G értékeket a maximalis konduktancia nagysagara normaltuk
(Gnorm) és a tesztpotencial fliggvényében abrazoltuk. A Gnorm-V gorbéket Boltzmann-fuggvény

illesztésével kvantifikaltuk:

1
T 14 ek

y

ahol y a normalt konduktancia értéke adott membranpotencial mellett (V). Az illesztett
fuggvény segitségével hataroztuk meg a félaktivacios fesziltséget (Vi2) és a meredekségi
egyutthatét (k).

Az aramok inaktivacios id6allanddjanak (tinact) meghatarozasahoz 2000 ms hosszusagu
+50 mV-0s depolarizalé pulzusokat alkalmaztunk. Az aramgdrbék csokkend szakaszara a
csucsaram 90%-anak megfelel6 értéktdl kezdddden elséfokt egykomponensii exponencialisan
csokkend fiiggvényt illesztettiink:

I=1,x et/ Tinact + C

ahol | az aktudlis &ramamplitidd, C az egyensulyi (steady-state) &ram nagysaga, lo az
inaktivalodé komponens amplitidoja, t az illesztés kezdetétél szamitott id6, tinact pedig az
inaktivacids idéallando.

Az aramok aktivacios id6allanddjanak (tact) Kiszdmitdsdhoz -120 mV-os
tartofesziiltségrol kiindulo 5 ms hosszusagu +50 mV-o0s depolarizald pulzust hasznéltunk, majd

a kivaltott aramok gorbéjét a Hodgkin-Huxley n*-modell szerint illesztettiik:

I=1Iyx (1—et/mact)’ 4 ¢
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A fliggvényben I az aktudlis dramerdsséget, lo a maximalis dramamplitido, tact az
aktivacios iddallandot, t az illesztés kezdetétdl szamitott id6t, C az egyensulyi (steady-state)
aram nagysagat jeloli.

Az inaktivaciobdl val6 visszatérés Kinetikajanak méréséhez —-120 mV-o0s
tartofesziiltségrol kiinduld parban alkalmazott, ioncsatorna konstrukttol fiiggéen 200, illetve
400 ms hosszUsagu +50 mV-os pulzusokat hasznaltunk. A pulzusok kozotti —120 mV-0s
intervallumok (ipi) id6tartamat 0,5 és 60 s kozott valtoztattuk. A visszatérési hanyadot az

I; = Iss1
I — Issq

képlet alapjan szdmitottuk, ahol I2 a masodik, l1 az els6 pulzus altal kivaltott csticsaram,
Iss1 pedig az elsd depolarizacid végén mérhetd egyensilyi dram nagysdgat jeloli. Az
inaktivaciobol valo visszatérés idballandojanak (trec) SzAmitdsdhoz az adatpontokra
egykomponenst, elséfok, telitésbe futd exponencidlisan emelkedd fiiggvényt illesztettiink:

I =1, x (1— e t/tre)

ahol I a t iddpontban az aramamplitudo, lo a maximalis aram amplitidoja, trec pedig az
inaktivacidbdl vald visszatérés idballandoja.

Az egyensulyi inaktivaciot jellemzd gorbék (SSI) leirdsdhoz minden fesziiltség esetén
kiszamitottuk a nem-inaktivalodo csatorndk hanyadat 1/1-120 szerint, ahol I az adott pulzus el6tti
tartofesziiltségrol, mig [-120 a —120 mV-os tartofesziiltségrol a depolarizacio altal kivaltott &ram
nagysagat jeloli. A Viz és k értékeit az adatpontokra illesztett Boltzmann-fiiggvény

segitségével hataroztuk meg.

3.6.4 Konfokalis lézer pasztazd és STED mikroszkdpias mérések elemzése

HEK-293 sejtek jeldlese és konfokalis lézerpasztazd vagy STED mikroszkopos
képalkotas utan az ioncsatornék és a lipidtutajok kozotti kolokalizacio mertékét a korabban
leirtak szerint hataroztuk meg. Ehhez a lipidtutaj marker, az ioncsatorndhoz kdt6dd antitestek
és bizonyos esetekben a fluoreszcensen jelzett koleszterin fluoreszcencia intenzitasai kozotti
Pearson-féle korrelacios koefficiens ertékét szamitottuk ki. A képelemzés soran a szamitasokat
a manualisan egy ,sejt maszk” definialdsaval kijelolt sejtmembranbdl szarmazo pixelek
adataival végeztiik. A Pearson-egyltthatd értékeit egyedi sejtekben hataroztuk meg a
pixelenkénti intenzitas adatokbol egy erre a célra készitett Matlab (Mathworks, Natick, MA)
algoritmus segitsegével. Az egyltthatd szamitdsa soran elvileg véletlenszeriien is adodhat

pozitiv érték valos pozitiv kolokalizacié hianyéaban is. Az ilyen nem valo6s pozitiv korrelacid
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lehetdségének kizarasat Costes modszere szerint végeztiik. A modszer sordn az adott sejt esetén
a két fluoroforrdl készitett felvételeken a pixelenkénti intenzitasokat egy erre a célra készitett
algoritmus véletlenszerlien 6sszekeveri, majd az igy keletkezd két 0j kép pixelenkénti adataibol
Kiszamitja az intenzitdsok kozotti Pearson-koefficiens nagyséagat, amelynek értéke a
véletlenszeri keverés és a korrelacié ebbdl fakadd hianya miatt 0 koriil ingadozik. Ezt a
folyamatot az algoritmus 100 alkalommal megismétli, majd az igy nyert adatokbol kiszamitja
az egyutthatd 95%-os konfidencia intervallumat, amely statisztikai értelemben a koefficiensnek
a korrelacio hianyaban véarhaté tartomanyat hatarozza meg. Amennyiben a valés adatokbdl
szamitott egyutthaté értéke ezen tartomanyon Kivilre esik, statisztikai értelemben
szignifikansnak tekinthet6 a fluoroforok jele kozotti korrelacié. Pozitiv kontrollként pedig két
ismert és elfogadott lipidtutaj marker kdzott szamitottuk ki modszeriinkkel a korrelacios
koefficiens nagysagat.

3.7 Statisztika

Az elektrofizioldégiai mérések sordn nyert adatok legaldbb harom fiiggetlen
transzfekciobdl, illetve injektalasbol szarmaznak. A mikroszkopos elemzés soran legalabb
harom flggetlen kisérlet adatait hasznaltuk.

A Disszertacioban az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk. Az adott elemzés
sorén felhasznélt sejtek szamat (n) a szOvegben jeldltik. Az eltérések statisztikai vizsgélata
soran a p értékeket ANOVA analizist kovetden Tukey’s HSD teszt segitségével szamitottuk ki.
Az elteréseket p<0,05 esetén tekintettilk szignifikansnak.
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V. Eredmények

4.1 Szterolok hatdsa a vad tipust Kvl1.3 fesziiltségfiiggé kapuzasanak egyensilyi és

kinetikai parametereire

A Kv1.3 ioncsatorna szterolok iranti érzékenysegének vizsgalata soran kapott korabbi
eredményeink alapjan a sejtmembran koleszterin vagy 7DHC tartalmanak novelése lecsokkenti
a teljessejt-aramok nagysagat, a konduktancia fesziltségfliggését leird Gnorm-V gorbe jobbra
tolédasat eredményezi, valamint lelassitja a csatorna aktivaciés kinetikajat mind human
limfocitdkban, mind pedig CHO sejtekben. Kisérleteink kezdetekor a hagyomanyos emlGssejtes
rendszerekben, illetve human mintakban megfigyelt fenti eltéréseket Kkiséreltik meg
reprodukalni Xenopus laevis afrikai karmosbéka oocita expresszios rendszerben kifejezett vad
tipusi Kv1.3 csatornakon. A nyert iondramokbdl szarmaztatott, a normalt konduktancia
feszlltségfuggését abrazolo grafikonok azt mutatjdk, hogy a sejtmembran koleszterinnel és
7DHC-val torténd toltése jelentdsen modositja ezt az Gsszefiiggést. A mérések soran nyert
adatok statisztikai analizise azt mutatja, hogy a Viz érték szignifikdnsan depolarizalt
koleszterin és 7DHC toltést kovetden, hasonloan az emlds sejtekben tapasztaltakhoz. Az
aramok aktivacios kinetikajat jellemz6 id6allandokat szintén szignifikdnsan megnovelte a
sejtmembran koleszterinnel vagy 7DHC-val torténd toltése, azaz ilyen koriillmények kozott az
aramok lassabb kinetikaval aktivalodtak a kezeletlen (kontroll) oocitakban mértekhez képest.
Az egyensulyi inaktivacio fesziltségfiggése szintén depolarizacié iranyaba tolddott el a
sejtmembran szterolokkal torténd toltésének hatasara, a Vi értékek kvantitativ analizise
szignifikans kuldnbséget mutat a kontrollhoz képest mind koleszterin, mind pedig 7DHC t6ltést
kovetden. Eredményeink azt mutatjak, hogy a membrandsszetételbeli eltérések ellenére a
Xenopus rendszer megfeleléen modellezi az emlds sejtekben megfigyelhetd ilyen jellegii
fehérje-membran kolcsénhatasokat.

Ahhoz, hogy a Kvl1.3 fesziltségszenzoranak mozgésait TEVCF technikaval
tanulmanyozni tudjuk, a fluoroforral torténd jeloléshez pontmutacid segitségével egy cisztein
aminosavat kellett bevinnlink a csatorna extracellularisan talalhaté S3-S4 linkerébe. Mivel
korabban még nem irtak le a TEVCF mérésekhez leginkdbb megfeleld, cisztein mutaciot
hordozé Kv1.3 ioncsatornat, a mérésekhez legoptimalisabban hasznéalhat6 (nagy amplitaddja,
konnyen elemezhetd fluoreszcens jelet add csatorna, amely konduktanciaja és fobb
elektrofiziologiai paraméterei nem térnek el a vad tipusu csatorna megfeleld paramétereitdl)
cisztein szubsztiticios hely megtalalasahoz az S3-S4 linker aminosavait pontmutacidval
egyenkeént ciszteinre cseréltiik, majd az igy létrehozott mindegyik muténs csatornat leteszteltiik
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TEVCF-fel. Az S4-es hélix tetejéhez kdzeli 309-es pozicidjaban Iétrehozott Ala (alanin) — Cys
(cisztein) mutécid bizonyult a leginkabb alkalmas valasztasnak a TEVCF mérések szamara a
konstrukt nagy ¢és fesziiltségfliggd, egytazist fluoreszcens jele miatt.

Az A309C mutans megdrizte a Kv1.3 alapvetd kapuzasi tulajdonsagait, bar a legtobb
TEVCF méréshez Iétrehozott cisztein mutaciohoz hasonloan kissé modositotta a konduktancia
feszlltségfuggését leirdé Gnorm-V gorbet. Az A309C jeldlése MTS-TAMRA fluoreszcens
festékkel adta a legnagyobb intenzitasu fluoreszcens jelet, ezért a kisérletek soran ezt a festeket
hasznaltuk AlexaFluor488 vagy tetrametilrodamin-maleimid (TMRM) helyett. A Kv1.3-ban
nincsenek nativ extracellularis ciszteinek, ami ezaltal kizarja a csatorna nemspecifikus
jelolodésének lehetdségét. Mivel a Disszertacio tovabbi része elsdsorban az elektrofiziologiai
kisérletekhez hasznalt cisztein mutansokkal nyert eredményeket irja le, a tovabbiakban a Kv1.3
és Kv10.1 a mddszer sordn hasznalt mutansokat (A309C a Kv1.3 esetén, illetve L322C a
Kv10.1 esetén) jel6lik, mig a ciszteineket nem tartalmazé variansokra vad tipusd (WT Kv1.3,
illetve WT Kv10.1) csatornaként utalunk. A bemutatott cisztein mutéciét hordozo csatornakkal
kapott eredmenyeket MTS-TAMRA jel6lés utan kaptuk, a be nem mutatott mérések alapjan
ugyanakkor a festék alkalmazdsa nem befolyasolta szignifikans modon a vizsgélt
elektrofiziologiai paramétereket vagy a szterolok hatasat.

A Kvl.3 A309C csatornakat kifejez6 Xenopus laevis oocitdkat —100 mV-os
tartofesziiltségrol kiindulva kiilonb6z6 tesztpotencialokra depolarizaltuk —140 és +40 mV
kdzott 10 mV-os 1épésekben, 250 ms-on keresztiil 30 s-onként. Az ekkor kialakulé ionaramokat
¢s fluoreszcens jeleket TEVCF moédszerrel egyidejiileg detektaltuk és igy megkaptuk az aram-
fesziltség (I-V) és relativ fluoreszcencia intenzitas valtozasanak feszultségfliggését leird AF/F-
V gorbéket. Ezekbdl a gorbékbdl az Anyagok és modszerek fejezetben részletezetteknek
megfeleléen a normalt konduktancia-fesziltség (Gnorm-V) €s normalt fluoreszcencia valtozas-
fesziltség (Frorm-V) 0Osszefuiggeseket szamitottuk, és hataroztuk meg azok félaktivacios
fesziltségét (Vi2) és a meredekségi egyiitthatot (k). A varakozasoknak megfelel6en az Frorm-V
gorbét jellemz6 félaktivacios fesziiltség hiperpolarizaltabb volt a Gnorm-V gorbe félaktivacios
fesziiltségéhez képest (V12 = -41,1 + 1,8 mV (n=12) vs. -15,8 +£ 0,5 mV (n=10)), amely arra
utalt, hogy a VSD aktivacidja negativabb potencidlokon elkezdddik, mint a pérus nyitasa.

A kisérleteket a kontroll mérések utan koleszterinnel, illetve 7DHC-val t6ltott sejteken
is elvégeztiik. Mindkét szterol kismértékii, de szignifikans hiperpolarizacio iranyu eltolodést
okozott a porus nyitasat jellemz6 Gnorm-V gorbéken (V12 =-15,8 £ 0,5 mV (n=10) kontroll; —
21,1+1,5mV (n=11), p = 0,049 koleszterin; és-29,0 + 1,9 mV (n=12), p=0,001 7DHC eseten),
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mig a VSD mozgéasat leird Frorm-V gorbe félaktivacios fesziiltségértékét nem befolyésolta a
szterolokkal torténé elézetes kezelés (Vie=-41,1 + 1,8 mV, n=12 kontroll; 41,5 + 1,8 mV,
n=11, p = 0,992 koleszterin; és —42,1 + 2,4 mV, n=12, p=0,937 7DHC esetén). Ez arra utal,
hogy a szterolok nem a VVSD aktivaciora, hanem kdzvetlendl a porusra vagy a két domén kozatti
csatolasi mechanizmusra hatnak. A kezelések az Frorm-V gorbék meredekségeit kismértékben
megvaltoztattak, a koleszterin a VSD feszlltségfuiggését leird gorbe szignifikans ellapulasat
eredmenyezte (k = 15,4 + 0,4, n=12 kontroll; 22,2 + 1,8, n=11, p=0,002 koleszterin; és 18,7 +
0,8, n=12, p=0,099 7DHC esetén).

A Kv1.3 csatorna fesziiltségfiiggd kapuzasanak egyik fontos jellemzdje, hogy negativ
membranpotencidlokon a csatornak egy resze inaktivalt allapotba megy at, amit egyensulyi
inaktivacidénak (SSI) nevezink. A koleszterin hatasat a Kv1.3 egyensulyi inaktivaciojara
kordbban nem vizsgaltak. A Kv1.3 309C egyensulyi inaktivacidjat leird SSI gorbe hasonldan
viselkedett, mint a korébban leirt Gnorm-V gorbe, azaz balra tolddott a szterolok hatésara, bar az

eltérés csak a 7DHC esetén bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

4.2 Szterolok hatasa a vad tipusu Kyv10.1 fesziltségfiiggé kapuzasanak egyensilyi és

kinetikai paramétereire

Az oocitdkban kifejeztetett vad tipusd Kv10.1 csatorndk esetén hasonld eltéréseket
tapasztaltunk a sejtmembrén szteroltartalmanak novelése hatdsara, mint Kv1.3-ban, azaz a
kezelések lecsdkkentették az &ram amplitiddjat, lassitottak az &ram aktivacios kinetikajat és a
Gnorm-V g0rbe jobbra tolddasat eredményezték. Ezek a megfigyelések ellentétesek a koleszterin
kivonas vad tipusu Kv10.1-re gyakorolt hatasaival, amelyeket korabban mér leirtak.

A Kv10.1-en végzett TEVCF mérésekhez a korabban masok altal mar hasznélt és
jellemzett L322C mutanst alkalmaztuk, azzal a kilonbséggel, hogy kisérleteink soran MTS-
TAMRA fluoreszcens festéket alkalmaztunk TMRM helyett. Ez az (j mutécio-festék parositas
a korabbinal nagyobb amplitadoju, tobbfazist, fesziiltségfliggd fluoreszcens jel megjelenését
eredmeényezte a csatorna kapuzasi paramétereinek szignifikans megvaltozésa nélkil. Az 1-V és
AF/F-V gorbék felvételéhez —180 és +60 mV kdzott 10 mV-os 1épésekben novekvod, 800 ms-ig
tarté depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. A pulzusokat —100 mV-os tartofesziiltségrol
kiindulva alkalmaztuk 10 s-onként. A korabbi eredményekkel 6sszhangban a VVSD aktivacidja
Kv10.1-ben mar igen negativ potencialok mellett megjelenik (Frorm-V: V12 =-113,6 £ 1,9 mV;
n=9), mig a porus nyitasa a Kv1.3-ban megfigyeltekhez hasonl6 tartoméanyban térténik (Gnorm-

V: Viz = -25,8 + 2,1 mV; n=8). Emiatt a VSD aktivacidja és a pérus nyitdsa kdzotti
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fesziltségkilonbség joval nagyobb Kv10.1 esetén, mint Kv1.3-ban, amely a két funkcionalis
domén kozotti, a bevezetésben is bemutatott lazabb csatolasi mechanizmusra utal. A szterolok
Kv10.1-re gyakorolt hatdsa hasonlénak bizonyult a Kv1.3 esetén tapasztaltakhoz. Mind a
koleszterin, mind pedig a 7DHC szignifikans negativ iranyl eltolddast okozott a Gnorm-V
gorbében (V12 =-25,8 + 1,8 mV (n=8) kontroll, —-33,2 + 1,8 mV (n=8), p = 0,043 koleszterin
toltés és —38,2 + 2,2 mV, p=0,002 (n=9) 7DHC tbltés esetén), ugyanakkor egyik kezelés sem
valtoztatta az Frorm-V gorbe félaktivacios feszlltséget (V12 = -113,6 £ 1,9 mV (n=9) kontroll,
-113,5+ 0,6 mV (n=9), p = 0,999 koleszterin toltés és -114,0 + 1,6 mV (n=8), p= 0,981 7DHC
toltés esetén). Ezek alapjan Kv10.1 esetén, Kv1.3-hoz hasonloan, a szterolokkal torténd toltés
val6szintisithetben nem a VSD aktivacio modositasan keresztiil valtoztatja meg a PD

mukodését.

4.3 Szterolok hatésa a VSD és az iondram aktivacios kinetikdjara

Kovetkezd 1épésben a szterol toltések VSD aktivacios €s aramaktivacios kinetikara
gyakorolt hatésait vizsgaltuk meg az A309C Kvl1.3 és a L322C Kv10.1 konstrukt
felhasznalasaval. A Kv1.3 aram aktivacios kinetikdjanak meghatarozadsdhoz az ionaramokra
egykomponensli exponencidlis fliggvényt illesztettiink, az aktivacios kinetikdt a Tact
id6allandoval jellemeztik. Mind a koleszterin, mind a 7DHC hat&séra az aram aktivacids
kinetikaja szignifikans mértékben lelassult. Ezt jol demonstraljak az idéallandok valtozasain tul
(p<0,05 minden fesziltségen) az egymasra normalt aramgorbék is. A VSD aktivacios
Kinetikdjat jellemz6 fluoreszcens jelek esetén egy, az amplitiddo dontd részét (>85%-at)
meghatarozo6 gyors €s egy kisebb amplitiddju lassabb komponens volt megfigyelhetd. Ennek
megfeleléen a fluoreszcencias jel aktivacios kinetikajat két exponencialis tag 6sszegét
tartalmazo fliggvénnyel lehetett jol illeszteni. A két komponenst jellemzé idéallandok egyikét
sem valtoztatta meg a sejtmembran szterolokkal torténd toltése. Emellett az egyes
komponensek amplitddoinak ardnya sem valtozott szignifikdns mértékben a szterol toltések
hatasara.

A Kv10.1 aram aktivacios kinetikéja a depolarizalo pulzus elétti tartofesziiltségtol és a
kiilsé Mg?* koncentraciétol fiiggden komplex, szigmoid gorbével irhaté le, szemben a Kv1.3

ionaram els6foki, egy exponencialis taggal jellemezhetd aktivacios kinetikajaval. Azért, hogy
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a szterolok aktivaciés  kinetikdra  gyakorolt  hatdsait  kiilonb6z6  csatorndkon
0sszehasonlithassuk, az irodalomban elfogadott eljaras szerint a Kv10.1 &ram kezdeti szigmoid
fazisat nem vettik figyelembe az illesztés soran, csak az ionaram aktivaciés kinetikajanak
elsofoku, egy exponencialis tagot tartalmazo fiiggvénnyel jellemezhetd részét karakterizaltuk.
Mind a koleszterin, mind a 7DHC kezelés megndvelte az aram aktivacids iddallandojat,
kiilonosen jelent6s depolarizaciok esetén. Ezutan a szterolok VSD aktivacios kinetikara
gyakorolt hatésait vizsgaltuk a —180 és +60 mV koz6tti tartoményban. A hiperpolarizalo (-180
és —110 mV kdozotti) membranpotencidlokon a mélyebb zart allapotok felé iranyulo, a
depolarizacio sordn tapasztalhatohoz képest ellentétes iranyG VSD mozgast jellemzé
fluoreszcens jelek két, erdteljesen fesziiltségfiiggd kinetikai komponenssel rendelkeztek,
amelyek egyike sem valtozott meg a szterol toltések hatdsara. Ezzel szemben a depolarizalo6 (-
100 és +60 mV kozotti) pulzusok két ellentétes polaritasi komponensbél allo bifazisos jelet
valtottak ki, amelyben a negativ polaritasi gyors komponens egyre prominensebbé valt a
depolarizacio névekedésével. Valoszinii, hogy ez a gyors komponens egy, a porus nyitasahoz
szorosan kapcsolt VSD atmenetet tikrozott a kinetikaja és azon fesziltségtartomany alapjan,
ahol a jel megfigyelhetd. A lassi komponens iddallanddja jelentds fesziiltségfiiggést mutatott
és nem valtozott szterol kezelés hatasara, mig a gyors komponens nagyon kis mértékben fliggott
az alkalmazott fesziiltségtol, viszont szignifikans mértékben lassult a koleszterin és a 7DHC
alkalmazésa esetén. Ezek a megfigyelések arra utaltak, hogy a szterolok nem befolyasoljak a
VSD mély zért &llapotok kdzotti &tmeneteit, lassitjak ugyanakkor a pérus nyitasaval 6sszefiiggd
konformacidvaltozasait.

A Kv10.1 csatornak karakterisztikus tulajdonséga a Cole-Moore shift jelensége, azaz az
aram aktivacios kinetikajanak modosulasa a depolarizacié el6tti tartofesziiltség fliggvényében.
Amikor a csatornak nagyon negativ tartofesziiltségrél aktivalodnak, tobb zart allapoton kell
athaladniuk a nyitas el6tt, amelynek hatterében strukturalisan a csatorna VSD és PAS doménjei
kozotti kolcsonhatas all. A jelenség kdvetkezményeként, amikor a csatornat negativabb
tartofesziiltségekrdl depolarizaljuk, az aram aktivacios kinetikaja lassabb és a kezdeti szigmoid
fazis kifejezettebb, mivel a csatornak aktivacioja ilyenkor a mélyebb zart &llapotokbdl indul. A
jelenség vizsgalatahoz +40 mV-os depolarizald pulzusok altal kivaltott aramok aktivacios
kinetikajat hasonlitottuk 0ssze a pulzus el6tti tartdfesziiltség fliggvényében. A tartofesziiltség
értékét —160 és —60 mV kozotti tartomanyban valtoztattuk kontroll és szterolokkal toltott
sejtekben. Mig a kezdeti legnegativabb tartofesziltségek mellett (=160 és —140 mV) a kontroll
¢s a szterolokkal t6ltott sejtekben az idéallandok értékei hasonldak voltak, addig —120 mV-0s

vagy annal pozitivabb tartéfesziltség alkalmazasa esetén az aramaktivacios Kkinetika
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szignifikansan lassabbnak bizonyult a szterolokkal kezelt esetekben. Ez arra utal, hogy a mély
zart allapotok kozotti atmenetek nem valtoznak, viszont az utolsd, csatornanyitast eredményezd

atmenet lelassul szterol toltések hatésara.

4.4 Szterolok altal okozott aramcsdkkenés mechanizmusanak vizsgalata

Jollehet a sejtek kapacitasara vonatkozo informacid hidnyaban az dramsiiriiségek adatai
nem hasonlithatok Ossze kozvetlenll egymassal, mindkét szterol szarmazék szignifikansan
lecsokkentette az oocitakban mért teljessejt-ionaramok nagysagat mind az A309C Kv1.3, mind
pedig az L322C Kv10.1 ioncsatorna esetén azonos mennyiségii RNS injektalasa és az injektalas
utan a mérésig eltelt azonos iddtartamok alkalmazasa mellett. A Kv1.3 esetében a koleszterin
71,1 + 8,2%-ra, a 7DHC pedig 54,0 + 10,6%-ra csokkentette az &ramok nagysagat, mig a
Kv10.1 esetén a szterolokkal torténd kezelések utan az amplitidok rendre a kontroll érték 71,3
+ 8,6% és 58,5 + 1,3%-ara csokkentek. Az aramredukcié okanak meghatarozasara, vagyis
annak eldontésére, hogy az egyedi csatornak vezetoképességének vagy nyitasi
valoszintiségének csokkenése okozza a teljes sejt ionaramanak csokkenését, a Kv10.1
csatornakat expresszalo oocitakon patch-clamp technika segitségével, outside-out
konfiguracidban az Anyagok és modszerek 3.6.2 fejezetében bemutatott feszlltségprotokoll
segitsegével nyert ionaramokon nem-egyensulyi zajanalizist végeztink. A patch-clamp
mérések soran detektalt aram idobeli fluktuacidja az egyedi csatorndk vezetoképességétol €s
azok nyitasi valdsziniiségétdl fligg. Az ionaram variancidjat az egyes idOpillanatokhoz tartozo
atlag aramerdsség fliggvényében abrazolva egy parabolat kapunk, amelynek paraméterei
segitségével meghatarozhatok az egyedi csatorndk fenti tulajdonsagai. A zajanalizis
eredményei alapjan mindkét szterol szignifikdnsan lecsokkentette az egyedi csatornak
konduktancigjat (kontroll: 19,73 + 1,44 pS, n=8; koleszterin: 13,30 + 1,11 pS, n=6, p=0,009;
7DHC: 14,33 + 1,04 pS, n=4, p=0,046) a nyitasi valdszinliségek szignifikans moédositasa nélkiil
(kontroll: 0,678 + 0,018 n=8; koleszterin: 0,715 + 0,035 n=6, p= 0,628; 7DHC: 0,573 + 0,044
n=4, p=0,067).

------
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Mind a Kv1.3, mind pedig a Kv10.1 csatornakrol kimutattak korabban, hogy
preferencidlisan a sejtmembran szfingolipidekben és koleszterinben gazdag lipidtutaj
mikrodoménjeiben helyezkednek el. Mivel a lipidtutajbeli lokalizacié befolyasolhatja a
csatorndk szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagait, valamint a koleszterin a tutajok egyik
legfontosabb alkotéeleme, a csatornak ¢és tutajok szterol toltés hatasara végbemend
atrendezddése szerepet jatszhat a szterolok elektrofizioldgiai hatdsainak kialakuldsédban, ahogy
azt a Bevezetésben is részletesen bemutattuk. Ennek alatamasztasara megvizsgaltuk a Kv1.3 és
Kv10.1 tutaj és nem-tutaj mikrodomének kozotti megoszlésénak szterol toltés hataséara
bekovetkezo valtozasat oly modon, hogy meghataroztuk az ioncsatornahoz kotodo antitest és a
lipidtutaj jeloloként hasznalt koleratoxin B alegység (CTX-B) fluoreszcencia intenzitasai
kdzotti Pearson-féle korrelacios egyutthatd nagysagat hagyomanyos konfokalis lézer pasztazé
és stimulélt emisszié deplécié (STED) mikroszkopia segitségével. A fluorofdrral konjugalt
antitestek a Kv1.3 és Kv10.1 csatornakba épitett FLAG epitopot ismerték fel (Kv1.3rLac és
Kv10.1riac). A kordbbi megfigyelésekkel 6sszhangban markansan pozitiv Pearson-
egyutthatokat kaptunk a Kv1.3, illetve Kv10.1 és a CTX-B fluoreszcens jele kdzott (Kv1.3 vs
CTX-B: 0,416 + 0,013, n=27 és Kv10.1 vs CTX-B: 0,298 + 0,019, n=30). A szamitott
egylitthatok jelentésen kiviil estek a korrelacid feltételezett hidnya esetén varhatdé 95%-0s
konfidencia intervallum hatérain és nagysaguk 6sszemérheté volt a pozitiv kontroll minta
esetén szamitott értékkel, amelyet két altalanosan elfogadott lipidtutaj marker, a GFP-GPI és a
CTX-B fluoreszcencia intenzitasai kozotti koefficiens kvantifikalasaval kaptunk (0,551 +
0,020, n=23). A pozitiv kolokalizacio jol latszik az egymasra vetitett konfokalis felvételeken és
ioncsatorna esetén a Pearson-egyiitthatok nagysaga szignifikansan megnétt mind koleszterin,
mind 7DHC kezelés hatasara konfokalis Iézer pasztazd mikroszkopos vizsgalatok eredményei
alapjan (Kv1.3: 0,492 + 0,013, n=34, p=0,001 koleszterin és 0,500 + 0,015, n=32, p=0,001
7DHC esetén; Kv10.1: 0,373 + 0,017, n=29, p=0,010 koleszterin és 0,395 + 0,018, n=24,
p=0,002 7DHC esetén). Kv1.3 esetén a szterolok hatasara megndvekedett tutajbeli lokalizaciot
megerdsitettiik jobb (46-60 nm) feloldoképességli STED mikroszkopia alkalmazasaval. Szterol
toltés utan a korrelacios koefficiensek nagysaga STED felvételekbdl szamitva is szignifikansan
pozitivabb volt (koleszterin: 0,361 + 0,019, n=32, p=0,012, 7DHC: 0,366 + 0,019, n=28,
p=0,010), mint a kontroll mintak esetén (0,274 + 0,025, n=25). A fluoreszcens koleszterin
analog (NBD-koleszterin) beépilése a membranba nem volt egyenletes, a konfokalis

mikroszkdpos képek alapjan a szdmitott markansan pozitiv Pearson-egydtthatok arra utaltak,
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hogy a fluoreszcens koleszterin analdég preferencialisan a CTX-B altal jel6lt lipidtutaj
mikrodoménekbe inkorporalodott (0,234 + 0,025, n=24), elsésorban a Kv1.3 csatornak
kdzelébe (0,358 + 0,023, n=24). Ezen eredmények a fluoroférral konjugalt és nativ koleszterin
korabban kimutatott hasonlo viselkedése alapjan arra utalhat, hogy az exogén médon bejuttatott
koleszterin elsdsorban a tutajokba épiil be, azok koziil is féleg azon mikrodoménekbe, amelyek

Kv1.3 fehérjét tartalmaznak, lehetdséget adva a szterolok €s ioncsatorndk kdlcsonhatasara.

4.6 A Kiserleti stratégia bemutatasa a Shaker-IR T449A/V474C ioncsatorndban negativ

membranpotencialokon végbemend, inaktivaciohoz vezeté utvonalak tanulmanyozasahoz

A Shaker-IR csatornaban a 474-es pozicio az S6-0s hélixen helyezkedik el, a csatorna
nyitott aktivacios kapuja mellett a porus vizzel telt trege felé néz. Az ebbe a pozicidba helyezett
cisztein aminosav csak akkor madosithatd Cd?* vagy MTS reagensek altal, amennyiben az
aktivacios kapu nyitva van. Az aktivacids kapu nyitasa, azaz a 474C Cd?* éltali mddositasa az
ionaramok mérésével jol nyomonkdvethetd, ugyanis a bekotédé Cd?* gétolja a depolarizacio
soran jol és pontosan mérheté iondramot. Az Aaltalunk alkalmazott konstrukt tovabba
tartalmazott egy T449A mutaciot, ami ismerten felgyorsitja a C-tipusu inaktivaciot és igy
lehetévé teszi szamunkra annak tanulmanyozasat.

Az inaktivaci6 soran az aktivacidés kapu allapotdnak monitorozasara szolgélo
pulzusprotokoll megtervezéséhez el6szor karakterizaltuk a T449A/V474C Shaker-IR konstrukt
fobb elektrofiziologiai paramétereit patch-clamp technika segitségével, inside-out
konfiguracidban. A részletes protokollokat és kiértékelést az Anyagok és modszerek fejezet
3.6.3. pontja tartalmazza. El6szor kiillonbozo tesztpotencidlokon regisztraltuk az aramokat,
majd a cstucsaramok ¢és a hajtoerd (V-Eekv) ismeretében az adott membranpotencialon a csucs
konduktanciat (G), annak normalasat kovetéen pedig a normalt konduktancia-fesziiltség (Gnorm-
V gorbe) dsszefuiggését hataroztuk meg. A félaktivacios fesziltség (Viz= -51,6 + 2,5 mV) és
meredekségi egydtthaté (k= 16,9 £ 2,1 mV) meghatarozasa az egyes sejtek normalt
konduktanciajanak tesztpotencialtol vald fliggését leird, adatpontokra illesztett Boltzmann-
fuggvény alapjan tortént (atlag £ SEM, n=5). A Gnorm-V gorbét az egyes potencidlokon nyert
Gnorm értékek atlagolasa (= SEM) alapjan szerkesztettiik, majd meghataroztuk az aktivacios és
inaktivacios id6éallandok +50 mV-on mért értékeit. Mind az aram aktivacios, mind pedig az
inaktivacios kinetikdja elég gyorsnak bizonyult ahhoz, hogy a mérések racionalis id6 alatt
elvégezhetdk legyenek, a protokollok idébeli lefutasanak tervezésekor ezeket a paramétereket

vettiuk figyelembe. Meghataroztuk tovabba az egyensulyi inaktivacid (SSI) feszultségfliggesét
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(lasd 3.6.3 fejezet), aminek jellemzéséhez meghataroztuk a nem inaktivalt csatornak
hanyadanak (1/1-120) depolarizalé pulzus el6tti tartofesziiltségtol vald fuggését. Az egyedi
sejtekre kapott pontsorokhoz a Boltzmann-fliggvényt illesztettik, és meghataroztuk a
félaktivacios fesziltséget (V2= —81,7 + 0,7 mV) és meredekségi egydtthatét (k= -5,8 + 0,6
mV) (x SEM, n=4). A gorbét az egyes tartdfesziltségeken mért I/1-120 értékek atlagolasaval
szerkesztettlik (x SEM, n=4). +50 mV-o0s pulzusparok alkalmazésaval és a pulzusok kdzotti
idointervallumok (ipi) valtoztatasaval meghataroztuk az inaktivaciobol vald visszatérés
Kinetikajat —120 mV-on, ezt a potencialt késobb a kisérletek soran a pulzusprotokollok kdzotti
tartéfesziiltségnek hasznéltuk. Ezen a tartdfesziltségen az inaktivaciobdl val6 visszatérés
kinetikajat jellemz6 id6allando 4,4 + 0,6 s-nak adddott (n=5).

A T449A/V4T4C csatorna biofizikai paramétereit figyelembe véve terveztiik meg a
kisérletes stratégiat az allapotfiiggd cisztein modifikacios kisérletekhez, amellyel a zart
allapotbol bekovetkezd inaktivacié (C—CI atmenet) lehetdségét vizsgaltuk. A kisérletekhez a
Cd?-ot az intracellularis oldal feldl alkalmaztuk. A protokoll harom, egyenként 5 ms
hosszisagu +50 mV-os depolarizal6 pulzust tartalmazott, amelyek a biofizikai karakterizacio
alapjan teljesen aktivaljak a K* aramot. Az els6é pulzus (P1) soran kontroll oldat alkalmazésa
mellett (150 mM K*, 0 uM Cd?") hataroztuk meg az adott inside-out patch-en mérhetd
maximalis K* aramot (l1). Ezt egy 30 ms-0s —120 mV-ra torténd hiperpolarizacio kovette,
amelynek hatdsdra az aktivaciés kapu bezarodott a Cd?* applikicio elétt. Ezutan a
membranpotencialt olyan értékre, példaul —90 mV-ra allitottuk, ahol a csatorna kismértékii
egyensulyi inaktivaciot mutat, makroszkopos aram viszont nem detektalhat6. Bar a mddszer
alabecsulheti a =90 mV-on mérhet6 egyensulyi inaktivacio mértékét a viszonylag rovid (3s)
tartdsi potencidlok miatt, a grafikon jol meghatirozza azt a negativ membranpotencial
tartomanyt, ahol az allapotfliggd cisztein modifikacios kisérleteket végezhetjiik. A —90 mV-on
megfigyelheté egyensulyi inaktivacidé mértékét a masodik depolarizacids pulzus (P2) altal
kivaltott aram (l2) alapjan hataroztuk meg az Il2/ I1 hanyados alapjan, az inaktivalodo
aramhanyadot (IF) pedig IF= 1—(l2/ 11) alapjan. A 20 s hosszusagu pulzus alatt 20 uM vagy 200
uM Cd?*-ot tartalmazo intracellularis oldatot perfundaltunk a patch-ek citoszolikus felszinére.
A patch-ek Cd?* expozicidja kozvetlenil a P1 utan kezdédott és a —90 mV-os tartdfesziiltséget
alkalmazd lépés befejezésével, a P2 elott ért véget. A P2-t megeldzte egy 30 ms hosszlisagu
(elektromechanikus késleltetés a perfuzios rendszerben). P2-t kvetden a patch-et —120 mV-on

tartottuk 60 s-ig, amely elegendé volt ahhoz, hogy kontroll koriilmények kozott biztositsa az
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inaktivalt csatornak inaktivaciobol torténd teljes visszatérését. Ezt kovette a harmadik 5 ms
hosszusdgu depolarizaciés pulzus (Ps), amelynek felhasznalasaval szamoltuk a visszatért
aramhanyadot az RCF= (Iz—I2)/ (I1—12) képlet alapjan, amelyben az I1, I2 és Is rendre a harom
szekvencialis pulzus altal kivaltott és aspecifikus szivargd arammal korrigalt amplitidokat
jeloli. Amennyiben az inaktivacio C—CI atmenettel jon létre, vagyis az aktivacios kapu nem
nyilik ki inaktivacio el6tt, az RCF elméletileg varhato értéke 1, mert az aktivacios kapu zart
allapota megakadalyozza a 474C Cd?* altali modifikaciojat és az aram csokkenését. Ezzel
szemben, ha az aktivacios kapu nyitasa megeldzi az inaktivaciot, a Cd?* modositja a 474C-t és
aramcsokkenés lathatd. Ha az egyensulyi inaktivacioban részt vevo Osszes csatorna aktivacios
kapuja nyitott —90 mV-on és a Cd?* mddositja az dsszes ilyen csatornat, az RCF értéke 0. 0
<RCF <1 azt mutatja, hogy egyensulyi inaktivacio soran a csatornak a Cd?* szamara elérhetd

allapotban voltak.

4.7 Az aktivaciés kapu nyitasa megfigyelheté a Shaker-IR T449A/VA74C ioncsatorndban

negativ membréanpotencialok mellett

Harom kiilonbdzd kontroll kisérletben vizsgaltuk, hogy az el6z6 fejezetben bemutatott
harompulzusos protokollunk képes-e specifikusan az aktivacios kapu nyitasat jelezni. Az els6
Kisérlet soran a P1 és P2 kozott 20 s-ig —120 mV-os tartofesziiltség mellett Cd?* hianyaban az 12
nem csokkent az li-hez képest. Inaktivacio nem volt megfigyelhetd (IF ~0) és ezzel
0sszhangban az RCF értéke 1-hez kozelinek adodott. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
harompulzusos protokollban —120 mV mellett elkertltiik az egyensulyi inaktivacio kialakulasat
(I2=I1), a pulzusok id6tartama és az azok kozott eltelt id6 elegendé ahhoz, hogy az I1 és I3
azonos legyen, amikor nincs inaktivacié (RCF~1). A méasodik kontroll mérés soran P1 és P2
kozott —120 mV-os tartdfesziiltségen a csatornak intracellularis felszinét 200 uM Cd?* tartalmu
oldattal perfundaltuk. Mivel ekkor nem csdkkent sem az I, (azaz IF~0), sem az I3 (RCF~1), arra
kovetkeztettiink, hogy egyrészt a Cd?* expozicidnak nincs aspecifikus hatasa, ha az aktivacios
kapu nem nyilik ki, masrészt a Cd?* perfuzié megfelelden kontrollalt, ezaltal a protokoll soran
a Cd?* applikacio kezdete és vége optimalis ahhoz, hogy a nyitott csatornak elkeriiljék a Cd?*
expoziciot, amikor zarnak (a P1 végén), illetve amikor a zart csatornak nyilnak (a Pz alatt). A
harmadik kontroll kisérlet azt mutatja, hogy Cd?* hianyaban a P1 és P2 kozott a —90 mV-o0s
tartofesziiltség altal inaktivalodott dsszes csatorna visszatér az inaktivaciobol.

Az RCF kiilonb6z6 negativ tartofesziiltségtol valod fiiggésének vizsgalatdhoz —90, —80
vagy —70 mV-os tartéfesziiltségeket alkalmaztunk a P1 és P2 kozott 20 pM vagy 200 puM
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intracellularis Cd?* jelenlétében. Jollehet makroszkopos dram nem mérheté —90 mV-on,
kismértéki egyensulyi inaktivacio megjelenik. —80 és —70 mV tesztpotencialokon teljessejt-
aram mar mérhetd és ezzel parhuzamosan az inaktivacié egyre prominensebbé valik. Ennek
megfeleléen, az IF értéke nd depolarizalé tartdfesziiltségek mellett mind Cd?* hianyéaban, mind
annak jelenlétében. Ezzel ellentétben az RCF csak akkor csdkkent szignifikans mértékben, ha
Cd?* volt jelen a P1 és P2 kozotti tartofesziiltség soran. Ez azt mutatja, hogy az aktivacios kapu
nyitasa a—90 és —70 mV kozotti potencidltartomanyban megtdrténik. Ennek megfeleléen a Cd?*
—90 mV-on maddositja a 474-es pozicidban levo ciszteint makroszkoposan megfigyelheté aram
hianyaban is. Az RCF szignifikansan csokkent 20 M és 200 uM Cd?* jelenlétében minden
tartofesziiltségen. Cd?* hidnydban az RCF értékei gyakorlatilag megegyeznek minden
tartofesziltség esetén.

Ezt kdvetden azt mutattuk meg, hogy hasonld aramvesztést tudunk elérni akkor is, ha
rovid ideig sokszor alkalmazzuk a Cd?*-ot. Ehhez tobb cikluson keresztiil, —90 vagy —80 mV-
os tartofesziiltségeken 200 ms-ig 20 pM Cd?*-ot tartalmazo oldatot aramoltattunk az inside-out
patch-ekre. A kisérletes protokoll ezekben az estekben egy 5 ms hosszlsagu +50 mV-0s
depolarizacioval kezdédott, ami alapjan egy In amplitidoval rendelkezd csucsaramot
hataroztunk meg, majd ezt kovetéen —120 mV-os tartofesziltséget alkalmaztunk 60 s-on
keresztiil. Ezutan kovetkezett a ciklus egy egysége, amely egyrészt egy 200 ms-0s —90 mV-0s
(vagy —80 mV-0s) pulzusbdl, illetve egy 800 ms-os —120 mV-o0s pulzusbdl allt. Ezt ismételtiik
meg n=200 vagy 50, vagy 100 alkalommal. A ciklusok utan egy 60 s-ig tarté —120 mV-0s
tartofesziiltség kovetkezett Cd* hianyaban, végiil a szekvenciat egy 5 ms-0s +50 mV-ra torténd
depolarizacid zarta le, ami alapjan meghataroztuk az l>-t. A méréseket Cd?* hianyaban vagy 20
UM intracellularis Cd?* jelenlétében végeztilk. A Cd?* altal médositott csatornak kumulalt
hényadat az IF = 1- I2/l1 szerint hatroztuk meg, a korabban leirtakhoz hasonldan. A 474C
kumulalt Cd?* expozicidja altal torténd modositasa idé- és fesziiltségfiiggd. —80 mV
alkalmazésa mellett a modifikécio jelentésebb mértékii és az IF értéke jobban ndvekszik, mint
—90 mV esetén. A pulzusszekvencia soran a kumulalt Cd?* expozicié 100-as ciklusszam mellett
hasonld, mint 20 uM Cd?* egyszeri 20 s-os alkalmazasa esetén.

Eredményeink 6sszességében azt mutatjak, hogy azokon a tartofesziltségeken, ahol
jelent6s mértékii egyensulyi inaktivacié megy végbe (—90, —80, —70 mV), az aktivacids kapu
megfigyelheté aram hidnyaban is kinyilik. Ez a megfigyelés arra utal, hogy negativ
membranpotencidlok mellett a csatornak a C—O—OI utvonalon keriilnek CI éallapotba, nem

pedig a sokak altal javasolt kozvetlen C—CI dtmeneten keresztil.
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4.8 A nyitott allapotban rogzitett aktivaciés kapu megakadalyozza a Shaker-IR

T449A/VAT76C csatornak C-tipusu inaktivaciobol torténé visszatérését

A fenti kisérletek eredményei arra utalnak, hogy negativ tartéfesziltségek esetén az
inaktivacié bekdvetkezéséhez fontos az aktivacids kapu nyitasa. A csatornédk inaktivaciobol
vald visszatérésének képessége szintén fligghet az aktivacios kapu konformacios allapotatol,
mozgasatol. Az aktivacids kapu nyitott allapotban torténd rogzitése ezaltal alkalmas modszer
az inaktivaciobol valo visszatérést meghatarozé tényezok vizsgalatara.

Koréabbi megfigyelések alapjan a Shaker-IR 476C mutans csatorna aktivacios kapuja
nyitott allapotban régzithetd az intracellularis oldal feldl alkalmazott Cd?* segitségével. Ennek
hatterében az egyik alegység 476C és egy szomszédos alegység nativ H486 aminosavai k6zott
kialakulé Cd?*-hid all, amely gatolja a csatorna aktivacios kapujanak zarasat még negativ
potencialok esetén is. A HEK-293 sejtekben kifejezett T449A/V476C Shaker-IR csatorna
inside-out patch-clamp konfiguracioban végzett biofizikai karakterizalasat ebben az esetben is
elvégeztiik a kisérletek soran alkalmazott pulzusprotokollok tervezése eldtt. A karakterizacio
soran a 474C mutanssal megegyezd protokollokat, illetve azonos kiértékelési modszert
hasznéltunk.

A biofizikai karakterizacio soran kapott eredmények alapjan megterveztik azt a kiserleti
protokollt, amivel késobb az aktivacios kapu nyitott allapotban torténd rogzitésének hatasat
vizsgaltuk a csatornak inaktivaciobol vald visszatérésére. A protokollt el6szor kontroll
koralmények kozott teszteltiik. T449A/V476C csatornakban az inaktivaciobol vald visszatérés
mertékét —120 mV tartofesziiltségrél induld, 2 s hosszusagu, +50 mV-0s, egymas utan
ismétl6dé depolarizald impulzusok altal kivaltott aramok amplitadojanak méresevel hataroztuk
meg. A pulzusok kozotti idéintervallum (ipi) 60 s volt. Az dramokat normaltuk az elsé pulzus
altal kivaltott csucsaramra és az elsé depolarizalo pulzus kezdetétdl szamitott id6 fliggvényében
abrazoltuk. Cd?* hianyaban az ismételt depolarizaciok altal kivaltott aramok amplitiddja
hasonl6 volt T449A/V476C csatornak esetén, igy az altalunk hasznalt ipi hossza kontroll
koriilmények kozott elégséges az dram inaktivaciobol torténd teljes visszatéréséhez.

A mésodik kontroll kisérlet alapjan 476C hianyaban az intracellularisan alkalmazott
Cd?* nem okoz csokkenést a csicsaram nagysagaban, nem okoz porusblokkot. A mérések soran
a pulzusprotokoll ugyanolyan volt, mint a korabban ismertetett esetben, kivéve, hogy a patch
citoszolikus felszinére (inside-out konfiguracio) 20 uM Cd?*-ot tartalmazé oldatot
aramoltattunk 1 s-on keresztiill. Az aram inaktivacidja teljes a Cd?" perfuzié kezdetén, a
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depolarizalt membran miatt viszont az aktivacios kapu nyitva van, ezért a Cd?* alkalmazasa az
Ol kapuzasi allapotban 1évé csatornakon torténik. A T449A/V476 csatornakban azonos
csicsaramokat tapasztaltunk még hossz( (akar 8 s-ig terjedé) kumulalt Cd?* expozicié mellett
is, ami arra utal, hogy a Cd** nem befolyasolja az aramok nagysagat 476C hianyaban.

A C-tipusu inaktivaciobol vald visszatérésnek az aktivacios kapu allapotatdl valo
fliggésének meghatarozasara a T449A/V476C Shaker-IR csatorndk aktivacids kapujat nyitott
allapotban rogzitettiikk 20 pM Cd?*-ot tartalmazo oldat intracellularis alkalmazasa segitségével
a +50 mV-os depolarizacié soran, az aram teljes inaktivaciojat kovetden (azaz az OI
allapotban). El6szor megismételtik a korabban bemutatott kontroll Kisérletet, ezuttal a
T449A/V476C Shaker-IR csatornan. A Cd?* expozicié a 2 s hosszlsagl depolarizalé pulzus
utols6 1000 ms-a alatt tortént. A T449A/VA76C konstrukt teljes mértékben inaktivalodik a Cd?*
kezelés kezdetére (ti = 136 ms, a Cd?* alkalmazasa az inaktivacids idéallando tobb, mint 7-
szeresének megfeleld 1d6 elteltét kovetden torténik). A fennmarad6 idétartam alatt a patch-et
standard intracellularis oldattal perfundaltuk. A kezelés a csucsdram teljes eltlinését
eredményezte mar egy impulzust kdvetéen, azaz a Cd?* &ltal nyitott allapotban rogzitett
aktivacios kapuval rendelkez6 csatornak nem képesek az inaktivaciobol valo visszatérésre
(n=5). Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy a csatornak a Cd?* kezelés hatasara az Ol allapotban
rogziiltek, igy vezetoképtelenek maradtak még a 60 s id6tartamtt —120 mV-os tartofesziiltséget
kdvetden is, ami a kontroll koriilmények kozott elegenddek bizonyult az inaktivacidobdl torténd
visszatéréshez. Az aram csokkenése irreverzibilis volt. Az aramcsdkkenés kinetikajat az Ol
allapott csatornak rovidebb, egymads utan ismétlédé 200 ms-0s Cd?* expozicidjaval hataroztuk
meg. Ez a kezelés a kumulalt expozici6 sordn a csticsaramok kvantalt €s szignifikdns mértéki
csokkenését eredményezte. Az aramcsokkenés mértéke a kumuldlt modifikécios 1d6
fuggvenyében exponencidlis csokkenést mutatott, amely a 476C pozicioban elhelyezkedd
cisztein aminosav és a Cd?* kozotti specifikus kolcsonhatas jelenlétére utalt.

Annak igazolasara, hogy az altalunk hasznalt inaktivalodd V449A konstruktban a
funkcionalisan nem vezetd OI allapotot a 476C és H486 aminosavak kozott kialakuld Cd?*-hid
hozza létre, megvizsgaltuk, hogy a Cd?* altal okozott aramcsokkenést kivédi-e a H486 alacsony
pH-n végbemend protonacidja. A deprotondlt allapoti H486 nélkiilozhetetlen a 476C
aminosavval Cd?* segitségével alkotott fémhid kialakulasahoz. Ennek vizsgalatahoz +50 mV-
os depolarizal6 pulzusokat alkalmaztunk 15 s-onként —120 mV-os tartofesziiltségrol indulva.
A Cd?* applikacioja minden pulzus eldtt 200 ms-mal kezd3détt és a depolarizacié befejezésével

egyidében végzddott. A Cd?*-ot tartalmazé intracellularis oldat pH-jat 7,36-ra vagy 5,3-ra
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allitottuk. Az aktivacios kapu nyitott allapotban torténé rogzitését 7,36-0s pH-n a farokaramok
megndvekedett relativ amplituddja jelzi, ami ezt kdvetden az inaktivaciobol fakaddan lassan
csokkenni kezd. A meérések sordn a +50 mV-o0s pulzusok &ltal kivaltott csticsdramok pulzusrdl
pulzusra bekdvetkezd folyamatos csokkenése azt mutatja, hogy a nyitott allapotban rogzitett és
inaktivalt csatornak nem térnek vissza az inaktivaciobol. A nyitott allapotban rogzitett
aktivaciés kapuval rendelkezé Shaker csatornak inaktivacidjat, valamint az altalunk
megfigyelthez hasonl6 farokdrammal rendelkezd aramfenotipust mar korabban leirtdk V476C
mutéciét hordozd Shaker esetén. Ezzel ellentétben 5,3-as pH-n, ahol a fémhid kialakuldsa
gatolt, a +50 mV-os pulzusok altal kivaltott csucsaramok amplitudoja nem valtozik az ismételt
depolarizaciok alatt. A normalt csicsaramok nagysaga csokken a Cd?* kumulalt applikacidja
soran 7,36-0s pH-n, ezzel szemben 5,3-as pH jelenlétében a csucsaramok nagysaga allando
marad (n=4-5).
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V. Osszefoglalas

A Dolgozatban bemutatott Kkisérletek segitségével a Kv csatorndk kapuzasanak
finomhangolasat befolyasold két tényezd szerepét vizsgaltuk. Az egyik tényezd a
sejtmembranban talalhat6 koleszterin, amelyr6l mar korabban kimutattdk, hogy befolyasolja a
Kv ioncsatorndk aktivacios kapuzasat, viszont eddig nem tisztaztak, hogy a koleszterin ezt
pontosan milyen, az ioncsatornan beliili tamadasponton keresztil valésitja meg. A Dolgozatban
vizsgalt masik kérdéskor a negativ membranpotencialok melletti kapuzasi atmenetek vizsgalata
volt. Ezen Kisérletek sordn azt vizsgaltuk, hogy egyrészt a C-tipusl inaktivacio
végbemenetelének szilkséges feltétele-e az aktivacids kapu nyitasa, masrészt az inaktivaciobol
valo visszatérés folyamatahoz sziikség van-e az aktivacios kapu bezarddasara.

A koleszterin Kv ioncsatornakon beluli tamadaspontjanak meghatarozasa, valamint a
negativ membranpotencialok melletti atmenetek direkt vizsgalata nem lehetséges az ionaram-
méréseken alapul6 patch-clamp technika segitségével. Egyrészt a patch-clamp mérések esetén
ugyanis hagyomanyos koriilmények kdzott nem kapunk informéaciét a VSD kapuzas soran
bekovetkez0 mozgasairol az iondramok mérésével egyidében. Masrészt a negativ
membranpotencidlokon torténd iondrammérések jelentés hibat hordoznak az ilyen
membranpotencialok  melletti alacsony hajtoer6bdl és  alacsony  csatornanyitasi
valosziniiségekbol fakadéan. Igy azért, hogy a Disszertacio célkitiizéseiben megfogalmazott
két kérdésre pontos valaszt tudjunk adni, uj modszereket kellett alkalmaznunk, amelyek réven
1j megkozelitésbol vizsgalhattuk a Kv ioncsatornak kapuzasat.

A Disszertacio elso felében bemutatott TEVCF technika az ionaramok mérése mellett
lehetové tette szdmunkra a VSD mozgéasanak nyomonkdvetését a teljes kapuzasi folyamat
soran. A modszert hasznalva igy a koleszterin klasszikus elektrofiziologiai paraméterekre
gyakorolt hatdsai mellett meg tudtuk hatarozni annak csatornan beliili els6dleges célpontjat
(VSD, PD vagy a két domén kozti csatolasi apparatus). Eredményeink alapjan a koleszterin f6
tdmadaspontja maga a PD, nem pedig a VSD vagy a csatolasi apparatus, mind a linearis
kapuzasi modellnek megfeleléen kapuzo Kv1.3, mind pedig a komplex kapuzési modellel
leirhato Kv10.1 esetén.

A Disszertacio masodik részében bemutatott kisérleteink soran az altalunk megtervezett
feszlltségprotokollok és cisztein modifikacios stratégiak egy Uj kombinacidjat hasznaltuk a
Shaker ioncsatorna negativ membranpotencialok mellett bekovetkezd, egyensulyi
inaktivaciojat jellemzd kapuzdsi sémdjanak leirdsdra, valamint az inaktivaciobol valo

visszatérés eldfeltételeinek meghatarozasara. A Cd?*, illetve az altalunk pontmutaciéval bevitt
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ciszteinek kozott 1étrejovo specifikus kdlcsonhatasok lehetové tették szamunkra az aktivacios
kapu nyitdsanak detektalasat (474C), illetve annak rogzitését (476C) negativ
membranpotencialok mellett is. Eredményeinket 6sszegezve, az egyensulyi inaktivacio
kialakulasanak legvaldszintibb utvonala a C—0O—OI=CI atalakulas, kdvetkeztetesiunk az,
hogy nem a direkt C—CI atmenet vezet az egyensulyi inaktivacié kialakulasahoz Shaker
ioncsatornaban. Emellett az inaktivaciobdl vald visszatéréshez néelkilozhetetlen az aktivacios
kapu zarddasa, azaz az OI—CI atmenet. Ebbdl az a kovetkeztetés is levonhatd, hogy a direkt
OI—O0 atmenet sem lehetséges negativ membranpotencialon. Legfontosabb kovetkeztetésiink
az, hogy az aktivacids kapu aktudlis helyzete kiemelten fontos az egyensulyi inaktivacio es az
inaktivaciobol torténd visszatérés folyamatainak szabalyozasaban.

Eredmenyeink motivaciot nydjthatnak a koleszterin-membranfehérje kdlcsonhatasok
tovabbi tanulményozasahoz, illetve perspektivikusak a kés6bbi szerkezet-funkcio és
farmakoldgiai vizsgélatok szdméra. Megfigyeléseink az indirekt koleszterin hatasok és az azok
hatterében &ll6 molekuléris célpontok felderitésének fontossagat hangsulyozzék. Ezek
megismerése hozzajarulhat tébb olyan betegség patomechanizmusanak melyebb megértéséhez,
amelyekben az egyik fontos eltérés a sejtmembranban talalhatd koleszterin koncentraciojanak
novekedése vagy megvaltozasa. llyen, a szterolok koncentracidjanak eltéréseivel jard korképek
kozé tartoznak kiilonb6z6 tumorok, anyagcsere, neurodegenerativ és immunoldgiai betegségek,
illetve maga az oregedés folyamata is. A negativ membranpotencialon végbemend kapuzési
atmenetek lehetdségének vizsgalata szintén biologiai szempontbdl is jelentds, ugyanis mind az
egyensulyi inaktivacid, mind az inaktivaciobol torténd visszatérés jelentésen meghatirozza a
potencialisan aktivalhato csatornak szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének egyik meghatarozo

tényezdje.
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