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1 BEVEZETES

1.1 Ioncsatornak szerepe a lymphocytak aktivaciéjaban

A lymphocytdk aktivdcidja sordn az antigén prezentdld sejt MHC fehérjéjéhez kot6do
idegen antigén aktivdlja a lymphocytdk membréanjidban 1évé TCR/CD3 molekulakomplexet,
amely szdmos intracelluldris protein kindz transzlokécigjat és aktivitdsanak fokoz6dasat vonja
maga utdn, amely végiil a foszfolipdz Cy enzim aktiviciéjat eredményezi. A PLCy enzim a
foszfatidilinozitol-biszfoszfidt membrénlipidet inozitol-triszfoszfatra (IP;) és diacilglicerolra
hasitja. A keletkezd molekuldk két jol elkiilonithetd, de szorosan Osszefiiggd jeltviteli
kaszkadot inditanak el. A diacilglicerol a protein-kindz C (PKC) ttvonalat aktivilja. Az
aktivalt PKC izoenzimek koziil kiemelend6 a PKCO, amely szdmos intracelluldris szubsztratot
foszforildl. A maésik jelatviteli it magdba foglalja az IP;-fiiggd Ca®* felszabaduldst az
endoplazmatikus retikulumbdl, valamint a raktarak Kkiiiriilését kovetd Ca® bedramlést az
extracelluldris térbdl. A tartds, legtobb esetben oszcilldlé Ca®* koncentriciéemelkedés a
kalmodulinon keresztiil a kalcineurin nevii foszfatdzt aktivdlja. A kalcineurin defoszforildlja
az NF-AT transzkripciés faktort, amely igy a magba transzlokdl6dik, és az interleukin-2 gén
promoter eleméhez kotddve IL-2 termelést indit el, és a tobbi jelatviteli mechanizmussal
(MAP kindz, Ras, Fos) szorosan egyiittmikddve a sejtek proliferdcidjat beinditja.

A Ca® jel kezdeti szakaszanak kialakuldsaért az endoplazmatikus retikulumbél
torténd, IP; receptoron keresztiil bekovetkezo Ca’" felszabadulds felel6s, mig a Ca>* jel
fenntartott fazisdban a Ca®* plazmamembranon 4t torténé bedramldsa a donté. Ez Ca®
szelektiv csatorndkon keresztiil torténik, amelyek az endoplazmatikus retikulum Ca®*
raktdrdnak Kkiiiriilését kovetden aktivdlédnak. A jelenség hatterében all6 csatornédt “store-
operated” Ca®* csatornanak, vagy kalcium felszabadulds aktivalta Ca® csatorndnak (angol
rovidités: CRAC) nevezik. A CRAC csatorna egyik jellemzd tulajdonsdga, hogy nyitasi
valdszinlisége nem fligg a membranpotencidltdl. A nyitott CRAC csatorndkon keresztiil foly6
dram elektrokémiai hajtéerejéhez komoly hozzdjaruldst ad a sejtek membranpotencidlja. A T
sejtek membranpotencidlja —50 és —60 mV kozotti érték, melyet a lymphocytdk két domindns
K* csatorndja, a fesziiltség-fiiggd depolarizdcié-aktivalt Kvl.3 és a Ca**-aktivalt K* csatorna
(IKCal) hataroz meg. E két ioncsatorna altal 1étrehozott kation kidramlids még a depolarizal6

hatdst okozé Ca™ influx mellett is biztositja a sejtmembran hyperpolarizalt dllapotat,



létrehozva ezzel a Ca®* bedramldshoz sziikséges hajtéerdt, és igy a megfeleld Ca**-medidlt

jelatvitelt.

1.2 A fesziiltség kapuzott Kv1.3 csatorna f6bb biofizikai tulajdonsagai

A lymphocytak domindns fesziiltségvezérelt K* csatorndjat, a hKCNA3 gén altal
kodolt csatornat 1984-ben irtdk le. A csatorna génjének azonositasat kovetden a szekvencia
homoldgia alapjan a csatorndt a fesziiltségvezérelt ioncsatorndk Shaker csaladjaba (Kvl)
soroltdk, és a Kv1.3 nevet kapta.

A csatorndt négy azonos alegység alkotja, melyek elrendez0dése megkozelitdleg
szimmetrikus az altaluk létrehozott porus koriil. Az egyes alegységek kb. 500 aminosavbodl
allnak, a tetramer csatornat az alegységek kozotti nem-kovalens kotések tartjak 6ssze. Minden
egyes alegység 6 transzmembran o-helikdlis szegmensbdl és az Oket Osszekotd intra- és
extracellularis hurkokbdl tevodik Ossze. A csatorna pdrusit az 5. és 6. transzmembrin
szegmensek (S5 és S6) kozotti extracellularis hurkok valamint az S6 szegmensek egyes részei
egyiittesen hozzdk létre. A csatorna ugyanezen régidjahoz kotédik a Kv1.3 csatorndk szdmos
peptid és kis-molekula gétlészere is. A porusrégié tartalmazza a K* szelektivitast biztosité
kiilondsen konzervativ szelektivitasi filter (GYGD) szekvenciat is. A csatornak extracelluldris
porusat hatirolé aminosav-oldallancok fontos szerepet jatszanak a skorpidtoxinok csatorndhoz
vald kapcsolddasaban és a nagy affinitasd kotodés 1étrejottében.

A csatorndk aktivacios kiiszobe kb. —50 - —60 mV, ami megegyezik a T sejtek
nyugalmi membranpotencidljaval. Az aktivacios kiiszobnél pozitivabb membranpotencidlokon
a csatorndk nyitdsi valészinlis€ége meredeken emelkedik, igy depolarizacié hatdsara gyorsan
kinyitnak, majd egy nem vezetd, Un. inaktivalt allapotba mennek at. Ebbdl az allapotbdl a
Kv1.3 csatorndk még —120 mV membréanpotencidl mellett is csak igen hosszu id6 alatt (~50 s)
térnek vissza nyugalmi (zart) allapotukba. Az inaktiviacid csokkenti a membranpotencial
kontrollhoz rendelkezésre &ll6, aktivdlhaté K* csatorndk szdmat. A csatorndk egyensilyi
inaktivacidjanak fesziiltségfiiggése olyan, hogy az aktivacios kiiszob fesziiltségtartomdnyaban
a csatornak nagy része inaktivélt dllapotban van, de egy kis hanyaduk aktivalhaté. igy az
egyenstlyi aktivdcié és inaktivacio fesziiltségfiiggése egy olyan membranpotencidl-ablakot
hatdroz meg, ahol a membranban taldlhat6 Kv1.3 csatorndk egy része aktiv. Ezen ablak a
lymphocytdk nyugalmi membréanpotencidl-értékének megfeleld fesziiltségeknél van, igy az

aktiv Kv1.3 csatorndkon keresztiili K* fluxus hozzdjarul a difftziés membranpotencidl



kialakitasdhoz. A Kv1.3 csatorndk inaktivécidja lassu, igy aktivacijukat kdvetden jelentés K
fluxust képesek létrehozni mieldtt a nem-vezetd inaktivalt dllapotba keriilnek. Ez a tény,
valamint a lymphocytdk membranjanak rendkiviil magas ellendlldsa (10-20 GQ) biztositjdk
azt, hogy a T sejtek membranpotencidljit kevés szamu aktiv csatorna is képes fenntartani.

A Shaker csaladba tartoz6 K* csatorndk két alapvetSen kiilonb6zé mechanizmus révén
inaktivdlodhatnak. A Kvl.3 csatorndkban az N-tipusi inaktiviciéért felelds, a
csatornaalegység N-termindlis részén 1év0 ,,inaktvacids labda” hidnyzik, igy az inaktivéacid
ezen csatorndkban kizarélag a lassd, un. C-tipusi mechanizmussal megy végbe. A C-tipusu
inaktivacié molekuldris mechanizmusa nem pontosan ismert. Abban mindenki egyetért, hogy
a C-tipusd inaktivicid6 az extracelluldris csatornaszdjadék konformacidvaltozdsdnak a
kovetkezménye. Az, hogy ez a konforméciévéltozas milyen kiterjedésli, mar nem egyértelmii.
Az inaktivacié kialakuldsdnak lefrdsara kezdetben két modell alakult ki. Az egyik szerint a
csatorna pérusdnak extracellularis szdjadékdban bekovetkezd konformécidvaltozds az ionok
vezetésére szolgdld porus Osszeeséséhez vezet, meggdtolva ezzel a K és egyéb ionok
dramldsat. A mdsik modell szerint a lassui inaktivdcié a csatorna ion-szelektivitdsdnak
megvaltozasat jelenti és molekuldris dtrendezddés csak a szelektivitasi filterben kovetkezik
be.

A C-tipusu inaktivicio sebességét az inaktivaciés kaput kontrolldld, a szelektivitasi
szlirben taldlhaté K* kotShely telitettsége hatdrozza meg. A kotdhely telitettségének
novekedése lassitja az inaktivaciot a ,ldb az ajtoban” (foot-in-the-door) mechanizmusnak
megfelelden. Ennek lényege, hogy az inaktivacié csak akkor mehet végbe, ha ez a K*
kotéhely iires, az ezen a kotdhelyen K™-ot kotott csatorna pedig nem képes inaktivalodni. A
fent emlitett K™ kot6hely valdsziniileg a pérusban egymds utén elhelyezkedd 3-4 kotShely
koziil a legkiilsd, az tn. ,.external-lock-in site”.

A C-tipusu inaktivdcié sebességét dontéen befolydsolja az extracelluléris porusrégiod
aminosav sorrendje, kiillonosképpen a Shaker B csatorna 449-es poziciéjanak megfeleld
helyen taldlhaté aminosav mindsége. Az ezen pozicidéban elhelyezkedd threonin muticidja az
inaktivicié sebességének jelentds megvéltozdsit eredményezte. Ezen felill az inaktivacid
sebessége modosithaté gatloszerekkel (pl. tetraetil-ammonium), valamint az extracellularis
oldat kation 6sszetételének és pH-janak megvéltoztatasival.

Az irodalombdl ismert, hogy tobb, a Shaker csalddba tartoz6 csatorna inaktivacios
kinetikdjat modositja az extracellularis pH. A legtobb csatorna esetén az extracellularis pH
csokkentése a lassu inaktivicié gyorsuldsat eredményezte, ugyanakkor a csatorndk

porusrégidjaban elhelyezkedd hisztidin-oldallincok megnovelték a lassu inaktivacié pH-



szenzitivitasit. Kiilonosen figyelemreméltd, hogy a tobbi csatorndval ellentétben a Kv1.3
csatorna esetében az extracelluldris pH csokkentésével lassul a C-tipusd inaktivécid.
Ugyanakkor a Kv1.3 fontos és egyediildllé tulajdonsidga a pH érzékenység szempontjabdl,
hogy a kritikus (Shaker 449-cel ekvivalens) poziciéban egy titralhaté hisztidin taldlhaté
(H399).

1.3 A nagy affinitasd, nagy specificitasi Kv1.3 és IKCal gatloszerek jelentosége az

immunszuppressziéban

A Kvl.3 és IKCal csatorndak gatlészerei kémiai szerkezetilk alapjan lehetnek
anorganikus ionok, kis-molekuldk és peptidtoxinok. A harom csoport koziil legnagyobb
jelentosége a kiillonbozo allati eredetii, elsdsorban skorpiomérgekbdl izolalt peptidtoxinoknak
van. A kiilonboz6 skorpick mérgébdl elddllitott K™ csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70
aminosavbdl dllnak. A toxinok csatorndhoz valé kotédésében az ioncsatorndk részérdl az S5
és az S6 hélix kozotti hurok S5-hoz kozeli un. ,turret” régidja valamint a porus szelektivitdsi
filterében elhelyezkedé aminosavak oldalldncai a legfontosabbak. A toxinok K* csatornak
gitlasaért felelds aminosav-oldalldncai a centrdlis, pozitivan toltott, a csatornapérusba mélyen
benyul6 lizin és egy aromds aminosav, amelynek aromés gytrije ~7 A tdvolsdgra helyezkedik
el a centralis lizin o szénatomjatdl. E két aminosav-oldallancot ,.esszencidlis didd”’-nak is
nevezziik. Az esszencidlis didd jelenléte kritikusnak tiinik a K csatorna felismerés
szempontjabodl, ugyanakkor létezik olyan a Kv1.3 csatornat hatékonyan blokkol6 skorpidtoxin
(Tc32), amely sem a centrdlis lizinoldallancot, sem pedig az aromas aminosav-oldallancot
nem tartalmazza.

A Kvl1.3 csatorna felfedezését kovetden hamarosan kideriilt, hogy a csatorna
gatlészerei mind in vitro, mind pedig in vivo megakadalyozzak a T sejt aktivaciot, beleértve a
lymphokin szekréciot, sejtproliferaciot €s a célsejtek elpusztitasat.

Az utébbi néhdny évben fény deriilt arra, hogy az egyes T sejt altipusok, a naive, a
centrdlis memoéria (Tcm) és effektor memoéria (Tpy) T sejtek kiillonbdzd mértékben
expresszdljdk a Kv1.3 csatorndkat, ami lehetévé teszi a Kv1.3 csatornat gitlé toxinok
therdpids céld felhaszndldsit. Az effektor memoria T sejtek (Tem) aktivicidgja a Kvl.3
csatorndk expresszidjanak drasztikus (~1500/sejt) novekedését eredményezi az IKCal
csatorndk expressziéjanak lényeges valtozasa nélkiil, létrehozva ezzel a Kv1.3"&"KCal™"

csatornafenotipust. Ezzel szemben a naive és a centralis memoria (Tcym) sejtek aktivacidja a



Kv1.3 csatorndk expresszidjanak enyhe (~250/sejt—=>~400/sejt), ugyanakkor az IKCal
csatorndk expresszidjanak jelentés fokozodasaval — (8-10/sejt—=>500/sejt) jar egyiitt
(Kv1.3""IKCal"®" csatorna fenotipus). Az is bebizonyosodott, hogy a kiilonb6z6 autoimmun
betegségekben (I. tipusi diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, sclerosis multiplex) a
pathogenezisben fontos szerepet jatszo autoreaktiv T sejtek a Kv1.3 csatorndkat nagy
szamban kifejez6 effektor memoria T sejtek (Tgm).

A Kvl.3 csatorndkat specifikusan blokkold toxinok potencidlis therdpids jelentdsége
abban 4ll, hogy segitségiikkel specifikusan gatolhatok a betegségek kialakuldsaban
kulcsszerepet jatszo Tgm sejtek, ugyanakkor a naive és a Ty sejtek az IKCal csatorndk
fokozott expresszidja miatt nem keriilnek gatlas ald. A Tgy sejtek proliferacidjanak szelektiv
gitlasat in vitro koriilmények kozott szdmos specifikus Kv1.3 csatorna gatlészer esetén
bizonyitottdk. Patkdnyokban a Kv1.3 csatorna gatlészerei hatékonyan csokkentették a
kisérletes autoimmun encephalomyelitis tiineteit, megakadalyoztdk a pristin indukalt arthritis
kialakuldsat és csokkentették az experimentdlis autoimmun diabetes incidencidjit arra
hajlamos torzsekben. A Kv1.3 csatornablokkoldk ugyanakkor az eddigi vizsgalatok szerint
nem rendelkeznek szisztémads toxicitdssal, nem mutagének. Mindezek alapjan véarhaté a Kv1.3
csatornablokkoldk therdpids célu felhaszndldsa autoimmun betegségek esetében.

A Kvl.3 csatorndk fentebb vdzolt kozponti szerepe a T sejtek fizioldgids és
pathofizioldgids koriilmények kozotti aktivacidjaban indokolta a csatorna inaktivacidjanak és

farmakoldgiai tulajdonsagainak vizsgalatat.



2  CELKITUZESEK

1.

A Shaker csalddba tartozé K csatorndk inaktivaciéjanak sebességét befolydsolja az
extracellularis tér ionosszetétele, ezen belill is az extracellularis pH. Amig minden
eddig vizsgalt rokon K" csatorna esetén az inaktivdcids kinetika gyorsuldsa figyelhetd
meg a pH csokkenésekor, addig a Kvl.3 csatorna esetében lassul a C-tipusu
inaktivacié. Kisérleteink sordn azt kivantuk meghatarozni, hogy a Kv1.3 csatorndk
inaktivaciéjat milyen molekuldris mechanizmuson keresztiil lassitja az extracellularis

pH csokkentése.

A Kvl.3 csatorna specifikus, nagy affinitisi  gatlészereinek  szelektiv
immunszuppresszidt okozo hatdsa kilatasba helyezi azok therdpids céld felhaszndldsat
kiilonbozé autoimmun betegségekben. Ennek megfeleléen a specifikus, nagy
affinitdsd, minimalis mellékhatdssal rendelkezd, therdpids célra is alkalmazhat6
csatornablokkold vegyiiletek irdnti igény indokolta dj Kv1.3 csatorna géitlészerek
keresését. Kisérleteink sordn vizsgiltuk a Centruroides elegans skorpié mérgébdl
izolalt peptidek (Cel-5) Kvl.3 csatorndkra gyakorolt hatdsit és a blokkolé hatds

specifikussagat.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Human periférias vérbdél izolalt lymphocytak

A mononukledris sejteket Ficoll gradiens centrifugédldssal nyertiik heparinozott human
vérbol. A vért egészséges donoroktdl nyertiik, a lymphocytdkat frissen haszndltuk vagy
tenyésztettiik. Az utdbbi esetben a sejteket kétszer mostuk Ca®™ és Mg2+ mentes Hanks’
oldattal, mely 25 mM HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5><106/m1
koncentridcioban  3-4 napig inkubdltuk 5% CO, mellett 37°C-on 24 Ilyuku
tenyésztéedényekben. RPMI-1640 médiumot hasznaltunk, mely tartalmazott 10% fetalis borjd
savot, 100 IU/1 penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L-glutamint. A tenyésztd
médiumhoz kiilonb6z6 koncentricidji (2,5, 5, 7,5 és 10 pg/ml) phytohemagglutinint adtunk a

K" csatorna expresszi6 novelése érdekében.

3.2 CTLL-2 sejtek tenyésztése és transzfekcioja

Az endogén fesziiltségfiiggd K* csatornakkal nem rendelkezd egér citotoxikus sejteket
(CTLL-2) folyamatos kultirdban, 10% fetélis borji savét, 2 mM Na-piruvitot, 10 mM
HEPES-t, 4 mM L-glutamint, 50 uM 2-merkaptoetanolt, és 100 CU/ml IL-2-t tartalmazd
RPMI-1640 tapfolyadékban, pdrasitott széndioxid termosztitban (37°C, 5% COy,)
tenyésztettiik. A CTLL-2 sejteket elektroporacidval két kiilonboz6 proteint kédold DNS
plazmiddal ko-transzfektaltuk, melyek koziil az egyik egy sejtfelszini marker molekulat
kédolt (human CD4, Ccd4neo plazmid), a mésik pedig az ioncsatorna alegység kdédoldsaért
felelos DNS szekvencidt tartalmazta (pRc/CMV/Kv1.3 WT, ill. a 399-es pozicidoban
kiilonb6z6 mutacidkat tartalmazé pRc/CMV/Kv1.3_H399X). A j6 ko-transzfekcids hatdsfok a
plazmidok moldéris ardnydnak helyes bedllitdsdaval volt elérheté (1:5 = felszini marker :
csatorna alegység). A sejteket centrifugdldst kovetéen 2x107 sejt/ml koncentraciéban vettiik
fel Hanks'-20 mM HEPES oldatban, és a megfeleld plazmid DNS sejtekhez adaséat kovetden a
sejtszuszpenziot 4 mm réssel rendelkezo elektroporacios kiivettdba helyeztiik és a mintakat 10
percig jégen inkubdltuk. Az elektroporaciét BTX ECM 600 tipusu elektroporatorral végeztiik
725 V/cm elektromos térerdsség mellett, a kisiilés idéallandéja ~24-25 ms volt. Ezt kdvetden

a mintdt djabb 10 percre jégre helyeztikk, majd a sejteket a kiivettdkbdl tdpfolyadékba
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helyezés utdn 8-72 6rdn keresztiil tenyésztettiik. A sejtek életképessége a transzfekciot kovetd

24 6ra mulva ~50 % volt.

3.3 HEK 293 sejtek tenyésztése és transzfekcidja

A HEK 293 sejteket 10% fetdlis borji savét (FCS-t) tartalmazé DMEM-ben
tenyésztettilk parasitott széndioxid termosztitban (37°C, 5% CO,). A sejteket Ca-foszfat
precipiticiés moddszerrel ko-transzfektdltuk hCD4 sejtfelszini markert ill. patkdny Kv2.1
csatornat vagy Shaker IR csatornidt kodoldé plazmidokkal. A CD4 pozitiv sejtek jo ko-
transzfekcids hatdsfokdt dgy biztositottuk, hogy a csatornakddold plazmidot 5-10-szeres
feleslegben alkalmaztuk a CD4-et k6dold plazmidhoz képest. A transzfektélt sejteket 72 6rdn

keresztiil tenyésztettiik.

3.4 Molekularis biolégia

A Kvl.3 csatorna H399X pontmuticiéit a QuickChange PCR mutagenezis kit
(Stratagene, La Jolla CA) felhaszndldsdval végeztiik. Templatként a vad tipusi Kvl.3
csatorndt k6dolé pRc/CMV/Kv1.3 WT plazmidot haszndltuk. Az oligonukleotid primerek
hossza 35 bp volt, a tervezett mutdciora szimmetrikusan. A muticidk helyességét szekvencia

analizissel ellenoriztiik.

3.5 Monoklonalis antitest adhézios modszer

Elektrofiziol6giai mérésekhez (patch-clamp) a T sejteket szelektiv antitest adhézidval
szepardltuk. A tenyésztés végén nyert sejtszuszpenziot egér—anti-human CD2 IgG—vel, egy
specifikus T lymphocyta ellenes antitesttel jeloltiik meg. Az igy megjelolt sejteket 22 percig
inkubdltuk jégen egy olyan Petri csészében, melynek az aljara kecskében termelt egér IgG
ellenes antitesteket adszorbedltunk. Az inkubdlds utdn a Petri csészét 6tszor 1 ml normal
extracellularis oldattal korkoros mozdulatokkal mostuk, igy az elsdédleges antitesttel nem jelolt
sejteket eltavolitottuk, mig a kitapadt anti-human CD2-vel jelzett T lymphocytdk a Petri

csészében maradtak. Hasonl6 eljarassal valasztottuk ki a sikeresen transzfektalt, CD4



sejtfelszini markert expresszal6 CTLL-2 és HEK 293 sejteket is. Ezekben az esetekben

elsddleges antitestként természetesen egér—anti—human CD4 IgG-t haszndltunk.

3.6 Skorpio toxinok preparalasa

A Centruroides elegans toxinok tisztitdisa kromatografids eljardssal tortént. A
skorpiéméreg oldhaté frakciéit eloszor Sephadex G-50-nel toltott oszlopon szeparaltuk. A 1II.
szamu frakciot, amely az aktiv peptid komponenseket tartalmazta, carboxy-methyl-cellul6zt
tartalmazé oszlopon ioncseréld kromatographidval tisztitottuk tovdbb. Az {igy nyert
szubfrakciok koziil a 9-11-es szubfrakcidkat (II-9, II-10 és II-11, mivel a Sephadex G-50
oszlopon nyert II. frakcié elvélasztisa sordn nyertilk 6ket) nagy teljesitményii folyadék
kromatografidaval tobb 1épésben szubfrakcidkra bontottuk. Az igy nyert szubfrakcidk koziil 5
(Cel-5) teljes karakterizdldsa tortént meg. A tisztitott peptid toxinok molekulatomegét
tdmegspektrométer (Finnigan LCQPUC, San Jose, CA, USA), szekvencidjét pedig automatikus
ProSequencer késziilék (Millipore, USA) segitségével hatdroztuk meg. A toxinok izoldlasat és
a szekvencia analizist kollabordcidés partneriink (Dr. Possani, Cuernavaca, Mexikd)

laboratériuméban végezték.

3.7 Patch-clamp

Az értekezés eredményeit szolgdltatd kisérletes munka nagy része a Hamill, Marty,
Neher, Sakmann és Sigworth daltal 1981-ben bevezetett patch-clamp technikdn alapul.
Meéréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt (whole-cell) konfigurdciéjaban végeztilk A
mérések a teljes-sejt konfigurdcid elérése utdn 5-10 perc mulva kezdddtek. A méréseket
minden esetben szobahomérsékleten (22-25 °C) végeztik. A pipettdkat GC 150 F-15
boroszilikat (Clark) iivegkapillarisokbdl huztuk o6t fazisban, majd hé alkalmazasaval
poliroztuk a pipettdk hegyét. A pipettdk ellenédlldsa normdl extra- és intracelluldris oldat esetén
2-4 MQ volt.

Meéréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp erdsitdket haszndltunk fesziiltség-
zar izemmodban. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt sejt membranpotencialjat konstans értéken
tartjuk, mikdzben a sejtmembridnon 4atfolyé dram nagysdgit meghatdrozzuk. Az ingerld

fesziiltség-impulzusokat és az adatgyujtést IBM kompatibilis személyi szamitdgép vezérelte



Labmaster TL-1 illetve Digidata 1200 illesztdegységen keresztiil a pPCLAMP programcsomag
segitségével (6.0 és 8.0 verziok). Méréseink sordn sziikség esetén soros ellendllds
kompenzaciét alkalmaztunk egészen 85 %-—ig a soros ellendlldson esé hiba korrekcidjanak
érdekében, igy a fesziiltséghibat minden esetben 5 mV alé csokkentettiik.

Az aramgorbéket 4 polusi Bessel sziirdvel szlir6ztiik. A mintavételezés frekvencidja a
szlirOk sarokfrekvencidjanak legalabb kétszerese volt, a Nyquist tedria értelmében.

A normal extracellularis oldat (S-ECS) Osszetétele (mM-ban): 145 NaCl, 5 KCI, 1
MgCl,, 2,5 CaCl,, 5,5 glikéz, 10 HEPES (pH 7,35, 305 mOsm) volt. A pipettaoldat
Osszetétele a legtobb esetben (mM-ban): 140 KF, 11 K,EGTA, 1 CaCl,, 2 MgCl,, és 10
HEPES (pH 7,20, 295 mOsm) volt. Az oldatok cseréjét a sejtek kornyezetében PE10—es
polietilén csovekbdl épitett perfizids rendszer segitségével biztositottuk. El0szor mindig a
kontroll oldattal perfundaltunk, majd pedig a megfeleld tesztvegyiiletet tartalmazé oldattal,

végiil kontroll oldattal torténd visszamosas kovetkezett.

3.8 Adatok kiértékelése

A mérések sordn nyert dramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigdltuk
ohmikus szivargasi dramra, amennyiben ennek nagysdga nem volt elhanyagolhat6. A gorbéket
digitélisan szliréztiik hdrom pontos boxcar mddszerrel.

A mért pontokhoz az egyes fiiggvények illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus
segitségével végeztilk. Az illesztéseket a mért és szamitott adatpontok kozotti kiillonbségek
négyzetének osszegével jellemeztiik.

A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai Osszehasonlitdsat oOnkontrollos ill.
kétmintds t-probaval, vagy varianciaanalizissel (One-Way ANOVA) végeztiik el, p=0,05
szignifikanciaszint mellett. A varianciaanalizis kiegészitésére a Dunett tesztet vagy a
Bonferroni t-tesztet alkalmaztuk annak megfeleléen, hogy kontroll csoporthoz képesti vagy
pedig paronkénti 6sszehasonlitds tortént. A mérési adatokndl az atlagértéket és annak kdzepes

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

4.1 A Kvl.3 csatornak inaktivaciojanak pH-fiiggo szabalyozasa: a His399 szerepe

4.1.1 A Kvl.3 inaktivacioja lassul alacsony pH, mellett

A korédbbi, humén periférids lymphocytdkon kapott eredményekkel egybehangzéan az
extracellularis pH csokkentése a CTLL-2 sejtekben expresszilt Kvl1.3 csatorndk
inaktiviciéjdnak lassuldsit eredményezte. Az inaktivdciés kinetikdt az inaktivacids
id6édllandéval (t) jellemeztik, mely az d&ramgorbe leszdllé szdrdhoz illesztett, egy
exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény jellemzd paramétere (I=Axe™""+C, ahol I az aktudlis
dramer6sség, C az egyensulyi (steady-state) dram nagysdga, A az inaktivdl6dé komponens
amplitiddja, ¢ pedig az illesztés kezdetétdl szamitott aktudlis id6). Mivel a kontroll oldattal
torténd perfizid sordn az inaktivacios kinetika gyorsuldsat tapasztaltuk, kontrollként a kezelés
eldtt és a kontrolloldattal torténd visszamosast kovetden mért T értékek atlagit vettiik és ehhez
hasonlitottuk a kezelés soran mért T értékeket. Amennyiben a sejtet pH=6,5 ill. pH=5,5
extracelluldris oldattal perfundéltuk, az dramamplitidé rendre a kontroll érték 91,2 + 1,4 %-
araill. 67,1 £ 1,8 %-ara csokkent, mig az inaktivaciés id6éallandé a kontroll 117,2 £ 3,9 %-éra
ill. 138,1 £ 1,9 %-4ara novekedett. Az inaktivacids idéallandé S-ECS pH=7,35 esetén 167 £ 20
ms, S-ECS pH=6,5 esetén 184 £ 25 ms, mig pH=5,5 esetén t= 198 = 23 ms volt.

4.1.2 Az extracellularis pH befolyasolja az egyensilyi aktivacio fesziiltségfiiggését

Ismert, hogy az extracelluldris pH csokkentése az egyensilyi aktivaciot (G-V gorbe) a
pozitivabb membranpotencidlok irdnydba tolja el a membrinfelszini toltésarnyékoldsnak
koszonhetéen. Kisérleteinkben vizsgaltuk az extracellularis pH CTLL-2 sejtekben expresszalt
Kv1.3 csatorndk aktivacidjara gyakorolt hatasat. A mért adatpontokhoz Boltzmann-fiiggvényt
illesztettiink, az egyensulyi aktivaciot a félaktivacios fesziiltséggel (Vi) és a meredekséggel
(s) jellemeztiik. Az extracellularis pH csokkentése a V,, értékek pozitiv membranpotencidlok

irdnyaba vald szignifikans eltolédasat eredményezte (pH=7,35: 33,6 + 2,6 mV, pH=6,5: —
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20,1 £ 2,8 mV, pH=5,5: 1,5 = 1,6 mV), mig az s értékek mindhdarom vizsgélt pH esetén
azonosak voltak (pH=7,35: 6,2 £ 0,9 mV; pH=6,5: 7,0 £ 0,8 mV; pH=5,5: 6,4+ 0,3 mV).

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

Az extracelluldris [K'] novelése a legtobb kaliumcsatorna esetén az inaktivéacids
kinetika lassuldsat eredményezi a csatorna porusanak extracelluldris bejaratdban elhelyezkedo,
az inaktivacié szempontjabol kritikus kaliumk&tohely telitettségének novelése révén. A Kvl1.3
csatorndk esetén 150 mM [K']. (K-ECS) mellett az inaktivacids kinetika kétfazisiva valasat
észleljilk, a mért dramgorbék leszdllé szdra két exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvény
segitségével illeszthetd, az inaktivicids kinetikat két inaktivéacids id6éallanddval (ts és t¢) lehet
jellemezni. Amennyiben a sejtet K-ECS pH=7,35 oldattal perfundéljuk, 1 alacsonyabb, mint
az S-ECS oldatban mért inaktivicids idéalland6 (60,5 £ 3,8 ms), mig 1, anndl magasabb
értéket vesz fel: 610 = 46 ms. A lassan inaktivdlédé komponens relativ silyfaktora magasabb,
az AJ(Ag + Ay) értéke 0,830 £ 0,011 (n=11). C)sszességében K-ECS pH=7,35 oldatban az
inaktivacid lassuldsat tapasztaljuk.

Szemben az S-ECS-ben tapasztaltakkal magas extracelluldris [K'] mellett a pH
csokkentése az inaktivacié gyorsuldsit eredményezte. Amennyiben a sejtet K-ECS pH=6,5
oldattal perfundéltuk, az inaktivicids idéallandé nem valtozott szignifikdnsan, mig K-ECS
pH=5,5 esetén 1; a kontroll érték 127,7 £ 10,9 %-dra novekedett, t; pedig nem valtozott
szignifikdnsan. Az egyes dramkomponensek amplitidéi dozis-fliggd modon véltoztak, Ag
szignifikdnsan csokkent, mig Ay szignifikdnsan novekedett. A lassan inaktivdl6dé komponens
sulyfaktora szignifikdnsan csokkent az extracelluldris pH csokkentésének hatdséra, a Ay/(As +
Ays) hanyados értéke pH=6,5 esetén 0,738 + 0,018, pH=5.5 esetén pedig 0,651 = 0,030 volt.
Az inaktiviciés kinetika gyorsuldsa a lassan inaktivdlodé komponens sulyfaktordnak

csokkenésével magyarazhato.

4.1.4 40 mM [K"]. esetén a pH csokkentése nem valtoztatja meg az inaktivaci6

sebességét

Mivel az extracelluldris pH csokkentése 5 mM és 150 mM [K']. esetén ellentétes

médon befolydsolta az inaktivacié sebességét, kiztes [K'e-k, nevezetesen 20 mM és 40 mM
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esetén is elvégeztiik a kisérletet. Ezen esetekben az dramgorbe leszdlld szdra sem egy, sem
pedig két exponencidlis tagot tartalmazd fiiggvénnyel nem volt illeszthetd megbizhatdan, ezért
az inaktivacié jellemzésére egy alternativ moédszert kellett valasztanunk. Ennek 1ényege a
kovetkezd: Elsé 1épésben kiszdmoltuk a szivargdsi (dn. leak) dramra korrigdlt dramgorbék
gorbe alatti teriiletét, majd kivontuk bel6le a nem inaktivil6dé dramhanyadnak megfeleld
teriiletet, igy megkaptuk az inaktivdl6dé aramhanyadnak megfelelé gorbe alatti teriiletet.
Ennek és az inaktivdl6dé aramhinyad amplitidéjanak a hinyadosa egy id6 dimenzidjd
mennyiség, amely egyfazisd inaktivacié esetén az inaktivaciés idéallandét adja meg, kétfazisa
inaktivacié esetén pedig az inaktivacié sebességével forditottan ardnyos az értéke. A képzett
hanyadost annak angol nevébdl (area/peak ratio) APPR-nek neveztiik el.

Amennyiben a sejtet 20 mM [K']. pH=7,35 oldattal perfunddltuk, az APPR értéke
201,1 £ 23,6, mig 40 mM [K"]. esetén 229,4 + 22,0 volt. Az extracelluléris pH 7,35-r8l 5,5-re
valé csokkentése 20 mM [K']. esetén az APPR értékét a pH=7,35-n mért értek 120,0 £ 4,7 %-
dra ndvelte, mig 40 mM [K"]. esetén nem véltoztatta meg szignifikdnsan (97,2 + 4,4 %).

Annak érdekében, hogy az inaktivacids kinetika véltozésa a kiilonbozd [K'].—k esetén
kozvetleniil osszehasonlithat6 legyen, az S-ECS-ben és a HKR-ben mért dramgorbék esetében
is elvégeztilk az alternativ kiértékelést. A kapott eredmények nem tértek el az dramgorbék

illesztésével kapott értékektdl, amely az alternativ kiértékelési mddszer megbizhatdsagit jelzi.

4.1.5 Az inaktivacié pH-fiiggése a His399 protonacidjaval fiigg ossze

A lasst inaktivacié szabdlyozdsaban Kv1.3 csatorndk esetén a legfontosabb szerepe a
csatorna extracelluldris bejaratdban elhelyezkedd, 399-es helyzetli hisztidinnek van. A
hisztidin aminosav-oldalldnca reverzibilisen protondlhat, a reakcié pK értéke oldatban 6,5,
melynek alapjdn a vizsgélt pH tartomdnyban a His399 protondltsaga, és ezaltal toltése a pH-
tol fiiggden jelent6sen valtozik. A hisztidin alacsony pH-n bekovetkezd protondcidjat a
csatornablokkold TEA segitségével ellendriztiik.

Kordbban bizonyitottdk, hogy a TEA rKvl.3 csatorndk irdnti affinitidsa jelentOsen
csokken, ha a 401-es helyzetli hisztidin (a hKv1.3 csatorna H399 aminosavaval ekvivalens
helyzetli aminosav) alacsony extracelluldris pH-n protondlédik. Ezt sajat méréseink is
igazoltdk. Az extracelluldrisan alkalmazott TEA hKvl.3 csatorndk esetén pH=7,35-n az

dramamplitidét a kontroll 47 = 3 %-dra, mig pH=6,5 esetén a kontroll 94 * 4 %-ara
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csokkentette. A TEA affinitdsdnak csokkenése bizonyitja, hogy pH=6,5-n a His399
protonélédik.

A 399-es helyzeti hisztidinnek az inaktivicié pH-fiiggd szabdlyozdsdban betoltott
kulcsszerepét bizonyitjak a kiilonbozé H399X mutdns Kv1.3 csatorndkkal végzett kisérleteink
is. A titralhat6 hisztidint a vizsgalt pH tartomanyban permanens toltetlen ill. pozitiv toltésii
aminosavakkal helyettesitettilk, igy elkiilonithetové valt a 399-es helyzetli aminosav
protondcidjanak-deprotondcidjanak a hatdsa egyéb nem specifikus pH-fiiggd hatasoktol.

Azt vizsgaltuk, hogy az extracellularis pH csokkentése hogyan befolyasolja a H399L,
H399V, H399Y, H399K és a H399R mutinsok inaktivicidjat. Mindegyik mutdns csatorna
nagy szamban fejezodott ki transzfektalt CTLL-2 sejtekben, és funkciondl6 ioncsatornaként
viselkedett.

A 399-es helyzetben neutralis aminosavat tartalmazé mutansok (L, Y és V) esetén az
egyensulyi aktivaci6 fesziiltségfiiggése (G-V gorbe) pH=7,35-n a vad tipusu csatorndéhoz volt
hasonl6. A t6ltott mutdnsok (R és K) G-V gorbéi a vad tipusu csatorndhoz képest kevésbé
meredekek voltak és a pozitivabb membranpotencidlok felé tolodtak. Ezek az eredmények a
399-es helyzetli aminosav és az aktivacids kapuzas kozotti kdlcsonhatés lehetdségét vetik fel.
Alacsony pH-ji oldatban a vad tipusi csatorndkhoz hasonléan a G-V gorbék pozitiv
membranpotencidlok irdnydba valé eltolodédsa figyelhetdé meg valamennyi vizsgdlt muténs
esetén. Ezen kiviil a H399K és H399R mutinsok esetén a G-V gorbék meredekebbé viltak.

A muticidk a csatorndk aktivaciés kinetikdjat nem befolydsoltdk, ugyanakkor az
inaktivaciés kinetika valamennyi mutdns esetén dramaian megvaltozott. Minden mutans
kétfazisu inaktiviciét mutatott, az aramgorbék leszallé szdra két exponencidlis tagot
tartalmazé fiiggvény segitségével volt illeszthetd. Az extracelluldris pH 5,5-re vald
csokkentése kiilonbozo mértékben bar, de az Osszes mutdns csatorna inaktivacidjat
gyorsitotta. Ezek az eredmények az inaktivicids kinetika tekintetében ellentétesek a vad
tipusu csatorndk esetén tapasztaltakkal.

Az irodalombdl jol ismert, hogy szdmos K' csatorna inaktivacijat a csatorna
extracelluldris bejarata kozelében elhelyezkedd kaliumkotOhely telitettsége szabdlyozza. A
vad tipusi és mutins Kv1.3 csatorndk inaktivici6jaban alacsony pH-n bekovetkezd
véltozdsok magyardzatira egy modellt alkottunk. Ennek lényege, hogy a protondlt 399-es
helyzetli hisztidin a csatorna extracelluldris bejdratidban egy elektrosztatikus potencidlgatat
képez, amely akaddlyozza a K'-ok extracelluldris tér feldl a kotOhelyre valé belépését €s
azoknak a kotohelyrdl az extracelluldris tér felé torténd tdvozasat. Ennek megfelelden tehit a

H399 protonacidja csokkenti a kotdhely extracelluldris tér feldl vald toltddésének hatdsfokat
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és elOsegiti annak az intracelluldris tér feldl valo toltddését. Modelliink helyességének
bizonyitdsdra tobb kisérletet végeztiink, amelyekben a deprotondlt és protondlt H399-et
tartalmazdé vad tipust csatorna viselkedését rendre a H399L és H399K mutdns csatorndk

segitségével modelleztiik.

4.1.6 Magas ionerésségii oldat alkalmazasa: az elektrosztatikus potencialgat

megsziintetése

Az el6zdéekben leirt modell tesztelésére magas ionerdsségli extracelluldris oldatot
(HIS) alkalmaztunk, amellyel csokkenthetok a nagy hatétavolsagd elektrosztatikus
kolcsonhatdsok. Amennyiben a pozitivan toltott hisztidinek okozta elektromos potencidlgat
alacsony pH-n akaddlyozza a K*-ok p6rusbél torténd kilépését, lassitva ezzel az inaktivaciot,
magas ionerdsségli oldatban az elektrosztatikus kolcsonhatdsok csokkenése az elektromos
potencidlgét eltiintetésével az inaktivacié gyorsuldsdhoz vezet a kritikus pozicidoban (399)
toltott aminosavat tartalmazé csatornédk esetén.

Amennyiben a sejtet S-ECS pH=7.35 oldattal perfundaltuk, a HIS pH=7.35 oldatra
valé véltas az inaktivacid sebességét nem valtoztatta meg, ezzel szemben pH=5.5-n az S-ECS
oldatr6l HIS-re vald attérés az inaktivacié gyorsuldsét okozta.

Amennyiben a 399-es pozicidban toltott aminosavat tartalmazé H399K mutdnst
expresszalo CTLL-2 sejtet S-ECS pH=7,35 oldattal val6 perfizié utdn HIS pH=7,35 oldattal
perfundaltunk, az inaktivaciés kinetika gyorsult. A 399-es helyzetben neutralis aminosavat
tartalmazé H399L mutdns esetén a HIS oldatra valé véltds ugyanakkor nem befolyésolta az

inaktivaciés id6allandét. Eredményeink igazoljak modelliink helyességét.

4.1.7 Az alacsony extracellularis pH lassitja a barium ionok csatornapérusba valé

belépését és onnan valé Kilépését

Hipotézisiink tesztelésére vizsgaltuk az ionok extracelluldris csatonaszdjadékon &t
torténd permedcidjat kiillonbozo extracellularis pH-kon. Ehhez egy olyan ionra volt sziikség,
amelyre a Kv1.3 csatorna permedbilis, de az ion mozgasa elég lassu ahhoz, hogy mérni tudjuk
az ionmozgds sebességében bekovetkezd véltozasokat. Erre a célra kivaléan alkalmasak a

bariumionok, amelyek hasonlé méretiiek, mint a kdliumionok, de kétszeres pozitiv toltésiiknél
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fogva erdteljesebben kotddnek a csatornaszdjadékban 1évd kotShelyekhez, megakaddlyozva
ezzel a joval gyorsabban mozgé kdliumionok dramldsat a csatorna latszolagos blokkoldsat
okozva. Az irodalomban két szekvencidlis bariumkotohelyet irtak le Shaker csatorndk esetén:
egy kiils6 kotOhelyet, amelyre a gyors asszocidcids és disszocidcids sebességek jellemzoek, és
egy bels6é kotohelyet, amely nagyobb affinitdsi és lassi asszocidcids €s disszocidcios
sebességekkel jellemezhetd. A kiilsd bariumkotéhely a Neyton és Miller éltal leirt ,,external-
lock-in site”-nak felel meg és ezen kotOhely telitettsége hatdrozza meg elsOsorban az
inaktivacid sebességét.

A kisérletekben alkalmazott 15 mM Ba®* a Kv1.3 csatorndk dramét S-ECS pH=7,35
oldatban a kontroll 18,47 = 1,28 %-dra csokkentette. A steady-state blokk elérése utdn
bariummentes S-ECS pH=7,35 ill. 5,5 oldattal perfundéltuk a sejtet és mértik a Ba®*
kimos6dési kinetikdjat. Alacsony extracelluldris pH-n a Ba®* disszocidci6ja lassabb, a
kimosddas sebességét jellemzo idoallandok rendre 66,49 + 1,17 s és 129,42 £ 8,28 s voltak
pH=7,351ll. 5,5 esetén.

A Ba™ kimos6dasi kisérleteket egy-egy, a kritikus, 399-es poziciéban neutrdlis (L) és
pozitiv (K) toltésti aminosavat tartalmazé mutdns Kv1.3 csatorna esetén is elvégeztiik. A
kimosddési idéallandé a vad tipusti csatorndk esetén pH=7,35-n kapott értékkel egyezett meg.
A H399K muténs csatorndk esetén a Ba®* kimoséddsa szintén pH-inszenzitivnek bizonyult és
a kimosddési idéallandok a vad tipusd ioncsatorndk esetén pH=5,5-n kapott értékekkel
egyeztek meg.

A Ba®* kimosédasi kisérletekben hasznalt protokoll esetén a bemosddas igen gyors, az
egyensulyi blokk 1-2 epizdd alatt kialakul, amely nem teszi lehetdvé a bemosddasi kinetikak
érdekében tehat moddositanunk kellett az alkalmazott kisérleti protokollt. A mddositott
protokollt alkalmazva megéllapitottuk, hogy a Ba®* bemoséddsi kinetikdjat vad-tipusi
csatorndk esetén a pH csokkentése lassitotta, a bemosddasi idéallandé pH=7,35 esetén 32,8 +
1,4 s, pH=5,5 esetén 46,5 £ 2,6 s volt.

A Ba® kimosési kisérletekhez hasonléan a Ba**-ok bemosédasi kinetikdjanak pH-
fliggését is megvizsgiltuk egy, a 399-es poziciéban neutrdlis (L), ill. pozitiv toltésii (K)
aminosavat tartalmazé Kv1.3 mutidns esetén is. A vad tipusi csatorndk bemosodasi
kinetikdjanak vizsgélatakor alkalmazott protokollal 15 mM Ba** mindkét vizsgalt mutdns

csatorna esetén szignifikdnsan nagyobb blokkot okozott és a bemosddasi kinetika nagyon
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gyors volt, emiatt kisérleti koriilmények tovdbbi médositdsdra volt sziikség. Az extracellularis
pH csokkentése nem befolydsolta a bemosddasi kinetikdt egyik mutdns csatorna esetén sem,
ugyanakkor a neutrdlis aminosavat tartalmazé mutins (H399L) bemosddasi kinetikdja
gyorsabb volt. A kapott eredmények megfelelnek a virakozdsnak és a modell helyességét

bizonyitjak.

4.1.8 Az intracellularis kaliumkoncentracio csokkentése: az extracellularis tér fel6l

valé toltédés szerepének novelése

Hipotézisiink tesztelésére olyan kisérleteket is végeztiink, amelyekben alacsony
intracellularis kéaliumkoncentraciot alkalmaztunk, hogy a sejt belseje felé foly6 (inward)
aramot kapjunk. Ilyen koriilmények kozott a csatorna extracelluldris szdjadékaban 1évo, az
inaktivicié sebességét meghatdrozé kotohely intracelluldris oldal feldl valé toltodése
lecsokken, amely megnoveli az extracellularis tér feldl valé to6ltédés jelentdségét.
Viérakozdsunk az volt, hogy az extracelluldris tér fel6l vald toltddés jelentdségének
novekedése miatt a pH csokkentésekor a 399-es helyzetii hisztidin protonicidja kovetkeztében
1étrejovo elektrosztatikus potencidlgét jelentdsen csokkenti a kotShely telitettségét, és ezért a
magas extracelluldris K* koncentracidhoz hasonléan az inaktivdcié gyorsuldsa lesz
megfigyelhetd.

A fizioldgids oldatokkal kapott eredményekkel valé Osszehasonlithatdsdg érdekében
az extracellularis K koncentrdciét 5 mM-on kivéntuk tartani, a befelé irdnyulé dramokhoz
azonban ilyenkor olyan alacsony intracelluldris K" lett volna sziikséges, ami
mukodésképtelenné tette a csatorndkat. Emiatt sziikségessé valt mind az intra-, mind az
extracellularis K* koncentracié megnivelése. A legalacsonyabb intracelluldris [K*], amely
mellett a kisérletek kivitelezhetdk voltak 5 mM volt, extracelluldrisan ennél magasabb [K*]-t
kellett alkalmazni. Az inward dramgorbe leszalld szdra 20 és 40 mM [K'].-k esetén j6l
illeszthetd volt egy exponencidlis tagot tartalmazé fiiggvény segitségével, az inaktivacids
id64llanddk rendre 160,3 £ 9,6 ms és 199,9 £ 11,2 ms voltak 20 mM és 40 mM K-ECS-ben.
20 mM K-ECS-ben az extracelluléris pH 7,35-r61 5,5-re val6 csokkentése nem befolyésolta az
inaktivaciés kinetikat, mig 40 mM K-ECS-ben a pH hasonlé csokkentése az inaktivicid
gyorsuldsiat eredményezte. K-ECS oldat alkalmazdsakor kétfazisi inaktivacids kinetikat
kaptunk, az extracellularis pH csokkentése pedig az inaktivicié nagyobb mértékii gyorsuldsat

eredményezte. Mindkét intracellularis [K*] mellett megfigyelhetd tehat az a tendencia, hogy
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az extracelluldris [K*] novelésével a pH, csokkentése az inaktivicios kinetikdt egyre inkabb
gyorsitotta. Alacsony [K']; esetén ez a tendencia az alacsonyabb [K']. értékek felé tolédott el
annak megfelelden, hogy a kotohely extracellularis tér feldl vald toltddésének silya nagyobb

mértékli. A kapott eredmények a modell helyességét bizonyitjak.

4.2 A Centruroides elegans skorpié mérgébol izolalt peptidek Kv1.3 csatornakra

gyakorolt hatasanak vizsgalata

4.2.1 A Centruroides elegans peptidek szétvalasztasa, szekvenalasa

A Centruroides elegans skorpié teljes mérgének Sephadex G-50 oszlopon torténd
szétvilasztdsa sordn nyert 3 frakcido kozil az egerekre egyediil toxikus II. frakcid
komponenseit CMC oszlopon valasztottuk szét. Az igy nyert szubfrakciok koziil Noxiustoxin
(NTx) ellenes antitestek a II-9, II-10 és II-11 szubfrakcidkhoz kotodtek, tehat ezen
szubfrakciok noxiustoxinhoz hasonlé szerkezetli fehérjéket tartalmaznak. E harom
szubfrakciét HPLC-vel tovabbi alfrakciokra bontottuk. A II-9 frakciébdl 3 noxiustoxinhoz
hasonl6 szerkezetli peptidet izoldltunk, melyeket Cel, Ce2, ill. Ce3 —nak neveztiink el. A II-
10 frakciobol a Ce4, a II-11 frakciobdl pedig a Ce5 jeli peptidet nyertiik. A peptidek

aminosav-szekvencidjat Edman degradaciés médszerrel hatdroztuk meg.

4.2.2 A Cel, Ce2 és a Ce4 toxinok a Kv1.3 csatornak hatékony gatlészerei

A tisztitott peptidtoxinok Kv1.3 csatorndkra gyakorolt gitlé hatdsat humén periférids
vérbdl izolalt T lymphocytdkon vizsgaltuk patch-clamp technika segitségével. El6szér 10 nM
koncentracié mellett vizsgaltuk a toxinokat. A Cel, Ce2 és Ce4 toxinok a Kv1.3 csatorndk
dramanak 85-95 %-at gatoltdk, mig a Ce3 és Ce5 toxinok az dram kevesebb, mint 15%-at
(6,5£0,7% a Ce3, és 12,6£1,4% a Ce5 esetén). Részletesen csak a Kvl.3 csatornikat

hatékonyan blokkol6 harom peptidet vizsgaltuk.
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Az egyensilyi blokk kozel félhatdsos koncentrdcioban a toxintartalmd oldat
perfuzidjat kovetden 60-90 madsodperccel alakult ki. A blokk utdni teljes kimosddéds a
toxinmentes oldattal tortén6 perfiizié kezdete utan 180 és 210 s kozott tortént meg.

A harom hatdsos toxin esetén az dramblokkol6 hatast kiilonbozd tesztpotencidlokon is
megvizsgaltuk. Mindharom toxin esetében kismértékii fesziiltségfiiggés figyelhetd meg a —25-
+50 mV-os membranpotencidl-tartomanyban, az dramblokkol6 hatds pozitivabb
tesztpotencidloknal kisebb. A blokk kismértékii fesziiltségfiiggése valdsziniileg a toxinnak a
toxin-csatorna kotodéskor mélyen a csatorna pdrusdba benyilé pozitiv toltésii aminosav-
oldallainca és a membran elektromos erdtere kozott fellépd elektrosztatikus kolcsonhatés
kovetkezménye.

A Cel, Ce2 és Ce4 hatdsat 0.01-10 nM koncentracidtartomdnyban vizsgéltuk, az
adatpontokra 3 paraméteres Hill fiiggvényt illesztettiink. A disszocidciés konstans (Ky) és Hill
koefficiens értéke a Cel esetén 0,71 nM és 0,98, a Ce2 esetén 0,25 nM és 0,96, a Ce4 esetén
0,98 nM és 0,95. A Hill koefficiens értéke mindharom peptid esetén kozel 1, tehat ezek a
tobbi skorpidtoxinhoz hasonléan pérusblokkoloként hatnak, 1:1 sztdchiometridval gatoljak a

Kv1.3 csatornakat.

4.2.3 A Cel, Ce2 és a Ce4 toxinok szelektiven blokkoljak a Kv1.3 csatornakat

A humadn lymphocytdk aktiviciéjdban a Kv1.3 mellett fontos szerepet jitszanak a Ca®*
aktivalt K™ csatorndk csalddjdba tartozé IKCal csatorndk is. Mivel a Kv1.3 és IKCal
csatorndk blokkoldsa kiillonbozoképpen gitolja az egyes T lymphocyta-altipusok
proliferacidjat, fontosnak tartottuk a Ce toxinok hatdsanak tesztelését IKCal csatorndkon is.
Az alkalmazott —120 mV-t6l +50 mV-ig terjedd fesziiltségrampa protokollokkal a Kvl1.3
csatornak aktivacios kiiszobénél alacsonyabb fesziiltségeken mért dramok kizardlag az IKCal
csatornaknak tulajdonithatéak. Az IKCal csatorndkra kifejtett gatlé hatds a mért aramgorbék
kezdeti, a Kv1.3 csatorndk aktivicids kiiszobénél alacsonyabb fesziiltségeknek megfeleld,
egyenes szakaszara illesztett egyenesek meredekségének valtozdsa alapjan szamolhaté ki.
Kisérleteinkben pozitiv kontrolként charybdotoxint (ChTx) alkalmaztunk. A ChTx 10 nM
koncentriciéban az dramgorbék kérdéses szakaszdnak meredekségét a kontroll érték 5419 %-
ara csokkentette, mig a Cel, Ce2 és Ce4 toxinok 10 nM koncentracidban hatastalanok voltak.

A Ce toxinok szelektivitasat HEK 293 sejtekbe transzfektélt Drosophila Shaker IR ill.

Kv2.1 csatorndkon vizsgaltuk. A kisérletek sordan a vizsgalt skorpidtoxinokat 10 nM
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koncentracioban alkalmaztuk. Shaker IR csatorndk esetén a +50 mV tesztpotencidlon mért
megmarad6 dramhdnyad mindhdrom peptid esetén 1-hez kozeli érték. Kv2.1 csatorndk esetén
hasonl6 koriilmények kozott az dram kismértékii csokkenését tapasztaljuk. Ez alapjan a
peptidek Shaker és rKv2.1 csatorndra vonatkozd Ky értéke joval 100 nM felett van. Ez utébbi
két csatornit az alapjan valasztottuk ki a szelektivitds vizsgdlathoz, hogy a Shaker-IR
csatorndk €s toxinok kozotti kolcsonhatds molekularis mechanizmusa legjobban ismert, igy e
csatorndk vizsgédlata a kotédést meghatirozé molekularis kolcsonhatdasok tisztdzdsaban
segithet. A Kv2.1 csatorndk esetén tobb olyan toxin ismert, mely nem a csatorna pdruséba,
hanem annak fesziiltség érzékeldjéhez kotddve fejti ki hatdsat, igy e csatornak vizsgdlata a
hatdsmechanizmus tisztdzasahoz nydjthat segitséget.

A kisérleteinkben vizsgdlt 6t peptid koziil a Cel, Ce2 és Ce4 peptidek szelektiven
gatoltdk a Kv1.3 csatorndkat. A toxinok hatdsat legalabb 1000x szelektivebbnek becsiiljiik
Kv1.3-ra, mint az IKCal csatorndra. A Cel, Ce2 és Ce4 toxinok azon képessége, hogy
szelektiven képesek gatolni a nagy mennyiségli Kvl.3-at, de kevés IKCal csatorndt
expresszald Tgy sejtek proliferdcidjat anélkiil, hogy a naive és a Tcym sejtek osztdddsat
gitolndk, alkalmassd teheti ket bizonyos T sejt medidlt immunbetegségek (pl. sclerosis

multiplex, diabetes mellitus) kezelésére €s a szervatiiltetés utani kilokodés megeldzésére.
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5 OSSZEFOGLALAS

A T sejtek aktivdlasdhoz és klondlis proliferaciojahoz nélkiilozhetetlen, hogy a
sejtmembran K* vezet6képessége biztositsa a jeldtvitelhez sziikséges membranpotencialt,
amelyben dontd szerepe van a Kv1.3 K* csatorndnak. A csatorna miikodése fiigg a csatorna
kapuzdsat jellemzd biofizikai paraméterektdl, ill. a csatorndkat specifikusan gatld
molekuldkt6l. E lehetéségek koziil az inaktivdcids kinetika extracelluldris pH és K*
koncentracié fiiggésének molekuldris mechanizmusdt és a Centruroides elegans skorpid
mérgébdl szarmazo toxinok Kv1.3 gitld képességét és szelektivitdsat vizsgaltuk.

A Kvl.3 csatorndk kizarélag a lassd, un. C-tipusi mechanizmussal inaktivalédnak,
melynek sebessége tobbek kozott a 399-es helyzeti aminosav tulajdonsdgitol fiigg.
Eredményeink szerint a H399 reverzibilis protonicidja az aldbbi molekularis mechanizmussal
befolydsolja az inaktiviciot: A protondlt hisztidinek elektrosztatikus kolcsonhatdsok révén
szabdlyozzdk a szelektivitasi filterben taldlhaté azon K' kotShely betoltottségét, mely az
inaktivdcié sebességét meghatdrozza. A K* kotShely telitettségét az intra- €s az extracelluldris
tér feldli toltddés egyardnt befolydsolja, melyet a H399 protondcidja ellenkezden érint, az
intracellularis oldal feldli tolt6dést fokozza (inaktivaciot lassité hatds) mig az extracellularis
oldal fel6li toltédést gatolja (inaktivaciét gyorsitdé hatds). E modell helyességének
bizonyitdséhoz megvizsgdltuk az inaktivdcié sebességének extracelluldris pH és K*
koncentracié fiiggését, a pH, hatdsiat az inaktivaciéra kiillonb6z6é ionerdsségli oldatokban,
valamint a K* kotéhely telitédésének kinetikdjat a Ba®* asszocidciés és disszocidcids
sebességének mérésén keresztiil. A deprotondlt és protondlt H399-et tartalmazé vad tipusi
csatorna viselkedését rendre a H399L és H399K mutdns csatorndk segitségével modelleztiik.
Az inaktivdcié sebességének dltalunk leirt pH, és K'-fiiggése jelentéséggel birhat a Shaker
tipusi K" csatorndk inaktivdciéjanak megértése szempontjabol. Ezen feliil € mechanizmus
segitheti a T sejtek alkalmazkoddsat olyan koriilményekhez, ahol a pH, és K* koncentraci6
jelentdsen eltér a norméltdl ( pl. gyulladdsos szovetekben).

A Centruroides elegans skorpié venomjabdl izoldlt, a Noxiustoxin alcsalddba tartozé
peptidtoxinok (Ce 1-5) koziil a Cel, Ce2 és Ce4 hatékonyan blokkolta a Kv1.3 csatornakat,
azonban a hdrom hatdsos peptid koziil egyik sem gétolta az IKCal csatorndkat. Egyik Kv1.3
csatornat hatékonyan blokkol6 peptid sem blokkolta sem a Shaker, sem pedig a Shab csalddba
tartozd Kv2.1 csatorndkat. A Kv1.3 csatorndkat az IKCal csatorndkkal szemben szelektiven
blokkolé peptidek nagy jelentoségiieck lehetnek azon T lymphocyta-altipusok therapids

gatlasaban, amelyek proliferdcidja szelektiven fiigg a Kv1.3 csatornaktol.
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