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I. BEVEZETES

A specifikus antigén hatasara in vivo kialakulé immunvalasz feltétele a sejtek osztddasat és
differencidloddsat magéban foglald limfocita aktivacio. Ennek kiinduld Iépése a T-sejt
receptor/CD3 (TCR/CD3) receptor komplex aktivaldsa, amelyet protein kinazok (PK) valamint a
foszfatidil inozitol (IP3) masodlagos hirvivo rendszer inicialasa kovet. A folyamat eredményeképp
az intracellularis szabad Ca’" szint megnovekszik, és a protein kinaz C (PKC) aktivalodik. Az
elobbi biokémiai folyamatok mellet szamos fizikai tényez0 is szerepet jatszik a plazmamembranon
keresztiil torténd proliferativ jel a citoplazma és a gének irdnyéba torténd kozvetitésében.

A limfocitdkban eddig sokféle ioncsatornat (Na+, K, Ca2+, CI) azonositottak, de csak
kromoszoma lokalizacidjat beleértve. A human T limfocitdk dominans ioncsatorndja az n-tipusu,
depolariziciora aktivaléddo K' csatorna, mely aminosav szekvencia homolégia alapjan a Kv1.3
kédot kapta. Az n-tipustu csatornatdl eltérd kinetikai paraméterekkel és gydgyszer érzékenységgel
rendelkezé n' és I-tipusu K csatornék jelenlétét eddig csak egér eredetii limfocitakon irtdk le. Ca**
aktivalt K" csatornak talalhatok humén leukémias T sejtekben és human periférias vérbdl preparalt
T sejtekben. A limfocita K csatorna variabilitast molekularis biolégiai kutatasi eredmények is
alatamasztjak.

Szamos, egymastdl fiiggetlen bizonyiték utal arra, hogy a K csatornak szerepet jatszanak a
T sejt proliferacioban:

> A nyugvé T sejtek membranjanak K~ konduktancidja megnd a mitogén indukalt
hiperpolarizaciot kdvetden.

> A fesziiltség vezérelt K csatorndk szama tobbszordsére emelkedhet a mitogén aktivacié
soran.

> A hagyomanyos K" csatorna gatloszerek, mint tetraetil-ammonium (TEA), charybdotoxin
(ChTx), noxiustoxin (NxTx), margatoxin (MgTx) gatoljak mind a limfocitdk K~ &ramait,
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mind pedig a sejtek mitogén stimuldcid eredményeként eldallo proliferacidjat nem csak in

vitro, hanem in vivo is.

Jelenleg még nem tisztazott, hogy a K’ csatornak pontosan milyen mechanizmusokon
keresztiil hatnak a T sejt aktivaciora. Mivel a limfocitak membranpotencialjat elsésorban a K"
diffuziés potencidl hatarozza meg, igy valdszinileg a K™ csatorna gatloszerek a membran
depolarizacidja révén akadalyozzak meg az intracellularis Ca®* szint megemelkedését. Ez alapjan
valészintisithetd, hogy a K csatorndk nyugalmi membranpotencialt kelléen negativ értéken tartva
segitik el a Ca®" szignal kialakulasat.

A Kvl.3 csatorna, mely felelés a limfocitak n-tipusi aramanak kialakulasaért, a K
csatorndk Shaker csaladjaba tartozik. A Shaker csatorndk négy azonos alegységbdl felépiild
tetramer makromolekuldk. mely alegységek hat, a-helikélis transzmembran szegmensbdl allnak,
melyeket meghatarozott funkcidval rendelkez6 extra- €s intracellularis hurkok kapcsolnak Ossze.

A Shaker csatorndk depolarizacio hatdsara gyorsan kinyitnak, majd egy nem vezetd un.
inaktivalt allapotba keriilnek. A csatorndk aktivalédasa sordn az S4 transzmembrdn szegmens - az
itt elhelyezkedd pozitiv toltésti aminosavak miatt — az extracellularis tér irdnyaba mozdul, s ezaltal
konformacidvaltozast idéz elé a csatornafehérjében, mely sordn a poérus région keresztiil
kiaramlanak a K ionok.

A Shaker csatornak inaktivacidja az N-tipusu és a C-tipusu inaktivacid révén valdsulhat
meg. Az N-tipusu mechanizmust a szakirodalom a ,ball-and-chain” modell jellemzi. A modell
szerint az intracellularis (N-terminalis) oldalon egy tobb pozitiv toltést tartalmazd peptid szakasz
(,,Jabda”) kapcsolodik minden csatornaalegységhez egy fehérje szalon (,,lanc”) keresztiil, melyek az
inaktivacio soran bekotddnek a csatorna pdruséaba és eltomitik. A Kv1.3 csatornaban hianyzik ez az
inaktivacios egység, 1igy inaktivaciojaért kizardlag a C-tipusu a felelds. A C-inaktivacid egy
Osszetett, eddig nem tisztazott molekularis folyamat eredménye, amely kialakuldsara két elfogadott

magyarazat is 1étezik:



» Az inaktivacid soran az egyes alegységek kooperativ kolcsonhatasa révén a csatorna kiilsd
porusanak teljes besziikolése megakadalyozza az ionok aramlésat.

» A csatorna szelektivitasi filterének konformacios valtozasa miatt az inaktivalt csatorndk nem
permeabilisak K'-ra, viszont mas ionokra (pl.: Na") ekkor valhatnak permeébilissa.

Mind a négy alegységben taldlhatd, S5 és S6 -hélixeket 0sszekotd oligopeptid szakaszok
egylittesen alkotjak a csatorna porusat. Ebben a szakaszban taldlhaté az a négy aminosavbol alld
szekvencia, amely feltételezhetéen felelds a K™ szelektivitisért. Tovabba a csatorna porusat
eltomitd gatldszerek is e régidé aminosav oldallancaival 1épnek kélcsonhatasba.

A csatornamiikodés megértésében az ioncsatorna gatldszerek specifikus kotodésiik miatt
struktira-funkcio vizsgalatra alkalmasak. A gatloszerek kémiai Osszetételikk alapjan két csoportra
oszthatdk: a peptid és a nem peptid tipusuakra. Az el6bbi csoportba sorolhatok a kiilonb6zo
allatfajok (pl. skorpidk, kigyok) altal termelt méreganyagok (venom), melyek nagy affinitassal
képesek kotddni a K csatorna fehérjéhez.

A peptid blokkoldk tobbsége ugy fejti ki hatdsat, hogy a csatorna extracellularis porusaba
kotddve elzarjak a K ionok athaladasanak utjat (porus-blokkoldk). Ismert szekvenciaju toxinok
(ChTx) és a csatornafehérje egyiittes mutacidja révén sikeriilt csatornapoérus topologidjanak és az
egyes aminosavak szerepének meghatdrozasa.

A peptid inhibitorok tobbségétdl eltérd blokkolasi mechanizmusa miatt nagy jelentdséggel
bir egy pok venombol izolalt toxin, a hanatoxin (HnTx). A HnTx nem a csatorna pdrusaba kotodik,
hanem a Shaker csatorna S3 szegmensein taldlhato kotohelyen keresztill mddositja a csatorna
kapuzasat, gatolva a K™ aramot: a hanatoxin molekula k6tddése a pozitiv iranyba tolja el a csatorna-
aktivacio fesziiltség fliggését (gating-modifier: ,,kapuzas-modositd” hatasu).

A peptid inhibitorok mellet a nem peptid tipust gatloszerek alkalmazéasa is jelentds
eldrelépést hozott a csatornafunkcio, a kapuzasi mechanizmusok felderitésében. Ezek a molekuldk

egyszerliibb szerkezetiiek, eltéré a blokkolasi mechanizmusuk és kotohelyeik eltérd lokalizacidja
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miatt bizonyultak a viszonylag magas félhatdsos koncentraci6 ellenére alkalmasnak a struktdra-
funkcid6 feltérképezésében.

A K" csatornak egyik leggyakrabban hasznalt nem peptid gitlészere a tetraetil-ammonium
(TEA), melynek segitségével az N- és C-inaktivacio elkiilonithetd, azaltal, hogy a Shaker csatornak
extra- és intracellularis pdruséban is talalhato TEA kotdhely. A TEA molekula a Shaker csatorna
nyitott pérusaba kotddve blokkolja a kalium ionok aramat, és lelassitja az aram inaktivacidjat.

A nem peptid blokkoldk ko6zott is talalhatdo olyan vegyiilet, amely nem kozvetleniil a pdrus
»eltomitése” révén, hanem bizonyos csatornafunkciok modositasan keresztiil fejti ki hatasat. Ulens
¢s munkatarsai HERG (human ether-a-go-go (eag) related gene) csatorndkon kimutattak, hogy
propoxyphene és annak metabolitja, a D-norpropoxyphene megvaltoztatja a csatorna kapuzasat és
szelektivitasat (Ulens et al. Cardiov. Res. 1999.). Ha a csatorna ionszelektivitdsat egy
pontmutacioval megsziintették, akkor a két gatlészernek semmiféle hatasat nem tapasztaltak.

A sejtek  plazmamembranja egy foszfolipid kettés réteg, amelyben kiilonféle
receptorfehérjék, glikoproteinek, koleszterin, sphyngolipid stb. taldlhatdk. Ez a lipid kettdsréteg
nem tekinthetd merev rendszernek, hanem a benne 1év alkotérészek diffuziora képesek, sot akar
egymassal kolcsonhatnak; ez a felismerés vezetett 1972-ben a Singer és Nicholson altal felallitott
modellhez. A sejt €lete soran a sejtmembran Osszetétele kiilonbozd okok miatt (betegség, oregedes,
étrendvaltozas stb.) megvaltozhat, ezaltal befolyasolja a membran biofizikai sajatsagait (viszkozitas,
gorbiilet, fesziilés stb.) és modositja az integralis fehérjék funkciojat.

Koleszterin, amely az egyik meghatdrozd eleme az emlds sejtek membranjanak, a membran
kettosréteg kiilsd felében talalhato, €s elsdsorban annak dinamikai paramétereit modositja. In vitro
kimutattak, hogy a sejtmembran nem csak magas koleszterin szintje, hanem az élettani értéknél
alacsonyabb koncentracié is gatolja a receptorfehériék (nAchR, Na'-K'™-ATP-iz) megfeleld
milkodését. Emellett szamos tény tdmasztja ald, hogy a membran koleszterintartalmanak

valtoztatisa médositja az ioncsatornak miikodését. Altaldnosan elmondhaté, hogy a koleszterin



szint novelése csokkenti a csatornak aktivitasat, mig kivondsa stimulélja azokat. Jelenleg elfogadott
elmélet szerint, a membran viszkozitdsa egyrészt mechanikai, masrészrol a lipid-fehérje
kolcsonhatés altal hat a csatornafehérje membranbeli mozgasara. Ez utdbbi feltevést alatdmasztjak a
Shaker csatornak S1-S3 transzmembran szegmensében végzett triptofan/alanin pontmutdcios
kisérletek.

Martens és munkatarsai kisérleteikkel igazoltak a kozelmultban, hogy bizonyos K"
csatornak (Kv2.1 és Kv1.5) expresszids rendszertdl fliggetlentil specialis mikrodoménekben, un.
raftokban (tutajokban) helyezkednek el, ellenben mdsok nem (Kv4.2). A membran
koleszterintartalmanak kivondsa, mely a lipid tutajrendszer szétesését segiti eld, a csatorna-raftok

felbomlasat jelentette, megvaltoztatva a csatornak kapuzésara jellemzd egyensulyi.

A kétporusu K* csatornak

A K csatornék egyre boviilé csaladjat alkotjak a két alegységbdl felépiild, alegységenként
két porus régiot tartalmazo (P1 ill. P2), Gn. 2-pérusu K csatornak. Az egyes alegységek a
membrant teljesen ativel6 négy, -helikdlis szegmensbdl (M1-M4) éllnak, melyeket intra- és
extracellularis hurkok kotnek Ossze. A csatornak aktivalasa teljesen kiilonb6z6 szignalok hatasara
johet létre. Ko6zos jellemzojiik, hogy intrinsic fesziiltség-kapuzassal nem rendelkeznek, a hagyomas
peptid (ChTx, MgTx stb.) és nem petdid jellegii (TEA, 4-AP) K' csatorna gatloszerekre kis
mértékben vagy egyaltalan nem szenzitivek. Feltételezhetd élettani szerepiik a nyugalmi membran
potencial kialakitdsdban €s fenntartdsdban van, ezek a csatorndk tehetdk feleldssé a ,,szivargasi”
aramért.

A human genom projektnek koszonhetden sikeriilt az els6 human eredetli kétporusu
csatornat, a TWIK-1-et (Two-pore Weak Inward Rectifier K™ channel) k, majd expresszalni emlés
sejtekben. Ezenfeliil kimutattdk a TWIK-1 esetében, hogy az M1 és P1 régid kozott talalhatd

extracellularis hurok ciszteinje (C69) felelés az alegységek homodimerizacidjaért. Tovabba



kiilonb6z6  csatorndk alegységei (TASK-1 és TASK-5) expresszdlddva funkcionalis
heterodimereket képeznek.

Az altalunk vizsgalt, egér myocytadkbol izolalt cTBAK-1 (Cardiac Two-pore Background
K" channel) K" csatorna az aminosav homoldgia (99%) és elektrofiziologiai tulajdonsagok alapjan
az egér TASK-1 (TWIK Related Acidic Sensitive K' channel) csatornaval azonos, és az un.
Goldman-Hodgkin-Katz-egyeniranyito, K'-szelektiv csatornikhoz tartoznak. Mindkét csatorna
rendkiviil érzékeny az extracellularis pH fizioldgids tartomanyon beliil torténd valtozasaira, mely a
szelektivitasi sziird kozelében talalhato hisztidin oldallancnak tulajdonihatd. Masrészrol, TASK-1
csatornanak jelenleg egyetlen nagy affinitasu, specifikus és direkt gatldészere ismert: szervezet altal
termelt endocannabionid tipust vegyiilet, az anandamid.

Az elmult években tobb tanulmany is beszamolt arrdl, hogy a TASK-1 csatorna a kozponti
idegrendszer sejtjeiben expresszalodik, igy feltehetdleg fontos szerepet jatszik azok nyugalmi
potencialjanak kialakitasaban, ezéltal befolydsolva elektromos aktivitasukat. Tovabba arra is fény
deriilt, hogy a klinikai gyakorlatban alkalmazott kiilonb6z0 altato és érzéstelenitd vegyiiletek (éter,
halotan, kloroform) gatlé vagy éppen ellenkezdleg, serkentd mddon hatnak a TASK-1 csatorna
miikodésére; mely azt igazolhatja, hogy valoszintlileg ezen ioncsatornan keresztiil torténik meg az

idegrendszer ,,atmeneti blokkoldsa” az anasztezia soran.

Il. CELKITUZESEK

I. A sejtmembran Osszetétele, az egyes alkotdelemek aranya a kiilonb6zd fizioldgias &s
patofiziologias tényezOok hatdsara megvaltozik, mely maga utdn vonja a membran fizikokémiai és
strukturdlis moddosuldsdt. A membranban elhelyezkedd fehérjék normalis miikodésének
elengedhetetlen feltétele a membran megfeleld fizikai és kémiai allapota. Ezért kisérleteinkben arra
kerestilk a valaszt, hogy a Kvl.3 csatorna miikodését miképpen befolydsolja a lipid milid

modosulésa, kiilonds tekintettel a koleszterin tartalom megvaltozasara.



2. A Pandinus imperator venomjabol izolalt Pil toxin a tobbi frakcidtol eltéréen négy diszulfid
hiddal rendelkezik, eltéroen a szokasos hat cisztein alkotta harom kovalens hidtdl. Ennek
ismeretében azt kutattuk, hogy a feltételezhetden kompaktabb struktira miképpen befolyasolja a
Kv1.3 csatorna gatlasat.

3. Az Aéltalunk alkalmazott ¢cTBAK csatorna gatldszerekrdl, a fluoxetine-rdl (FL) és a D-
norpropoxyphene-rél  (NORP) vizsgélataink soran kideriilt, hogy teljesen eltéré a

hatasmechanizmusuk. A FL klasszikus pérusblokkolonak bizonyult, mig a NORP megvaltoztatta a

crer

“ sy

1l ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek: A T sejteket Ficoll gradiens centrifugédlassal nyertiik heparinozott human vérbol. A

tenyészté médiumhoz phytohemagglutinint adtunk a K* csatorna expresszi6 ndvelése érdekében.

A Xenopus laevis oocitdkat ndstény karmos békakbol nyertiik. A mikroinjektalast megelézden

a sejteket méret és kondicidjuk szerint szelektaltuk, antibiotikumot tartalmazé ND-96 oldatban
tartottuk a mérés kezdetéig.

Elektrofiziologia: A tenyésztett limfocitdkbol a T-sejteket a mérések eldtt a monoklonalis

antitest adhéziés mddszerrel szelektaltuk. A méréseinket a patch-clamp technika teljes-sejt
hasznaltunk fesziiltség-zar tizemmoddban, méréseinket a pCLAMP 6.0 és 8.0 programcsomag
segitségével végeztiik. A méréseink soran hasznalt extracellularis oldat NaCl alapt Ca*"-ot és Mg*'-
ot tartalmazd oldat volt. A pipetta toltdfolyadéka KF alapu, EGTA-t tartalmazo oldat volt.

Az oocitdkat 50 nl cRNS-sel (0,1 ng/nl) injektaltuk, majd 2-4 nap mulva kételektrodas
fesziiltség-zar technikéval mértiik az iondaramokat, GeneClamp 500 er6sitd hasznalataval. Az alabbi
extracellularis oldatokat hasznaltuk kisérleteink soran: NaCl alapu oldat, magas kalium tartalmu

oldat, 300 uM BaCl, tartalmazé oldat, Na" mentes oldat (a Na'-ot TRIS-sel helyettesitettiik). Az
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elektrédadkat 3 M-os KCI oldattal toltottiik meg. Az oldatok cseréjét mindkét rendszer esetében
gravitacié hajtott perfuzios rendszerrel végeztik. A folyadéktobbletet folyamatos szivassal
tavolitottuk el.

A mérések soran nyert aramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigaltuk ohmikus
szivargéasi aramra, amennyiben ennek nagysaga nem volt elhanyagolhatd. A gorbéket digitalisan
szlrdztiik harom pontos boxcar modszerrel.

Koleszterin manipuldcio: Az aktivalt T limfocitdk koleszterin kezelése soran a sejteket

metilalt-B-cyclodextrin/koleszterin-t (MBCD/C) vagy metilalt-B-cyclodextrin-t (MBCD) tartalmazd
Hanks’ oldatban inkubaltuk. Kontroll sejtek esetében MBCD/C vagy MBCD nélkiil inkubaltuk.

Mutagenezis kisérletek. A pGEMHE/cTBAK-1 vektort templatként haszndlva PCR

segitségével Y105F és F211Y mutaciokat hoztunk 1étre a megfeleld primerek felhasznalasaval. A
PCR mutagenézis eredményességét enzim restrikcios mddszerrel ellendriztik. In  vitro

transzkipcidhoz a pGEMHE/cTBAK-1 vektort linearizaltuk, majd capped cRNS-t szintetizaltunk.

IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELESEK

1. A koleszterin hatasa a Kv1.3 csatornak inaktivacios és aktivacios kapuzasara

Kisérleteink soran a MPBCD-t, és annak koleszterinnel telitett komplexét, a MBCD/C-t
hasznaltuk, hogy a T limfocitdk membranjanak koleszterintartalmat mddositsuk. A kezelések
eredményességét két fliggetlen modszer segitségével ellendriztiik (anizotrépia mérés ill. kapacitasra
normalt aramslirliség Osszehasonlitdsa), és azt talaltuk, hogy a membran koleszterintartalmanak
valtoztatasa mindkét iranyban hatasos volt.

A Kvl.3 csatorndk a +50 mV-os depolarizacio hatdsara gyorsan kinyitnak, majd egy nem
vezetd inaktivalt allapotba jutnak, melyet az dram viszonylagos lassii exponencidlisan lecsengd
szakasza jellemez a csatorna C-tipust inaktivacidjanak megfelelden. Az dramgorbe leszallo agat
egy exponencidlis fliggvénnyel illesztettiik (I(t) = Iy x exp(-t/tin) + C, Ip: dram amplitidoja, tiy: az
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inaktivacios id6allando, C: aram egyensulyi értéke), és az inaktivacid kinetikai jellemzésére az
inaktivacios iddéallandét (ti,) hasznaltuk. A T sejtek membranjanak MBCD-nel (0,95 és 1,425
mg/ml) torténd koleszterintartalom csokkentése az inaktivacid gyorsulasat eredményezte. Ellenben
a koleszterinszint emelésével (1 és 1,5 mg/ml), amikor az inaktivacids alland6 szignifikansan
novekedett. A csucsaramra normalt egyensulyi aram értéke jelentdsen megemelkedett a koleszterin

A Kv1.3 csatorndk aktivacidja vizsgalatakor +50 mV-os rovid impulzusokat alkalmaztunk.
Az aktivacios aramgorbéket a Hodgkin-Huxley (HH) n*-es modellnek megfeleléen illesztettiik. A
koleszterinszint 1 és 1,5 mg/ml MBCD/C-nel valdo novelése az aram aktivaciojanak jelentds
lassulasat okozta. A MBCD-nel eldkezelt limfocitdk kalium aramai a kontroll sejtekkel azonos
aktivacios kinetikat mutattak.

Ha a sejteket 1 ill. 1,5 mg/ml MBCD/C-nel inkubaltuk, akkor az aktivacid egyes T sejtek
esetében kétfazisuva valt. Ez esetben az aktivacios aramgorbét két exponencidlis taggal rendelkezd
fiiggvénnyel illesztettilkk; az aktivaciot a gyors (I,f) ill. lassi (I,s) komponens amplitid6jabol
szarmaztatott R paraméterrel (R = I,¢/(I.sr + l.s)), valamint a gyors (Tar) és a lassi (Tas)
komponenshez tartozd idéallandoval jellemeztiik. A kétfazisu aktivacid ,,gyors iddallandoja” a
kontrollhoz képest szignifikdnsan nétt, mig mind lassi dramkomponens iddallanddja, mind az R
paraméter nem kiilonboztek a két kezelés Osszehasonlitdsa sordn, ezenfelill az utobbi fesziiltség
fliggést sem mutatott.

A koleszterin altal modositott aktivacidés €s inaktivacios kinetika befolydsolhatja a két
folyamatot jellemz6 egyensulyi paramétereket, amelyek a kiilonb6z6 konforméacids allapotban (pl.
nyitott-zart, zart-inaktivalt) 1évé csatorndk egyensulyi megoszlasarél nyujtanak informacidt egy
adott membranpotencidl értéknél. A normalt teljes-sejt konduktancia (Gy) tesztfesziiltség
fuggésével az aktivaciot, a visszatért aramhanyad membranpotencial fiiggésének meghatarozasaval

pedig az inaktivaciot jellemeztilk, majd az adatpontokhoz illesztett Boltzman fiiggvények
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paramétereit haszndltuk a valtozadsok mértékének kifejezésére. Az egyensulyi aktivacid
fesziiltségfiiggésének kozéppontja kontrol sejtekhez képest (27,5 £ 1,2 mV) a membran
koleszterinszint novekedés hatasara pozitiv iranyba tolddott el (- 20,2 £ 2,0 mV (Img/ml) és —20,9
+ 1,3 mV (1.5 mg/ml)). Tovabba a meredekség a kontrolnal kapott 8,32 = 0,2 mV-rél 10,1 £ 0,56
mV (1,0 mg/ml) ill. 9,61 £ 0,26 mV-ra (1,5 mg/ml) valtozott, mely szignifikdns valtozasnak
bizonyult (p = 0.002). Mint azt el6zdleg mar tapasztalhattuk, a koleszterin kivondsa nem okozott
valtozast az egyensulyi aktivacid fesziiltségfiiggésében sem. A visszatért &aramhanyad
membranpotencidl fliggését, amely az inaktivalt és zart csatorndk aranyat jellemzi egy adott
tartéfesziiltség értéken, a koleszterinszint valtoztatdsa nem mddositotta.

novelése egyarant modositja a Kvl1.3 csatorndk aktivacids és inaktivacios kapuzasat, a
koleszterinszint csokkentése nem eredményezett biologiai relevanciat. Az aktivacio lassulasa a
csatornafehérje S1-S4 szegmensei aminosav-oldallancai és a lipid molekulak kozott fellépd erdsebb
kolcsonhatés kovetkezménye.

Az aktivacio kétfazisu viselkedésének magyardzatira két modellt is alkottunk. Az elsé
szerint a membranban két, eltérd lipid milidben 1évd csatornapopulacid van jelen, melyek
aktivaciojanak fesziiltség-fliggése is kiilonboz6. Mivel a két populdcio aranya (R paraméter)
fesziiltség fliggetlen, viszont az egyensulyi aktivacid fesziiltség fliggése a két ,.csatornatipus”
aranyanak valtozasat mutatja. Masrészrol, e modell szerint a két csatornapopuldcionak az adram
inaktivacios kinetikdjaban is kétfazisu viselkedést kellene mutatnia, melyet viszont nem sikertilt
igazolnunk.

A masik modellink a Zagotta és mtsai koradbbi cikkén alapul, melyet kibOvitettiink a
csatorna Un. aktivalt zart (AZ) allapotaval (1. diagram) (Zagotta és mtsai J.Gen.Physiol. 1990.). Az
»AZ” allapot megjelenése annak tulajdonithatd, hogy k; és k, sebességi allandok (lasd az 1.
diagramot) a membran viszkozitasdnak novekedése kovetkeztében modosulnak. A megvaltozott
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ki/k, ardny miatt valik ez az allapot ,,lathatova”, holott normal élettani koriilmények kozott is jelen

van.

A Kvl.3 csatorna S5-S6 szegmense, valamint a P régigja a C tipusi inaktivacid soran
konformécid valtozast szenved, viszont kozvetleniil nincs kontaktusban a csatornafehérjét
kortilvevé lipid molekuldkkal. Ezért a membran 6sszetételében torténd valtozasokat csak kozvetett
modon, az egyes a-hélixek kozott fellépd kolcsonhatason keresztiil érzékeli. Tulajdonképpen, az
S5-S6 és az elsd négy szegmenst alkotd aminosavak oldallancai kozott fellépd erésebb kolcsonhatas

az, amely késlelteti az inaktivacidt eredményez6 struktura-atalakulast.

1. diagram
NY
kT ke
e
Zos == Z, <= AZ
4B k,

2. A Pi1 toxin hatasa a Kv1.3 csatornak aramara

Az altalunk vizsgalt Pil toxin a Pandinus imperator skorpié venomjabol (PiV) szarmazik. A
Pil toxin egy jellegzetes motivumban eltér a tobbi frakcidtol (Pil-Pi8): az oligopeptid stabilitasat a
megszokott harom diszulfid helyett egy extra negyedik biztositja. A kiegészitd ciszteinek megléte a
molekula stabilabb strukturdjat, valamint a méret csokkenését eredményezi, mely maga utan
vonhatja a toxin-csatorna kolcsonhatas, a gatlas erdsségének a megvaltozasat. Az extracelluldrisan
alkalmazott Pil teljes-sejt K aramra kifejtett hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy (1) toxin nem
valtoztatta meg a csatorna az aktivacidt és inaktivaciot jellemzO kinetikai és egyensulyi
paramétereket; (2) a gatlas fesziiltség fiiggetlennek bizonyult; (3) 1 toxin molekula : 1 csatorna
sztochiometriat feltételezve a Ky-re 11.4 nM addodott.
A Pil alacsonyabb blokkolasi hatasfoka valdsziniileg magyarazhaté az egyes aminosavak

eltérésével, valamint a feliileti toltés (surface charge) megvaltozasaval. A 11-es helyzetii tirozin (Y)
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glicinre (G), valamint a 35-0s arginin (R) ciszteinre (C) torténd ,,cseréje” lehet felelos a csokkent
affinitasért: a toxin-csatornapdrusba torténd kotddésének modellezése azt mutatta, hogy ezen
aminosavak fontos szerepet jatszanak a csatornaporus aminosav oldallancaival kialakulo
kolesonhatasban. Ezenfeliil a R35C valtozas a Pil-ben a Pi2 és Pi3 frakcidhoz képest egy nagy
feliileti toltésvaltozast eredményez: a pozitiv toltésli arginin helyett egy negativ toltésti cisztein
oldallanc épiti fel a toxint.

Osszefoglalva a Pil-ben meglevd negyedik, kiegészitd diszulfid hid nem befolyasolja a
Kvl1.3 csatorndhoz torténd kotodésének affinitidsat. A magasabb félhatdsos koncentracio
feltételezhetd oka a 11. és a 35. helyzetben 1év0, a toxin-csatorna komplex Ilétrehozasaban

bizonyitottan alapvetd szerepet jatsz6 aminosavak eltérésének tudhaté be.

3. Gatlészer és mutagenezis indukalt szelektivitasvaltozas a cTBAK
ioncsatornaban

A Xenopus laevis oocitaban kifejezett cTBAK-1 csatorna K szelektiv, Goldmann-Hodgkin-
Katz (GHK) egyeniranyité tulajdonsagokkal rendelkezik. Két nem peptid tipusd, a human
medicindban alkalmazott vegyiiletrdl (fluoxetine és D-norpropoxyphene) kimutattuk, hogy géatolja a
cTBAK-1 csatorndk teljes-sejt dramat, azonban hatdsmechanizmusuk teljesen eltérd. Ezenfeliil a
mutagenezis kisérletek soran olyan cTBAK-1 fenotipusokat allitottunk eld, amelyek hozzasegitenek
a csatorna-gatloszer kolcsonhatés, valamint a szelektivitdsi mechanizmus megértéséhez.

A NORP cTBAK-1 csatornak aramara kifejtett 9sszetett hatasat az alabbiak jellemezték: (1)
részlegesen ¢€s irreverzibilisen gatolta a kifelé irdnyuld aramot (ICsp=168 uM); (2) megnovelte a
befelé¢ irdnyuld iondramot; (3) eltolta az I-V gorbét a pozitiv fesziiltségek felé, mely az aram
megfordulési potencialjanak (E..,) a megvaltozasat jelenti (ECso = 122 uM). A kifelé foly6é aram

gatlasanak részleges volta, valamint az E., megvaltozdsa az ionszelektivitdas mddosulasanak a
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crcr

kovetkezménye: a Na® mentes oldatban az E., eltoléddsa azonos koncentracioja  NORP
alkalmazasakor szignifikansan kisebb volt.

Hasonloan a NORP-hoz, a FL is irreverzibilis gatloszernek bizonyult, mely fesziiltség- €s
dézis-fiiggd (ICsp = 226 uM) mddon eltomiti a csatornaporust, nem valtoztatva meg a csatorna
szelektivitasat. Kisérleteinkben a FL nagyon hasznos ,segédeszkoznek™ bizonyult, minthogy
segitségével a NORP specifikus hatasat tudtuk szemléltetni.

A K" csatornak egyik nagyon konzervativ szekvencia szakasza a porus régié vagy P-régio
(Gn. signature-sequence), amely egyértelmtien determindlja a csatorna pemeabilitasi tulajdonsagait.
Ulens és munkatarsai a kozelmultban mutattak ki, hogy NORP a HERG csatornak szelektivitasanak
¢s kapuzasi kinetikajanak megvaltozasat eredményezte, mig a Kvl.l csatorndk esetében nem
tapasztaltak hasonld jelenséget (Ulens et al. Cardiov. Res. 1999.). A cTBAK-1 csatorna
szelektivitasi sziirdje két GYGH ¢és két GFGD aminosav szekvenciat foglal magiban, amely
tekintheté a HERG (GFGN) és a Kv1.1 (GYGD) csatornak kozti a&tmenetnek. E két tényre alapozva
azt feltételeztiik, hogy a NORP-csatorna kolcsonhatas a P-régio, szlikebben a szelektivitasi sziird
aminosav oldallancainak modositasdn keresztiill jon 1étre. A PCR technika felhasznéalasaval
mindkettd szelektivitasi szliroben pontmutacidt hoztunk létre: Az elsé pdrusban a 105. pozicioban
1évd Y-t cseréltiik le egy F-ra (Y105F), a masodikban a megfeleld helyzetben 1évo (211-es pozicio)
F-t mutaltattuk egy Y-ra (F211Y).

Az elsé és a masodik pérus szelektivitasi szlirdjébe bejuttatott pontmutaciok két teljesen
eltéré csatornatipust hoztak létre. A Y105F mutans, feltételezhetden K szelektivitisa csokkenése
miatt, NORP rezisztenciat mutatott, mig a F211Y konstrukcié megtartotta K szelektiv képességét,
€s a NORP sem okozott olyan mértékii valtozast sem az dramamplitiddban, sem a E,,, mint azt a
vad-tipusnal tapasztaltuk.

Az elsé porusban tortént mutacid nagymértékben megvaltoztatta a ¢cTBAK-1 csatorna

alapvetd biofizikai sajatsagait. Az izoozmotikus ionhelyettesitési moddszer segitségével
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karakterizaltuk az Osszes fenotipus elemi elektrofizioldgiai tulajdonsagait. Az elsé porus GYGH

szekvenciajaban tortént aminosav moddositds az ionszelektivitasért felelds filter szétroncsoldsat

7 + 7 + - 7 . 7y . 7 7 o 7
eredményezte; a K' és Na' ionok 4rama az egyiittesen alakitja ki a csatornan atfoly6 ionaramok

sajatsagait.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a mutagenezis eszkozeivel élve két olyan cTBAK-1

fenotipust sikeriilt megalkotnunk, melyek hozzajarulnak a porus szelektivitdsi mechanizmusanak,

valamint a csatorna-gatlészer kolcsonhatasnak a megértéséhez. Eddigi ismereteink szerint nem

sikertilt olyan vegyiiletet taldlni, amely valamely kétporusu csatorna szelektivitasat valtoztatnd meg.

V.

Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy a T limfocitak dominans, fesziiltség vezérelt K' csatornajanak (Kv1.3)
egyensulyi ¢és kinetikai paramétereit modositja a plazmamembran koleszterintartalmanak
valtoztatdsa. Az aktivacid és az inaktivacio is lelassul a koleszterin bevitel hatasara, mig annak
kivonasa bioldgiai relevanciaval nem bir. Ezenfeliil a koleszterinszint emelése az aktivacid
kétfazisu viselkedését eredményezte. A javasolt modelliink szerint a sebességi allandok
aranyanak valtozasa miatt, egy un. aktivalt-zart dllapot megjelenése tehetd feleldssé az aktivacio
efféle megvaltozasaért.

A Pandinus imperator venomjabol izolalt Pil frakcio eltér a klasszikusnak mondhaté toxinok
struktaratdl: négy diszulfid hid biztositja stabilitdsat. Kimutattuk, hogy e csaldd korabban
vizsgalt tagjaihoz viszonyitva (Pi2 és Pi3) a Pil toxin a legkevésbé hatékony gatldszere a Kv1.3
csatornanak, de a negyedik diszulfid hid nem befolyasolja a k6tddés affinitasat. A kisebb gatlasi
hatékonysag oka 11. és a 35. pozicioban levd, a toxin-csatorna komplex kialakitasaban fontos
szerepet jatszo aminosavakban valo eltérésnek tulajdonithatd.

A mutagenezis eszkozeivel élve két olyan cTBAK-1 fenotipust sikeriilt megalkotnunk, melyek

hozzajarulnak a porusszelektivitds mechanizmusanak, valamint a csatorna-gatloszer
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kolcsonhatasnak a megértéséhez. Eddigi ismereteink szerint nem sikeriilt olyan vegyiiletet

talalni, amely valamely kétpdrust csatorna szelektivitasat valtoztatna meg.
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