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Roviditések jegyzeke

7DHC: 7-dehidrokoleszterin

ABC: ,,ATP-binding cassette” ATP-t koto kazetta

ABCBI: ,,ATP-binding cassette sub-family B member 17 ATP-t kot kazettat tartalmazo
fehérjecsalad B alcsaladjanak 1. tagja

ABCGI: ,,ATP-binding cassette sub-family G member 17 ATP-t kot kazettat tartalmazo
fehérjecsalad G alcsaladjanak 1. tagja

ABCGI1: ,,ATP-binding cassette sub-family G member 2” ATP-t kotd kazettat tartalmazo
fehérjecsalad G alcsaladjanak 2. tagja

ADWX-1: a BmKTx Buthus martensii Karsch skorpiébol szarmazd toxin szintetikus
peptidanalégja

Ala: alanin

APETx4: Anthopleura elegantissima tengerir6zsabol szarmazé toxin

BK: ,,big potassium = large conductance calcium-activated potassium channel” fesziiltség és
kalcium altal aktivalt nagy konduktanciaja kaliumcsatorna

C: ,,closed state” zart allapot

CARC: ,reverse or mirror version of the CRAC” koleszterink6té motivum

CCM: ,,Cholesterol Consensus Motif” koleszterink6té motivum

Cb: ,,deep closed state” mély zart allapot

Cd*": kadmium ion

CI: ,,closed-inactivated state” zart-inaktivalt allapot

CRAC: ,,Cholesterol Recognition Amino Acid Consensus” koleszterink6té motivum

C-tipust inaktivacio: lasst inaktivacio

CTX-B: koleratoxin B alegység

Cys: cisztein

DP: dipolpotencial

eag: Kv csatorndk ether-a-go-go csaladja

EC: extracellularis

EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EGFP: ,,enhanced green fluorescent protein” javitott fluoreszcenciaju zold fluoreszcens protein
EGTA: etilénglikol-tetraecetsav

ER: endoplazmas retikulum

Eekv: a kdlium egyensulyi potencialja



FLAG: DYKDDDDK epitop

Frorm-V: normalt fluoreszcencia intenzitas-fesziiltség gorbe

F-V: fluoreszcencia intenzitas-fesziiltség gorbe

GABAA: ,,gamma-aminobutyric acid” gamma-aminovajsav receptor A tipusa

GFP-GPI: ,,green fluorescent protein- glycosylphosphatidylinositol” zold fluoreszcens protein-
gliikkozilfoszfatidilinozitol

Giorm: normalt konduktancia

Gnom-V: normalt konduktancia-fesziiltség gorbe

GPCR: ,,G protein-coupled receptor” G-proteinhez kapcsolt receptor

GPI: ,,glycosylphosphatidylinositol” gliikozilfoszfatidilinozitol

G-V: konduktancia-fesziiltség gorbe

HC: hiperkoleszterinémia

HCN: ,hyperpolarization-activated cyclic nucleotide—gated channel” hiperpolarizacié altal
aktivalt és ciklikus nukleotid altal szabalyozott csatorna

HEK 293: ,,human embryonic kidney” human embrionalis vesesejt vonal

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HERG: human Ether-a-go-go-Related Gene

HSD: ,,honestly significant difference” statisztikai teszt

HsTx1: Heterometrus spinifer skorpiobol szarmazé toxin

IC: intracellularis

IF: ,,inactivated fraction” inaktivalodé aramhéanyad

ILT mutans: az S4 régioban V3691, 13721 és S376T mutaciokat hordozo Shaker csatorna
ipi: ,,interpulse interval” pulzusok k6zotti intervallum

Ix: a Py altal kivaltott &ram

k: meredekségi egyiitthato

K": kaliumion

KCHIP: ,, K" channel-interacting protein” kaliumcsatornaval kolcsonhaté fehérje

KCNE: ,K* voltage-gated channel subfamily E” fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna jarulékos
alegység ,,E” alcsalad

KcsA: ,,K channel of Streptomyces A” Streptomyces A kaliumcsatornaja

Kir: ,,inward rectifier potassium channel” befelé egyeniranyit6 kaliumcsatorna

krio-EM: krio-elektronmikroszkdpia

Kyv: fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna

MBCD: metil-béta-ciklodextrin



MD szimulacid: molekuléris dinamikai szimulacio

MTS-TAMRA: metantioszulfonat-5(6)-karboxitetrametilrodamin

nAChR: ,nicotinic acetylcholine receptor” nikotinerg acetilkolin receptor

Navy: fesziiltségfiiggd natriumcsatorna

NBD-koleszterin: 25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)metil]amino]-27-norkoleszterin
N-tipusu inaktivacio: gyors inaktivacid

O: ,,open state” nyitott allapot

Ol ,,open-inactivated state” nyitott-inaktivalt allapot

PAP-1: 5-(4-Fenoxibutoxi)psoralen

PAS: Per-Arnt-Sim domén

PD: ,,pore domain” poérusdomén

Po: ,,open probability” csatorndk nyitasi valdsziniisége

PUFA: ,,polyunsaturated fatty acid” tobbszordsen telitetlen zsirsav

Px: a harompulzusos protokoll x-edik pulzusa

RCF: ,,recovered current fraction” visszatért aramhanyad

Shaker-IR: ,,Shaker inactivation-removed” N-tipusu inaktivaciéval nem rendelkezd Shaker
ioncsatorna

ShK: Stichodactyla helianthus skorpidobdl szarmazo toxin

SLO szindréma: Smith-Lemli-Opitz szindroma

SSI: ,,steady-state inactivation” egyensulyi inaktivacio

STED: stimulalt emisszi6 deplécié mikroszkdpia

Tact: aramok aktivacios idéallandoja

TEA™: tetraetil-ammonium

TEVCEF: ,two-electrode voltage-clamp fluorometry” kételektrodas voltage-clamp fluorimetria
Tinact: aramok inaktivacios idéallandoja

TMRM: tetrametilrodamin maleimid

Trec: 1naktivaciobol vald visszatérés idéallanddja

TRP: tranziens receptorpotenciali csatorna

TRPMS: tranziens receptorpotencialu csatorna, melasztatin alcsoport 8. tagja

TRPV1, TRPV4: tranziens receptorpotencialt csatorna, vanilloid alcsoport 1. és 4. tagja
TTVGYGD: Kv csatornak szelektivitasi filterében talalhato specialis szekvencia

Vin: félaktivacios fesziiltség

VSD: ,,voltage sensor domain” fesziiltségszenzor domén

WT: ,,wild-type” vad tipust



1. Bevezetés

1.1 Altalanos bevezetés

Az ioncsatorndk specidlis transzmembran fehérjék, amelyekben kozos, hogy a
sejtmembranon keresztiil egy hidrofil porust képezve biztositjak az ionok extracellularis és
intracellularis terek kozotti aramlasat. Az ioncsatornakat az altaluk vezetett ionok, mikodésiik
¢s felépitésiik alapjan oszthatjuk kiilonb6zd csaladokra, amelyek szertedgazd funkciokkal
vesznek részt szamos Dbiologiai folyamatban. FErdeklddésiink kozéppontjadban a
fesziiltségkapuzott kaliumcsatorndk (Kv) allnak, amelyek mind ingerelhet6, mind pedig
klasszikusan nem ingerelhetd sejtekben kulcsfontossagu szerepet toltenek be szédmos
sejtfunkcié medidlasaban. A Kv ioncsatorndk négy alegységbdl allnak, az egyes alegységek
pedig hat transzmembran helikalis szegmentumbol (S1-S6) épiilnek fel. Az alegységeken beliil
a hélixeket intra- és extracellularis aminosavhurkok, mig az egyes alegységeket nem-kovalens
kolcsonhatasok tartjak 6ssze. Az S1-S4 hélixek épitik fel a csatorna fesziiltségszenzor doménjét
(VSD), mig az S5-S6-os hélixek formaljadk a pérusdomént (PD). A két domén kozotti
strukturélis kapcsolatot egyes csatorndknal az S4-S5 linker, mig masoknal a transzmembran
hélixek kozotti intramolekularis kdlesonhatasok biztositjak. A membranpotencial érzékeléséért
a VSD, a kaliumionok (K") dramlasanak koordinalasaért a PD-ben talalhatd aktivacios és C-
tipusu inaktivacios kapuk és a szelektivitdsi sziird felelések. Az aktivacios kapu a porus
intracelluldris, mig a C-tipust inaktivacios kapu a porus extracellularis bejaratanal helyezkedik
el. A csatorna kapuzasa a fesziiltségszenzor, az aktivaciods €s inaktivacios kapuk 6sszehangolt
miikédése soran valdsul meg. Depolarizacid hatasara a zart allapotban levd (C) csatorna
aktivacios kapuja kinyit, igy funkcionélisan vezetd allapotba (O) kertil, majd ha a depolarizaciod
tovabbra is fennall, az inaktivacids kapu bezarddik, kialakitva a mar nem vezetd inaktivalt
allapotot. A kapuzasi sémaban szerkezeti allapotként ezt Ol kapuzasi allapotnak nevezziik, ami
arra utal, hogy az aktivaciés kapu még nyitva van, mig az inaktivacidos kapu zart. A
depolarizacid megsziinésével az aktivacios kapu bezarodik, az inaktivalt csatorna kapuzasi
sémaban feltiintetett szerkezeti allapota pedig a CI, ami arra utal, hogy mind az aktivacios kapu,
mind pedig az inaktivaciés kapu zart allapotban vannak. Amennyiben megfeleld ideig kelléen
negativ membranpotencialon tartjuk a csatornakat, akkor az inaktivaciés kapu kinyilik, igy az
inaktivaciobol vald visszatérés folyamata révén a csatorna visszakeriil a kiindulasi zart

allapotba (C).



Az ioncsatornak kapuzisa igen Osszetett folyamat, tobb ponton befolyasolhatod
kiilonb6z6é ioncsatornan kiviili, illetve azon beliili (intrinsic) kolcsonhatdsok altal. Az
ioncsatornan kiviili tényezok koziil kiemelendo a sejtmembranban talalhat6 koleszterin, ami az
egyik f6 meghatdrozdja a membran biofizikai tulajdonsagainak, vertikalis ¢és lateralis
heterogenitdsdnak, amely tényezdk egyiittesen jelent6sen hozzédjarulnak a kiilonbozo
funkcionalis membrandomének kialakuldsdhoz. Mivel a transzmembran fehérjék, igy az
ioncsatorndk ¢€s a koleszterin kozotti interakciok, vagy azok valtozéasai szdmos fiziologids és
patologias folyamatban jelentds tényezdként szerepelnek, a koleszterin €és az ioncsatornak
kozotti kolesonhatasok vizsgalatdval szamos tanulmany foglalkozott. Az utobbi években
elterjedt 0j technikak (példaul a krio-elektronmikroszkopia (krio-EM), vagy a szuperrezolucios
mikroszkdpia), valamint a molekularis dinamikai (MD) szimulacié terén bekovetkezo jelentds
fejlodés egy teljesen 1j perspektivat nyitott a protein-koleszterin interakciok vizsgalatdban, ami
a téma irdnt Ujra felkeltette az érdekldédést. A korabbi tanulmanyok két tipust interakciot
kiilonboztettek meg a koleszterin és kiillonbozd transzmembran fehérjék, igy az ioncsatorndk
kozott: egy direkt, ligandszerti kdlcsonhatast, ahol a koleszterin kiilonb6zé kotéhelyekhez
kotédve modositja az ioncsatornak miikodését, illetve indirekt kdlcsonhatést, ahol a koleszterin
a membran biofizikai tulajdonsagainak (membranfluiditas, -rigiditds, -vastagsag, lateralis
nyomas, lipid rendezettség, dipdlpotencidl) modositasan keresztiil fejti ki hatasat. A koleszterin
¢s az ioncsatornak kozotti kolesonhatasok medidlasaban szerepet jatszhatnak a koleszterin
lipidtutajokon keresztiil kifejtett hatdsai is. A lipidtutajokban ugyanis eltéré a
membranszerkezet és a fehérjekornyezet, ami az indirekt hatasokat modosithatja; illetve a
tutajokban a megndvekedett koleszterintartalom a direkt kdolcsohatasok fellépésének
valoszinliségét befolyasolhatja. Ezeket egyes tanulmanyok a koleszterin-fehérje
kolcsonhatasok harmadik mechanizmusaként jellemeznek. Az ioncsatornak, azon belil is a
fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak megfelelé modellfehérjék a transzmembran fehérje-
koleszterin kolcsonhatasok vizsgalatahoz, ugyanis a kapuzas soran mind a fesziiltségszenzor,
mind pedig a porust alkoté hélixek mozgisa ¢és konformdcidvaltozdsa a kornyezd
lipildmembranban, igy azzal kolcsonhatdsban valdosul meg, a membran koleszterin pedig
kozvetleniil is képes a foszfolipid kettdsréteg tulajdonsagait modositani. Az ioncsatornak esetén
a koleszterin hatasainak funkcionalis feltérképezése relative egyszerli, mivel az iondramok
mérésével szamos olyan paraméter meghatarozhaté (példaul egyensulyi aktivacio és
inaktivacid, nyitdsi valdszintiség, egyedi csatorna konduktancia, aram aktivacios ¢és
inaktivacids kinetikak), amelyek jol leirjak a koleszterin altal okozott modositasok funkcionalis

kovetkezményeit. A témaban megjelent korai tanulmanyok a kozvetlen elektrofizioldgiai

8



hatasok leirasara szoritkoztak, majd a lehetséges hatdsmechanizmusok vizsgalata soran el6szor
az indirekt, membranbiofizikai és lipidtutajokon keresztiili hatdsmodokat valdszintisitették. A
képalkoto ¢€s kiillonbozd szamitogépes modellezési technikak elterjedésével ez az iranyvonal
atalakult, és elotérbe keriilt a direkt kdlcsonhatasok fontossaganak hangsulyozasa. Fliggetlentil
a direkt vagy indirekt hatdismechanizmustdl nem ismert az, hogy az ioncsatorna mitkddésében
kialakul6 funkcionalis valtozasok melyik doménen (VSD, PD vagy a két domén kozti csatolasi
apparatuson) keresztiil kovetkeznek be.

Az ioncsatornak kapuzasat befolyasolo belsO, az ioncsatorna fehérjén beliili intrinsic
kolcsonhatasok koziil a figyelem kozéppontjaba keriilt az ioncsatornak egyes kapui kozotti
kommunikécio. Ezek koziil is annak megismerése volt kiemelendd, hogy a C-tipusu
inaktivacids kapuzast meghatarozza az aktivacids kapu helyzete. Az aktivacios és a C-tipusu
inaktivacids kapuk kétirdnyban csatoltak: az aktivacios kapu nyitasa eldsegiti az inaktivacios
kapu zarddasat és gatolja annak nyitasat, tehat eldsegiti a C-tipust inaktivacio kialakulasat.
Ugyanakkor a C-tipust inaktivacios kapu zart allapota felgyorsitja az aktivacids kapu nyitasat
¢és lassitja annak zarddasat. A csatolasra €s az egyes kapuzasi atmenetek valdsziniiségére
vonatkoz6 ismereteink féleg pozitiv membranpotencialok alkalmazasa mellett kapott adatokbol
szarmaztak, mivel ilyen membranpotencialok mellett van jelen akkora hajtéerd és nyitasi
valdszinliség, amelyek viszonylag konnyen mérhetd iondramokat biztositanak. A kapuzési
atmenetek pontos mechanizmusa negativ membranpotencidl mellett, ahol az ionaram
hidnyéaban szerkezet-funkcid alapt megkdzelitéssel kell adatot gylijteni, nem ismert.

A disszertacio kozéppontjaban a fentiekbdl kovetkezden két kérdéskor allt. Egyrészt
vizsgaltuk, hogy a fesziiltségkapuzott kaliumcsatorndk esetén melyik funkciondlis domén
érintett elsddlegesen a koleszterin altal 1étrehozott elektrofizioldgiai hatasok kozvetitésében a
porus felé. A koleszterin elsdsorban a fesziiltségszenzor domén miikodését befolyasolja, amely
masodlagosan tevddik at a csatolasi apparatuson keresztiil a pérusra? Vagy ezzel ellentétben a
poérus érintett elsddlegesen és igy a fesziiltségszenzor miikddését nem befolydsolja a
koleszterin? A kisérletekkel 0 oldalrol vizsgalhatjuk a koleszterin-Kv ioncsatorndk kozotti
interakciodkat és kozelebb kertilhetiink a koleszterin hatdsmechanizmusanak megértéséhez, ami
szamos, a membran koleszterintartalmanak megvaltozasaval jard betegség molekularis
alapjainak a megértését segitheti el6. A masik kérdéskor az volt, hogy a kapuzas sordn hogyan
befolyasolja az aktivacios kapu aktualis allapota a C-tipusu inaktivacids kapu mozgasat, annak
zarodasat, illetve nyitasat, negativ membranpotencialok mellett. Létrejohet-e az inaktivacio
kozvetleniil a zart allapotbol (C—CI atmenet), az aktivacids kapu kinyildsa nélkiil? Sziikséges-

e az aktivacids kapu bezarddasa negativ membranpotencidlon ahhoz, hogy a csatorna az
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inaktivalt allapotabdl visszatérjen a zart allapotba? Mindkét esetben az inaktivacids kapu
mozgésa az aktivacids kapu rogzitett (zart, illetve nyitott) allapota mellett valdsulna meg, a két
kapu kozotti szoros allosztérikus csatolds ellenére. A negativ membranpotencialok melletti
kapuzéasi atmenetek tanulméanyozésanak az ad élettani jelentdséget, hogy a CI éallapot
betdltottsége, azaz a CI allapot kialakuldsa és az inaktivaciobol torténd visszatérés jelentdsen
meghatarozza a potencialisan aktivalhato csatorndk szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének
egyik meghatarozé tényezdje.

Mindkét kérdéskor vizsgalatara olyan 0jszerti és érzékeny modszereket alkalmaztunk,
amelyek révén olyan, eddig nem ismert eredményekre tehetlink szert, ami 0j megvilagitasba
helyezi az ioncsatornak kapuzasanak finomhangolasaval kapcsolatos jelenlegi tudasunkat. Azt,
hogy a Kv ioncsatorndk esetében melyik funkcionalis domént (VSD, PD, vagy a két domén
kozti csatoldsi apparatus) befolydsolja elsddlegesen a membranban levd koleszterin,
kételektrodas voltage-clamp fluorimetrids (TEVCF) technikéval vizsgaltuk. Ez a technika
lehetévé teszi, hogy a fesziiltségszenzor extracellularis részére pontmutacioval bevitt ciszteint
szelektiven megjeloljiik egy cisztein specifikus fluoreszcens festékkel, igy a kapuzas soran a
VSD mozgasa végig nyomonkovethetdvé valik, mig a porus aktualis allapotarol az egyideju
iondrammérések segitségével kapunk informaciot. Ahogy az a késObbiek soran lathatd, mind
az iondramok, mind pedig a fluoreszcencias jelek nagysaga, valamint azok mindsége (jo jel-
hattér és jel-zaj aranyok), lehetdvé tették szdmunkra, hogy érzékeny és pontos betekintést
nyerjiink a koleszterin ioncsatornan beliili elsddleges, eddig ismeretlen tAmadaspontjat illetden.
A C-tipusu inaktivacioval kapcsolatos kisérletek sordn az altalunk alkalmazott, a kisérletek
céljaihoz tervezetten alakitott, tobbszordsen mutans Shaker ioncsatornak lehetéve tették a zart
allapotbdl bekdvetkezd C-tipust inaktivacido (C—CI), valamint a nyitott aktivacios kapu
melletti inaktivaciobol torténd visszatérés (OI—0) lehetdségének szelektiv tanulmanyozasat.
A C—CI atmenet meglétét olyan kisérletes koriilmények kozott vizsgaltuk, ahol az aktivacios
kapu nyitasat a negativ membranpotencialokon tapasztalhatd kis hajtderd és az alacsony nyitési
valosziniiség ellenére is érzékenyen tudtuk nyomonkovetni az 4atalunk alkalmazott
gyorsperfuzios rendszer, illetve allapotfiiggd cisztein specifikus modositasi essz¢ segitségével.
Az OI—0 atmenet vizsgalatanal az aktivacios kapu nyitott allapotban torténd rogzitésének
alapja egy Cd**-hid kialakuldsa volt a mutaciéval bevitt cisztein, illetve egy nativ hisztidin
aminosav kozott. Mindkét kisérletsorozatban az altalunk beépitett cisztein és a gyorsperfuzidval
alkalmazott Cd*" kdzott 1étrejove kémiai kdlesdnhatas biztositotta a kisérletek specifikussagat.

A Cd*-ot tartalmazo oldatok gyorsperfiizios rendszerrel torténd preciz alkalmazasa
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biztositotta, hogy a Cd*'-ot szelektiven, csak a csatorna altalunk kivélasztott kapuzasi

allapotaiban alkalmaztuk.

1.2 A fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak (Kv) felépitése: a fesziiltségszenzor domén
¢s a poérusdomén szerkezete, valamint a két domén kozti csatoldsi mechanizmusok
bemutatdsa

A Ky csatornak négy alegységbdl felépiild tetramerek, amelyek egyiittesen alakitjak ki
a csatorna két fo funkcionalis doménjét, a fesziiltségszenzor domént (VSD), illetve a
pérusdomént (PD) ! (1A). Az egyes alegységek hat transzmembran helikalis szegmenst
tartalmaznak (S1-S6), amelyek koziil az elsé négy (S1-S4) a VSD felépitésében, mig az S5-S6
szegmensek az azokat 0sszekotd linkerekkel egyiitt a centralis porus domén kialakitasdban
vesznek részt 2° (1B). A fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak elnevezésére hasznalt Ky rovidités
a csatornak kalium irdnti szelektivitasara, illetve az els6dleges kapuzési ingeriikre (fesziiltség-
voltage) utal, ezt kdvetden a szamok 1-12 kozott pedig a funkcionalis- és szekvenciahomoldgia
alapjan felallitott f6 csaladokat jelolik. A Ky csatorndkon (Kvl.x—Kv12.x) beliil az
ioncsatorndk alegységeinek altalanos szerkezeti és funkcionalis fenotipusa erésen konzervalt,
igy sokszor a kiilonb6zd alegységek heterotetramereket alkotnak egymadssal, amely révén
kiilonbozd szovetekben szdmos eltérd sejtfunkcid szabalyozasaban tudnak részt venni. A
Kvl.x-Kv4.x, Kv7.x, Kv10.x-Kv12.x alegységek homo- €s heterotetramereket (pl. Kv1.3 és
Kv1.5 alegységbdl allo heterotetramerek) hoznak 1étre, mig a Kv5.x, Kv6.x, Kv8.x és Kv9.x
szaméra nélkiilozhetetlen partner a Kyv2.x * A kiilonbdzé szovetekben a Ky csatorndk
funkcidjanak finomhangolasaban az alegységosszetétel mellett fontos tényezdk a csatornakkal
kolcsonhatd jarulékos fehérjék, mint a KyB, KCHIP (,,K* channel-interacting protein”
kaliumcsatornaval kolcsonhato fehérje), KCNE (,,K" voltage-gated channel subfamily E”
fesziiltségfliggd kaliumcsatorna jarulékos alegység ,,E” alcsalad) vagy a kalmodulin, amelyek
a csatornakhoz éltaldban azok N- vagy C-termindlis citoszolikusan elhelyezkeddé doménjein
keresztiil kotddnek °.

Az altalam részletesen tanulmanyozott egyik ioncsatorna a Shaker csatorna, amely a
Drosophila melanogaster fesziiltségkapuzott kaliumcsatornaja. A csatorna fontos szerepet
jatszik a kifejlett rovar és az azt megel6zd fejlodési alakok harantcsikolt izom, illetve
1degszovetének mitkodésében, ugyanis a csatornan atfolyo kaliumaram részt vesz tobbek kozott
a larvak neuromuszkuléris junkciojaban a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulés

terminalasaban °. A Shaker elnevezés az éter anesztézidban jelentkezd labremegésbdl adodik,
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amely a csatornat kodold génben leirt mutacié eredményeképpen jelentkezik. Ugyan a Shaker
az emberi szervezetben nem fordul eld, mégis kiemelt szerepet kap szdmos humén ioncsatorna
szerkezet-funkcidjanak tanulmanyozasaban. Ennek oka, hogy a csatorna nagymértékii
szekvencia homologiat, ezaltal mind strukturalis, mind pedig funkcionalis hasonldsagot mutat
az emberi szervezetben el6forduld, szintén fesziiltségkapuzott kaliumcsatorndk egyik
csoportjaval, a Shaker-tipusii kaliumcsatornakkal (Kv1.x), igy ezen csatornak kapuzasanak,
szerkezet-funkcidjanak megismerésére vonatkozo korabbi kutatdsok nagy része a Shaker
csatornat hasznalta fel modellként.

A csatorna poérusdoménjét az S5-S6-0s szegmentumok ¢és az ezeket 6sszekotd hurok
hozza létre. Ez tobb fontos strukturdlis elemet tartalmaz. Az S5-S6-os szegmentumokat
0sszekotd hurokszekvenciaban talalhato tobbek kozott az egyéb kationokkal (pl. Na™) szembeni
K" szelektivitist biztositd, a kiillonbozd eredetli kaliumcsatorndkban igen konzervativan
megdrzétt GYGD szekvencia (tigynevezett ,,signature” szekvencia, 1. abra A és B panel
sotétkék), ami a csatorna szelektivitasi sziir6jének felépitéséért felelds 7. A bakterialis K
csatorna (KcsA ,,K channel of Streptomyces A” Streptomyces A kéliumcsatornaja) és a
magasabb rendi €l61ények fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak kristalyszerkezetének tanulsaga
szerint a csatornak porusai négy szekvencialis kalium kotohelyet tartalmaznak. Ezen feliil egy
szintén extracelluldris elhelyezkedésii rehidracios-dehidracios kotéhelyet is feltételeznek 8. A
modern szerkezetbiologiai vizsgalomodszerekkel nyert eredmények tehat megerdsitették az
elektrofizioldgiai modszerrel korabban leirt kotdhelyek l1étezését, ahol is Ba** ionok pdruson
keresztiili aramlasanak mérésével négy K kotéhelyet feltételeztek a porusban >, Az S5-S6-
os szegmentumokat 6sszekotd hurokszekvencia tovabbi érdekessége, hogy a csatorna ezen
skorpiotoxin) kotodéséért is. A toxin-csatorna kolcsonhatds elemzése, mint molekuléris
mérdszalag, indirekt modon szamos informaciét nyujtott a porusrégid ¢€s a szelektivitasi filter
struktarajarol 2. Az igy nyert kovetkeztetéseket rdntgenkrisztallografias kisérletekkel
igazoltak a Shaker csalddba sorolhatd Ky1.2 csatorna esetén . A porusdomén tartalmazza még
a csatorna aktivacios és C-tipusu inaktivacios kapuit, melyek felépitését, és funkcioit lentebb
targyalom.

A membran depolarizaciojat a VSD érzékeli a benne talalhato pozitiv toltésti aminosav
oldallancok révén. Depolarizacié sordn az S4 szegmensek a membran sikjabol kifelé, az
extracellularis tér felé mozdulnak el, mig hiperpolarizacidkor befel€, a citoszolikus tér felé, igy

a VSD konformaciovaltozasainak meghatarozasaban kulcsfontosdgi szerepet kap a

membranpotencial aktudlis értéke >4 (1C abra). A pérusdoménben a csatorna nyitisahoz
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kovetleniil vezetd konformaciovaltozas, ami jorészt fesziiltségtol fiiggetlen, az S6 szegmensek
intracelluldris végén torténik és az itt talalhato aktivacios kapu nyitdsat eredményezi. Azt a
folyamatot, amely soran a VSD-k mozgasa a porusra tevodik at a csatorna fesziiltségfiiggo
nyitasat eredményezve, csatolasnak nevezziik. Altalanossagban a Ky csatornak esetén eza VSD
¢s PD kozott levd S4-S5 linker (1A, 1B dbra sziirke) altal 1étrehozott rigid kapcsolodason
alapul, ami a VSD aktivaciojat kovetden emeldként miikodve nyitja ki a PD-n talalhato
aktivacios kaput. Ezzel szemben néhany Ky csatorna esetén a domének kozotti csatolas a VSD
és PD egymassal szomszédos hélixeinek lazabb, nehezebben definidlhatdé kolcsonhatasain
alapul '>!7. Ky1.3 és Shaker ioncsatornak esetén az eldbbi mechanizmus figyelhetd meg, amely
szoros ,,linedris” csatolast biztosit a VSD ¢és a PD kozott, mig az ether-a-go-go (eag) csalad
tagjainal, igy Kv10.1-nél a két funkcionalis domén kozotti csatolds a lazabb mechanizmus
szerint valosul meg 7%, Ezt jol bizonyitja, hogy mig a Kv10.1 fesziiltségfiiggd kapuzasa intakt
marad az S4-S5-linker 4ltal kialakitott ,,emeld” enzimatikus atvadgasa vagy mutacioval torténd
delécigja esetén is, addig a linedris modell szerint kapuzd Ky csatorndk esetén ezek a
modositasok az aktivacios kapuzas megsziinését eredményezik '°.

A Kv10.1 csatornak masik karakterisztikus tulajdonsadga a Cole-Moore shift jelensége,
amely sordn az aram aktivacids kinetikdja modosul a depolarizacid eldtti tartofesziiltség
figgvényében. A jelenség kovetkezményeként, amikor a csatornat negativabb
tartofesziiltségekrél depolarizaljuk, az aram aktivacios kinetikdja lassabb €s az aramgorbe
kezdeti szigmoid fazisa kifejezettebb, mivel a csatornak aktivacioja ilyenkor mélyebb zart
allapotokbol (Cp) indul. Igy példaul —-160 mV-os tartofesziiltség mellett a
Cp—Cp—Cp—C—0 atmenetek miatt kifejezetten lassu és szigmoid az aktivacids kinetika,
mig a —60 mV-os tartofesziiltség mellett mért aramok esetében az aktivacios kinetika gyorsul,
¢és az aramgorbe kezdeti szakasza kevésbé szigmoid, mivel a Cp allapotok k6zotti atmenetek jo

része mar lezajlik ezen a tartofesziiltségen.
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1. abra A fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak altalanos felépitése

(A) A fesziiltségfiiggd kaliumesatornak (Kv) négy alegységbdl épiilnek fel. A K* atjutasat lehet6vé tevd porus
kialakitasaért a porusdomén (PD, kék), mig az aktudlis membranpotencial érzékeléséért a fesziiltségszenzor domén
(VSD, lila, illetve az S4 hélix, sarga) a felelds. (B) Minden alegység hat transzmembran hélixbdl épiil fel, amelyek
intra- vagy extracellularis hurkokon keresztiil kapcsolodnak egymashoz. Az A panel feliilnézetbdl abrazolja a
Kv1.2 ioncsatorna mind a négy alegységét, a B panel pedig a Kv1.2 ioncsatorna két, egymassal szemben fekvd
alegységének felépitését mutatja oldalnézetbdl, a csatorna zart allapotaban 2°. Mind az A, mind pedig a B panelen
levd abrat a PyMol program segitségével szerkesztettem a 3LUT jelii PDB fajlt felhasznalva, amely a Kv1.2 kiméra
ioncsatorna rontgenkrisztallografias vizsgélatokbol szarmazé szerkezeti adatait tartalmazza. A Kv1.2 felépitését
tekintve jol reprezentélja a disszertacidban bemutatott kaliumcsatornak szerkezeti sajatossagait. Az S1-S4 hélixek
(lila és sarga) a VSD kialakitasaban, mig az S5 és S6 hélixek (vilagoskék) a PD felépitésében vesznek részt. A
PD-ben az S5-S6-o0s hélixeket dsszekotd hurokban sotétkék szinnel a szelektivitasi szilirét (GYGD szekvencia)
jeloltiik. Az S4 hélixben (sarga) pozitiv toltéssel rendelkezé aminosav oldallancok talalhatéak (hat darab a Ky1.3
ioncsatorna esetén), amelyek a membranpotencial-valtozas érzékelésének kulcsfontossagl szerepldi. A Kyl.3-ban
a VSD és a PD kozotti csatolasért felelds linkert a benne talalhato helikalis strukturaval egyiitt sziirkével tiintettem
fel. (C) A membran depolarizacidjanak hatasara az S4 hélix felfelé mozdul el (nyil mentén) és ez a mozgas tevédik
at a csatorna csatolasi apparatusan, a Ky1.3 ioncsatorna esetén az intracellularisan talalhatd S4-S5 linkeren (sziirke,
nyillal jel6lt) keresztiil a porusdoménre, lehetévé téve a kaliumionok atjutasat a membranon. Az egyes hélixeket
a rajtuk feltiintetett szamok jelzik. A Ky ioncsatornak mind az N-terminalis, mind pedig a C-terminalis
intracellularis végiikon szamos specialis domént tartalmazhatnak, amelyek a csatorndk mikddésének
finomhangolasaban vesznek részt. A Ky ioncsatorna esetén szamos koleszterinkoté motivumot (CRAC:
narancssarga ovalisok; CARC: sarga ovalisok) irtak le (lasd késébb az 1.6.1-es fejezetben). A C-terminalisan,
intracellularisan elhelyezkedd CARC4 és CARCS motivumok (kit61tdtt sarga ovalisok) jelentdsége funkcionalis
szempontbol kisérletesen is bizonyitott.

1.3 A Kv csatorndk kapui: az aktivacios kapu, valamint az N- és C-tipusu inaktivacios
kapuk bemutatasa

A Ky csatorndk alapvetéen haromféle kapuval rendelkezhetnek, miikodésiik soran
meghataroz6 az aktivacios ¢€s a kiillonboz6 inaktivacios (N-, illetve C-tipust) kapuk
Osszehangolt miikddése. Az aktivacids kapu a PD S6-os hélixének intracellularis végénél
vesznek részt, amelyek a csatorna zart allapotaban keresztezik egymast 2">*. A depolarizalé
impulzus hatdsara az aktivacios kapu nyitdsaval az ioncsatorna képessé valik a K* ionok
szelektiv vezetésére. A fenntartott depolarizacio hatdsara a csatorna egy funkciondlisan nem
vezetd, ugynevezett inaktivalt allapotba keriil. Az inaktivacio alapvetden két mechanizmus

révén mehet végbe a Ky ioncsatornakban.

14



Bizonyos Ky csatorndkban az inaktivacié N-tipust inaktivacid révén megy végbe,
amely sordn az N-termindlisan elhelyezkedd inaktivacids labda a pdrusba bekotddve lezarja a
permedacids Utvonalat 2°. Az N-tipustl inaktivacidért felelds inaktivacids labdakat a Shaker
csatorna esetén a csatorna alegységeinek N-terminalis részén levd, 6-46-0s pozicidban talalhato
aminosavak épitik fel 26, Bizonyitottan mindig csak az egyik inaktivaciés labda vesz részt az

inaktivalt 4llapot kialakitdsdban, mintegy beliilrél eltdmitve a csatorna pérusat 2’

. Az egyes
inaktivacios labdak kodzott negativ kooperacio figyelhetd meg 28. A folyamatban az inaktivacios
labdak szerepét az teszi egyértelmiivé, hogy ezen peptid szakaszok enzimatikus eltdvolitasaval
az N-tipusu inaktivacié folyamata meggatolhato, illetve ezt kdvetden a rendszerhez kiviilrdl
visszaadva az inaktivacios labddkat, az ijbol kialakithaté 2°. Tovabbi jellegzetesség, hogy
intracellularisan alkalmazott pérusblokkolokkal (pl. TEA(tetractil-ammoénium) az N-tipust
inaktivacié folyamata lassithato, illetve meggatolhatd, ami az inaktivacios labda és az adott
pérusblokkold szomszédos, részben atfedd porusbeli kotdhelyeivel magyarazhato *°. Az
inaktivacids labdan kiviil egyes kaliumcsatornahoz kapcsolédo B alegységeken taldlhato
inaktivaciés domének is képesek N-tipusii inaktivaciot létrehozni, a fentebb részletezett
mechanizmushoz hasonloan 3!

A masik, ettdl eltér6 mechanizmus a C-tipust inaktivacid, ami szerkezetileg a
szelektivitasi sziird konformaciovaltozasaihoz kotddik, és a porusdomén extracellularis térhez
kozeli, az alegység C-terminusahoz kdzelebb esd, C-tipust inaktivacios kapu zarodasa révén
jon létre 233236 Az N-tipust inaktivaci6 folyamataval szemben a C-tipusi inaktivacié pontos
molekularis mechanizmusa, annak kiemelt biologiai jelentdsége ellenére, a mai napig sem
tisztazott. A kapu alkotdsdban részt vesz a szelektivitasi szlird, annak kolcsonhatasai a porust
alkoto hélixekkel, és ijabb tanulmanyok a szelektivitasi szlird mogotti tiregben elhelyezkedd

3¢5 az

»inaktivacios” vizmolekulaknak is jelentds szerepet tulajdonitanak az inaktivacio
inaktivaciobol valo visszatérés 3° folyamataihoz kapcsolodd molekularis atrendezddések
szabalyozasaban. A mechanizmust tekintve bizonyitast nyert, hogy a C-tipust inaktivaciot a
csatornat alkoté négy alegység kooperativ médon hozza létre *°, ami hozzajarulhat ahhoz, hogy
a C-tipust inaktivacid kinetikdjat tekintve lényegesen lassabb folyamat, mint a fentebb
bemutatott N-tipust inaktivacio. A C-tipusu inaktivacid sebessége szamos tényezdvel mutat
mindsége. Ha az ebben a pozicidban a vad tipust csatorndban megtalalhat6 treonint alaninra
cserélik, az inaktivacio jelentésen gyorsul, mig a hisztidinnel, vagy mas aromas aminosavval
torténd csere az inaktivacio lassulasat eredményezi *!. Tovabba ismert tény az is, hogy az N-

42

tipusu inaktivacio és bizonyos intracellularis porusblokkolok # gyorsitjak a C-tipust
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inaktivacid sebességét, mig az extracellularis K koncentracio novelésével az inaktivacio
lassuldsa figyelheté meg **. Ezek a megfigyelések azzal magyarazhatok, hogy a csatorna
porusaban a szekvencialisan elhelyezkedd K* kot6helyek koziil a legkiilsd kotShely telitettsége
gatolja a C-tipusu inaktivaciohoz vezeté molekularis atrendezddéseket, egy hasonlattal élve
igy, mint egy 1ab az ajtd becsukodasat (,,foot-in-the-door” mechanizmus) **. Erdekes az
extracellularis pH és a C-tipusu inaktivacio sebességének kapcsolata, ugyanis mig a Shaker
csatornaban * és a legtdobb Shaker csaladba sorolhatd Kvy1.x csatorna esetén az extracellularis
pH csokkenésekor az inaktivacié gyorsuldsa figyelhetdé meg, addig a szintén a Shaker csaladba
sorolhatd Kv1.3 esetén a C-tipusu inaktivécio kinetikdja lassul. Ennek kulcsfontossagu szerepe
lehet a limfocitak gyulladasos szovetekben torténé aktivaciojanak szabalyozasaban 6. A Shaker
csaladba sorolhatd ioncsatornak egy része mindkét inaktivacios mechanizmus révén
inaktivalédhat, mig kiemelendd, hogy a limfocitdk dominéns kaliumcsatornaja, a Kv1.3
ioncsatorna kizarélag C-tipusu inaktivaciot mutat, ugyanis nem rendelkezik N-terminalis
inaktivacios labdakkal.

Mig az N-tipusu inaktivacid milliszekundumos iddskalan alakul ki, addig a C-tipust
inaktivacié folyamata ettdl eltér, és sokkal lassabb, tobb 10 ms-tol tobb s-ig terjedd iddskalan
jon létre. Ennek megfelelden a kivaltott aramok fenotipusa alapjan a Ky csatornakat két f6
csoportba sorolhatjuk: az N-tipust inaktivacioé révén gyorsan inaktivalddd A-tipusti aramot
vezetd csatorndk; illetve a lassan vagy egyaltalan nem inaktivalodo késdi egyeniranyitd
(delayed rectifier) csatorndk. Az elsé csoportba tartozok foleg a neuronok és izomsejtek

47-49

ingerelhetdségét szabalyozzak A masodik tipusba sorolt C-tipust inaktivacioval

inaktivalodd csatorndk fontos szerepet jatszanak kiilonféle Dbiologiai folyamatok

crer

i6ja 3152 jlletve nem

k 355 és endokrin sejtek °° aktivicidjanak szabalyozisaban. A

ingerelhetd 1mmunsejte
Drosophila melanogaster Shaker kaliumcsatornaja hasonld felépitésii és kapuzast, mint a
human Ky csatorndk. Az N-tipusu inaktivacios labdaktol mentes Shaker-IR (,,Shaker
inactivation-removed” N-tipust inaktivacioval nem rendelkezd Shaker ioncsatorna csatorna)
ezaltal az egyik leginkdbb elfogadott modellcsatorna a Ky ioncsatorndk C-tipusu

inaktivacidjanak szelektiv tanulméanyozaséhoz 2°2%37,

16



1.4 Az altalunk vizsgalt Kv csatornak kapuzasa: az aktivacids és C-tipusu inaktivacios
kapuzas, valamint a két kapu kozotti kommunikacié bemutatasa

Az N-tipusu inaktivaciotol mentes Shaker-IR csatornaban (valamint a szintén N-tipust
inaktivaciotol mentes Kv1.3 ioncsatornaban) az ionok aramlasat a porus intracellularis oldalan,

2124 valamint

anégy S6 hélix egymassal valo keresztezddése révén kialakitott aktivacids kapu
a porus extracellularis bejaratanal, a szelektivitasi szlird régiojaban talalhaté C-tipusu
inaktivacids kapu egymassal 0sszehangolt nyitasa €s zarasa szabalyozza. Ennek megfeleléen
négy o kapuzasi (szerkezeti) allapotot kiilonithetiink el a csatorna kapuzasi ciklusa soran: a
zart (C), nyitott (I), nyitott-inaktivalodott (OI) és a zart-inaktivalodott (CI) allapotokat,
amelyeket részleteiben a 2. dabra mutatja be #3358 A négy kapuzasi allapot meglétét
kordbban szdmos funkcionalis (pl. elektrofiziologia), és szerkezeti informaciot szolgaltatd
modszert (pl. rontgenkrisztallografia, krio-elektronmikroszképia), valamint molekuldris

dinamikai modellezést alkalmazé tanulmény bizonyitotta !%-32:34:35-5%.60

A B

C O
+50 mV
()
—p
=120 mV /[ |
1

H
-

Impulzus

H

Aram

/|
/

cl ol S ) — > Ol---»Cl----» C

2. abra A négyallapotos kapuzasi modell, illetve a kapuzasi folyamatot kiséré kaliumaram bemutatasa

(A) A Shaker-IR csatornak kapuzasa egy négyallapotos kapuzasi modell segitségével irhato le, amelyben a négy
6 kapuzasi allapotot az aktivacios (sotétzold gombok) és inaktivacios (piros gombok) kapuk aktualis allapota
alapjan kiilonithetjiik el egymastol. Az ioncsatornakat abrazolo piktogramok mindegyike két egymassal szemben
elhelyezkedd pérusdomént abrazol. A zart (C), nyitott (O), nyitott-inaktivalt (OI) és zart-inaktivalt (CI) allapotok
koziil egyediil a nyitott allapot képes K* ionok vezetésére. Az abran fekete nyilakkal jeloltiik a kapuzasi allapotok
kozott elméletileg lehetséges atmeneteket. A B panel egy tipikus, —120 mV-r6l +50 mV-ra térténd depolarizacio
soran kapott kaliumaram sémajat mutatja be az idd fiiggvényében. Jol 1athato rajta, hogy a depolarizacié kezdetén
amig a csatorna zart allapotban van (C) aram nem folyik, ami csak az aktivacios kapu nyitasa (O) révén jelenik
meg, ami el6bb elér egy maximalis amplitidét, majd az iondram a fenntartott depolarizacio hatasara végbemend
C-tipust inaktivacido megjelenésével folyamatosan csokkenni kezd és végiil elér egy egyenstlyi értéket (’steady-
state aram’, OI). Végiil a depolarizacié végeztével az aktivacids kapu bezarul (CI), az iondram eltlinik, és a
csatornak az inaktivaciobol vald visszatérés révén tjra a kiindulasi zart allapotba (C) keriilnek. Az dramgorbe alatti
feliratok az ioncsatorna aktualis kapuzasi allapotait mutatjak.
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Az aktivacids kapu nyitasat és zarasat a membranpotencidl szabalyozza. Az aktivacios
kapu a membran depolarizacidjanak hatdséra kinyilik, mig a repolarizacié hatasara bezarodik
21.24 ° A depolarizacié hatasara kinyilo aktivacios kapu lehetvé teszi a csatornan keresztiil az
ionok aramlasat, azaz alapesetben a sejtekbdl kifelé iranyuld kaliumaram megjelenését (2B
abra). Az aktivacios kapu nyitasat kovetden a hosszantartd depolarizacié az inaktivacios kapu
zéarddasa révén a C-tipusu inaktivacié kialakuldsahoz vezet (O—OI), ami mivel egy nem vezetd
allapot, az ionaram csokkenésével jar egyiitt. Az iondram nagysaga az egyensuly bealltat
kovetden nem nulla, hanem egy olyan egyensulyi (steady-state) aramot tudunk mérni ilyenkor,
amelynek nagysagat az adott membranpotencial értéken a vezetd és nem vezetd allapotban 1évo
csatornak aranya hatarozza meg. Olyan depolarizacié mellett, ahol minden csatorna kinyit (a
nyitasi valészintiség (Po) ~1) az egyensulyi aram szempontjabol a nyitott, illetve inaktivalt
csatornak aranya lesz meghatarozd. Ezt kovetden, az impulzusprotokoll szerint, a negativ
membranpotencial az aktivacios kapu zarddasat okozza (OI—CI). A CI allapotd csatornak
inaktivaciobol valod visszatéréséhez megfeleld ideig kelléen negativ membranpotencial
jelenléte sziikséges (CI—C) 2>°8. A C-tipusu inaktivaciobol vald visszatérés folyamatarol és
pontos molekularis mechanizmusarol a tobbi kapuzési atmenethez képest szintén keveset
tudunk. Az inaktivacidbol vald visszatérés mértékét tobb tényezd is befolyasolja, tobbek kdzott
az extra- ¢és intracellularis kationok koncentracidja, az extracellularis pH és a membranpotencial
nagysaga %1%, Az inaktivaciobol torténd visszatérés tobb szekundumos folyamata soran a
sebesség meghatarozo 1épés a CI—C atmenet, mivel az OI—CI igen gyorsan végbemegy (ms-
os nagysagrendii) a Shaker csatornaban %, Az aktivacios és inaktivacids kapuk csatoltak
egymassal. Ismert, hogy az aktivacids kapu nyitdsa eldsegiti az inaktivacios kapu zarddasat,
tehat eldsegiti a C-tipusu inaktivacid kialakulésat, a zart inaktivacios kapu pedig gyorsitja az
aktivacios kapu nyitasat és lassitja annak zarodasat. 3286066 A csatolds a kapuk kozotti
allosztérikus kommunikacios utvonalak révén valosul meg ®’. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy
az aktivacioés kapu allapota jelentésen befolydsolja az inaktivaciobol torténd visszatérést
lehetdvé tevd szerkezeti valtozasokat. A disszertacid egy része ennek a kérdésnek a
megvalaszolasara iranyul, azt vizsgaltuk, hogy az aktivacios kapu zarodasa feltétele-e az
inaktivaciobol torténd visszatérésnek.

A két kapu kozotti csatolds vizsgalatira, valamint az egyes kapuzasi atmenetek
valdszinliségének meghatidrozdsdra iranyuldé kisérletek pozitiv. membranpotencialok
alkalmazasa mellett torténtek, mivel a pozitiv membranpotencidlok mellett van jelen akkora
hajtoerd, €és olyan magas csatornanyitasi valdszintiség, amely jol mérhetd, viszonylag nagy

amplitdddju iondramok kialakuldsat biztositja, ezéltal azok egyszerii patch-clamp mérésekkel
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is vizsgalhatok. Ezzel szemben negativ membranpotencidlok mellett mind a hajtéerd, mind
pedig a nyitasi valoszinliség kicsi, igy a kialakuld ionaram is alacsony amplitaddval bir, emiatt
az ionaramok mérése jelentds hibat hordoz magaban. Ezaltal a negativ membranpotencialok
mellett bekovetkezd kapuzasi atmenetekrdl 1ényegesen kevesebb informacidval rendelkeziink.
A csatorna nyitasat eredményez6 dtmenet (C—O) valdszinlisége csak az egyik meghatarozoja
a depolarizaci6 sordn megjelend iondramnak. Hasonldan fontos tényezé annak megismerése,
hogy a csatornak mekkora hdnyada van nyitasra alkalmas, zart allapotban (C). Utobbit
elsésorban a negativ membranpotencidlok esetén végbemend atmenetek hatarozzak meg, azaz
az egyensulyi allapotban a CI és C allapotban talalhatd csatornak egymdashoz viszonyitott
aranya, amit az egyensulyi inaktivacio jelensége jol tiikkr6z. Mi hatarozza meg a CI és C
egyensulyt? A kaliumcsatorndk kapuzasi sémdja alapjan elképzelhetd, hogy létezik direkt
C—CI atmenet, mig a kapuk csatolasdnak ismeretében valdsziniibb, hogy negativ
membranpotencial mellett, ahol az egyensulyi inaktivacio kialakul, a csatorna aktivacios kapuja
kinyilik, és a CI allapot az OI—CI ttvonalon t61tédik be. Ezek a kérdések tovabbra is részben
megvalaszolatlanok, annak ellenére, hogy a mind az egyensulyi inaktivacio, mind pedig az
inaktivaciobol torténd visszatérés dontden meghatarozza a potencialisan aktivalhato csatornak
szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének egyik meghatarozé tényezdje. A fentiek alapjan az
aktivacios kapu kontrollalhatja mind az egyensulyi inaktivaciot, mind pedig az inaktivaciobol
torténd visszatérést, ezaltal az Ol —-CI—C atmenetek részletesebb vizsgalata hozzajarulna a
kapuzasi folyamatok részletes megismeréséhez €s ezen keresztiil hatékonyabb, a csatorndkhoz
allapotfiiggd moddon kotddd gydgyszerek tervezéséhez, amelyek csatorndkhoz vald
kotddésének valoszinliségét a csatorna aktivacios €s/vagy inaktivacios kapuinak nyitott allapota

hatdrozza meg.

1.5 A koleszterin szerkezete és membranbeli eloszlasa

1.5.1. A koleszterin szerkezete

A koleszterin a gerincesek sejtmembranjanak fontos szerkezeti alkotoeleme. A
sejtmembranban sokféle kiilonbozd funkciot ellatd fehérje talalhatod, igy ioncsatorndk, ATP-
fiiggd ionpumpak, ABC (,,ATP-binding cassette” ATP-t kotd kazetta) transzporterek, G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok és receptor tirozin kindzok, amelyek mindegyikének mitkodését
szabalyozhatja a koleszterin. A koleszterin széleskorii biologiai hatasai annak kdszonhetdek,

hogy a molekula egyedi amfipatikus kémiai szerkezete révén szamos kolcsonhatast alakithat ki
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mind lipidekkel, mind fehérjékkel. Egyrészt a kisméretli, polaris részét 1étrehozd hidroxil
csoportja hidrogénkotést alakithat ki a membranlipidek és —fehérjék polaris csoportjaival,
masrészt pedig nagyméretli apolaris rigid tetraciklikus gytlirtirendszerének planaris a felszine
kotddhet fehérjékhez C-H-n kdlcsonhatasokon keresztiil. A molekula B felszinén talalhato alifas
csoportok pedig a fehérjék eldgazd aminosavaihoz kapcsolédhatnak van der Waals
kolcsonhatasok segitségével 9. A 7-dehidrokoleszterin (7DHC) a koleszterin prekurzora,
amely attdl csupan annyiban kiilonbozik, hogy egy extra kettds kotést tartalmaz a szterol gytri

crcr

velesziiletett defektusa altal okozott Smith-Lemli-Opitz (SLO) szindroméban (részletesen lasd

az 1.8-as fejezetben) 7°.

1.5.2 A koleszterin vertikalis megoszlasa a sejtmembranban

A koleszterin a sejtmembran kiilsé és belsd rétegében egyarant megtalalhatd, pontos
vertikalis megoszlasaval kapcsolatban azonban szdmos ellentmondas meriil fel az irodalomban
1. Béar gyors flip-flop mozgasa alapjan varhato lenne a molekula homogén vertikélis
megoszlasa 7%, lipidekkel vagy fehérjékkel valo preferencialis kdlcsdnhatasai aszimmetrikus
megoszlasanak kialakulasat eredményezhetik. Mivel a sejtmembranban preferalt kolcsonhato
partnere a csaknem kizarolag a membran kiilsé rétegében talalhatd szfingomielin, kezdetben
azt valésziniisitették, hogy féleg exofacidlisan fordul eld 7°. Ezzel szemben a késobbi kutatasok
tobbségének eredményei azt mutattak, hogy a koleszterin koncentraci6ja magasabb a
sejtplazma felé néz6 rétegben 74, A koleszterin belsd rétegben valé lokalizaciojat magyarazhatja
az a megfigyelés, hogy modellmembranokban erds affinitdst mutat a nagy gorbiilettel
rendelkez6 membranrégiok irant. Ennek hatterében az allhat, hogy a koleszterin lecsdkkenti az
ilyen teriileteken szintén feldusuld foszfatidil-etanolamin jelenléte altal okozott kedvezdtlen
szabadenergia-valtozas mértékét . Az elébbiekkel éles ellentétben egy nemrég megjelent
tanulmany 12-szer magasabb koleszterin mennyiséget mutatott ki a membran exofacialis
rétegében a citoszolikus felszinhez képest, amely eltérés hatterében az ABC-transzporterek
aktivitasat valdszinisitették 7, bar ujabb eredmények megkérddjelezték az adatok

megbizhatdsagat 7. A koleszterin vertikdlis megoszlasaban bekdvetkezd valtozasokkal

kapcsolatban felvetették, hogy azok befolyasolhatjék kiilonbdzd sejtfunkciok miikodését 76,
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1.5.3 A koleszterin lateralis megoszladsa a membréanban, a lipidtutaj-elmélet

A koleszterin membrankomponensekkel kialakitott kolcsonhatdsai miatt lateralis
megoszlasa nem homogén a sejtmembranban. A transzmembran fehérjéket egy alacsonyabb
mobilitassal rendelkezd lipidekbdl all6 burok veszi koriil, amelyet gyakran lipid annulusnak
neveznek. Az annulushoz képest vald elhelyezkedés szerint a koleszterin lokalizacioja lehet
nonannularis (a fehérjék szerkezetén belill az egyéb lipidektdl elfedve), annularis (a fehérje
felszinével szomszédos lipidburokban), illetve az annuluson kiviil (a membranban talalhato
fehérjét koriilvevd lipidburkokon kiviil) 7. Egyedi kémiai szerkezete miatt a koleszterin
preferencialisan kotédik szfingolipidekhez és glikoszfingolipidekhez. A glicerolipidekhez
képest a (gliko)szfingolipidek telitettebbek és tobb hidrogénkdtés kialakitasara képesek, mivel
amid ¢s hidroxil csoportjuk révén ezen kotésekben akceptorként és donorként egyarant
viselkedhetnek. Ennek eredményeképpen a (gliko)szfingolipidek hajlamosak asszociélni
egymassal, bar feji csoportjaik nagy mérete limitdlja pakolodasi denzitasukat ®. Az ,.esernyd
modell” alapjan ez a helyzet kedvezd a koleszterinnel vald kolcsonhatdsuk szamara: a
koleszterin a szfingolipidek k6z¢ ékelddhet oly médon, hogy nagyméretii apolaris részét elfedik
a szfingolipidek nagyméretli feji csoportjai, kivédve igy a koleszterin vizzel torténd
energetikailag rendkiviil kedvezdtlen érintkezését 7°. A koleszterin és (gliko)szfingolipidek
kozotti kolecsonhatasokat erdsitheti sztdchiometrikus ,,kondenzalt komplexek™ képzddése,
amely tovabbi nagyméretii molekula klaszterek kialakulasat facilitalhatja 8. A lipidek kozotti
ilyen jellegi preferencialis kolcsonhatasok képezték a kezdeti lipidtutaj-hipotézis alapjat,
amely szerint a lipidtutajok 10-200 nm méretii termodinamikusan instabil klaszterek,
amelyekben nagy mennyiségben talalhatdak koleszterin molekulak, telitett foszfolipidek és
(gliko)szfingolipidek és jellemzd rajuk a lipidek magas foku rendezettsége és pakolasi stirlisége
81 A lipidtutaj-elméletet megalkotdsa ota szamos vita dvezte 52, kiilondsen a transzmembran
fehérjék és az aktin citoszkeleton elemeinek aktiv szerepét illetéen, amely végiil a tutajok
szerint a tutajok létrejottének alapjat a szfingolipid és koleszterin molekuldk asszociacios
potencialja képezi, amelyet azonban jelentdsen, precizen és aktiv mddon befolyasol a
transzmembran fehérjék jelenléte, illetve az aktin citoszkeleton halozat, tovabba ezek
specifikus kémiai kolcsonhatasai. A lipidtutaj-mikrodomének asszocialédhatnak egymassal
funkcionalisan aktiv nagyméretii platformokat képezve 53-8,

A membranban talalhat6 molekulak dinamikus moddon bejuthatnak ezekbe a

mikrodoménekbe, illetve kijuthatnak onnan, bar bizonyos fehérjék kiilondsen nagy affinitast
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mutatnak a lipidtutajok irant, amelynek hatterében ezen proteinek gliikozil-foszfatidilinozitol
(GPI)-horgonya, palmitoilacidja és/vagy mirisztoildcioja, szterol konjugécioja, transzmembran
doménjének specialis tulajdonsaga vagy koleszterinkdté motivuma 4llhat 86, A tutajok
koncentraldo platformot képezhetnek a kolcsonhatd molekuldk szamara, mig masok
kiszorulhatnak onnan, amely révén ezen mikrodomének hatékonyan modulalhatnak kiillonb6zd
jelatviteli itvonalakat, ezen keresztiil pedig szerepet jatszhatnak az apoptdzis, a sejtosztodas, -
adhézid és -migracid, a szinaptikus transzmisszio, a citoszkeletalis szervezddés, a fehérje
sorting folyamataiban, valamint a patogének sejtbe jutasa, az amiloid plakkok képzddése és az
extracellularis vezikuldk formacioja soran. A fehérjék tutaj és nem-tutaj membranrégiok kozotti
megoszlasanak megvaltozasa patogenetikai jelentdséggel birhat tumorokban, immunolégiai,

anyagcsere, illetve neurodegenerativ betegségekben 887-89,

Ezzel 0Osszhangban szdmos
transzmembran fehérje esetén kimutattdk azok funkciondlis szempontbdl relevans lipidtutaj
lokalizacigjat, igy Kv1.3, Kv1.4, Kv2.1, Kv4.2, Kv7.1, Kv10.1, Ky11.1, Navl.8, Nay1.9 és
TRPMS (tranziens receptorpotenciali csatorna, melasztatin alcsoport 8. tagja) ioncsatornak
esetén, valamint egyéb transzmembran fehérjékben, igy nikotinerg acetilkolin receptoroknal
(nAchR), Na™-K" ATPéaznal, B2-adrenerg receptoroknal, CXCR4, metabotrop glutamat
receptorokndl, CB1 endokannabinoid receptoroknal, opioid receptoroknal és ErbB fehérjéknél,

amint azt a témaban irt dsszefoglald kozleményiinkben részletesen bemutattuk *°.

1.6 A koleszterin és a Ky ioncsatornak kozotti kolcsonhatasok bemutatasa

A koleszterin ¢és transzmembran fehérjék, igy az ioncsatorndk kozotti kdlcsonhatasok
mechanizmusait harom f6 csoportba sorolhatjuk (3. abra). Az elsé csoportba tartoznak azok a
kolcsonhatasok, amikor a koleszterin, mint ligand kotddik az ioncsatorna specifikus
koleszterink6té motivumaihoz, régioihoz, vagy doménjeihez, ami eredményeként a csatorna
kapuzéasat modositja (3A abra). A madsik lehetséges kolcsonhatasi tipus olyan indirekt, a
membran biofizikai paramétereinek a megvaltoztatdsan keresztiil végbemend kolcsonhatasokat
foglal 6ssze, ahol a koleszterin els6dlegesen a membran mint kdzeg tulajdonsagait valtoztatja
meg, aminek eredményeként a benne levd transzmembran fehérjék mikodése is modosul (3B
abra). A harmadik mechanizmus a lipidtutajok 4ltal medialt kdlcsonhatas, ami nem kiilonithetd
el teljesen a direkt és indirekt kdlcsonhatasoktdl, hanem azok egyfajta k6zos metszéspontjaként
képzelhetd el (3C abra). A lipidtutajok ugyanis mas membranrégiokhoz képest magasabb
koleszterin koncentracioval rendelkeznek, €s sokszor benniik az egyes membranfehérjék, igy

bizonyos ioncsatorndk koncentracidja is magasabb (pl. Kv1.3, Kv10.1), ami a direkt
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kolesonhatasok kialakuldsanak kedvez. Ezek mellett a lipidtutajokban pont az eltérd
membrandsszetétel miatt a membran biofizikai paraméterei is eltéréek, ami az indirekt
kolcsonhatasok jelentdségét is valosziniisiti. A  tovabbi alfejezetekben ezeket a

kolcsonhatasokat mutatjuk be részletesen.

Lipidtutaj Tutajon Kkiviili regio

ey [ |‘!«—~||

3. abra A koleszterin transzmembran fehérjékre gyakorolt hatasanak lehetséges mechanizmusai
Az abra A, B és C panelje azt mutatja be, hogy a koleszterin a transzmembran fehérjék, igy az ioncsatornak
mﬁkédését is, hérom 6 szinten m(’)dosithatj a. (A) A koleszterin befolyésolhatj a a fehérj e szerkezetét és funkci(')j at

srer

abran K1r2 2 ioncsatorna) egy specialis koleszterin kotd szekvenc1ajahoz mint amilyen példaul a CRAC
(narancssarga) és a CARC motivumok (sarga). Tovabba a fehérje egyéb régioi, doménjei is képesek lehetnek
kozvetlen koleszterin-kothelyek kialakitasara (lila és rozsaszin). (B) A direkt kolcsonhatas alternativajaként a
koleszterin kifejtheti transzmembran fehérjékre (sotétkék henger) gyakorolt hatasait indirekt médon a membran
biofizikai paramétereinek, igy rendezettségének (S), vastagsaganak (d) vagy az elasztikus kompresszibilitasi (K.),
valamint gorbiileti (Kp) modulusaval jellemezhetd rigiditdsdnak megvaltoztatdsan keresztiil is. (C) A hatés
harmadik lehetséges szintjének megfeleléen a koleszterin modosithatja a fehérjék lipidtutajok (azaz vastagabb
membran régidk) és nem-tutaj mikrodomének kozotti megoszlasat (sotétkék henger, kétfejii nyil), megvaltoztatva
ezaltal a tutajban lokalizalt (z6ld henger) vagy azokkal asszocialt (vilagoskék), illetve nem-tutaj doménekben
talalhato (piros henger) fehérjékkel valo kdlcsonhatasainak hatékonysagat. A tutajok altal kifejtett hatas nehezen
kiilonithetd el a direkt és indirekt kdlcsonhatasoktol, azok metszéspontjaban talalhatd, ugyanis a tutajokban azok
magasabb koleszterin-tartalma, valamint eltéré biofizikai tulajdonsagai €s fehérjekdrnyezete révén mind a direkt,
mind pedig az indirekt klcsonhatasok szerepe jelentds lehet.

1.6.1 A koleszterin és fehérjék kozotti direkt kolcsonhatasok: koleszterink6té motivumok,
régiok és domének

A transzmembran fehérjék esetén az elsdé olyan motivum, amelynek szerepét felvetették a
fehérjék koleszterinnel vald kozvetlen kolcsonhatdsaban a Cholesterol Recognition Amino
Acid Consensus (CRAC) motivum volt, amely aminosavak specialis, jollehet lazan definialt
sorrendjét jelenti. A szekvencia sorrendje (L/V)-Xi-5-(Y)-Xi-5-(K/R), ahol az X szimbdlum
barmely aminosavat jelentheti ®°!. Késébb a forditott iranyti, CARC -nak (,,reverse or mirror
version of the CRAC” koleszterinkdtd motivum) elnevezett (K/R)-Xi-s-(Y/F)-Xi-s-(L/V)

68,91,92

szekvenciarol is leirtdk, hogy szerepet jatszhat a koleszterin megkdtésében , SOt,

ioncsatorndk esetén energetikailag kedvezObbnek is bizonyult a koleszterin kotddésének

168

szempontjabol *°. A harmadik, koleszterinkdtésben fontos szekvencia, a Cholesterol Consensus
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Motif (CCM) létrehozasaban két szomszédos alegység vesz részt oly modon, hogy a kdtdhelyet
az egyik hélix (K/R)(/L/V)(W/Y) szekvenciaja és a szomszédos hélix (F/Y/W) aminosavjai
alakitjak ki %°13. Ezen motivumok megtalalhatéak szdmos fehérjében, igy Kv, BK (,,big
potassium = large conductance calcium-activated potassium channel” fesziiltség és kalcium
altal aktivalt nagy konduktancidji kaliumcsatorna), Kir (,,inward rectifier potassium channel”
befelé egyeniranyit6 kaliumcsatorna), Nay1.9, TRPV1 (tranziens receptorpotencialu csatorna,
vanilloid alcsoport 1. tagja) és TRPV4 (tranziens receptorpotencialii csatorna, vanilloid
alcsoport 4. tagja) csatornakban, nAchR-ban, ABCGI (,,ATP-binding cassette sub-family G
member 1”7 ATP-t kotd kazettat tartalmazo fehérjecsalad G alcsaladjanak 1. tagja) és ABCG2
(,,LATP-binding cassette sub-family G member 2” ATP-t kotd kazettat tartalmazo6 fehérjecsalad
G alcsaladjanak 2. tagja) transzporterekben, valamint kiilonb6zé G-fehérjéhez kapcsolt

receptorokban *°.

Ezek a motivumok a fehérjék transzmembran é&s/vagy sejtplazmai
doménjeiben helyezkednek el és sok esetben ezek a koleszterin hatidsok legfontosabb
meghatdroz6i. A harom motivumban kozos, hogy aminosavai a koleszterin molekulaval
hidrofob kolcsonhatasokat (a koleszterin alkil csoportja és a motivum izoleucinja, leucinja és
valinja kozott), hidrogénkotéseket (a koleszterin hidroxil csoportja és a motivum pozitiv
toltéssel rendelkezd argininje, lizinje kozott), valamint a koleszterin gytiriije és a motivum
aromas hidrofob aminosav oldallancai kdzétt 1étrejovo kotéseket alakithatnak ki ™.

Az utobbi években azonban szamos kritika mertilt fel azzal kapcsolatban, hogy ezek a
motivumok mennyire meghatarozok a koleszterin altal kivaltott hatdsok szempontjabol *>%¢. A
CRAC ¢és CARC definicid szerint linearis aminosavszekvenciat tartalmazé motivumok, igy
alkalmazhatosdguk limitalt a fehérjék haromdimenzids szerkezete miatt, illetve nem
magyarazzak a tobb alegység altal 1étrehozott kotéhelyek kialakuldsat. A masik ellentmondas,
hogy bizonyos fehérjéknél, igy Kv ?7, Kir %%, BK % vagy P2X ! joncsatornak esetén a
motivumok a csatorndk citoszolikus doménjeiben talalhatoak, igy valdszintitlen, hogy azok
medialjik az integrdns membranlipid koleszterinnel vald kdlcsonhatasait. Ennek ellenére Ky °7
és BK !9 esetén kimutattak, hogy ezek a citoplazmatikus motivumok nélkiilozhetetlenek a
koleszterinnel valé kolcsonhatasban, hiszen a csatornak ezen régidinak eltavolitdsa utan a
koleszterin nem képes a jol ismert modon befolydsolni a csatornak funkcidjat. A Kir2.1
ioncsatorndban kimutattdk, hogy a CRAC, CARC ¢és CCM szekvencidkon alapuld
koleszterink6td motivumok nem mutatnak atfedést az MD szimulaciok és dokkolasok soran
azonositott koleszterint koto régiokkal. A szamitasok alapjan Kir csatornakban két koleszterint

99,102

érzékeld nagyobb fehérjerégid definialhatd , amelyeken beliil kiilonb6zé kotdhelyeket

talaltak szamitogépes szimulaciok soran ', Mivel mas fehérjékben, igy nAchR, GABAA
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(,,gamma-aminobutyric acid” gamma-aminovajsav receptor A tipusa), ABCG2 és GPCR (,,G
protein-coupled receptor” G-proteinhez kapcsolt receptor) esetén is kimutattak, hogy szamos
CRAC ¢s CARC motivum nem funkcional koleszterin-kotéhelyként, egyéb modon definialtak
a fehérjék koleszterinre érzékeny régidit, amelyek tobb esetben kiilonboznek a kordbban leirt
koleszterint koté motivumoktol %.

Ujabb szamitasok és kisérletes eredmények arra mutattak ra, hogy a hdrom fentebb emlitett
koleszterink6td motivum a koleszterin hatasat medialo és koleszterint kot régidok csak egy
részének kialakitasaért feleldsek °*. Emiatt a koleszterinkdtésében fontos régiok altalanos
kotésében fontos az erdteljesen hidrofob kdrnyezet, amely lehetdvé teszi a koleszterin stabil
kapcsolddasat annak gytiriije és az aromas/hidrofob aminosavak kozotti kdlcsonhatasok révén,
valamint a koleszterin hidroxil csoportja ¢és kiilonb6z6 aminosavak kozott képzodod
hidrogénkotések kialakuldsan keresztiil. A koleszterint kotd aminosavak azonban az Uj
értelmezések szerint nem csak egy linearis szekvencia mentén helyezkedhetnek el a fehérjén
beliil, igy a CRAC és CARC motivumok meglétével kapcsolatos egyik legfontosabb limitalo
tényezd eliminalasra keriilt az 0j definiciokban 4.

A koleszterinre érzékeny régiok mellett bizonyos fehérjék esetén, (pl. ABC transzporterek,
Niemann-Pick fehérje, Patched) kiilon koleszterink6té domének feleldsek a koleszterinnel valo
interakciok kialakitasaért '®, de ezek szama lényegesen limitalt a koleszterinkotd régiokhoz

képest.

1.6.2 A koleszterin ¢és fehérjék kozotti indirekt kolesonhatasok

A direkt kolcsonhatasok mellett a koleszterin a membran biofizikai paramétereinek, igy
megvaltoztatasan keresztiil is befolyasolhatja a fehérjék miikodését. Mar a korai vizsgalatok
soran kideriilt, hogy a koleszterin jelentésen modositja modellmembranok lipidjeinek
rendezettségét. A hatas kettds természetii, gél fazisu membranokban ugyanis a rendezettséget
jellemzd paramétereket csokkenti, mig a bioldgiai membranokra jellemz6 folyékony fazisban
a membrant felépitd lipidek oldallancainak rendezddését, a lancok kiegyenesedését €s a lipid

molekulak 4tlagos keresztmetszetének csokkenését eredményezi '0%1%,

A rendezettség
novekedésével parhuzamosan a membran fluiditdsa, és kovetkezményesen a membran
alkotéelemek mobilitasa jelentésen lecsdkken szterolok hatdsara '°7. A fluiditas csokkenése

nemcsak modellmembranok, hanem é16 sejtek esetén is megfigyelhetd '%8. A koleszterin altal
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okozott rendezddéssel parhuzamosan a vizmolekuldknak a membran mélyebb rétegeibe torténd
bejutasa, azaz a membran hidracioja is lecsokken '%°.

Amint az a rendezettséget fokozo hatasbol varhatod, a koleszterin mennyiségének
emelkedése a membranok vastagsiaganak ndvekedését is eredményezi °¢'°. A membran
vastagsdga fontos a fehérjék aktivitdsanak szabdlyozdsa szempontjabol. A fehérje-lipid
kolcsonhatasok soran meghatarozo jelentdségii tényezd ugyanis a fehérjék és lipidek hidrofob
régioinak hossza, illetve els6sorban az azok kozotti kiilonbség, amelyet a hidrofob ,,mismatch”
elmélet foglal 0ssze. Eszerint egy fehérjékbol és lipidekbdl allé rendszer szabadenergidja a
molekuldk Osszekeverésébdl fakadd entropiavaltozasbol ¢és a lipidek és fehérjék kozotti
kolcsonhatast jellemz6 energiatényezdbdl szarmazik. Az utobbi tényezd komponensei a van
der Waals kolcsonhatasok, a hidrogénkdtések energidja, a hidrofob mismatch-bdl eredd tn.
hidrofob effektus, illetve a lipid oldallancok elasztikus deformaciojabol szarmazéd
szabadenergia. A komponensek Osszességébdl szamitott szabadenergia-valtozas optimalis
(azaz a lehetd legkevésbé pozitiv), amennyiben a fehérjék és lipidek hidrofob doménjeinek
hossza megegyezik. Ha azonban a fehérje hidrofob részének hossza (hidrofob hossz) a lipidek

hidrofob részénél hosszabb (,,pozitiv mismatch”) vagy rovidebb (,,negativ mismatch”) a

kedvezOtlen energia valtozas ellensulyozédsara adaptacios folyamatok indulnak be. Ilyen

.....
crer

.....

koleszterin jelenléte jelentésen befolyasolhatja ezen adaptacids folyamatokat. A koleszterin
hianya esetén a membran lecsokkent vastagsaga példaul alacsonyabb hidrofoéb hosszal
jellemezhetd konformaciok kialakulasat segitheti eld. A koleszterin altal megnovelt
membranvastagsag ezzel szemben a nagyobb hidrofob hosszal rendelkez6 fehérjekonformaciok
fehérjékhez valo kotddését okozhatja. Mivel a fehérjék kiillonbozd konfiguracioi jellemzdéen
eltérd funkciondlis aktivitdssal birnak, a koleszterinfiiggé membranvastagsagbol fakado
adaptaciés mechanizmusok jelentésen modosithatjak a transzmembran fehérjék aktivitasat,
amit ki is mutattak BK és Nay csatornak, nAchR, Na"™-K* ATP4z, kiilonféle GPCR-ek, valamint
ErbB fehérjék esetén, amint azt részletesen attekintettiik 8sszefoglald kozleményiinkben °.

A bioldgiai membranok fontos biofizikai paramétere azok gorbiilete és az abbdl fakado
gorbiileti elasztikus energia. A membranok teljes vastagsagaban jellemz6 a molekulak kozott
fellépd vonzo és taszitdé erdk egyensulya, amely révén energetikailag optimalis egyenstlyi

tavolsag alakul ki a molekuldk kdzott. Amennyiben az egyensulyi tavolsag értéke kiilonbozé a
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membran felszini és kozépsd régidiban, a membran spontdn modon begorbiil. Ha azonban ez
nem lehetséges sztérikus okok (példaul hidroféb mismatch) miatt, gorbiileti elasztikus stressz
¢és kovetkezményesen pozitiv szabadenergia-valtozas alakul ki. A fehérjék konformaciotol
fliggd modon csokkenthetik vagy ndvelhetik ezen stressz mértékét, illetve az elasztikus stressz
mértékétdl fliggden megvaltozhat a fehérjék kiilonbozé konfiguracidinak stabilitasa, igy azok
funkcionalis aktivitasa is "2, A koleszterin mennyiségének ndvelése fokozza a membranok

kompresszios és gorbiileti rigiditasat 3114,

megvaltoztatjia a membran kiilonb6zo
mélységeiben a vonzo és taszito erék egyensulyat jellemzé lateralis nyomasprofilt ''°, valamint
jelentésen modositja a membranok spontan gorbiiletét %117, Ezen hatdsokon keresztiil a
koleszterin moédosithatja a fehérjék adott konfigurdcidjanak stabilitasat, ami konformacio-
valtozast, illetve az asszociacios hajlam modosulasat eredményezheti '>!!8, Tlyen, a membran
elaszticitasban bekovetkezd valtozasok szerepét valoszintsitették a koleszterin hatdsainak
hatterében rodopszin, szerotonin receptorok, ErbB fehérj¢ék és mechanoszenzitiv Piezo
csatornak funkcidjanak vizsgalata soran *°.

A membranok kevéssé ismert biofizikai paramétere a dipoOlpotencial (DP), ami a
membrant alkot6é lipidek €s a membranhoz asszocialt vizmolekuldk dipoljainak nem
véletlenszerii térbeli orientacidjabodl szarmazik. Ez az elrendezddés nagy pozitiv (150-450 mV)
elektromos potencial és 108-10° V/m erdsségii intramembran elektromos tér kialakulasat
eredményezi %12, A DP nagysaginak meghatdrozoja a membran lipidosszetétele, illetve
elsésorban a koleszterin mennyisége. A koleszterin ugyanis jelentds mértékben néveli a DP
nagysagat, amelynek oka egyrészt a molekula nagy dipélusmomentuma, az altala okozott
rendezettségbeli fokozddas, illetve a membran dielektromos allandojanak megvaltozasa 21122,
Mivel a fehérjékben a toltésmegoszlas egyenetlen, ezért a DP az altala generalt elektromos
erotér révén jelentdsen modosithatja a proteinek konformacidinak stabilitasat és ezaltal azok
aktivitasat is, amint azt ki is mutattak fesziiltségkapuzott ioncsatornak, Na™-K" ATPaz, ABCBI

(,,LATP-binding cassette sub-family B member 17 ATP-t koto kazettat tartalmazo fehérjecsalad

B alcsalddjanak 1. tagja), szerotonin receptorok, valamint ErbB fehérjék esetén *°.

1.6.3 A koleszterin és membranfehérjék kozotti direkt és indirekt kdlcsonhatasok elkiilonitése

Annak ellenére, hogy a sejtmembran koleszterinnel valo toltésének funkciondlis és
elektrofiziologiai hatdsai szdmos ioncsatorna, transzporter €és transzmembran receptor esetén
igen jol dokumentaltak, a hatdsok mechanizmusadnak meghatdrozasa, azaz a direkt és indirekt

koleszterin hatasok elkiilonitése bonyolult. Nehéz kiilonvalasztani ugyanis a kézvetlen kotddés
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¢s a szterolok 4ltal a membran biofizikai paramétereiben bekovetkezd valtozasok
kovetkezményeit.

Erre a problémara ad részben megoldast a koleszterin kiralis analogjainak, az epi- és
ent-koleszterinnek az alkalmazasa. Az epi-koleszterin csupan annyiban kiilonbozik a
koleszterint6l, hogy a C3 hidroxil csoportja a 3a pozicidoban taldlhatdé (a koleszterinben
megfigyelhetd 3P helyett), mig az ent-koleszterin a koleszterin tiikorképe, mivel a vegyiilet
mind a nyolc sztereocentrumanak konfiguracioja a koleszterinhez képest ellentétes 1”123, Ezen
kiilonbségek miatt a molekuldk haromdimenzios szerkezete jelentésen kiilonbozik a
koleszterinétdl, amelynek eredményeképpen a fehérjékre gyakorolt funkciondlis hatdsaik is
jelentdsen eltérdek lehetnek, annak ellenére, hogy csak kismértéki kiilonbségeket mutatnak az
alapvetd membranbiofizikai tulajdonsigokra gyakorolt hatasaik tekintetében °%107:123:124 (1354
még lentebb). Ezzel 8sszhangban Kir 1226 TRPV1 %/, BK 28 csatornak, valamint GABA4 '%°
receptorok esetén is kimutattak sztereospecifikus hatdsokat, azaz ezeknél a fehérjéknél a kiralis
analog a koleszterintdl kiillonbdzd vagy éppen azzal ellentétes funkciobeli valtozasokat valtott
ki. A nAChR koleszterin 4ltali szabalyozasa ezzel szemben nem sztereospecifikus médon
torténik, a koleszterin és izomerjei ugyanis hasonlé funkcionalis hatdsokat okoznak '*°. A
korabbi elméletek szerint a sztereospecifikus (kiilonb6zd vagy ellentétes) hatasok hatterében
leginkabb a szterolok kdzvetlen fehérjéhez kotddése all, mig a nem sztereospecifikus (hasonlo)
hatdsokat a koleszterin és analogjai indirekt mechanizmusokon keresztiil fejtik ki.

Ujabb eredmények azonban a kiralis analégok hasznalatanak limitacioira hivtak fel a
figyelmet. Amint azt nAchR esetén Ujabb tanulmanyok leirtadk, annak ellenére, hogy a
koleszterin és analdgjai hasonldéan befolydsoljak a fehérje funkcidjat, valdszintlileg a hatés
hatterében direkt kolcsonhatas allhat, ugyanis kimutattak, hogy a koleszterin és kiralis analogjai
a nAchR egy ,,laza koleszterint koté helyére” kotddhetnek '3!. Ezen eredmények arra utaltak,
hogy a korabbi elméletekkel ellentétben a sztereospecificitas hianya nem zarhatja ki a kozvetlen
fehérje-koleszterin kdlcsonhatds meglétét, igy a sztereoizomerek hasznélata elsésorban akkor
alkalmas a direkt és indirekt hatasok elkiilonitésére, ha a koleszterin és izomerjei kiilonb6zo
vagy ellentétes hatasokat gyakorolnak a fehérje funkciojara, ez ugyanis a direkt koleszterin-
fehérje interakcid meglétét valosziniisiti *®!23. Emellett Kir csatorndknal, ahol a koleszterin és
izomerjeinek hatdsa sztereospecifikus (a koleszterin aramcsokkenést, az epi-koleszterin
aramndvekedést okoz, mig az ent-koleszterinnek nincs hatasa az aram nagysagara), kimutattak,
hogy a koleszterin és az izomerek a molekula ugyanazon koétéhelyéhez kapcsolodnak, csak az
egyes vegyliletek kdtohelyen beliili orientacioja kiilonbdzik, emiatt az izomerek hatasa eltér a

koleszterin 4ltal kivaltott hatasokhoz képest 75193,
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A koleszterin és izomerjei hdromdimenzios szerkezetében megfigyelhetd eltérések
miatt a lipid kettdsrétegekben az egyes vegyiiletek vertikalis pozicidja is kiillonbozik. Az ent-
koleszterin elhelyezkedése a tiikorképi szerkezetének megfeleléen majdnem teljesen hasonlo,
mint a kolesztering, az epi-koleszterin azonban a masik két szdrmazékhoz képest a membran
sikjaban felfelé, annak interfacialis rétege felé eltoltan és ferde 4llasban talalhat6 2132, Ennek
eredményeképpen a kettds réteg lipidrendezettségére gyakorolt hatdsaik kismértékben eltérnek
124 [gy a kiralis analogok membranparaméterekre gyakorolt hatdsainak pontos leirasa tovabbi
vizsgalatok igényét veti fel '23. Az emlitett hatranyok ellenére a kiralis izomerek hasznalata
tovabbra is az egyik legalkalmasabb modszer a direkt és indirekt koleszterin-fehérje
kolcsonhatasok elkiilonitésére konnyl alkalmazhatosaguk ¢és membranfehérjék sokféle
tipusaval val6é kompatibilitasuk miatt.

Az éltalunk is alkalmazott kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF) technika
az elektrofiziologiai és fluoreszcencids modszerek egyedi kombinacidja. Hasznalata sordn a
VSD ¢és a PD atrendezddését egyidejlileg monitorozhatjuk a kapuzasi folyamat soran, igy a
koleszterin f6 intramolekularis célpontja (VSD vagy PD) kénnyen meghatarozhatova valik '3°.
Bar onmagaban a TEVCF segitségével nem kiilonithetok el egymastol a direkt és indirekt
kolcsonhatasok, a modszer fontos informdciét nytjthat a koleszterin intramolekularis
célpontjardl a funkcionalis domének szintjén, akkor is, ha az adott fehérje nem rendelkezik
specifikus koleszterink6té motivumokkal, régidkkal vagy doménekkel. A modszert sikeresen
alkalmaztak PUFA (,,polyunsaturated fatty acid” tobbszdrosen telitetlen zsirsav) vegyiiletek
intramolekularis célpontjdnak meghatarozasara kiilonboz6 Kv ioncsatorndk esetén, koleszterin
altal okozott hatasokat viszont eddig nem vizsgaltak ezzel a médszerrel 34,

Az elmult évek soran a krio-elektronmikroszkopia és a molekularis dinamikai
szimuléacios technikak fejlédése révén szamos 1j koleszterin-kotéhelyet azonositottak, ami
jelentdsen kibdvitette a direkt koleszterin-fehérje kolcsonhatasokkal kapcsolatos ismereteinket.
Bér ezek a mddszerek a direkt kdlcsonhatasok meglétét erdsen valosziniisithetik, nem tudjak
azokat egyértelmiien bizonyitani. A feltételezett kolcsonhatasok funkciondlis relevancidjanak
megerdsitése tovabbi kisérletes bizonyitast igényel, példaul ugy, hogy a lehetséges kotohelyen

mutaciot hozunk létre, ami modosithatja a fehérje koleszterinnel val6 kdlcsonhatéasat.

1.7 A koleszterin Ky ioncsatornakra kifejtett hatasai és azok mechanizmusa
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A koleszterin Ky csatorndk funkcidjara gyakorolt hatdsait el6szor a csatorndk és a
lipidtutajok kozotti kapcsolat vizsgdlata soran vetették fel. A Ky1.3, Kv1.4, Kv2.1, Kv4.2,
Kv7.1, Kv10.1 ¢és Kyll.1 csatornakrol is kimutattdk, hogy azok preferencidlisan a
lipidtutajokban talalhatéak °°, amelynek oka egyrészt az, hogy a csatorndk hidrofob
doménjeinek hossza a lipidtutajok vastagsdgdhoz hasonld. Masrészt a tutajbeli lokalizacid
hatterében allhatnak specifikus fehérje-lipid kdlcsonhatasok vagy az ioncsatornak kotddése a
tutajokban talalhato egyéb fehérjékhez, ugymint a PDZ doménnel rendelkezd fehérjékhez '*°,

136

kaveolinhoz !¢, kiegészit6 KCNE alegységekhez '*7. A lipidtutajbeli elhelyezkedés

funkcionalis szempontb6l relevans lehet limfocitdkban a Kv1.3 immunoldgiai szinapszisba
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jutasa és a kovetkezményes Ca®’-jel kialakuldsa soran '*°. A tutajbeli lokalizacid
altalanossagban gatlo hatast fejt ki a csatornak funkcidjara, bar ezzel parhuzamosan a
mikrodoménekre jellemzd facilitalt klaszterizacios folyamatok eldsegithetik a csatornak
jelatviteli folyamatokban torténd részvételét, amelyek fiiggetlenek az iondramtol 140141,

A Kv csatorndk ¢és koleszterinben gazdag mikrodomének kozotti szoros és sokrétii
kapcsolat felderitése inditotta el a koleszterin ¢és Ky csatorndk kozotti kolcsonhatasok
vizsgalatat. Kimutattak, hogy mind a membran koleszterintartalménak novelése, mind pedig
annak csokkentése megvaltoztatja a csatorndk fesziiltségfliggd egyenstlyi aktivacios és
inaktivaciés folyamatait, valamint az aktivacios €s inaktivacios idéallandok nagysagat Kv1.3,
Kv10.1, Kv1.5 és Kv2.1 csatornak esetén '4>144, a koleszterin altalanossagban gatolja ezeknek
a Ky csatorndknak a miikodését. Ezzel szemben a Kvy7.2/ Kv7.3 csatorndkban azt
valoszintisitették, hogy a megfeleld csatornamiikodéshez optimélis koleszterinkoncentraciora
van sziikség: ugyanis nemcsak a koleszterin deplécidja, hanem érdekes mddon annak
akkumulaciodja is lecsokkentette az ionaramok nagysagat '°. Ezzel szemben minden egyéb K*-
ot vezetd csatorna esetén a sejtmembranban a koleszterin deplécioja (tovabbiakban koleszterin
deplécid) és a sejtmembran koleszterinnel torténd toltése (tovabbiakban koleszterin toltés)
ellentétes hatast valtott ki. Az ellentmondas hatterében az 4allhat, hogy a fent emlitett
tanulmanyban a sejtek kezelése a koleszterintartalom ndvekedését okozdo MBCD-koleszterin
hagyomanyosnak szamito, altalunk is alkalmazott, mérést megel6zo, egy oras inkubacidval. A
kivaltott aramcsokkenést a kezelés azonnali hatasaként értelmezték, bar kérdéses, hogy ilyen
rovid iddskalan elegendé mennyiségii koleszterin képes beépiilni a sejtmembranba.

A Kvl1.3 aktivacios kinetikdjanak koleszterin altal okozott lassulasa hatterében

kezdetben a membran koleszterintartalmanak emelése altal okozott megnovekedett viszkozitas

hatasat valoszintiisitették, a feltételezések szerint ugyanis a surlodasi erék nagysaganak
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novekedése gatolhatja a csatorna aktivacigja soran a VSD konformdaciovaltozasainak
végbemenetelét %4, A késdbbiekben a koleszterin Ky csatornak kapuzasi paramétereire
gyakorolt hatdsaiban felvetett¢k a koleszterin és a csatornafehérjék kozotti direkt
kolcsonhatasok szerepét, amelyeket elsésorban a Ky csatorndk szekvencidjaban altalanosan
eléforduld CRAC és CARC motivumok medialhatnak. A Kv1.3 szekvencidjaban dsszesen két
CRAC ¢és ot CARC talalhatd, amelyek koziil az 0sszes CRAC, valamint a CARCI1-3
motivumok az N-terminalis doménben vagy a transzmembran hélixekben helyezkednek el, mig
az utolsd két CARC a csatorna C-terminalis végén intracellularisan taldlhato % (1B 4bra
narancssarga és sarga ovalis alakll kontirok). Ezzel 0sszhangban kimutattak, hogy a csatorna
CARC4 ¢és CARCS motivumot (1B abra sarga ovalisok) tartalmazd C-termindlis végének
eltavolitasa teljesen megakadalyozza a koleszterin altal indukalt elektrofiziologia valtozasok
kialakulasat ', ugyanakkor nem befolyasolja érdemben a kapuzasi paramétereket 1>, A hatés
feltételezett mechanizmusa szerint e két intracellularis CARC motivum az azokban taldlhato
hidroféb aminosavak segitségével direkt kolcsonhatast alakithat ki a membranban talalhato
koleszterinnel, amely a csatorna kapuzasi paramétereinek megvaltozasat eredményezi, de ezt

kisérletesen még nem bizonyitottak.

1.8 A Kv1.3 ¢s Kv10.1 ioncsatornak fizioldgias folyamatokban €s betegségekben
betoltott szerepeinek Osszefoglalasa

A Kvl.3 ioncsatorna jelentdsége fiziologids koriilmények kozott els@sorban az
immunsejtek, kiilonésen a T- és B-limfocitdk aktivacidjanak szabalyozasdban jatszott
szerepébdl fakad '47-1%8. Human B-sejtekben nyugalmi allapotban kevés Ky1.3 fordul eld,
izotipusvaltds utdn memoria sejtekben azonban expresszidjuk megnd és jelentds szerepet
jatszanak ezen sejtek aktivacidjaban '*°. Human T-limfocitakban funkciondlis szempontbél a
kaliumcsatornak koziil a Kv1.3 és Kca3.1 jelenléte nélkiilozhetetlen. Nyugalmi allapotban a
sejtmembranban kb. 500 Kv1.3 és 10-20 Kca3.1 fordul eld, mig aktivacid soran naiv, illetve
centralis memoria sejtekben a Kca3.1, effektor memoria sejtekben pedig a Kv1.3 expresszioja
né meg, utalva ezen csatornak funkcionalis jelentdségére '>°. Ezzel 6sszhangban ezen sejtekben
a membranpotencial szabalyozasaért és azon keresztiil az aktivacid soran megjelend, azt
lehetdvé tevd megfeleld Ca®'-jel kialakulasaért feleldsek '°!. A Kv1.3 kifejezddik a kdzponti
idegrendszer mikroglia sejtjeiben is, ahol szintén a sejtek aktivaciojaban ¢€s citokin

152 Emellett Kv1.3 csatornak a mitokondrium belsé

membranjaban is talalhatoak, amelyeknek a limfocitak apoptozisaban lehet jelentdségiik !>
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A Kv1.3 megnovekedett expresszidjaval dsszhangban ezen csatornak patofiziologiai
szempontbol fontosak olyan korképekben, amelyekben az effektor memoria sejtek
meghatarozo jelentdséggel birnak. gy sclerosis multiplexben '*!, I. tipusu diabetes mellitusban
151 rheumatoid arthritisben '°!, szisztémas lupus erythematosusban '*°, psoriasisban '°4, colitis

155

ulcerosaban , valamint asthma bronchialeban !¢

is kimutattdk, hogy a betegség
patomechanizmusaban fontos T-limfocitdkban emelkedett a csatorna expresszidja, ezaltal a
sejteken mért K'-dramok amplitiddja, valamint kdvetkezményesen a kialakulé Ca**-jel
Kv1.3 szerepét az elhizasban megfigyelhetd inzulin rezisztencia kialakulasaban is felvetették
allatkisérletek soran, amelyekben a csatorna expresszidjanak lecsokkentése részben kivédte a
diéta indukalta obezitds és inzulin rezisztencia kialakulasat '*’. A Kyv1.3 megndvekedett
expressziojat leirtak Alzheimer-koros betegek frontalis agykérgébdl szarmazd mintékban is,
valamint a csatorna pozitiv kolokalizaciot mutatott az amiloid plakkok lokalizacidjaval '8,

A csatorna kifejezddésének effektor memoria limfocitdkra, illetve mikroglidkra
specifikus megnovekedése lehetdvé teheti, hogy a Kv1.3 funkcidjanak szelektiv gatlasa révén
kedvezden befolyasoljuk ezen koros allapotok lefolyasat, amelyet ki is mutattak a betegségek
modellrendszereiben a csatornara specifikus gatloszerek alkalmazasaval. A csatorna gatlasara
terapidsan elsOsorban skorpidtoxinokat, illetve mesterséges kismolekuldji inhibitorokat
hasznalnak. In vitro vizsgalatok soran, illetve allatkisérletekben a skorpidtoxinok koziil példaul
kiilonféle modositott ShK toxinok kedvezd hatasinak bizonyultak a sclerosis multiplex, az 1.
tipust diabetes mellitus, illetve a rheumatoid arthritis '°!, az allergias kontakt dermatitis '>°, a
szisztémas lupus erythematosus '*°, a colitis ulcerosa '3, valamint az asthma bronchiale 3¢, a
HsTx1 pedig késleltetett tipus hiperszenzitivitasi reakcié '®° modellrendszereiben, gatolva az
valamint az in vivo gyulladasos folyamatok kialakulasat. A kismolekulaji gatloszerek koziil az
ADWX-1 a sclerosis multiplex ¢!, a PAP-1 a colitis ulcerosa '3 és a psoriasis '>* modelljeiben
bizonyult hatékonynak. /n vitro kisérletek, valamint egérmodellben nyert adatok alapjan a
mikroglidkban talalhat6 Kv1.3 csatornak PAP-1 inhibitorral torténd gatldsa kedvezo volt a 3-
amiloid plakkok kialakulasa, aggregacidja, valamint a kdvetkezményes proinflammatérikus
allapot megakadalyozasa szempontjabol 132,

A Kv10.1 csatorna fiziologias koriilmények kozott gyakorlatilag kizarolag a kozponti
idegrendszer kiilonb6z0 régidiban fejezddik ki, pontos funkcidja azonban jelenleg nem ismert
162 Patkanyokban végzett kisérletek szerint a nigrostriatalis rendszer dopaminerg neuronjaiban

lehet szerepe az elektrofiziologiai aktivitds mintdzat szabalyozasaban '®. Kv10.1 knockout
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egerekben ugyanakkor a csatorna hidnya kismértékii hiperaktivitast leszamitva nem
eredményezett semmilyen jelentds fejlodésbeli, neurologiai, kognitiv vagy szocialis
viselkedésbeli eltérést %4, Ujabb eredmények alapjan a fehérje fokozott aktivitast (azaz
alacsonyabb aktivacios kiiszobat, lassult deaktivaciot) eredményezd mutacioja szerepet jatszhat
az intellektudlis zavarokkal, epilepszidval és fejlodési rendellenességekkel jaré Temple-
Baraitser szindroma !¢, valamint az arcdiszmorfiaval, intellektualis zavarokkal és
hypertrichosissal jellemezheté Zimmerman-Laband szindroma ' patogenezisében. A Kv10.1
csatorna patofizioldgiai szempontbol legfontosabb és leggyakoribb eltérése azonban a tumorok

167168 " ami a vaszkularizacié és

mintegy 70%-aban megfigyelhetd fokozott expresszidja
migracid fokozdsan, valamint a sejtciklus fazisai kozotti atmenetek serkentésén keresztiil a
daganatok progressziojat segiti 4>!1%°. Mindezek alapjan felvetddik a Kyv10.1 tumormarkerként,
prognosztikai faktorként, valamint terapids célpontként valo alkalmazasa '®, bar az ezekkel
kapcsolatos vizsgalatok még folyamatban vannak. A csatorna nem-specifikus médon géatolhato
imipramin, astemizol, valamint quinidine vegyliletekkel, amelyek bizonyos tumorok esetén
képesek a daganatos sejtek osztodasat gatolni '®. A csatorna specifikus modon gatolhatd

171 kigyoméregbdl

Kv10.1 ellenes antitestek '7°, tengerir6zsabol szarmazé6 APETx4 toxin
izolalt collinein-1 "2, illetve sz8lémagbol kivont procyanidin B1 !7 segitségével és ezek a
specifikus inhibitorok is tumorellenes hatasinak bizonyultak in vitro koriilmények kozott és
allatkisérletekben, alatdmasztva a fehérje gatlasanak terapias alkalmazhatosagat.

A Kvl10.1 daganatképzést serkentd hatasaival kapcsolatban leirtdk, hogy azok
elsddlegesen az ioncsatorna nonkanonikus funkcidinak tekinthetk, azaz a csatorna a K'-
vezetdképességtdl fiiggetlen modon, sejtosztddashoz vezetd intracellularis jelatviteli utvonalak
aktivaciojan 74175 illetve a belsé magmembranban elhelyezkedve a heterokromatinnal t&rténd
kolcsdnhatas segitségével a génexpresszio szabalyozasan keresztiil 76 fejti ki hatasait. Hasonld
nonkanonikus funkciok egyéb csatornak, igy Kvl.3 esetén is felmeriilnek, azonban ezek
részletes vizsgalata még nem tortént meg 2% 140-141,

Az 1.6 és 1.7 fejezetekben leirtak alapjan a koleszterin, illetve szarmazékai jelentds
mértékben befolyasoljak a kiilonféle ioncsatorndk, igy a Kv1.3 és Kv10.1 mukodését. Ennek
megfeleléen a sejtmembran szteroltartalmanak megvaltozasaval jard betegségek esetén a
csatorndk funkcionalis miikddése is modosulhat, amely akar a betegség kialakuldsa
szempontjabol is fontos lehet. A jol ismert hiperkoleszterinémia mellett a masik altalunk
vizsgalt betegség, amelyben a szterolok szintje megvaltozik, a Smith-Lemli-Opitz (SLO)
szindroma. Az ebben a korban szenvedo betegek vérplazméjaban €s sejtjeinek membranjaban

a 7DHC felhalmozddik, ami alapvetd tényezd a betegség patomechanizmusa szempontjabél 7°.
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A betegség oka a 7-dehidrokolin-reduktdz enzim velesziiletett defektusa, amely a 7DHC
koleszterinné torténd atalakitasat végzi a koleszterin bioszintézisének utolso 1épése soran 7°. Az
enzim defektusa révén a prekurzor 7DHC szintje megnd, mig a reakcidtermék koleszterinnek a
szintje lecsokken !”7. Az még nem tisztazott, hogy a klinikai tiineteket, ami magaba foglalja az
arcdiszmorfiat, —mikrokefaliat, hipospadidzist, szomatomentalis retardaciot, illetve

immunszupressziét "

, a 7TDHC emelkedett szintje, annak toxicitasa vagy a koleszterinszint
. . za T5-180 o autoszomal; v me .t n e ‘nes,
csokkenése okozza 7318 A betegség autoszomalis recessziv modon 6roklédik, monogénes

komplex malformacios szindréma, amelynek hatterében a 7-dehidrokoleszterin-reduktaz tobb,

crer

crcr

crer

proliferacidjaban megfigyelhetd eltérések megjelenéséhez vezet, amelyek pontos

mechanizmusa azonban nem tisztazott 4°.
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2. Célkitizések

Annak ellenére, hogy a Kv ioncsatornék kapuzasanak strukturalis alapjai, fobb Iépesei és a
kapuzast befolyasold tényezdk alapvetden ismertek, a kapuzas finomhangolasat biztosito tobb
tényez6 ezidaig feltaratlan maradt a megfeleléen modszerek hidnyaban. Munkank soran ezért a
Kv csatorndk aktivacios és C-tipusu inaktivacios kapuzasanak eddig feltaratlan részleteit

vizsgaltuk meg két f6 kérdés mentén:

1. A Ky csatorndk melyik doménje a membranban talalhaté szterolok elsddleges
célpontja? A membranban talalhaté szterolok hatasukat a VSD-n keresztiil fejtik-e ki,
amelyek a késdbbiekben attevodnek a csatoldsi apparatusra, majd a PD régioira, vagy
pedig elsddlegesen, kozvetleniil ez utdobbiak valamelyikének miikodését befolyasoljak
(4. abra)?

2. Az aktivaciés kapu allapota meghatarozza-e az egyensulyi inaktivacid kialakulasat és
az inaktivaciobol torténd visszatérést? A csatorna kapuzasi allapotait is feltiintetve két
alapvetd kérdést vizsgaltunk: a zart allapott csatorna képes-e kdzvetleniil inaktivalodni
negativ membranpotencidlok esetén, tehat lehetséges-e a C—CI atmenet (5. abra, bal
oldali piros nyil), vagy a CI éallapot az OI—CI utvonalon to6ltédik be negativ
membranpotencidlok mellett is? Masrészt a nyitott-inaktivalodott csatornak (OI) a CI
allapoton keresztiil térnek-e vissza az inaktivaciobol, azaz, sziikséges-e az aktivaciods
kapunak bezarddni ahhoz, hogy az inaktivaciobdl torténd visszatérés bekovetkezzen,
vagy elképzelhetd az Ol—O utvonal a folyamat soran, negativ membranpotencial

jelenléte mellett (5. abra, jobb oldali piros nyil)?

Az 1. célkitlizési pontban megfogalmazott, a membran szterolok Ky ioncsatornakon
beliili tamadéaspontjara vonatkozo problémara az eddigi kisérletek nem adtak vélaszt, ugyanis a
hagyomanyos patch-clamp mérésekkel csak az ionaramok mérhetdk, a VSD kapuzas soran
bekovetkezd mozgasardl kozvetleniil nem kapunk informéciot. Ezaltal az egyszerli
iondrammérések alapjan a szterolok ioncsatornan beliili elsddleges célpontjat nem tudjuk
meghatarozni. A kérdés megvalaszolasdhoz a dolgozatban bemutatott kisérletek soran a
kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF) moédszert alkalmaztuk, amely segitségével
egyrészt a hagyomanyos patch-clamp mérésekhez hasonloan képesek vagyunk az ionaramok
mérésére, és ezaltal szamos, a csatornat vagy annak kapuzasat jellemzd biofizikai paraméter

meghatarozasara (pl. egyensulyi aktivacid ¢&s inaktivacio fesziiltségfiiggése, nyitasi
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valosziniiség, egyedi csatorna konduktancia, dram aktivaciés és inaktivacios kinetikdk).
Ezenttl a TEVCF lehetOséget ad, hogy az iondaramok mérésével egyidében a VSD mozgésat
leir6 paramétereket is meghatarozzuk (Fnorm-V gorbe és fluoreszcencias jel aktivacios
kinetikaja). Ehhez a VSD S3-S4 linkerébe pontmutacidval bevitt ciszteint egy ciszteinre
specifikus fluoreszcens festékkel jeloljik meg. Az aktivacidés kapuzds soran a VSD-ben
talalhatd S4-es hélix a membran sikjabol kifelé mozdul el, ami révén megvaltozik a festék
kvantumhatasfoka. A fluoreszcens jel intenzitasvaltozasa ezaltal jol tiikrozi a VSD mozgasat.
A kisérleteket afrikai karmosbéka petesejtjeiben expresszalt A309C Kv1.3 és L322C Ky10.1
human ioncsatorndkon végeztiikk. Az oocita expresszids rendszer biztositotta szamunkra a
TEVCF mérésekhez sziikséges nagy csatornaexpressziot. A szterol moduldcié ioncsatornan
beliili célpontjanak €és a hatasok csatorna specificitasdnak meghatdrozasahoz a kiilonbozé
kapuzéasi mechanizmussal rendelkezd Kv1.3 és Kyv10.1 csatorndk esetén hasonlitottuk 6ssze a
VSD aktivaciot és porusnyitast leird fesziiltségfiiggd egyensulyi és kinetikai paramétereket
kontroll sejtekben, valamint szterolokkal torténd kezelések utdn. A szterol hatasok
specificitdsanak vizsgalatdhoz a koleszterin altal kivaltott valtozasokat 6sszehasonlitottuk a 7-
dehidrokoleszterin (7DHC) kezelés esetén megfigyeltekkel. Utobbi vegyiiletet a koleszterinhez
képest megfigyelhetd kismértékii szerkezetbeli eltérése és a Smith-Lemli-Opitz-szindroméban
leirt patofizioldgiai jelentdsége miatt valasztottuk. A kisérletekkel kozelebb keriilhetiink a
koleszterin hatdsmechanizmusanak megértéséhez, ami szamos olyan betegség molekularis
alapjainak a megértését segithetné eld, amelyek a sejtmembran koleszterintartalmanak
megvaltozasaval jarnak egyiitt (pl. hiperkoleszterinémia, SLO-szindroma, Niemann-Pick

betegség, Gaucher-kor) 558789 8587-89.181-184,
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4. abra Elsé célkitiizés

A disszertdcidban megfogalmazott elsé célkitiizésiink a koleszterin Ky ioncsatorndkon belili els6dleges
tamadaspontjanak meghatarozasa volt. Ehhez egy ij mddszert, a kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias
technikat (TEVCF) alkalmaztuk. Az abra a Kv10.1 ioncsatorna egy alegységének felépitését mutatja oldalnézetbdl.
A szamok a hélixeket jeldlik, a VSD (lila, azon beliil az S4 sarga), illetve a PD (kék) szinkodja az 1-es abrahoz
hasonld. A barna szin a Ky10.1 PAS (Per-Arnt-Sim) doménjét, a narancssarga a C-linkerét, a piros pedig a C-
terminalisan talalhat6 intracellularis doménjét jeldli (lasd késobb a 4.3 és 5.1 fejezetek). Az abran tovabba jeloltiik
az S4-S5 linkert, ami a Kv1.3 ioncsatorna VSD-PD csatolasa szempontjabol fontos, Kv10. esetén a két domén
kozti csatolas bonyolult interhelikalis kdlcsonhatasok révén valdésul meg. A TEVCF modszer 1ényege, hogy miutan
a VSD S3-S4-es linkerében, extracellularisan (rézsaszin gomb, L.322-es pozicido Kv10.1 esetén) létrehozunk egy
cisztein pontmutéaciot, a mérések elétt a ciszteint egy ra specifikus, esetiinkben MTS-TAMRA fluoreszcens
festékkel megjeldljiik. Ahogy az S4-es hélix a depolarizacid sordn a membran sikjabol elmozdul (fekete nyil),
megvaltozik a festék kvantumhatasfoka, igy a fluoreszcencia intenzitdsanak valtozasa értékes informaciot hordoz
szdmunkra a VSD mozgésdval kapcsolatban. Emellett a PD miik6désérdl az egyidejii iondrammérések révén
kapunk informaciot. Ezaltal a modszerrel tehat a PD és a VSD kapuzas soran bekdvetkezd valtozasai is
nyomonkdvethetdk, ami nélkiilozhetetlen a koleszterin ioncsatornan beliili timadaspontjanak azonositasahoz.

A 2. célkitlizési pontban megfogalmazott kérdések kdzéppontjaban az all, hogy milyen
szerepet tOlt be az aktivacios kapu az egyensulyi inaktivacio és az inaktivaciobdl torténd
visszatérés soran. Mindkét folyamat negativ membranpotencialok mellett zajlik le. Az ezekben
potencialisan részt vevo kapuzasi atmenetek (C—CI ill. O—OI—CI—C) negativ potencidlok
melletti vizsgalatat tobb tényezd is hatraltatja. Az egyik, hogy ilyen membranpotencialok
mellett a csatornak nyitasi valoszintisége kicsi, aminek eredményeképpen a 1étrejovo aramok
kis amplitidoval rendelkeznek. Emellett a K™ szdmara a hajtoerd is kicsi, amely szintén a kis
aramok kialakuldsat segiti eld, ezaltal az aktivacids kapu allapotanak arammérések segitségével
torténd meghatarozasa soran a mérések hibaja nagyon nagy. Ezeken feliil az atmenetek egy
része nemvezetd allapotok kozott torténik, igy a kapuk allapota drammérések alapjan nem
feltérképezhetd. Ezekre a problémakra ad megoldast szamunkra az allapotfliggd cisztein

185

modifikacios modszer ', aminek segitségével az aktivacidos kapu mozgasai pontosan
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nyomonkdvethetdvé és adott allapotban régzithetévé valnak negativ membranpotencidlok
mellett is. Az aktivacids kapu allapotat az egyensulyi inaktivacio kialakuldsa soran HEK-293
human embrionalis vesesejtekben kifejezett T449A/V474C Shaker-1IR csatornédban vizsgaltuk,
inside-out patch konfiguracidban, allapotfiiggd cisztein modifikacios essz¢ segitségével,
gyorsperfuzios rendszert alkalmazva. A 474-es pozicidban levd cisztein csak nyitott aktivacios
kapu mellett hozziférhetd az intracellularisan alkalmazott Cd®" szamdra 3185136 amj
bekotddve gatolja a pozitiv tesztpotencialokon jol mérhetd iondramot. Emiatt az aktivacios
kapu negativ membranpotencialon bekovetkezd nyitasa is tetten érhetd. A nyitott allapotban
rogzitett aktivacios kapu mellett bekovetkezd inaktivaciobol vald visszatérés lehetdségét
(vagyis alternativaként a direkt OI—O atmenet lehet6ségét) negativ membranpotencidlok
esetén T449A/V476C Shaker-IR csatornakban vizsgaltuk. A Cd*" keresztkotést hoz létre az
egyik alegységen levd cisztein, valamint a szomszédos alegységen levd nativ hisztidin kozott
23187 gy az aktivacios kapu mindvégig nyitott allapotban rdgzithetd az inaktivaciobol torténd
visszatérés lehetdségének vizsgalata soran. A Cd** és a ciszteinek kdzott 1étrejovo kolcsonhatas
specifikussaga, valamint a Cd**-ot tartalmazé oldatok allapotfiiggd és preciz alkalmazasa a
gyorsperfuzios rendszer segitségével az altalunk megtervezett pulzusprotokollok mellett
biztositottak szdmunkra, hogy a patch-clamp technika segitségével a fent részletezett kapuzasi
atmeneteket negativ membranpotencidlok mellett is tanulmanyozni tudjuk. A negativ
membranpotenciadlok melletti kapuzasi atmenetek vizsgélatanak az ad relevanciat, hogy mind
az egyensulyl inaktivacio, mind pedig az inaktivaciobol torténd visszatérés jelentésen
meghatarozza a potencialisan aktivalhato csatorndk szamat, ami a sejtek ingerelhetdségének

egyik meghatarozo tényezdje.
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5. abra Masodik célkitiizés

A disszertacioban megfogalmazott masodik célkitlizésiink annak vizsgalata volt, hogy az aktivacios kapu allapota
meghatdrozza-e az egyensulyi inaktivacié kialakuldsat és az inaktivaciobdl torténd visszatérést. Ez egyidejlileg
annak meghatarozasat is jelentette, hogy létezik-e a C—CI atmenet az egyensulyi inaktivacié sordn, illetve
elképzelheté-e az OI—O kapuzdsi atmenet az inaktivaciobol torténd visszatérés sordn negativ
membranpotencidlon, Shaker-IR csatornaban. A C—CI atmenet lehetdségének vizsgalata soran az aktivacios
kapu esetleges nyitdsat a 474-es pozicioba bevitt cisztein Cd?* altali modosithatosaga alapjan hataroztuk meg, mig
az OI—0 éatmenet lehetdségének tanulmanyozasdhoz a 476-os pozicidban ciszteint tartalmazd Shaker-IR
csatornat hasznaltuk, amelynek aktivacios kapuja nyitott allapotban rogzithetd Cd** altal.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Molekuléris biologia

Az S3-S4 linkerben cisztein mutdciokat tartalmazé human Kvy1.3 (KCNA3, Uniprot
B2RA23) csatornakat pontmutacio segitségével allitottuk eld a vad tipusu csatornat tartalmazo
pBSTA vektorban (QuikChange; Agilent, Santa Clara, CA, USA). A pontmutécio sikerességét
szekvenalassal igazoltuk. A pSGEM vektorban taldlhato huméan Ky10.1 (KCNHI, Isoform 1,
Uniprot 095259-2) L.322C mutans csatorna L. A. Pardotdl szarmazik (Max Planck Institute,
Gottingen, Németorszag). A plazmidokat HindIIl (Kv1.3) vagy Nhel (Kv10.1) enzimmel
linearizaltuk, majd atirtuk mRNS-s¢é Invitrogen mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription
Kit (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) segitsé¢gével.

A mikroszkdpos méréseknél hasznalt huméan Kv1.3rLac ioncsatornat kédold plazmidot
Dr. Hajda Péter (Debreceni Egyetem, Magyarorszag) allitotta eld, mig a Kv10.lrLac
ioncsatornat kodold6 pCMV6 plazmidot az OriGene-t6l vasaroltuk (referencia szam:
RC215104). A GFP-GPI (,green fluorescent protein- glycosylphosphatidylinositol” zold
fluoreszcens protein-gliikozilfoszfatidilinozitol) plazmid Jennifer Lippincott-Schwartz (NIH,
Bethesda, MD, USA) ajandéka volt. A Kv1.3rac és Kv10.1rLaG csatorndk a FLAG epitdp
beépitésen kiviil mas mutacidt nem tartalmaztak.

A disszertacioban bemutatott, a C-tipusu inaktivacio természetére vonatkozod kisérletek
alapjaul szolgald Shaker-IR konstruktban (a Shaker-IR ioncsatorna GW1-CMV plazmidban R.
Horn ajandéka, Thomas Jefferson University, Philadelphia, PA, USA) a 6-46 aminosavak
hidnya miatt nincs N-tipust inaktivacio, a C301S és C308S pontmutaciok pedig kivédték a Cd>*
és az endogén ciszteinek kozotti kolcsonhatds zavard hatasat 188 189 A konstruktban a Shaker
B szamozas szerinti 449-es (T449A) és 474-es (V474C) vagy 476-0s (V476C) pozicidban
l1étrehozott aminosavcseréket QuikChange célzott mutagenezis kittel (Stratagene, San Diego,

CA, USA) allitottuk el6, végiil szekvenalassal ellendriztiik a mutaciok sikerességét.

3.2 Expresszios rendszerek, transzfekcio és mRNS injektalas

A kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) kisérletekhez a Xenopus laevis

afrikai karmosbéka oocitédkat az EcoCyte Bioscience-t6l (Dortmund, Németorszag) vasaroltuk.

crer

18°C-on inkubaltuk 93 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,8 mM CaClz-ot, ]| mM MgCl-ot, 5 mM
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HEPES-t és 50 mg/l gentamycint tartalmaz6 ND93 oldatban (pH=7,4). A dolgozatban szerepld
Osszes oldat eldallitasdhoz sziikséges anyagot a Sigma-Aldrich-t61 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) szereztiik be.

A human embriondlis vesesejteket (HEK-293) az American Type Culture Collection-
tdl (ATCC, Manassas, VA, USA) vasaroltuk és a gyartd utasitdsainak megfelelden
tenyésztettiik. Az EGFP (,,enhanced green fluorescent protein” javitott fluoreszcenciaji zold
fluoreszcens protein) plazmid és a mutans Shaker konstruktok 1 pg : 10 ug aranya ko-
transzfekcidjahoz kalcium-foszfat alapu transzfekcios kitet (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
hasznaltunk. A transzfektalt sejteket 35 mm atmérdjli polisztirénbdl késziilt Corning tenyésztd
edényekbe helyeztiik, amelyet a sejtek inside-out patch-ek létrehozasdhoz sziikséges jobb
adhézidja érdekében poli-L-ornitinnel (Sigma-Aldrich) eldkezeltiink. A transzfekcidé utan a
sejtekben a csatorndkat 12-36 6raig expresszaltattuk. Az EGFP pozitiv transzfektalt sejteket
Nikon TE2000U fluoreszcencias mikroszkoppal (Nikon, Tokid, Japan) azonositottuk 455-495
nm-es ateresztésii gerjesztési és 515-555 nm kozott ateresztd emisszids sdvsziirdk
alkalmazasaval. Altalanossagban az EGFP pozitiv sejtek tobb, mint 60%-a fejezte ki a ko-
transzfektalt Shaker-IR csatornakat.

A mikroszkdopos mérésekhez a 8-lyuku fedélemez alji kamrakban névesztett HEK-293
sejteket 0,25 pg DNA/lyuk koncentracioban alkalmazott Ky1.3rLaG, Kv10.1rLaG, vagy GPI-
horgonnyal ellatott zo6ld fluoreszcens protein (GFP-GPI) fehérjét kodoldé plazmiddal
transzfektaltuk Lipofectamine2000 (ThermoFisher) reagenssel, 2:1 (ul/pg) lipid:DNS arany

hasznalataval. A csatornakat transzfekci6 utan 12-36 oraig expresszaltattuk.

3.3 A sejtmembran szterol tartalménak médositasa

A sejtmembran szterol tartalmanak modositasa koleszterin (Sigma-Aldrich), 25-[N-[(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)metil]amino]-27-norkoleszterin ~ (NBD-koleszterin,  Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC) (Sigma-Aldrich)
vegyiiletek metil-béta-ciklodextrinnel (MBCD) képzett komplexei (CycloLab Cyclodextrin
R&D Laboratory, Budapest, Magyarorszag) segitségével tortént. A szterol-MBCD komplexek
toltéshez hasznalt koncentracioit gy hataroztuk meg, hogy azok 195 uM szterolt
tartalmazzanak. A koleszterin-MBCD komplexszel torténd kezeléslink nagyobb, de a
hiperkoleszterinémias betegekben mérhetével azonos nagysdgrendlii koleszterinszintbeli
emelkedést okozott '°°. Ehhez hasonldan, az SLO- szindroémaban szenvedd betegek esetén a

7DHC dusulésa 0sszemérhetd az in vitro 7TDHC-MBCD komplexszel torténd toltés soran

41



tapasztalhatokkal '4¢1°!. Ezek révén modelliink patofiziolégiai szempontbél relevansnak
tekinthetd. Az elektrofiziologiai vagy mikroszkopos kisérletek eldtt a komplexekkel 60 percen
keresztiil kezeltiik szobahdmérsékleten mind az oocitakat, mind a HEK-293 sejteket.
Elektrofiziologiai mérésekhez a szterol-MBCD komplexeket ND93-ban, mig mikroszkopiahoz
150 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,5 mM CaCl-ot, | mM MgCly-ot és 10 mM HEPES-t
tartalmaz6 7,36-7,38 kozotti pH-ju oldatban oldottuk fel. Mindkét esetben inkubacid utan az

oocitakat, illetve HEK-293 sejteket alaposan mostuk a komplexektdl mentes oldatokkal.

3.4 Elektrofiziologia
3.4.1 Kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF)

Kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) mérésekhez az oocitakat jégen 30
percen  keresztiil  jeloltik 10 upuM  2-((5(6)-tetrametilrhodamin)karboxilamino)etil
metantioszulfonatot (TAMRA-MTS, Toronto Research Chemicals, Toronto, ON, Kanada)
tartalmazé depolarizalo oldatban (110 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,8 mM CaCl,, 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
pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat ivegkapillarisokbol (Harvard Apparatus Kent, Egyesiilt
Kiralysag) huztuk és ellenallasuk 2-3 MQ volt.

A TEVCF soran az oocita membranpotencial bedllitdsat és az iondramok mérését
Oocyte Clamp OC-725C erdsitével (Warner Instruments, Hamden, CT, USA) végeztik. A
fluoreszcens jel intenzitdsat Nikon Eclipse FNI mikroszkop (Nikon, Tokid, Japéan), 40x, 0,8-
NA CFI Plan Fluor Nikon viz immerzios objektiv ¢és fotodidda (PIN-040A; United Detector
Technology, OSI Optoelectronics, Hawthorne, CA, USA) segitségével mértiik. A TAMRA-
MTS jelének detektalasdhoz 545/25 gerjesztési szurdt, S65LP dikroikous tiikrét és 605/70
emisszids sziirdt hasznaltunk. A fotodidda jelét Axopatch 200A erdsitdvel amplifikaltuk, és az
ionaramokkal egyiitt az adatokat pClamp10 programcsomag (Molecular Devices, San Jose, CA,
USA) altal vezérelt Axon Digidata 1550 (Molecular Devices) illesztéegységgel digitalizaltuk.
A megvilagitashoz M530L2-C1 zo6ld (530 nm-es) LED-et (ThorLabs, Newton, NJ, USA)
hasznaltunk. A TEVCF mérések sordn az iondramok és fluoreszcens jelek mérése esetén a
mintavételezés 5 kHz frekvencidval tortént. Az abrdkon a fluoreszcencia gorbék egyedi

mérések sordn nyert Gauss-sziirovel filterezett atlagolas nélkiili adatokat mutatnak. Az online
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szir6zés a mintavételezési frekvencia felénél kisebb frekvenciaértékkel tortént, jellemzden a
mintavételezés: sziiréz¢és aranya 2:1 volt. A fluoreszcens jelek analizise soran tovabbi offline

szur6zést alkalmaztunk.

3.4.2 Patch-clamp mérések outside-out konfiguracidban

Az egyedi csatorna paramétereket mechanikusan devitellinizalt oocitdk outside-out
konfiguracioban torténd patch-clamp méréseivel hataroztuk meg. A 7,36-7,38 kozotti pH
értékre beallitott standard intracellularis oldat 105 mM KF-ot, 35 mM KCl-ot, 10 mM EGTA-
t ¢s 10 mM HEPES-t tartalmazott. A 7,36-7,38 kozotti pH értékre bedllitott standard
extracellularis oldat 150 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1,5 mM CaClz-ot, | mM MgClz-ot és 10
mM HEPES-t tartalmazott. A mérésekhez hasznalt pipettadkat GC 150 F-15 boroszilikat
tivegkapillarisokbol (Harvard Apparatus, Kent, Egyesiilt 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 adatgytjtéshez Axopatch 200B erdsitét (Molecular Devices) hasznaltunk, az adatok
digitalizdlasa Axon Digidata 1550 (Molecular Devices) illesztéegységgel tortént. A mérés
soran a mintavételezés frekvencidja a sziirok sarokfrekvenciajanak legalabb kétszerese volt. A
mérésekhez hasznalt pipettdkat GC 150 F-15 boroszilikat {ivegkapillarisokbol (Harvard
Apparatus) haztuk és ellenallasuk 8-9 MQ volt. A mérések soran csak azon patch-ek adatait
vettilk figyelembe, amelyek esetén az aspecifikus szivargd aram nagysdga a csucsaram
kevesebb, mint 5%-a volt. A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (20-24°C)
végeztik. A konnyebb érthetdség kedvéért az inside-out mérések soran nyert K™ aramok
iranyat, valamint a fesziiltségprotokollokat a dolgozatban mindvégig az Aaltalanos
konvencioknak megfelelden tiintettiik fel, tehat a pozitiv toltéshordozo sejtbdl kifelé iranyuld
aramat pozitiv aramjelként abrazoltuk.

Az inside-out méréseknél hasznalt 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 végiil az Osszesitett K'-koncentracio 160-165 mM-nak, az ozmolaritas
pedig 285-295 mOsm/L-nek adddott. A perfuzios rendszer kinetikdjanak karakterizalasa soran
hasznélt bels6 oldat hasonlé osszetételli volt, annyi kiilonbséggel, hogy az 50 mM K'-ot

tartalmazott és a megfeleld kaliumsokat 100 mM NaF-dal helyettesitettiik. A Cd*"-modifikacios
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kisérletekhez az intracellularis oldat a standard K'-bazisi oldathoz hasonld volt, azzal a
modositassal, hogy 125 mM KF, 35 mM KCIl és 10 mM HEPES mellett EGTA-t nem
tartalmazott. A standard extracellularis (az inside-out konfiguracié miatt a pipettaban levd)
oldat 150 mM NaCl-ot, 2 mM KCl-ot, 1,5 mM CaClx-ot, ] mM MgCl-ot ¢s 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 rendelkez6 perfuziods
fejjel ellatott Warner Instruments SF-77A Perfusion Fast-Step perfuzios rendszert hasznaltunk.
A mikroperfuzié kimenetein folyamatos volt a folyadékok aramldsa, a precizidos motor az
adatgylijtéssel szinkronizélva poziciondlta a megfeleld kimenetet az inside-out patch
intracellularis felszinével szemben. Az inside-out patch-eket 0,5 ml/perc dramlési sebességgel
perfundaltuk a megfelel6 intracellularis oldatokkal. Az oldatcsere sebességének
meghatarozasihoz hasznalt tesztprotokoll elvét és modjat mar kordbban leirtdk %186, Az

oldatcsere teljes mértékben végbement 30 ms alatt.

3.5 Konfokalis 1ézer pasztazo és stimulalt emisszid deplécio (STED) mikroszkopia

A mikroszkopos analizis soran a HEK-293 sejteken kétféle modszerrel jeloltiik a
lipidtutajokat a kordbban leirtak szerint !>, Egyrészt a GM1-gangliozidban gazdag membran
mikrodoméneket 8 pg/ml AlexaFluor647 fluoroférral konjugalt koleratoxin B alegységgel
(CTX-B) (ThermoFisher) jeloltiik 20 percig jégen, hogy a CTX-B internalizaciojat elkeriiljiik.
Masrészt a GFP-GPI-t tartalmazo lipidtutajok jeloléséhez a sejteket GFP-GPI-t kodolo
plazmiddal transzfektaltuk.

Az ioncsatorndk jeloléséhez Kv1.3rag vagy Kv10.1rLac fehérjéket expresszalo 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%-o0s formaldehidben fixaltuk, majd a jelolés 0,1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at
tartalmazé PBS-ben tortént.

A szterolokkal kezelt vagy kontroll mintak jelolése utan a sejtek fedélemezhez tapado
lapos membranrégidirol készitettiink felvételeket LSME80 konfokalis 1ézer pasztdzo
mikroszkdp (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) segitségével. Az NBD, GFP, Cy3 ¢s
AlexaFluor647 fluoroférokat rendre 458 nm-en, 488 nm-en, 543 nm-en és 633 nm-en
gerjesztettiik és az emittalt fluoreszcencia intenzitdsokat rendre a 482-696 nm, 493-598 nm,

548-629 nm, és 638-756 nm hullamhossz-tartomanyokban detektaltuk.
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Stimulalt emisszié deplécioé (STED) mikroszkdpos méréseink soran Kv1.3rLac fehérjét
kifejez6 sejteket 2 pg/ml anti-FLAG M2 antitesttel jeldltiink (Sigma-Aldrich) 30 percig
szobahon, amelyet 8 pg/ml AlexaFluor594-CTX-B (ThermoFisher) ¢és StarRed-GAMIG
(Abberior, Gottingen, Németorszag) jelenlétében jégen torténd 30 perces inkubacio kovetett.
STED modullal (Abberior) ellatott Olympus BX53 mikroszkoppal felvételeket készitettiink a
sejtmembran fedélemezhez tapadé lapos régiovirol 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 és 650-700 nm tartomanyokban tortént.

3.6 Adatok elemzése

3.6.1 Kételektrodas voltage-clamp fluorimetrias (TEVCF) mérések elemzése

Az elektrofiziologiai mérések soran nyert adatok elemzését minden esteben Clampfit
(v10; Molecular Devices), SigmaPlot (v10; Systat Software, San Jose, CA, USA) és Excel
(Microsoft, Redmond, WA, USA) programokkal végeztiik.

A TEVCF mérések soran az ionaramok ¢és fluoreszcens jelek mérése esetén a
mintavételezés 5 kHz frekvencidval tortént. A fluoreszcens jelek nagysagat a AF/F szazalékos
aranyaban fejeztiik ki, ahol AF a jel amplitudojanak valtozasat, mig F a tartofesziiltségen az
alap fluoreszcencia szintjét jeloli. A fotoelhalvanyitds okozta hatdsok korrekcidjdhoz a
kiilonb6z6 membranpotencidlokon nyert fluoreszcencia adatokbol kivontuk a —100 mV-os
tesztfesziiltséghez tartozd fluoreszcens jelet. A Kvl.3 309C Fuom-V értékeinek
meghatarozasdhoz a fluoreszcens jelek egyensulyi komponenseit normaltuk a maximalis
intenzitasra €s a kapott értékeket a tesztpotencial fliggvényében abrazoltuk. Az MTS-TAMRA
fluoroforral jelolt Kyv10.1 322C a Kv1.3 ioncsatornaval ellentétben komplex fluoreszcens jelet
adott, amely felbonthat6 hiperpolarizalt (=180 és —90 mV kozotti) és depolarizalt (-80 és +60
mV  kozotti) membranpotencial mellett mért komponensekre. A hiperpolarizalt
membranpotenciadlok mellett mért jeleknek két azonos polaritdsu komponense volt (10A abra
lila szinii fluoreszcens jel, 11D betét abra), igy azokat a Kvl.3 jeleithez hasonl6 modon
elemeztiik. Ezzel szemben a depolarizalt membranpotencidl mellett mért jeleknek két ellentétes
polaritasti komponense volt (10A dbra vilagoskék szinii fluoreszcens jel, 11D betét dbra). A
jel abszolut értékének meghatarozasahoz a masodik komponenst ellentétes polaritasal

hozzaadtuk az els6 komponenshez.
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Az -V gorbék meghatarozasdhoz a szivargd arammal korrigdlt csticsaramokat a
tesztpotencial fiiggvényében abrazoltuk. A Ky1.3 309C és Ky10.1 322C konduktancia-
fesziiltség (G-V) gorbéit jellemzd Vi €és k paramétereinek meghatarozdsahoz a fesziiltség-

aramerdsség (I-V) gorbékhez az

(1 — e_(V_Eekv)/ZS) 1
(1 _ e—V/ZS) X 14+ e_(V_Vl/z)/k

[ =V X Gpax X

(3.6.1.1)
egyenletet illesztettiik, amely a Goldman-Hodgkin-Katz rektifikaciét kombinalja a Boltzmann-
fliggvény altal leirt fesziiltségfiiggéssel. Itt V a fesziiltséget, mig I az aramerdsséget jeloli €s a
fliggvény szabad paraméterei a maximalis konduktancia (Gmax), az egyensulyi potencial (Ecky),
valamint a Boltzmann-fiiggvény félaktivacios fesziiltsége (Vi) €s meredekségi egyiitthatoja
(k). A 25-6s szam a Goldman-Hodgkin-Katz egyenletbdl az egyetemes gazallando és abszolut
hémérséklet szorzatanak, illetve az ion toltésének és a Faraday-alland6 szorzatdnak hanyadosa
mV-ban mérve. Ezutan az adott tesztpotencidlok esetén a normalt G értékeket minden sejt

esetén a

Gy = 14 e~ V-Vi2)/k

(3.6.1.2)
fliggvény alapjan szamitottuk, ahol G(V) az adott tesztpotencialon szamitott konduktanciat, V
az aktualis membranpotencialt, Vi, a félaktivacids fesziiltséget, k pedig a meredekségi
egylitthatot jelolik. A G meghatdrozasa az oocitdban torténd mérések esetén azért tortént
masképp, mint a hagyomanyos patch-clamp mérések esetén, mivel az oocitdkban méretiiknél
fogva nem ismerjiilk adott belsé oldat alkalmazasa mellett az intracellularis
kaliumkoncentraciot, igy az egyensulyi potencial értékét sem.

Az ionaramok aktivacids idéallanddinak meghatdrozasdhoz az aramgorbék emelkedo
szakaszara egykomponensi, elséfoku, telitésbe futd exponencidlisan emelkedd fiiggvényt
illesztettiink:

I(t) =1y x (1 — e t/tact) + C
(3.6.1.3)
ahol I(t) az d&ramamplitid6 az adott t idOpillanatban, Ip a maximalis dramamplitido, Ta.c az
aktivacids iddéallando, C pedig egy konstans, nem id6fiiggd d&ramkomponens.
A fluoreszcens jelek esetén a gyors (tr) és lassu (t1s) idéallandok meghatérozasahoz

kétkomponensti, telitésbe futd, exponencialisan emelkedo fiiggvényt alkalmaztunk:
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F() =Fop x(1—e /) + Fos x (1 —e %)+ C
(3.6.1.4)
ahol F(t) a t iddpillanatban mért fluoreszcencia intenzitas, For a fluoreszcens jel gyors
komponensének amplitaddja, tr a fluoreszcens jel gyors komponensének idéallanddja, Fos a
fluoreszcens jel lassi komponensének amplituddja, ts a fluoreszcens jel lassi komponensének
idéallandoja, C pedig a nem 1dofiiggd fluoreszcencia intenzitas.

Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését jellemzo gorbék (SSI) meghatarozasdhoz
minden fesziiltségen kiszamitottuk a nem inaktivalodo csatornak hanyadat 1/1- 129 szerint, ahol
I a kiilonbozd tartofesziiltségekrdl torténd +50 mV-os depolarizacid altal kivaltott csiicsaram,
mig I-7120 a =120 mV-os tartofesziiltségrol torténd depolarizacid soran kivaltott csucsaram
nagysaga.

A kiilonboz6 egyensulyi paramétereket leiro Osszefiiggések (Fnorm-V, SSI)
kvantifikdldsahoz az adatpontokra Boltzmann-fiiggvényt illesztettlink, ami alapjan

meghataroztuk a félaktivacios fesziiltség (Vi2) és a meredekségi egyiitthato (k) értékeit:

1
T4 e Uik

y

(3.6.1.5)
A fiiggvényben y a normalt fluoreszcencia intenzitds (Fnorm-V esetén) vagy a normalt aram
amplitddo (SSI esetén), V az aktualis membranpotencidlt, Vi, a félaktivacios fesziiltséget, k a
meredekségi egyiitthatot jeloli.

A Kv10.1 csatorndk Cole-Moore shiftjének vizsgalatdhoz 10 s hosszisaga —160 és —60
mV kozotti tartoméanyban valtoztatott tartofesziiltségrél +40 mV-ra depolarizaltuk a sejteket
500 ms-ig. Az ionaramok aktivacids idéallanddinak meghatarozasédhoz els6fokli exponencialis
fliggvényt illesztettiink a kiillonb6zd pulzus elétti potencidlok alkalmazasa esetén kivaltott
aramok esetén kapott adatokra. Az illesztés sordn nem vettiikk figyelembe az aramok elso
szigmoid fazisat.

A TEVCF mérések soran a szterolokkal torténd toltések altal okozott aramcsokkenés
meghatarozasdhoz a Kv1.3 esetén +40 mV-os, Kv10.1 esetén +60 mV-os depolarizalo pulzusok
altal kivaltott csticsairamok 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 cstcsdramainak atlagara. Ezaltal minden mérési napon szamitottunk egy

47



normalt 4ramamplitidot, a bemutatott SEM adatok pedig a normalt amplittdék napi

variabilitasabol szarmaznak.

3.6.2 Outside-out konfiguracidban térténd patch-clamp mérések elemzése

crer

patch-eket —100 mV-os tartdfesziiltségrol +50 mV-ra depolarizaltuk 200 ms hosszisagu
pulzusokkal egymas utan 200 alkalommal 2 méasodpercenként. Az elemzés sordn nem vettiik
figyelembe azokat az aramgorbéket, amelyeknél a mérés végére az &ramok nagysaga jelentésen
lecsokkent az atlagos értékhez viszonyitva. Az igy kapott dramgorbe teljes hosszaban
meghataroztuk az egyes iddpillanatokhoz tartozd dram atlagos értékeit (<I>), valamint annak

2

variancidjat (o). A o értékét az <I> fiiggvényében abrazoltuk, amely egy parabolat

eredményezett az
gt =i<I>—(<I>%/N)

(3.6.2.1)
egyenlet alapjan, ahol 1 az egyedi csatornan atfolyd aram és N az adott membrandarabban
talalhatd csatornak szama '®>. Az egyedi csatorndkon atfolyd aram nagysagit a parabola
gyokeinél szamitott els6 derivaltbol hataroztuk meg, mig az egyedi csatorndk konduktanciajat
i | (V-Eerv) alapjan szamoltuk, ahol V az alkalmazott tesztpotencial, Ecv pedig a K dram
egyensulyi potencidljanak nagysaga. A nyitasi valosziniiséget az <I> maximalis értékének €s a
masodfoku fliggvény gyokének hanyadosaként szamitottuk, ahol iN az <I> elméleti maximum

értéke, amennyiben P, = 1.

3.6.3 Inside-out konfiguracidban torténd patch-clamp mérések elemzése

Kiértékelés elott az inside-out aramgorbéket minden esetben digitalisan sziirdztiik
harompontos boxcar filterrel. Az elemzés el6tt minden, a konduktancia-fesziiltség (G-V) és az
SSI gorbék eldallitasdhoz felhasznalt ionaramot korrigaltunk az ohmikus szivargasi dramra.

A mutans Shaker-IR csatorndk Gnom-V gorbéinek meghatarozasahoz az inside-out
patch-eket —120 mV-os tartofesziiltségrél depolarizaltuk —100 ¢és +70 mV kozotti
tesztfesziiltségekre 10 mV-os 1éptékkel 100 ms hosszan 60 s-onként. Az adott tesztpotencidlok
(V) esetén a konduktancia értékeket a szivargasi arammal korrigalt csucsaramok (Ipeak) és a K*

egyensulyi potencidlja (Ecky) segitségével hataroztuk meg a G=Ipea/(V—Eekv) képlet alapjan.

48



Bér nem-inaktivalodoé aramok esetén a G-V gdrbe meghatdrozasahoz az altalanos modszer az
izokronalis farokaram analizise, az altalunk alkalmazott Shaker-IR/T449A csatornak
inaktivalédnak, ami a farokaram analizisének értelmezését megbonyolitja, ezért nem ezt a
modszert alkalmaztuk. Az adott G értékeket a maximalis konduktancia nagysagara normaltuk
(Gnorm) €s a tesztpotencidl fiiggvényében abrazoltuk. A Guom-V gorbéket Boltzmann-fiiggvény

illesztésével kvantifikaltuk:

1
T4 e Uik

y
(3.6.3.1)

ahol y a normadlt konduktancia értéke adott membranpotencial mellett (V). Az illesztett
fliggvény segitségével hataroztuk meg a félaktivacids fesziiltséget (Vin) és a meredekségi
egylitthatot (k).

Az aramok inaktivacios id6allandojanak (Tinact) meghatarozasdhoz 2000 ms hossziisagu
+50 mV-os depolarizald pulzusokat alkalmaztunk. Az 4dramgoérbék csokkend szakaszara a
csucsaram 90%-anak megfeleld értektdl kezdddden elséfoku egykomponensii exponencidlisan

csokkend fiiggvényt illesztettiink:

I =1y x et/ nact + C
(3.6.3.2)
ahol I az aktudlis dramamplitdd6, C az egyensulyi (steady-state) dram nagysaga, lo az
inaktivalédd komponens amplituddja, t az illesztés kezdetétdl szamitott idO, Tinake pedig az
inaktivacios iddallando.
Az aramok aktivacios iddallandojanak (tact) kiszamitasdhoz —120 mV-os
tartofesziiltségrol kiinduld 5 ms hosszasagi +50 mV-os depolarizal6 pulzust hasznaltunk, majd

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

I=1Iyx (1—et/mact)’ 4 ¢
(3.6.3.3)
A fliggvényben I az aktudlis aramerdsséget, Ip a maximalis aramamplitado, tacc az aktivacios
iddallandot, t az illesztés kezdetétdl szamitott idét, C az egyensulyi (steady-state) dram
nagysagat jeloli.
Az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikdjanak méréséhez —-120 mV-os

tartofesziiltségrdl kiinduld parban alkalmazott, ioncsatorna konstrukttol fliggden 200, illetve
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400 ms hosszusagi +50 mV-os pulzusokat hasznaltunk. A pulzusok kozotti —120 mV-os

intervallumok (ipi) id6tartamat 0,5 és 60 s kozott valtoztattuk. A visszatérési hanyadot az

I — Iss4

Iy = Issy
(3.6.3.4)
képlet alapjan szamitottuk, ahol I> a masodik, I az els6 pulzus altal kivaltott csucsaram, Issi
pedig az els6 depolarizacio végén mérhetd egyenstlyi &ram nagysagat jeloli. Az inaktivacidobol
val6 visszatérés idéallandojanak (trec) szamitasahoz az adatpontokra egykomponenst, elséfoka,

telitésbe futd exponencialisan emelkedd fiiggvényt fiiggvényt illesztettiink:

I =1y % (1— e t/Trec)

(3.6.3.5)
ahol I a t id6pontban az aramamplitado, Ip a maximalis aram amplitidoja, . pedig az
inaktivaciobol valo visszatérés idéallanddja.

Az egyensulyi inaktivaciot jellemzd gorbék (SSI) leirasdhoz minden fesziiltség esetén
kiszamitottuk a nem-inaktivalédo csatornak hanyadat I/1-120 szerint, ahol I az adott pulzus el6tti
tartofesziiltségrol, mig [-120 a —120 mV-os tartofesziiltségrol a depolarizacio altal kivaltott aram
nagysagat jeloli. A Vin és k értékeit az adatpontokra illesztett Boltzmann-fliggvény

segitségével hataroztuk meg.

3.6.4 Konfokalis 1ézer pasztazo és (STED) mikroszkopids mérések elemzése

HEK-293 sejtek jelolése és konfokalis 1ézerpasztdz6 vagy STED mikroszkopos
képalkotds utan az ioncsatornak és a lipidtutajok kozotti kolokalizacido mértékét a kordbban
leirtak szerint hatdroztuk meg '°2. Ehhez a lipidtutaj marker, az ioncsatorndhoz k&tédé
antitestek és bizonyos esetekben a fluoreszcensen jelzett koleszterin fluoreszcencia intenzitdsai
kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét szamitottuk ki. A képelemzés soran a
szamitasokat a manualisan egy ,,sejt maszk” definidldsaval kijel6lt sejtmembranbdl szarmazo
pixelek adataival végeztiikk. A Pearson-egyiitthatd értékeit egyedi sejtekben hataroztuk meg a
pixelenkénti intenzitas adatokbol egy erre a célra készitett Matlab (Mathworks, Natick, MA,
USA) algoritmus segitségével. A egylitthatd szamitasa soran elvileg véletlenszeriien is adddhat
pozitiv érték valds pozitiv kolokalizacié hidnyaban is. Az ilyen nem valds pozitiv korrelacio

lehetdségének kizarasat Costes modszere szerint végeztilk a korabban leirt modon 2. A
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moddszer soran az adott sejt esetén a két fluoroforrdl készitett felvételeken a pixelenkénti
intenzitasokat egy erre a célra készitett algoritmus véletlenszertien dsszekeveri, majd az igy
keletkezd két ) kép pixelenkénti adataibol kiszamitja az intenzitdsok kozotti Pearson-
koefficiens nagysagat, amelynek értéke a véletlenszerii keverés és a korrelacid ebbdl fakado
hianya miatt 0 koriil ingadozik. Ezt a folyamatot az algoritmus 100 alkalommal megismétli,
majd az igy nyert adatokbol kiszamitja az egyiitthatd 95%-os konfidencia intervallumat, amely
statisztikai értelemben a koefficiensnek a korreldcié hidnyaban varhat6 tartomanyat hatarozza
meg. Amennyiben a valos adatokbol szamitott egyiitthato értéke ezen tartomanyon kiviilre esik,
statisztikai értelemben szignifikansnak tekinthetd a fluoroforok jele kozotti korrelacid. Pozitiv
kontrollként pedig két ismert és elfogadott lipidtutaj marker kozott szamitottuk ki

modszeriinkkel a korrelacios koefficiens nagysagat.

3.7 Statisztika

Az elektrofiziologiai mérések sordn nyert adatok legaldbb harom fiiggetlen
transzfekciobol, illetve injektalasbol szdrmaznak. A mikroszkdpos elemzés soran legalabb
harom fiiggetlen kisérlet adatait hasznaltuk.

A disszertacidban az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk. Az adott elemzés soran
felhasznalt sejtek szamat (n) a szovegben jeloltiik. Az eltérések statisztikai vizsgalata soran a p
értekeket ANOVA analizist kovetden Tukey’s HSD (honestly significant difference) teszt
segitségével szamitottuk ki. Az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak (*). A
19C, D abrakon a (**) szimbolum a kontrollon kiviil minden méas mintatol szignifikans

mértékben kiilonb6z6 mintdkat jeldli (p<0,05).
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4. Eredmények

4.1 Szterolok hatasa a Kv1.3 ioncsatorna fesziiltségfiiggd kapuzasanak egyensulyi és
kinetikai paramétereire

A Kv1.3 ioncsatorna szterolok iranti érzékenységének vizsgalata sordn kapott kordbbi
eredményeink alapjan a sejtmembran koleszterin vagy 7DHC tartalmanak novelése lecsokkenti
a teljessejt-aramok nagysagat, a konduktancia fesziiltségfliggését leird Gnorm-V gorbe jobbra
tolodasat eredményezi, valamint lelassitja a csatorna aktivacios kinetikdjat mind human
limfocitakban, mind pedig CHO sejtekben '*+1%® Kisérleteink kezdetekor a hagyomanyos
emldssejtes rendszerekben, illetve human mintdkban megfigyelt fenti eltéréseket kiséreltiik
meg reprodukalni Xenopus laevis afrikai karmosbéka oocita expresszios rendszerben kifejezett
vad tipusit Kvl1.3 csatorndkon (6. abra). A 6A abran mutatom be a Kvl.3 aramok
regisztralasara hasznalt fesziiltségprotokollt és az ionaramokat. Az igy nyert ionaramokbol
szarmaztatott, a normalt konduktancia fesziiltségfliggését abrazold grafikonok azt mutatjak,
hogy a sejtmembran koleszterinnel és 7DHC-val torténd toltése jelentésen modositja ezt az
Osszefiiggést (6B abra). A mérések soran nyert adatok statisztikai analizise azt mutatja, hogy a
Vin érték szignifikdnsan depolarizalt koleszterin és 7DHC toltést kdvetden (6C abra),
hasonléan az emlds sejtekben tapasztaltakhoz. Az aramok aktivacios kinetikdjat jellemzo
iddallanddkat szintén szignifikdnsan megndvelte a sejtmembran koleszterinnel vagy 7DHC-val
torténd toltése, azaz ilyen koriilmények kozott az aramok lassabb kinetikaval aktivalodtak a
kezeletlen (kontroll) oocitdkban mértekhez képest. Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggése
szintén depolarizacido irdnyaba tolodott el a sejtmembran szterolokkal torténd toltésének
hatdsara (6E abra), a Vi, értékek kvantitativ analizise szignifikans kiilonbséget mutat a
kontrollhoz képest mind koleszterin, mind pedig 7DHC toltést kovetéen (6F abra).
Eredményeink azt mutatjadk, hogy a membrandsszetételbeli eltérések ellenére a Xenopus
rendszer megfelelden modellezi az emlds sejtekben megfigyelhetd ilyen jellegli fehérje-

membran kdlcsonhatasokat.
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6. abra A szterol toltések hatasa a vad tipusu Kv1.3 ioncsatornara

A koleszterin (lires korok, piros vonal) és 7DHC (fekete haromszog, kék vonal) Xenopus laevis oocitakban
expresszalt vad tipusi Kv1.3 (WT Ky1.3) csatornara gyakorolt hatasainak meghatarozasa soran azt vizsgaltuk,
hogy a membran szteroltartalmanak ndvelése hasonld valtozasokat hoz-e létre a csatorna kiilonbozo
elektrofiziologiai paramétereiben az altalunk alkalmazott oocita expresszids rendszer esetén, mint amelyeket
korabban emlds sejtekben tapasztaltak. Az A panel a B,C,D paneleken feltiintetett adatpontokhoz sziikséges
mérések soran alkalmazott fesziiltségprotokollt, valamint az ennek hatasara kivaltott ionaramokat mutatja. Az
ionaramok meghatarozasdhoz az oocitdkat —100 mV-os fesziiltségen tartottuk, majd —140 és +40 mV kozotti
tartomanyban 10 mV-os 1épésekben valtoztatott tesztpotencidlokkal depolarizaltuk 30 s-onként. A depolarizald
pulzus id6tartama 250 ms volt. (B) A grafikonon abrazolt szaggatott (Grorm-V) vonalak az adatpontokra legjobban
illeszkedé Boltzmann-fiiggvényeket mutatjak (3.6.1.2 egyenlet). A C panelen a vad tipustt Kv1.3 esetén atlagolt
Vi, értékeket abrazoltuk (3.6.1.1 egyenlet alapjan). A csikozott oszlopok a Gnorm-V gorbék Vi, értékeit mutatjak.
A grafikonokon a mintak sorrendje: kontroll (fekete), majd a koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val (kék) kezelt
minta. Mindkét szterollal torténd toltés hatasara az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggése (n=5-9), szignifikans
mértékben depolarizacid iranyaba tolodott. (D) Az aktivacios idéallandok (ta) meghatarozasadhoz elséfokt
exponencialis fiiggvényeket illesztettiink a kiilonbdzd tesztpotencidlokon mért iondaramokhoz (lasd Anyagok és
moddszerek 3.6.1.3 egyenlet) és ezek atlagait tiintettiik fel kontroll (fekete korok, fekete vonal), koleszterinnel (iires
korok, piros vonal) vagy 7DHC-vel kezelt sejtek (fekete haromszog, kék vonal) esetén. Az aktivacids idéallandok
nagysaga szignifikdns mértékben megndtt a kontroll mintdkhoz képest (n=4-5), ami szintén megegyezik a
szterolok emlds sejtekben leirt Kv1.3-ra kifejtett hatasaival. (E) Az egyensulyi inaktivacid fesziiltségfiiggésének
vizsgélatara a sejteket —120 mV és +40 mV kozotti (AV = 10 mV) tartomanyba es6 fesziiltségen tartottuk 20 s-ig,
majd egy 100 ms hosszisagl +40 mV-os teszt pulzust alkalmaztunk a K* aramok kivaltasara. A nem inaktival6do
csatornak hanyadat minden fesziiltség esetén az I/1-129 képlettel hataroztuk meg, ahol I az adott tartofesziiltségrol
a depolarizacio altal kivaltott csucsaram nagysaga, mig [-120 a =120 mV-os tartofesziiltségrol torténd depolarizacio
altal kivaltott csiicsaram nagysaga. Az egyensulyi inaktivaciokat leir6é gorbékre Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink
(lasd Anyagok és Modszerek, 3.6.1.5 egyenlet). (F) A szterol toltések hatasara az egyensulyi inaktivacid
fesziiltségfiiggését jellemzd Vin érték szignifikans mértékben depolarizacidé iranyaba tolddott (n=3). A
grafikonokon a mintak sorrendje: kontroll (fekete), majd a koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val (kék) kezelt
minta. Az eltolodasok iranya megegyezik a B panelen bemutatott Guorm-V gorbék eltolodasanak iranyaval.
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Ahhoz, hogy a Kvl.3 fesziiltségszenzoranak mozgasait TEVCF technikéval
tanulmanyozni tudjuk, a fluoroforral térténd jeldléshez pontmutacid segitségével egy cisztein
aminosavat kellett bevinniink a csatorna extracellularisan talalhatdo S3-S4 linkerébe. Mivel
kordbban még nem irtak le a TEVCF mérésekhez leginkdbb megfeleld, cisztein mutéaciot
hordoz6 Kv1.3 ioncsatornat, a mérésekhez legoptimélisabban hasznalhat6 (nagy amplitudoju,
konnyen elemezhetd fluoreszcens jelet add csatorna, amely konduktancidja és fobb
elektrofizioldgiai paraméterei nem térnek el a vad tipusu csatorna megfeleld paramétereitdl)
cisztein szubsztiticids hely megtalalasdhoz az S3-S4 linker aminosavait pontmutacidval
egyenként ciszteinre cseréltiik, majd az igy 1étrehozott mindegyik mutans csatornat leteszteltiik
TEVCF-fel (1. tablazat). Az S4-es hélix tetejéhez kozeli 309-es pozicidjaban létrehozott Ala
(alanin) — Cys (cisztein) mutacié bizonyult a leginkédbb alkalmas vélasztasnak a TEVCF

mérések szamara a konstrukt nagy és fesziiltségfiiggd, egyfazist fluoreszcens jele miatt.

Kv1.3 S3-S4 A fluoreszcens jel intenzitasa
linker cisztein

mutansok AlexaFluor488-maleimid TMRM-maleimid MTS-TAMRA
N301C Alacsony - -
G302C Alacsony - -
Q303C Alacsony - -
M306C Alacsony Alacsony Alacsony
S307C Kozepes Kozepes Kozepes
L308C Nem sikeriilt a mutacid
A309C Magas Magas Legmagasabb
1310C - - Alacsony
L311C - - Alacsony

1. tablazat A megfelel6 intenzitasu fluoreszcens jelet adé S3-S4 cisztein pontmutacio és cisztein specifikus
fluoreszcens festékpar meghatarozasa Kv1.3 esteén TEVCF technikaval

A Kv1.3 ioncsatornan a TEVCF mérések megkezdése el6tt meghataroztuk azt a cisztein pontmutacios helyet és
ciszteinre specifikus fluoreszcens festékpart, amely segitségével a legnagyobb intenzitast, fesziiltségfiiggd
fluoreszcens jelet tudjuk detektalni, a csatorna kapuzasat jellemz6 alapvetd biofizikai paraméterek megvaltozasa
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nélkiil. Ehhez egyenként cisztein pontmutaciokat hoztunk létre a Ky1.3 S3-S4 linkerén (301-t61 a 311-es
pozicioval bezardlag), majd haromféle ciszteinre specifikus fluoreszcens festékkel (AlexaFluor488-maleimid;
tetrametilrodamin (TMRM)-maleimid; 2-((5(6)-tetrametilrodamin)karboxilamino)etil metantioszulfonat (MTS-
TAMRA)) jeloltiik meg azokat, és vizsgaltuk, hogy 1étrejon-e fesziiltségfiiggd fluoreszcencias jel, és ha igen, az
milyen intenzitasi. A megfeleld intenzitast, fesziiltségfliggd fluoreszcens jel jelenléte ugyanis alapveté a VSD
mozgasanak leirdsahoz, ugyanis csak ilyen feltételek mellett hatarozhatok meg a szamunkra sziikséges egyensulyi

s

bizonyult a legalkalmasabbnak, ezért a kés6bbiek sordn ezt a mutacid-festékpart alkalmaztuk a TEVCF mérések
soran.

Az A309C mutans megorizte a Kv1.3 alapveté kapuzasi tulajdonsagait (v.0.: 6. és 7.
abra), bar a legtobb TEVCF méréshez Iétrehozott cisztein mutacidhoz hasonldéan kissé
modositotta a konduktancia fesziiltségfliggését leird Gnom-V gorbét. Az A309C jelolése MTS-
TAMRA fluoreszcens festékkel adta a legnagyobb intenzitdsu fluoreszcens jelet (1. tablazat),
ezért a kiséreltek soran ezt a festéket hasznaltuk AlexaFluor488 vagy tetrametilrodamin-
maleimid (TMRM) helyett. A Kv1.3-ban nincsenek nativ extracellularis ciszteinek, ami ezaltal
kizéarja a csatorna nemspecifikus jelolddésének lehetdségét. Mivel a disszertacio tovabbi része
elsésorban az elektrofiziologiai kisérletekhez hasznélt cisztein mutdnsokkal nyert
eredményeket irja le, a tovabbiakban a Kv1.3 és Kv10.1 a mddszer soran hasznalt mutansokat
(A309C a Kyl.3 esteén, illetve L322C a Kv10.1 esetén) jelolik, mig a ciszteineket nem
tartalmaz6 varidnsokra vad tipust (WT Kv1.3, illetve WT Ky10.1) csatornaként utalunk. A
bemutatott cisztein mutaciot hordozo6 csatornakkal kapott eredményeket MTS-TAMRA jelolés
utdn kaptuk, a be nem mutatott mérések alapjan ugyanakkor a festék alkalmazasa nem
befolyasolta szignifikdns modon a vizsgalt elektrofizioldgiai paramétereket vagy a szterolok
hatasat.

A Kvl.3 A309C csatorndkat kifejez0 Xenopus laevis oocitakat —100 mV-os
tartofesziiltségrol kiindulva kiilonb6zo tesztpotencidlokra depolarizaltuk —140 és +40 mV
kozott 10 mV-os 1épésekben, 250 ms-on keresztiil 30 s-onként. Az ekkor kialakul6 iondramokat
¢s fluoreszcens jeleket TEVCF modszerrel egyidejiileg detektaltuk (7A abra) és igy megkaptuk
az aram-fesziiltség (I-V) és relativ fluoreszcencia intenzitds valtozasanak fesziiltségfliiggését
leir6 AF/F-V gorbéket. Ezekbdl a gorbékbol az Anyagok ¢és modszerek fejezetben
részletezetteknek megfeleléen a normalt konduktancia-fesziiltség (Gnom-V) €s normalt
fluoreszcencia valtozas-fesziiltség (Fnorm-V) Osszefliggéseket szamitottuk, és hataroztuk meg
azok félaktivacios fesziiltségét (Vi) és a meredekségi egyiitthatot (k) (7B abra). A
varakozasoknak megfelelden az Fnom-V  gorbét jellemzd félaktivacids fesziiltség

hiperpolarizaltabb volt a Gnorm-V gorbe félaktivacios fesziiltségéhez képest (Vip =—41,1 £ 1,8
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mV (n=12) vs. -15,8 £ 0,5 mV (n=10)), amely arra utalt, hogy a VSD aktivacioja negativabb
potencialokon elkezdddik, mint a porus nyitésa.

A kisérleteket a kontroll mérések utan koleszterinnel, illetve 7DHC-val toltott sejteken
is elvégeztiik. Mindkét szterol hiperpolarizaci6 iranyu, kismértéki, de szignifikdns eltolodast
okozott a poérus nyitasat jellemz6 Guorm-V gorbéken (Vin =-15,8 £ 0,5 mV (n=10) kontroll; —
21,1 £ 1,5mV (n=11), p = 0,049 koleszterin; €¢s —29,0 £ 1,9 mV (n=12), p=0,001 7DHC esetén),
mig a VSD mozgasat leird Fnorm-V gorbe félaktivacios fesziiltségértékét nem befolyasolta a
szterolokkal torténo eldzetes kezelés (Vip=—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) (7B, C abrak).
Ez arra utal, hogy a szterolok nem a VSD aktivaciéra, hanem kdzvetlentiil a porusra vagy a két
domén kozotti csatolasi mechanizmusra hatnak. A kezelések az From-V gorbék meredekségeit
kismértékben megvaltoztattak, a koleszterin a VSD fesziiltségfiiggését leird gorbe szignifikans
ellapulasat eredményezte (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) (7B abra).

A B kontroll koleszterin 7DHC Co F-V G-V
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7. abra Szterol toltések hatasai az A309C mutaciot hordozé Kv1.3 csatorna egyensulyi aktivaciéjanak
fesziiltségfiiggésére

(A) A Kv1.3 csatorna esetén az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggését jellemz6 fluoreszcens jelek (AF/F) és
ionaramok meghatarozasahoz az oocitakat-100 mV-os fesziiltségen tartottuk, majd —140 és +40 mV kozotti
tartomanyban 10 mV-os lépésekben valtoztatott tesztpotencialokkal depolarizaltuk 30 s-onként. A depolarizalo
pulzus iddtartama 250 ms volt. Az A panelen a fesziiltségprokollokat (bal feliil) és az altaluk kivaltott aramokat
(jobb feliil) abrazoltuk. A Kv1.3 csatornak MTS-TAMRA-val torténd jelolést kovetden egyfazisu fluoreszcens
jelet bocsatottak ki a membran depolarizacidjakor, amint az az A panel alsé részén is latszik. (B) Az egy grafikonon
abrazolt folytonos (Frorm-V; 3.6.1.5 egyenlet) és szaggatott (Gnorm-V; 3.6.1.2 egyenlet) vonalak az From-V (fekete
szimbolumok) és Grorm-V (iires szimbdlumok) adatpontokra legjobban illeszkedé Boltzmann-fiiggvényeket
mutatjadk. A C panelen a sejtenként meghatarozott Vi, értékek atlagat abrazoltuk (3.6.1.1 egyenlet). Az lires
oszlopok az Fnom-V gorbék Vi, értékeit, mig a csikozott oszlopok a Guom-V gorbék Vi, értékeit mutatjak. A
grafikonokon a mintdk sorrendje minden paraméter esetén elsdkent a kontroll (fekete), majd a koleszterinnel
(piros), illetve 7DHC-val (kék) kezelt minta. Ky1.3 ioncsatornanal a Gpem-V gorbék Vi, értékeit mind a
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koleszterin, mind pedig a 7DHC szignifikansan (*: p<0,05) megvaltoztatta hiperpolarizacio6 iranyaba, mig a szterol
kezelések az Fnorm-V gorbék Vi, értékeit nem valtoztattak meg (n=8-12).

A Kv1.3 csatorna fesziiltségfiiggd kapuzasanak egyik fontos jellemzdje, hogy negativ
membranpotencidlokon a csatorndk egy része inaktivalt allapotba megy at, amit egyensulyi

crer

crer

viselkedett, mint a kordbban leirt Gnorm-V gorbe, azaz balra tolddott a szterolok hatasara, bar az
eltérés csak a 7TDHC esetén bizonyult statisztikailag szignifikansnak (8. abra).
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8. abra Szterolok hatasai a Kv1.3 309C egyensulyi inaktivacidojanak fesziiltségfiiggésére

Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggésének vizsgalatara a sejteket —120 mV és +40 mV kozotti (AV =10 mV)
tartomanyba es0 fesziiltségen tartottuk 20 s-ig, majd egy 100 ms hossztsadgu +40 mV-os teszt pulzust alkalmaztunk
a K" aramok kivaltasara. A nem inaktival6do csatornak hanyadat az I/1-1»9 képlettel hataroztuk meg, ahol I az adott
pulzus elé6tti tartofesziiltségrol a depolarizacié altal kivaltott csucsaram nagysaga, mig I-120 a —120 mV-os
tartofesziiltségrol torténd depolarizacid altal kivaltott csticsaram nagysaga (A). Az egyensulyi inaktivacio
fesziiltségfiiggését leird pontsorokhoz Boltzmann-fiiggvényt (folytonos vonalak; 3.6.1.5 egyenlet) illesztettiink
(kontroll: fekete kor, fekete vonal; 7DHC toltés: fekete haromszog, kék vonal; koleszterin toltés: tires korok, piros
vonal). A B panelen az illesztés eredményeként kapott, sejtenként kiilon-kiilon meghatarozott Vi, értékek atlagai
lathatoak (n=7-8). Kontroll: fekete oszlopok; koleszterin tdltés: piros oszlopok; 7DHC tdltés: kék oszlopok, *:
p<0,05.

4.2 Szterolok hatdsa a Kv10.1 fesziiltségfiiggd kapuzasanak egyensulyi és kinetikai
parameétereire

Az oocitakban kifejeztetett vad tipustt Kv10.1 csatorndk esetén hasonlo eltéréseket
tapasztaltunk a sejtmembran szteroltartalménak novelése hatasdra, mint Kv1.3-ban, azaz a
kezelések lecsokkentették az aram amplitadojat, lassitottak az aram aktivacios kinetikajat és a
Gnorm-V gorbe jobbra tolodasat eredményezték (9. abra). Ezek a megfigyelések ellentétesek a

koleszterin kivonas vad tipusu Kyv10.1-re gyakorolt hatasaival, amelyeket korabban mar leirtak
141
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9. abra A szterol toltések hatasai a vad tipusi Kv10.1 csatornara

Az A panel az altalunk alkalmazott fesziiltségprotokollt, valamint az ennek hatasara kivaltott vad tipust Ky10.1
ionaramokat mutatja az oocita expresszios rendszerben. Az ionaramok meghatarozasahoz az oocitdkat —100 mV-
os fesziiltségen tartottuk, majd —180 és +60 mV kozotti tartomanyban 10 mV-os 1épésekben valtoztatott
tesztpotencialokkal depolarizaltuk 10 s-onként. A depolarizal6 pulzus iddtartama 800 ms volt. (B) Az aktivacios
idéallanddinak (t.) meghatarozasahoz elséfoku exponencialis fliggvényeket illesztettink a kiilonb6z6
tesztpotencidlokon mért iondramokhoz (3.6.1.3 egyenlet) és ezek atlagait tiintettiik fel kontroll (fekete korok,
fekete vonal), koleszterinnel (iires korok, piros vonal) vagy 7DHC-vel kezelt sejtek (fekete haromszog, kék vonal)
esetén. Mindkeét szterollal torténd toltés hatasara a tae szignifikansan megndvekedett minden vizsgalt fesziiltség
esetén (n=3-9). (C) A szterolok Cole-Moore shiftre gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz meghataroztuk a —160 és
—60 mV kozotti tartofesziiltségek mellett a +40 mV-os depolarizald pulzus altal kivaltott d&ramok aktivacios
iddallandoit és abrazoltuk az igy kapott értékeket a tartofesziiltség fliggvényében (n=7-8). A vonalak és a
szimbolumok kodja a B panellel egyezik. (D) A grafikonon abrazolt szaggatott (Gnorm-V) vonalak a Guorm-V
adatpontokra legjobban illeszkedé Boltzmann-fiiggvényeket mutatjak (lasd Anyagok és modszerek fejezet, 3.6.1.2
egyenlet). A vonalak és a szimbdlumok kédja a B panellel egyezik. (E) A Vi, értékek meghatarozasa a 3.6.1.1-es
egyenlet alapjan tortént (n=7-11). A grafikonokon a kontroll, a koleszterinnel, illetve 7DHC-val kezelt mintabol
szarmazo atlagolt V., értékeket rendre fekete, piros és kék szinl satirozott oszlopokkal jelenitettiik meg. (F) A
koleszterin és 7DHC kezelés szignifikans mértékben lecsokkentette az oocitakban a teljes sejtben mérhetd aramok
nagysagat mind a vad tipusi Kv1.3, mind Kv10.1 vizsgalata esetén. Az aramok nagysagat az ugyanazon a napon
meért kontroll sejtek aramainak atlagara normaltuk (n=3-5 nap). A grafikonokon a kontroll, a koleszterinnel, illetve
7DHC-val kezelt mintab6l szarmazé atlagolt normalt aram értékeket rendre fekete, piros és kék szinii oszlopokkal
jelenitettiitk meg. *: p<0,05.

A Kvl10.1-en végzett TEVCF mérésekhez a korabban masok altal mar hasznalt és

jellemzett L322C mutanst alkalmaztuk '°*, azzal a kiilonbséggel, hogy kisérleteink soran MTS-
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TAMRA fluoreszcens festéket alkalmaztunk TMRM helyett. Ez az Gj mutacio-festék parositas
a korabbinal nagyobb amplitidoja, tobbfazisu, fesziiltségfiiggd fluoreszcens jel megjelenését
eredményezte (10A abra) a csatorna kapuzasi paramétereinek szignifikdns megvaltozasa
nélkiil (9. és 10. abra). Az I-V és AF/F-V gorbék felvételéhez —180 és +60 mV kozott 10 mV-
os lépésekben novekvd, 800 ms-ig tartd depolarizald impulzusokat alkalmaztunk. A pulzusokat
—100 mV-os tartéfesziiltségrol kiindulva alkalmaztuk 10 s-onként. A kordbbi eredményekkel
Osszhangban a VSD aktivacidja Ky10.1-ben mar igen negativ potencialok mellett megjelenik
(Fhorm-V: Vi = =113,6 £ 1,9 mV; n=9), mig a porus nyitdsa a Kv1.3-ban megfigyeltekhez
hasonl6 tartomanyban torténik (Gnorm-V: Vi =-25,8 £ 2,1 mV; n=8) (10B, C abrak). Emiatt
a VSD aktivacidja €s a pérus nyitasa kozotti fesziiltségkiilonbség joval nagyobb Kyv10.1 esetén,
mint Kv1.3-ban, amely a két funkcionalis domén kozotti, a bevezetésben is bemutatott lazabb
csatolasi mechanizmusra utal. A szterolok Ky10.1-re gyakorolt hatdsa hasonlonak bizonyult a
Kv1.3 esetén tapasztaltakhoz. Mind a koleszterin, mind pedig a 7DHC szignifikdns negativ
iranyu eltolodast okozott a Gnorm-V gorbében (Vi = -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 toltés
esetén), ugyanakkor egyik kezelés sem valtoztatta az Fnom-V gorbe félaktivacios fesziiltségét
(Vip=-113,6 £ 1,9 mV (n=9) kontroll, —113,5 + 0,6 mV (n=9), p = 0,999 koleszterin t6ltés és
—114,0 £ 1,6 mV (n=8), p= 0,981 7DHC toltés esetén (10C abra)). Ezek alapjan Kv10.1 esetén,
Kv1.3-hoz hasonldan, a szterolokkal torténo toltés valdszinisithetben nem a VSD aktivacio

modositasan keresztiil valtoztatja meg a PD miikodését.
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10. abra Szterol toltések hatasai az 1.322C muticiot hordozé Kv10.1 egyensilyi aktivaciojanak
fesziiltségfiiggésére

(A) A Kv10.1 csatornak esetén az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggését jellemzo fluoreszcens jelek (AF/F) és
iondramok meghatarozasahoz az oocitdkat —100 mV-os fesziiltségen tartottuk, majd —180 és +60 mV kozotti
tartomanyban 10 mV-os 1épésekben valtoztatott tesztpotencidlokkal depolarizaltuk 10 s-onként. A depolarizald
pulzus id6tartama 800 ms volt. A fesziiltségprokollokat (bal feliil) és az altaluk kivaltott aramokat (jobb feliil) az
A panelen abrazoltuk. A Ky10.1 csatorndk MTS-TAMRA-val torténd jelolést kovetéen kétfazisu fluoreszcens
jelet bocsatottak ki a membran depolarizacidjakor, amint az az A panel alsé részén is latszik. (B) Az egy grafikonon
abrazolt folytonos (Frorm-V; 3.6.1.5 egyenlet) és szaggatott (Gnorm-V; 3.6.1.2 egyenlet) vonalak az From-V (fekete
szimbo6lumok) és Guom-V (lires szimbdlumok) adatpontokra legjobban illeszked6 Boltzmann-fiiggvényeket
mutatjak be. Kv10.1-nél a legjobban illeszkedd Fnom-V gorbék mindharom esetben teljesen atfednek egymassal,
ezeért itt egy gorbét tlintettiink csak fel az abran. A C panelen a sejtenként kapott adatokbol szarmazo Vy; értékek
atlagat abrazoltuk (3.6.1.1 egyenlet). Az iires oszlopok az Fnom-V gorbék Vi, értékeit, mig a csikozott oszlopok a
Ghorm-V gorbék V., értékeit mutatjak. A grafikonokon a mintak sorrendje minden paraméter esetén elsGkent a
kontroll (fekete), majd a koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val (kék) kezelt minta. Ky10.1 ioncsatornanal
(hasonléan a Ky1.3 ioncsatornahoz; 7. abra) a Gnorm-V gorbék Vi, értékeit mind a koleszterin, mind pedig a 7DHC
szignifikdnsan (*: p<0,05) megvaltoztatta hiperpolarizaci6 irdnyaba, mig a kezelések az Fnom-V gorbék Vin
értékeit nem valtoztattadk meg (n=8-12).

4.3 Szterolok hatdsa a VSD és az ionaram aktivacios kinetikdjara

Kovetkezd 1épésben a szterol toltések VSD aktivacids €s aramaktivacios kinetikara
gyakorolt hatdsait vizsgaltuk meg az A309C Kvl.3 ¢és a L[322C Kvl0.1 konstrukt
felhasznalasaval (11. abra). A Kv1.3 aram aktivacids kinetikdjanak meghatidrozasahoz az
iondramokra egykomponensli exponencialis fliggvényt illesztettiink, az aktivacios kinetikat a
Tact id0allanddval jellemeztiik. A 11A abra az mutatja, hogy mind a koleszterin, mind a 7DHC
hatdsara az dram aktivacios kinetikdja szignifikdns mértékben lelassult. Ezt jo1 demonstraljak
az idéallandok valtozésain tal (p<0,05 minden fesziiltségen) az egymasra normalt aramgdrbék
is (11A betét abra). A VSD aktivacios kinetikajat jellemzd fluoreszcens jelek esetén egy, az
amplitadé dontd részét (>85%-at) meghatarozd gyors és egy kisebb amplituddju lassabb
komponens volt megfigyelhetd. Ennek megfelelden a fluoreszcencids jel aktivacids kinetikajat

két exponencialis tag 0sszegét tartalmazo fliggvénnyel lehetett jol illeszteni. A két komponenst
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jellemzd idéallandok egyikét sem valtoztatta meg a sejtmembran szterolokkal torténd toltése
(11B abra). Emellett az egyes komponensek amplitiddinak ardnya sem valtozott szignifikans
mértékben a szterol toltések hatasara (az adatok a dolgozatban nem kertiiltek bemutatasra).

A Kv10.1 aram aktivacios kinetikdja a depolarizald pulzus el6tti tartofesziiltségtol és a
kiils6 Mg?* koncentraciotol fiiggéen komplex, szigmoid gorbével irhato le, szemben a Ky1.3
ionaram els6foku, egy exponencialis taggal jellemezhetd aktivacios kinetikdjaval. Azért, hogy
a szterolok aktivaciés  kinetikara  gyakorolt hatdsait  kiilonb6z6  csatornakon
dsszehasonlithassuk, az irodalomban elfogadott eljaras szerint 4% a Ky10.1 aram kezdeti
szigmoid fazisat nem vettiik figyelembe az illesztés sordn, csak az ionaram aktivacios
kinetik4janak elséfoku, egy exponencidlis tagot tartalmazé fliggvénnyel jellemezhetd részét
karakterizaltuk. Mind a koleszterin, mind a 7DHC kezelés megndvelte az aram aktivacios
1doallandojat, kiilondsen jelentds depolarizaciok esetén (11C abra). Ezutan a szterolok VSD
aktivacios kinetikdra gyakorolt hatasait vizsgéltuk a —180 és +60 mV kozotti tartomanyban. A
11D betét abrajan —180 és +60 mV-okon mért reprezentativ fluoreszcens jeleket tlintettiink fel.
A hiperpolarizal6 (—180 és —110 mV kozotti) membranpotencidlokon a mélyebb zart allapotok
fel¢ iranyuld, a depolarizacioé soran tapasztalhatohoz képest ellentétes iranyt VSD mozgést
jellemzd fluoreszcens jelek két, erdteljesen fesziiltségfiiggd kinetikai komponenssel
rendelkeztek, amelyek egyike sem valtozott meg a szterol toltések hatdsara (11D abra). Ezzel
szemben a depolarizalo (-100 és +60 mV kozotti) pulzusok két ellentétes polaritast
komponensbdl allé bifazisos jelet valtottak ki, amelyben az depolarizalé impulzus kezdetén
megjelend, negativ polaritasti gyors komponens egyre prominensebbé valt a pozitivabb
membranpotencialok esetén (10A abra). Valdszinii, hogy ez a gyors komponens egy, a porus
nyitasdhoz szorosan kapcsolt VSD atmenetet tiikrozott a kinetikdja és azon fesziiltségtartomany
alapjan, ahol a jel megfigyelhetd. A lassi komponens iddallandoja jelentds fesziiltségfiiggést
mutatott és nem valtozott szterol kezelés hatasdra, mig a gyors komponens nagyon kis
mértékben fliggbtt az alkalmazott fesziiltségtol, viszont szignifikans mértékben lassult a
koleszterin és a 7DHC alkalmazasa esetén (11D, E abrak). Ezek a megfigyelések arra utaltak,
hogy a szterolok nem befolyasoljak a VSD mély zart allapotok kozdotti atmeneteit, lassitjak

ugyanakkor a porus nyitasaval 0sszefiiggd konformaciovaltozasait.
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11. abra Szterol toltések hatasai az aram és a VSD aktivacios kinetikaira

A Kv1.3 és Kv10.1 aramok és fluoreszcens jelek kinetikai paramétereinek vizsgalatdhoz a 7. és 10. abrakon leirt
protokollt hasznaltuk. (A, C) Az ionaramok aktivacios idéallandoinak (t.:) meghatdrozasahoz elséfoku, egy
exponencialis tagot tartalmazo fiiggvényeket (3.6.1.3 egyenlet) illesztettiink kontroll (fekete korok, fekete vonal),
koleszterinnel (iires korok, piros vonal) vagy 7DHC-vel kezelt sejtek (fekete haromszog, kék vonal) iondramaira.
A betét abrak kontroll (fekete), koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val kezelt sejtekrdl (kék) nyert normalt
aramgorbéket mutatnak. (B, D) A fluoreszcens jelek esetén az illesztés elséfoku, két exponencidlis tagot tartalmazd
figgvénnyel tortént (3.6.1.4 egyenlet). Az (A) panelen a Ky1.3 aram aktivacios id6éallandoi (n=7-11), mig a (B)
panelen a fluoreszcens jel gyors (iires szimbolumok) és lassu (fekete szimbolumok) komponensének aktivacios
iddallandoi (n=4-8) lathatoak a tesztfesziiltség fliggvényében. A (C) panel a Ky10.1 aramok aktivacios id6allandoit
mutatja (n=4-8). A (D) panelen a —100 mV-os tartofesziiltségrol kiinduld tesztpotencialok altal kivaltott
fluoreszcens jelek gyors (iires szimbolumok) és lassu (fekete szimbdolumok) komponenseinek idéallandoit
abrazoltuk a tesztfesziiltség fliggvényében. A betét abran a hiperpolarizalo (—180 és —110 mV kdozotti, sarga
négyzet) és depolarizalo (-90 és +60 mV kozotti, narancssarga négyzet) fesziiltségek esetén a Kyv10.1 ioncsatorna
fluoreszcens jeleire legjobban illeszkedd, két exponencialis tagot tartalmazé fiiggvényeket tiintettiik fel. Az (E)
panelen a gyors komponens depolarizald fesziiltségek esetén kapott értékeit abrdzoltuk a tesztfesziiltség
fliggvényében nagyitott skalan kontroll (iires korok, fekete vonal), koleszterinnel (iires hdromszdg, piros vonal) és
7DHC-val (iires négyzet, kék vonal) toltott sejtek esetén (n=5-10).
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A Kv10.1 csatornak karakterisztikus tulajdonsaga a Cole-Moore shift jelensége, azaz az
aram aktivacids kinetikéjanak modosulasa a depolarizacid el6tti tartofesziiltség fiiggvényében
19 Amikor a csatorndk nagyon negativ tartofesziiltségrél aktivalodnak, tobb zart allapoton kell
athaladniuk a nyitas el6tt, amelynek hatterében strukturalisan a csatorna VSD és PAS doménjei
kozotti kdlesonhatas all 7. A jelenség kovetkezményeként, amikor a csatornat negativabb
tartofesziiltségekrol depolarizaljuk, az dram aktivacios kinetikaja lassabb ¢és a kezdeti szigmoid
fazis kifejezettebb, mivel a csatornak aktivacioja ilyenkor a mélyebb zart allapotokbodl indul
(12. abra). A jelenség vizsgalatahoz +40 mV-os depolarizalé pulzusok altal kivaltott aramok
aktivacios kinetikajat hasonlitottuk Ossze a pulzus elétti tartofesziiltség fiiggvényében. A
tartofesziiltség értékét —160 és —60 mV kozotti tartomanyban valtoztattuk kontroll és
szterolokkal t61tott sejtekben. Mig a kezdeti legnegativabb tartofesziiltségek mellett (—160 és —
140 mV) a kontroll és a szterolokkal t61tott sejtekben az idéallandok értékei hasonloak voltak,
addig —120 mV-os vagy annal pozitivabb tartdfesziiltség alkalmazasa esetén az dramaktivacios
kinetika szignifikansan lassabbnak bizonyult a szterolokkal kezelt esetekben. Ez arra utal, hogy
a mély zart allapotok kozotti atmenetek nem valtoznak, viszont az utolsd, csatornanyitést

eredményez6 dtmenet lelassul szterol toltések hatasara.
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12. abra A Cole-Moore shift valtozasa szterolok hatiasara Kv10.1 csatornikban

Kv10.1 esetén a szterolok Cole-Moore shiftre gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz egy 500 ms hosszusagu +40 mV-
os pulzussal depolarizaltuk a sejteket ugy, hogy a pulzus el6tt 10 s-ig alkalmazott tartdfesziiltség értékét —160 és
—60 mV kozott valtoztattuk 20 mV-os 1€pésekben. A betét abra reprezentativ normalt Ky10.1 aramgoérbéket mutat
—160 és —60 mV-os pulzus eldtti tartofesziiltségek esetén. Az aramgorbékre elséfoku, egy exponencialis tagot
tartalmazé fliggvényt illesztettiink (3.6.1.3 egyenlet) tigy, hogy a kezdeti szigmoid fazist nem vettiik figyelembe.
Koleszterin (iires kor, piros vonal) és 7DHC (fekete haromszog, kék vonal) toltés hatasara a pozitivabb pulzus
elotti tartofesziiltségekrdl kivaltott aramok T, értékei szignifikansan novekedtek a kontroll mérések esetén
tapasztaltakhoz képest (7DHC esetén —120 és —60 mV, mig koleszterin esetén —80 és —60 mV kozott) (n=7-8).
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4.4 A szterolok altal okozott &ramcsokkenés mechanizmusanak vizsgalata

Jollehet a sejtek kapacitasara vonatkoz6 informacio hidnyaban az dramstrtiségek adatai
nem hasonlithatok 6ssze kozvetleniil egymassal, mindkét szterol szarmazék szignifikansan
lecsokkentette az oocitakban mért teljessejt-ionaramok nagysagat mind az A309C Ky1.3, mind
pedig az L.322C Kv10.1 ioncsatorna esetén azonos mennyiségii RNS injektalasa és az injektalas
utdn a mérésig eltelt azonos idétartamok alkalmazasa mellett (13A abra). A Kv1.3 esetében a
koleszterin 71,1 £ 8,2%-ra, a 7DHC pedig 54,0 + 10,6%-ra csokkentette az aramok nagysagat,
mig a Kv10.1 esetén a szterolokkal torténd kezelések utdn az amplitadok rendre a kontroll érték
71,3 £ 8,6% ¢€s 58,5 £ 1,3%-ara csokkentek (13B abra).

Az dramredukcié okanak meghatarozasara, vagyis annak eldontésére, hogy az egyedi
csatorndk vezetOképességének vagy nyitasi valdszinliségének csokkenése okozza a teljes sejt
ionaramanak csokkenését, a Kv10.1 csatornakat expresszalod oocitdkon patch-clamp technika
segitségével, outside-out konfiguracioban az Anyagok ¢és modszerek 3.6.2 fejezetében
bemutatott fesziiltségprotokoll segitségével nyert iondramokon nem-egyensulyi zajanalizist
végeztiink. Az outside-out konfigurdciora a nem-egyensulyi zajanalizis kivitelezése miatt volt
szlikségiink. A TEVCF mérésekhez hasznalt erdsitd érzékenysége sokkal kisebb, valamint az
erosito elektronikus zaja is sokkal nagyobb, mint a patch-clamp erdsit6 esetében. A teljes sejtek
ad6 ,,miniatlr sejtben” sokkal kevesebb csatorna van, a kisebb &ramamplitad6 miatt pedig jobb
a fesziiltség-zar mindsége, gyorsabb az elektronika, és joval érzékenyebb erdsités fogja at a
mérhetd dramok tartomanyat. Ezaltal a variancia mérése pontosabb kisebb atlagaramok mellett.

A patch-clamp mérések soran detektalt &ram iddbeli fluktuacioja az egyedi csatornak
vezetOképességetdl €s azok nyitasi valoszinliségétdl fiigg. Az ionaram varianciajat az egyes
iddpillanatokhoz tartoz6 atlag aramerdsség fliggvényében abrazolva egy parabolat kapunk,
amelynek paraméterei segitségével meghatarozhatok az egyedi csatorndk fenti tulajdonsagai
(13C abra). A zajanalizis eredményei alapjan mindkét szterol szignifikansan lecsokkentette az
egyedi csatornak konduktancidjat (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 valoszinliségek szignifikans
modositasa 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) (13D abra).
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13. abra A szterol toltések hatasa az oocitak aramamplituiddjara és az egyedi csatornakat jellemzé
paraméterekre

Az (A) panel TEVCF segitségével ugyanazon a napon mért kontroll és szterolokkal kezelt oocitdk reprezentativ
aramgorbéit mutatja. (B) Az adott napon mért koleszterinnel vagy 7DHC-val toltott sejtek aramainak atlagat
normaltuk az ugyanazon a napon mért kontroll sejteken kapott amplitidok atlagara. Az igy kapott normalt aramok
atlagat (n=3-4 nap) tiintettiik fel kontroll (fekete), koleszterinnel (piros) vagy 7DHC-val (kék) toltott sejtekre. Az
aramokat Ky1.3 esetén +40 mV-ra, mig Kv10.1 esetén +60 mV-ra torténd depolarizald pulzussal valtottuk ki. A
C panel az oocitdkban expresszalt Ky10.1 csatornakon kivaltott &ramok nem-egyensulyi zajanalizissel torténd
a —100 mV-os tartofesziiltségrol kiindulva 200 ms-os +50 mV-os pulzusokkal depolarizaltuk egymas utan 200
alkalommal. Az aram variancidjat az egyes iddpillanatokhoz tartozo atlagos aramerdsségek fliggvényében
abrazoltuk és a Kv10.1 egyedi csatorna paramétereit az adatpontokra illesztett parabola segitségével hataroztuk
meg (3.6.2.1 egyenlet). (D) A grafikonon a csatornak kontroll (fekete), koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val
(kék) kezelt sejtekben meghatarozott egyedi konduktancigjat és nyitasi valosziniiségét abrazoltuk (n=5-8). A (B)
¢és (D) paneleken bemutatott oszlopdiagramokon az eredményeket a kontroll, koleszterinnel, illetve 7DHC-val
kezelt mintdk sorrendjében abrazoltuk. Az abran a kontroll mintdhoz képest szignifikans eltéréseket jeloltiik (*,
p< 0,05, ANOVA utan végzett Tukey’s HSD teszt alapjan).
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Mind a Kv1.3, mind pedig a Kv10.1 csatorndkrél kimutattak kordbban, hogy preferencialisan a
sejtmembran szfingolipidekben ¢és koleszterinben gazdag lipidtutaj mikrodoménjeiben
helyezkednek el 33141197 Mivel a lipidtutajbeli lokalizicid befolyasolhatja a csatornak
szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagait *3197-1% valamint a koleszterin a tutajok egyik

legfontosabb alkotéeleme *°

, a csatorndk ¢s tutajok szterol toltés hatasara végbemend
atrendezddése szerepet jatszhat a szterolok elektrofizioldgiai hatasainak kialakuldsaban, ahogy
azt a Bevezetésben is részletesen bemutattuk. Ennek alatdmasztasara megvizsgaltuk a Ky1.3 és
Kv10.1 tutaj és nem-tutaj mikrodomének kozotti megoszlasanak szterol toltés hatdsara
bekdvetkez6 valtozasat oly modon, hogy meghataroztuk az ioncsatornahoz kotodo antitest és a
lipidtutaj jeloloként hasznalt koleratoxin B alegység (CTX-B) fluoreszcencia intenzitasai
kozotti Pearson-féle korrelacios egyiitthatd nagysagat hagyomanyos konfokalis 1ézer pasztazo
¢s stimulalt emisszid deplécio (STED) mikroszkopia segitségével a korabban részletesen leirt
moédon 2. A fluoroférral konjugalt antitestek a Kv1.3 és Kv10.1 csatornakba épitett FLAG
epitopot ismerték fel (Kv1.3rLac €s Kv10.1rLaG). A kordbbi megfigyelésekkel 6sszhangban
markansan pozitiv Pearson-egyiitthatokat kaptunk a Kvl1.3, illetve Kv10.1 ¢és a CTX-B
fluoreszcens jele kozott (Kv1.3 vs CTX-B: 0,416 + 0,013, n=27 ¢s Kv10.1 vs CTX-B: 0,298 £
0,019, n=30, 14E ¢s 2. tablazat). A szamitott egyiitthatok jelentsen kiviil estek a korrelaciod
feltételezett hianya esetén varhatd 95%-os konfidencia intervallum hatdrain (2. tablazat) és
nagysaguk 6sszemérhetd 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 kvantifikalasdval kaptunk (0,551 £ 0,020, n=23, 14E ¢és 2. tablazat). A
pozitiv kolokalizaci6 jol latszik az egymasra vetitett konfokalis felvételeken (14A-C abrak) és
abra). Mindkét ioncsatorna esetén a Pearson-egyiitthatok nagysaga szignifikdnsan megndtt
mind koleszterin, mind 7DHC kezelés hatasara konfokalis 1ézer pasztazé 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, 14E abra és 2. tablazat). Kv1.3 esetén a szterolok
hatdsara megndvekedett tutajbeli lokalizaciot megerdsitettiik jobb (46-60 nm) feloldoképességii

STED mikroszkdpia alkalmazasaval. Szterol toltés utan a korrelacios koefficiensek nagysaga

STED felvételekbdl szamitva is szignifikansan pozitivabb volt (koleszterin: 0,361 + 0,019,
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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) (14E abra ¢és 2. tablazat). A fluoreszcens koleszterin analég (NBD-koleszterin)
beépiilése a membranba nem volt egyenletes, a konfokalis mikroszkopos képek alapjan a
szamitott markansan pozitiv Pearson-egylitthatok arra utaltak, hogy a fluoreszcens koleszterin
analog preferencialisan a CTX-B altal jelolt lipidtutaj mikrodoménekbe inkorporalddott (0,234
1+ 0,025, n=24), elsésorban a Kv1.3 csatornak kozelébe (0,358 £ 0,023, n=24) (14F abra és 2.
tablazat). Ezen eredmények a fluoroforral konjugalt és nativ koleszterin korabban kimutatott
hasonlé viselkedése alapjan arra utalhat, hogy az exogén modon bejuttatott koleszterin
els6sorban a tutajokba épiil be, azok koziil is féleg azon mikrodoménekbe, amelyek Kv1.3

fehérjét tartalmaznak, lehetdséget adva a szterolok €s ioncsatornak kdlcsonhatasara.
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14. abra Szterolok hatisa a Kv1.3 és Kv10.1 lipidtutajokba torténé particiojara

A Kvl.3-at, illetve Kv10.1-et kifejezd szterolokkal kezelt vagy kontroll HEK-293 sejtekben a csatorndk és a
lipidtutajok jeldlése utan konfokalis lézer pasztazoé mikroszkoppal felvételeket készitettiink a sejtmembran
fedolemezhez tapado régidjarol. A reprezentativ képek a tutajok (A) és a Kyl1.3 ioncsatornak (B) jellemzd
eloszlasat mutatjak. A két jel kolokalizacidja jol latszik az egymasra vetitett képeken (C) és a pixelenkénti
intenzitasok kozotti korrelaciot mutatd kontir plot abran (D). (E) A kolokalizacid mértékét a lipidtutajokat és
csatornakat jelz6 fluoroforok intenzitasai kozotti Pearson-féle korrelacios egyiitthato kiszamitasaval kvantifikaltuk
kontroll (fekete), valamint koleszterinnel (piros), illetve 7DHC-val (kék) kezelt sejtekben. Az oszlopdiagramokon
az adatokat a kontroll, koleszterinnel, illetve 7DHC-val t61tott mintdk sorrendjében abrazoltuk. Kisérleteinket

67



Kvl.3 esetén megismételtiik a jelentésen jobb (46-60 nm-es) felbontast biztosit6 STED mikroszkopia
alkalmazasaval. A panelen a kontrollhoz viszonyitott szignifikans eltéréseket jeldltiik (*, p< 0,05, ANOVA utan
végzett Tukey’s HSD teszt alapjan). (F) Konfokalis mikroszkdpos felvételek elemzésével a panelen jelzett
molekula parok kozott is meghataroztuk a Pearson-egyiitthatod értékét 25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
il)metil]Jamino]-27-norkoleszterinnel (NBD-koleszterinnel) toltott sejtekben (n=23-34 sejt).

Konfidencia
Jelolés Kezelés Atlag + SEM | intervallum,ha | n
r=0
GFP-GPI vs. CTX-B kontroll 0,551 £0,020 | -0,017 0,039 23
kontroll 0,416 £0,013 | -0,017 0,036 27
Kv1.3rLaG vs. CTX-B koleszterin 0,492 £ 0,013 | -0,019 0,038 34
7DHC 0,500+ 0,015 | -0,019 0,035 32
kontroll 0,298 £0,019 | -0,022 0,036 30
Ky10.1rLAG vs. CTX-B koleszterin 0,373 £0,017 | -0,018 0,032 29
7DHC 0,395 +0,018 | -0,020 0,039 24
kontroll 0,274 £ 0,025 | -0,006 0,013 25
Kyv1.3rrLaG vs. CTX-B (STED) koleszterin 0,361 +£ 0,019 | -0,007 0,011 32
7DHC 0,366 +£ 0,019 | -0,009 0,016 28
Kol 3rLag vs. CTX-B NBD- 1 530 10,038 | 0,022 | 0045 | 24
koleszterin
. NBD-
Ky1.3rLaG vs. NBD-koleszterin . 0,358 £ 0,023 | -0,024 0,040 24
koleszterin
. NBD-
CTX-B vs. NBD-koleszterin . 0,234 +£ 0,025 | -0,024 0,040 24
koleszterin ’ ’

2. tablazat A lipidtutaj markerek, Kv1.3- vagy Kv10.1-ellenes antitestek, illetve fluoroférral konjugalt
koleszterin molekuldk fluoreszcencia intenzitasai kozotti korrelacio vizsgalata

A mérésekhez HEK-293 sejteket transzfektaltunk gliikozilfoszfatidilinozitol-horgonyzott zdld fluoreszcens
fehérjét (GFP-GPI), illetve Kvl.3rLac vagy KvlO0.lpag fehérjét kodold plazmidokkal, majd jeldltiink
AlexaFluor647-CTX-B-vel és anti-FLAG M2-Cy3 antitestekkel vagy AlexaFluor594-CTX-B-vel és anti-FLAG
M2 + StarRed-GAMIG antitestekkel. Mikroszkopos képalkotast kdvetéen a pixelenkénti intenzitas adatokbol
kvantitativ képanalizis soran meghataroztuk a tablazatban jelolt markerek kozotti Pearson-féle korrelacios
egylitthatok nagysagat. A kiértékelés soran csak a sejtmembrannak megfeleld pixelek (“membran maszk™) adatait
vettik figyelembe. A tablazat a korrelacios koefficiensek n kiilonbozd sejt adataibol szamitott atlagértékeit (+
SEM), valamint a korrelacio feltételezett hidnya esetén szamitott egyiitthatd (=0) 95%-os konfidencia
intervallumanak adatait tartalmazza.
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4.6 A kisérleti stratégia bemutatasa a Shaker-IR T449A/V474C ioncsatornaban negativ
membranpotencidlokon végbemend, inaktivacidhoz vezetd utvonalak
tanulmanyozasdhoz

A Shaker-IR csatornaban a 474-es pozicié az S6-os hélixen helyezkedik el, a csatorna
nyitott aktivacios kapuja mellett a porus vizzel telt iirege felé néz '*°. Az ebbe a pozicioba
helyezett cisztein aminosav csak akkor modosithato Cd** vagy MTS reagensek altal,
amennyiben az aktivacios kapu nyitva van 18313 Az aktivacios kapu nyitésa, azaz a 474C
Cd?* altali modositasa az ionaramok mérésével jol nyomonkdvethetd, ugyanis a bekotédé Cd>*
gatolja a depolarizacid soran jol és pontosan mérhetd ionaramot. Az &ltalunk alkalmazott
konstrukt tovabba tartalmazott egy T449A mutéacidt, ami ismerten felgyorsitja a C-tipusu
inaktivaciot és igy lehetévé teszi szamunkra annak tanulmanyozasat >>*!.

Az inaktivacié sordn az aktivacidés kapu dallapotdnak monitorozésara szolgalo
pulzusprotokoll megtervezéséhez el6szor karakterizaltuk a T449A/V4T4C Shaker-IR konstrukt
fobb  elektrofiziologiai paramétereit patch-clamp technika segitségével, inside-out
konfiguracioban. Az inside-out konfiguracié alkalmazésat ezen kisérleteink soran az kovetelte
meg, hogy az inside-out konfiguracioban az intracellularis oldat Osszetétele az atalunk
alkalmazottt gyorsperfiizios rendszerrel konnyen és gyorsan valtoztathaté ugyanazon mérés
tartalmazo, valamint Cd**-mentes (kontroll) oldatok cseréit. A részletes protokollokat és
kiértékelést az Anyagok és modszerek fejezet 3.6.3. pontja tartalmazza. El6szor kiilonb6zo
tesztpotencialokon regisztraltuk az aramokat (15A abra), majd a csicsaramok és a hajtéerd (V-
Eekv) ismeretében az adott membranpotencidlon a csucs konduktanciat (G), annak normalasat
kovetden pedig a normalt konduktancia-fesziiltség (15B abra, Gnom-V gorbe) 0sszefliggését
hataroztuk meg. A félaktivacios fesziiltség (Vio=—-51,6 £ 2,5 mV) és meredekségi egylitthatd
(k=16,9 2,1 mV) meghatarozasa az egyes sejtek normalt konduktancigjanak tesztpotencialtol
vald fliggését leird, adatpontokra illesztett Boltzmann-fiiggvény alapjan tortént (atlag = SEM,
n=5). A 15B abran feltiintetett Gnorm-V gOrbét az egyes potencialokon nyert Gnom értékek
atlagolasa (= SEM) alapjan szerkesztettiik. Az aktivacios €s inaktivacids idéallandok +50 mV-
on mért értekeit a 15C abra mutatja. Mind az aram aktivacids, mind pedig az inaktivacios
kinetikdja elég gyorsnak bizonyult ahhoz, hogy a mérések racionalis id6 alatt elvégezhetdk
legyenek, a protokollok iddbeli lefutdsdnak tervezésekor ezeket a paramétereket vettiik
figyelembe. Meghataroztuk tovabba az egyensulyi inaktivacid (SSI) fesziiltségfliggését (1asd

3.6.3 fejezet), aminek jellemzéséhez meghataroztuk a nem inaktivalt csatornak hanyadanak (I/1.
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120) depolarizald pulzus el6tti tartdfesziiltségtol valo fliggését. Az egyedi sejtekre kapott
pontsorokhoz a Boltzmann-fliggvényt illesztettiikk, ¢és meghatdroztuk a félaktivacios
fesziiltséget (Vio=—-81,7 £ 0,7 mV) és meredekségi egyiitthatot (k= —5,8 + 0,6 mV) (= SEM,
n=4). A 15D abran a feltiintetett gorbét az egyes tartofesziiltségeken mért /1120 értékek
atlagolasaval szerkesztettiik (= SEM, n=4). +50 mV-os pulzusparok alkalmazasaval ¢és a
pulzusok kozotti iddintervallumok (ipi) valtoztatdsdval (1SE dbra) meghatiroztuk az
inaktivaciobol vald visszatérés kinetikajat —120 mV-on, ezt a potencialt késébb a kisérletek
soran a pulzusprotokollok kozotti tartofesziiltségnek hasznaltuk. Ezen a tartofesziiltségen az
inaktivaciobol vald visszatérés kinetikajat jellemzd id6allando 4,4 + 0,6 s-nak adodott (n=5)

(15F abra).
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15. abra HEK-293 sejtekben kifejezett T449A/V474C Shaker-IR ioncsatorna elektrofiziolégiai paraméterei
(A) Az inside-out konfiguracioban torténd K™ aramok méréséhez a T449A/V474C Shaker-IR ioncsatornat kifejezd
sejtekbdl kitépett patch-eket —120 mV-os tartdfesziiltségrél depolarizaltuk —100 és +70 mV  kozotti
tesztfesziiltségekre 10 mV-os 1éptékkel 100 ms hosszan 60 s-onként (1asd pulzusprotokoll a gorbék felett). A
panelen beliili betét abra a feltlintetett tesztfesziiltségek mellett mutat reprezentativ aramgdrbéket jobb
felbontasban, a gorbék szinkddolasa a tesztpotencidlok szinkoddolasaval egyezik meg. (B) Az n=5 sejt adataibol
szamitott Grorm értékeket tesztfesziiltségenként atlagoltuk és a vonatkozo tesztfesziiltség fliggvényében abrazoltuk.
Az abran az atlagolt adatpontokra legjobban illeszked6 Boltzmann-fiiggvényt folytonos vonallal jeldltiik. (C) Az
aktivacios id6allandé meghatarozasdhoz (ta)) 5 ms hossziisaglh +50 mV-os depolarizald pulzusokat hasznaltunk
—120 mV-os tartofesziiltségrol kiindulva és a kivaltott dramok gorbéit a Hodgkin-Huxley n*-modell szerint
illesztettiik (n=6). Az inaktivacios idéallandd (Tinact) Szdmitdsa a 2000 ms hosszisagh +50 mV-os pulzusok altal
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kivaltott aramgorbék leszallo szarara (1asd E panel) illesztett exponencialis csokkend fliggvény segitségével tortént
(n=5). (D) Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggésének vizsgalatadhoz a patch-eken a tartofesziiltséget 3 s-ra a
—120 mV-os tartofesziiltségrol —110 mV és —50 mV kozotti értékekre valtoztattuk 5 mV-os 1épésekben, majd a
K* aramokat (I) rovid (5 ms-os) +50 mV-os teszt pulzus segitségével valtottuk ki. Minden 1épés utan —120 mV
tartofesziiltségrol indulva egy masodik teszt pulzust alkalmaztunk (I.120). Minden fesziiltség mellett n=4 mérés
adatait atlagolva meghataroztuk a neminaktivalt csatorndk aranyat (I/I.i20) €és a pulzus eldtti potencidl
fliggvényében abrazoltuk. Az abran az 4tlagolt adatpontokra legjobban illeszkedé Boltzmann-fiiggvényt folytonos
vonallal jeldltik. (E) Az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikdjanak mérésére két, egyenként 200 ms-ig tartd
+50 mV-os depolarizacios pulzust alkalmaztunk —120 mV-os tartofesziiltségrél indulva. A két impulzus kozotti
id6t (ipi) 0,5 s és 60 s kozott valtoztattuk, a masodik pulzus altal kivaltott aram amplitadoéja (I») jelentOsen fiiggott
az ipi-t6l. Az ipi=0,5 s (piros), illetve ipi=60 s (z6ld) mellett nyert aramgorbéket emeltik ki az dbran. (F) A
visszatéré aramhanyadot az (I, —Iss1)/(Ii —Issi1) képlet alapjan szamitottuk, ahol az I; az els6, mig az I, a masodik
pulzus esetén mért csticsaramokat jeloli, az Issi pedig az egyensulyi d&ram nagysaga az elsé depolarizacio végén.
A szamitott visszatérd aramhanyad értékeit n=>5 sejt adataibdl atlagoltuk minden ipi esetén és az ipi fiiggvényében
abrazoltuk. Az abran az atlagolt adatpontokra legjobban illeszkedd exponencialis fiiggvényt vonallal jeldltik. Az
abran feltiintetett hibak a SEM értékeit jelolik.

A T449A/V474C csatorna biofizikai paramétereit figyelembe véve terveztilk meg a
kisérletes stratégiat az allapotfiiggd cisztein modifikacids kisérletekhez, amellyel a zart
allapotbol bekdvetkezd inaktivacido (C—CI atmenet) lehetdségét vizsgaltuk. A kisérletekhez a
Cd*"-ot az intracellularis oldal felél alkalmaztuk (16A 4bra). A protokoll harom, egyenként 5
ms hosszisagdt +50 mV-os depolarizald pulzust tartalmazott, amelyek a biofizikai
karakterizacio alapjan teljesen aktivaljak a K* aramot (15B dbra). Az elsd pulzus (P1) soran
kontroll oldat alkalmazasa mellett (150 mM K*, 0 pM Cd?") hatdroztuk meg az adott inside-out
patch-en mérhetd maximalis K" aramot (I;). Ezt egy 30 ms-os —120 mV-ra torténd
hiperpolarizaciéo kovette (16A abra, x szimbolum), amelynek hatdsira az aktivacids kapu
bezarédott a Cd** applikécié eldtt. Ezutan a membranpotencialt olyan értékre, példaul —90 mV-
ra (16A abra) allitottuk, ahol a csatorna kismértékii egyensulyi inaktivaciot mutat (15D),
makroszkopos aram viszont nem detektalhatdo (15A betét abra, 15B abra). Bar a 15D abra
alabecstilheti a —90 mV-on mérhetd egyensulyi inaktivacid mértékét a viszonylag rovid (3s)
tartasi potencidlok miatt, a grafikon jol meghatdrozza azt a negativ membranpotencial
tartomanyt, ahol az allapotfiiggd cisztein modifikacids kisérleteket végezhetjiik. A —90 mV-on
megfigyelhetd egyensulyi inaktivacid6 mértékét a masodik depolarizacios pulzus (P2) altal
kivaltott aram (I2) alapjan hataroztuk meg az I/ Ii hanyados alapjan, az inaktivalodo
aramhanyadot (IF) pedig IF= 1—(Io/ I1) alapjan. A 20 s hosszsagu pulzus alatt 20 uM vagy 200
uM Cd**-ot tartalmazé intracellularis oldatot perfundéltunk a patch-ek citoszolikus felszinére.
A patch-ek Cd*" expozicidja kdzvetleniil a P; utan kezdédott és a —90 mV-os tartofesziiltséget
alkalmazo 1épés befejezésével, a P> eldtt ért véget. A Po-t megeldzte egy 30 ms hosszusagu
1épés —120 mV-ra, hogy elkeriiljiik a P> elején a nyitott allapott csatornak Cd**-expoziciojat

(elektromechanikus késleltetés a perfiizios rendszerben, lasd %, 16A 4bra x szimbolum). Po-t
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kovetden a patch-et —120 mV-on tartottuk 60 s-ig, amely elegendd volt ahhoz, hogy kontroll
koriilmények kozott biztositsa az inaktivalt csatornak inaktivaciobol torténd teljes visszatérését.
Ezt kovette a harmadik 5 ms hosszsagu depolarizaciods pulzus (P3), amelynek felhasznalasaval
szamoltuk a visszatért daramhéanyadot az RCF= (Iz3—1z)/ (Ii—L») képlet alapjan (16B abra),
amelyben az I, I» és Iz rendre a harom szekvencidlis pulzus altal kivaltott és aspecifikus
szivargd arammal korrigalt amplitadokat jeloli. Amennyiben az inaktivaci6 C—CI atmenettel
jon létre, vagyis az aktivacios kapu nem nyilik ki inaktivaci6 elétt, az RCF elméletileg varhato
érteke 1, mert az aktivacios kapu zart éllapota megakadélyozza a 474C Cd** Aaltali
aktivacios kapu nyitdsa megel6zi az inaktivaciot, a Cd2+ modositja a 474C-t és aramcsokkenés
lathat6. Ha az egyensulyi inaktivacioban részt vevd 0sszes csatorna aktivacios kapuja nyitott
—-90 mV-on és a Cd*>" modositja az 6sszes ilyen csatornat, az RCF értéke 0 (15B abra, also
modell). 0 <RCF <1 azt mutatja, hogy egyensulyi inaktivacié sordn a csatornak a Cd>" szdméra

elérhetd allapotban voltak (tovabbi magyarazat a Diszkusszio 5.10-es pontjaban).

A P, Pz P3
$0mv
60 s
U] N eV
Cd2+ x: =120 mV; 30 ms
U C—>Cl 0 RCF= (I3-12) / {14-12)= 1
C—>0—> 0l RCF= (I3-12) / (11-12)=0

16. abra A T449A/V474C Shaker-IR ioncsatornaban a zart allapotu inaktivacio vizsgalatara alkalmazott
kisérletes stratégia leirasa

(A) A pulzusprotokoll harom, egyenként 5 ms hossztisaga +50 mV-ra térténd depolarizaciobol allt (Py, P és Ps),
a pulzusok altal kivaltott csucsaramokat a B panelen Iy, I és I3 jeloli. A Py és P, kdzott az inside-out patch-eket
Cd*- ot tartalmazé intracelluléris oldattal perfundéltuk —-90 mV-os tart(')fesziiltségen 20 s- ig A nyitott allapota
kozvetleniil a Py utan és a P, el6tt, amelyet az dbran ,,x” szimbolum jelez. A P, és P3 kozott a patch-eket —120 mV-
os tartofesziiltségen tartottuk 60 s-ig. (B) Az aktivacios (S6 hélixek intracellularis része, s6tétzold szinnel) és C-
tipust inaktivacios kapuk (piros gombok) kozott elhelyezkedd, 474-es pozicioban talalhatd ciszteinek (sarga
gdmbok) modosithatdsagat az inaktivacié soran intracellularis oldalrél alkalmazott Cd** (sziirke gdmbok)
segitségével hataroztuk meg. A Cd** ugyanis a 474C-hez vald kot6dés eredményeképpen géatolja a K* dramot,
ezaltal az aktivacios kapu esetleges nyitasa pontosan nyomonkdvethetévé valik az ionaramok mérésével a C-tipusu
inaktivaci6 kifejlédése soran. Az RCF (visszatért aram aranya) értékének modell szerinti elérejelzése a szovegben
talalhat6, mig az I, I, és I3 paraméterek definicidja az A panelben szerepel.
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4.7 Az aktivacios kapu nyitdsa megfigyelhetd a Shaker-IR T449A/V474C
ioncsatorndban negativ membranpotencialok mellett

Harom kiilonb6z6 kontroll kisérletben vizsgaltuk, hogy az el6zd fejezetben bemutatott
harompulzusos protokollunk képes-e specifikusan az aktivacios kapu nyitasat jelezni. Az elsd
kisérlet soran a Py és P, kozott 20 s-ig —120 mV-os tartofesziiltség mellett Cd** hidnydban az I,
nem csokkent az I1-hez képest (17A abra). Inaktivacié nem volt megfigyelhetd (IF ~0) és ezzel
0sszhangban az RCF értéke 1-hez kozelinek adddott (17D, E abrak csikozott oszlopok). Ebbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a harompulzusos protokollban —120 mV mellett elkeriiltiik az
egyensulyi inaktivacio kialakulasat (I>=I1), a pulzusok iddtartama és az azok kozott eltelt ido
elegendd ahhoz, hogy az I; és I3 azonos legyen, amikor nincs inaktivacid (RCF~1, 17E). A
masodik kontroll mérés soran P; és P> kozott —120 mV-os tartofesziiltségen a csatornak
intracelluldris felszinét 200 uM Cd*" tartalmu oldattal perfundaltuk. Mivel ekkor nem csékkent
sem az I (azaz IF~0, 17B, D abrak), sem az I3 (RCF~1, 17B, E abrak), arra kovetkeztettiink,
hogy egyrészt a Cd*" expozicionak nincs aspecifikus hatdsa, ha az aktivacios kapu nem nyilik
ki (17B abra), masrészt a Cd*" perfizio megfeleléen kontrollalt, ezaltal a protokoll soran a
Cd*" applikacié kezdete és vége optimdlis ahhoz, hogy a nyitott csatornak elkeriiljék a Cd**
expoziciodt, amikor zarnak (a Py végén), illetve amikor a zart csatornak nyilnak (a P» alatt). A
harmadik kontroll kisérlet azt mutatja, hogy Cd** hidnydban a Py és P> kozott a —90 mV-os
tartofesziiltség altal inaktivalddott Gsszes csatorna (17D abra, iires oszlopok, IF szignifikans
novekedése, p<0,05) visszatér az inaktivaciobol (17C abra, valamint 17E abra, {ires oszlopok,

RCF~1).
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17. abra A harompulzusos protokoll, kontroll mérések

A kontroll mérések elvégzéséhez harom kiilonb6zd kisérleti helyzetet vizsgaltunk T449A/V474C Shaker-IR
csatornakat kifejez6 HEK-293 sejtekben inside-out patch konfiguracioban. Az A, B és C paneleken a reprezentativ
aramgorbék a harom +50 mV-ra torténd depolarizacios pulzus (Pi, P, és P3) altal kivaltott &ramokat mutatjak —120
mV-os tartofesziiltségrdl indulva. Az A panelen a Py és P, kozott —120 mV-on Cd>" hidnyaban, a B panelen —120
mV-on 200 pM Cd?" jelenlétében, a C panelen —90 mV-on Cd>" hianyaban tartottuk az inside-out patch-eket. A
protokollok tobbi része mindharom esetben azonos volt. A szaggatott referencia vonalak az I; értékét jelzik. (D)
Az egyes oszlopok az inaktivalodott csatorndk aranyat mutatjak (IF= 1-1/1) a Py és P, kozotti —120 mV-os
tartofesziiltségen (csikozott oszlop), —120 mV-on 200 pM Cd?" jelenlétében (tele oszlop) és —90 mV-on Cd?*
hianyaban (iires oszlop). (E) Az oszlopok az inaktivaciobol visszatért aram aranyat (RCF=(13—1)/(1,—1»)) mutatjak
a Py és P, kozotti —120 mV-os tartofesziiltségen (csikozott oszlop), a Py és P, kozotti —120 mV-os tartdfesziiltségen
200 uM Cd?* jelenlétében (tele oszlop) és a Py és P, kdzotti —90 mV-os tartofesziiltségen Cd?>" hidnyédban (iires
oszlop). Az abran az adatok atlagat = SEM (n=5) abrazoltuk. A kontrollhoz (-120 mV Cd?*" nélkiil) viszonyitott
eltéréseket szignifikansnak tekintettiik (*), amennyiben p<0,05.

Az RCF kiilonb6z6 negativ tartdfesziiltségtol valod fiiggésének vizsgalatahoz —90, —80
vagy —70 mV-os tartéfesziiltségeket alkalmaztunk a P; és P> kozott 20 uM vagy 200 uM
intracellularis Cd** jelenlétében. A 18A abran 20 pM Cd** és —90 mV tartofesziiltség esetén
elvégzett kisérlet soran mért reprezentativ aramgorbék lathatok. Jollehet makroszkopos dram
nem mérhetd —90 mV-on (15A, B abrak), kismértékli egyensulyi inaktivacid megjelenik (IF,
17D abra, iires oszlop). —80 és —70 mV tesztpotencialokon teljessejt-aram mar mérhetd (15A
betét abra) €s ezzel parhuzamosan az inaktivacio egyre prominensebbé valik (15D abra). Ennek
megfelelden, ahogy azt a 18B abra mutatja, az IF értéke szignifikdns mértékben ndtt —90 mV-
os tartofesziiltségen 200 pM Cd?* alkalmazisa esetén, valamint —80 és —70 mV-os

tartofesziiltségek mellett mind 20, mind 200 Cd?>" jelenlétében az ugyanazon

74



membranpotencidlokon mért Cd*" mentes koriilményekhez képest. A 18C abran bemutatott
adatok azt mutatjdk, hogy az RCF adott tartofesziiltség mellett szignifikdns mértékben
csdkkent, ha Cd** volt jelen a Py és P, kozotti tartofesziiltség alatt dsszevetve a Cd*>* mentes
mérések soran kapott adatokkal (18C abra). Ez azt mutatja, hogy az aktivacios kapu nyitasa a
—-90 és —70 mV kozétti potencialtartomanyban megtorténik. Ennek megfeleléen a Cd** —90
mV-on modositja a 474-es pozicidban levd ciszteint makroszkoposan megfigyelhetd aram
hianyéban is (15A betét dbra). Az RCF szignifikinsan csokkent 20 pM és 200 pM Cd**
jelenlétében (18C 4abra, csikozott és tele oszlopok) minden tartofesziiltségen. Cd>* hianyaban

az RCF értékei gyakorlatilag megegyeznek minden tartofesziiltség esetén (18C abra, {ires

oszlopok).
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18. abra Az inaktivalodott aram aranyanak (IF) és a visszatért aram aranyanak (RCF) meghatarozasa
intracellularisan alkalmazott Cd** segitségével

(A) A T449A/V474C csatornakat kifejezd inside-out patch-et 20 uM Cd?** jelenlétében tartottuk a Py és P> kdzott
—90 mV-os tartofesziiltség mellett (panel felsd része, a kisérleti stratégia bemutatasat l1asd a 16. abran). A P3 el6tt
a tartofesziiltség —120 mV volt. Az “x” szimbolum a 30 ms hosszusagi —120 mV-os pulzust jeloli. Az abran a
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szaggatott referenciavonalak az I;, I, és I3 értékeit jelolik. (B) Minden pulzus esetén a csticsaramok értékeibdl
kiszdmoltuk az inaktivalodott dram aranyat (IF= 1— (Io/ 1)) a jelolt tartofesziiltségek esetén elészor Cd>* hidnyaban
(iires oszlopok), majd 20 uM (csikozott oszlopok), illetve 200 puM Cd** (tele oszlopok) jelenlétében. (C)
Meghataroztuk a visszatért &ram aranyat (RCF= (I;—1,)/ (I1—L)) a P; és P, kozott alkalmazott —90, —80, vagy —70
mV-os tartofesziiltségek esetén Cd** expozicid hianyaban (iires oszlopok), illetve 20 uM (csikozott oszlopok) vagy
200 uM Cd?* (tele oszlopok) jelenlétében. Az abran az adatok atlagat + SEM (n=5) &brazoltuk. A kontrollhoz (az
adott tartofesziiltség mellet a 0 uM Cd**-ot tartalmazé adatok) viszonyitott eltéréseket szignifikansnak tekintettiik
(*), amennyiben p<0,05.

Ezt kdvetden azt mutattuk meg, hogy hasonl6 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 tartalmaz6 oldatot dramoltattunk az inside-out
patch-ekre (19. abra). A kisérletes protokoll ezekben az estekben (19A, B abrak) egy 5 ms
hosszusagu +50 mV-os depolarizacioval kezd6dott, ami alapjan egy I1 amplitadéval rendelkezd
csucsaramot hatdroztunk meg, majd ezt kdvetden —120 mV-os tartéfesziiltséget alkalmaztunk
60 s-on keresztiil. Ezutan kovetkezett a ciklus egy egysége, amely egyrészt egy 200 ms-os —90
mV-os (vagy —80 mV-o0s) pulzusbdl, illetve egy 800 ms-os —120 mV-os pulzusbdl allt. Ezt
ismételtilk meg n=200 vagy 50, vagy 100 alkalommal. A ciklusok utan egy 60 s-ig tarté —120
mV-os tartofesziiltség kdvetkezett Cd>" hianyaban, végiil a szekvenciat egy 5 ms-os +50 mV-
ra torténd depolarizacié zarta le, ami alapjin meghataroztuk az I-t. A méréseket Cd>"
hianyaban (19A abra) vagy 20 uM intracellularis Cd** jelenlétében (19B 4bra) végeztiik az
4bran jeldlt ciklusszdm mellett. A Cd** altal modositott csatorndk kumuldlt hanyadat az IF = 1-
/11 szerint hataroztuk meg, a korabban leirtakhoz hasonl6éan. Amint azt a 19C ¢és 19D abrak
mutatjak, a 474C kumulalt Cd*" expozicidja altal torténd modositasa id6- és fesziiltségfiiggd.
—-80 mV alkalmazasa mellett a modifikacio jelentésebb mértékii és az IF értéke jobban
ndvekszik, mint —90 mV esetén. A pulzusszekvencia soran a kumulalt Cd** expozicio 100-as

ciklusszdm mellett hasonld, mint 20 uM Cd?* egyszeri 20 s-os alkalmazésa esetén.
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19. dbra A T449A/V474C csatornak Cd?* altali modositasa fiigg a membranpotencial nagysagatol és az
alkalmazas idétartamatél

(A) A kumulalt Cd?" expozici6 hatasdanak mérésére a pulzusszekvencia soran kontroll esetben a ciklus egy egysége
egy 200 ms hosszusagti —90 mV-os és egy 800 ms hosszusagt —120 mV-os pulzust tartalmazott, amelyet n=200
alkalommal ismételtiink. A ciklusok elején és végén 5 ms hosszisagu +50 mV-os pulzust alkalmaztunk, igy a
vizsgalt inside-out patch ciklus el6tti (I1) és ciklus utani (I,) csucsaramait hataroztuk meg. Az elsé +50 mV-os
pulzus utan, valamint a masodik +50 mV-os pulzus elétt 60 s-on keresztiil —120 mV-os tartdfesziiltséget
alkalmaztunk. A szaggatott referenciavonal az I; értékét jeloli. (B) Kumulalt Cd** expozicié esetén a ciklus
felépitése ugyanolyan volt, mint a kontroll esetekben, azzal a kiilonbséggel, hogy 20 uM Cd** volt jelen az
oszloppal jelzett idotartamnak megfeleléen. A ciklus egy egységét szintén n=200-szor ismételtiik. Az abran a
szaggatott referenciavonalak az I; és I, értékeit jelolik. (C) —90 mV mellett (amelyet a ciklus egy egységének 200
ms-0s szegmentuma alatt alkalmaztunk) meghataroztuk az 1-1,/I; értékét kiilonbozd ciklusszam mellett Cd?*
hidnyéban (iires oszlop, ciklusszdm n=50), illetve 20 pM Cd** jelenlétében n=50 (bal oldali csikozott oszlop),
n=100 (jobb oldali csikozott oszlop), n=200 (tele oszlop) ciklusszam mellett. (D) A C-ben ismertetett méréseket
elvégeztiik ugy, hogy a ciklus 200 ms-os szegmenseiben a tartofesziiltség —80 mV volt. Az abran n=3-7 fliggetlen
mérés atlagait = SEM tiintettiik fel. A kontrollhoz viszonyitott eltéréseket szignifikdnsnak tekintettiik (*),
amennyiben p<0,05. A (**) jelolés azokat a mintdkat jelzi, amelyek a kontroll mellett minden egyéb mintatol
szignifikans mértékben kiilonboztek (p<0,05).

Eredményeink Osszességében azt mutatjak, hogy azokon a tartofesziiltségeken, ahol
jelentés mértékli egyensulyi inaktivacié megy végbe (-90, -80, —-70 mV), az aktivacios kapu
megfigyelheté aram hianyaban is kinyilik. Ez a megfigyelés arra utal, hogy negativ

membranpotenciadlok mellett a csatorndk a C—O—OI utvonalon keriilnek CI allapotba, nem
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pedig a sokak 4ltal javasolt kdzvetlen C—CI atmeneten keresztiil 2203 (tovabbi magyarazat a

Diszkusszo6 5.10-es fejezetében).

4.8 A nyitott allapotban rogzitett aktivacios kapu megakadalyozza a Shaker-IR
T449A/V476C csatornak C-tipusu inaktivacidbol torténd visszatérését

A fenti kisérletek eredményei arra utalnak, hogy negativ tartofesziiltségek esetén az
inaktivacié bekovetkezéséhez fontos az aktivacios kapu nyitdsa. A csatorndk inaktivacidbol
valo visszatérésének képessége szintén fligghet az aktivacids kapu konformacioés allapotatol,
mozgésatol. Az aktivacids kapu nyitott allapotban torténd rogzitése ezaltal alkalmas modszer
az inaktivaciobol valo visszatérést meghatarozé tényezok vizsgalatara.

Korabbi megfigyelések alapjan a Shaker-IR 476C mutans csatorna aktivacids kapuja
nyitott allapotban rdgzithetd az intracellularis oldal feldl alkalmazott Cd** segitségével .
Ennek hatterében az egyik alegység 476C ¢és egy szomszédos alegység nativ H486 aminosavai
kozott kialakuld Cd?*-hid 4ll, 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 karakterizacid
soran a 474C mutanssal megegyez0 protokollokat, illetve azonos kiértékelési modszert

hasznaltunk (20. abra).
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20. abra T449A/V476C Shaker-IR csatorna biofizikai karakterizacija

patch-eket —120 mV-on tartottuk, majd —100 és +70 mV kozotti tesztpotencidlokra depolarizaltuk 10 mV-os
1épéskozokkel 60 s-onként. A depolarizalé pulzusok idétartama 100 ms volt (mint a kordbban leirt protokoll
esetén). Az A panelen egy, a mérések soran nyert reprezentativ aramgorbe lathatd. (B) A G-V adatpontokat a G=
Ipea/(V—Eckv) képlet alapjan hataroztuk meg, ahol I eak az adott V tesztpotencidl esetén nyert csticsaram nagysaga,
Eev pedig a K* egyensulyi potencialja. A szamitott G értékeket a maximalis konduktancia értékére normaltuk
(Gnom) €s a tesztpotencial fliiggvényében abrazoltuk. Az adatok kiértékelése soran a Boltzmann-fiiggvényt n=>5
patch Grorm-V adatparjaira illesztettiik (3.6.3.1 egyenlet). A sejtenként illesztett paraméterek atlagolasabol V=
-38,8 2,1 mV, valamint k = 15,3 + 1,8 mV értékeket kaptunk (n=>5, atlag = SEM). Az dbran n=5 sejt adataibol
nyert Gnom-V értékek atlagait abrazoltuk a tesztpotencialok fiiggvényében (+ SEM), a folytonos vonal a legjobban
illeszkedé Boltzmann-fiiggvényt mutatja. (C) Az aktivacios iddallandd (tar) meghatarozasahoz —120 mV-os
tartofesziiltségrol indulva 5 ms hosszasagt +50 mV-os depolarizal6 pulzusokat alkalmaztunk. Az aramgdrbéket a
Hodgkin-Huxley n*-modell alapjan illesztettiik (3.6.3.3 egyenlet), az aktivacids kinetika jellemzésére a Tac
értékeket hasznaltuk. A +50 mV-on kapott aram inaktivacios idéallanddjanak (Tinact) meghatarozasahoz a 2000 ms
hosszisagu depolarizalé pulzus altal kivaltott aram csokkend fazisara egy exponencidlis tagot tartalmazé
figgvényt illesztettiink (3.6.3.2 egyenlet). (D) Az egyensulyi inaktivacid fesziiltségfliggésének leirasara az eredeti
—120 mV-os tartofesziiltségrdl indulva a pulzus el6tti potencialt —110 és —50 mV kozotti értékekre allitottuk be
(AV =5 mV) 3 s-on keresztiil, majd egy 5 ms hosszsidgiu +50 mV-os teszt pulzust alkalmaztunk a K* aramok
kivaltasara (1asd protokollt a panel fels6 részén). A nem inaktivalodé csatornak hanyadat minden fesziiltség esetén
az I/1-120 képlettel szamitottuk, amelyben I a pulzus el6tti potencialrél 5 ms hosszasagi +50 mV-os depolarizacio
altal kivaltott csiicsaram nagysaga, mig I-120 a —120 mV-os tartofesziiltségrol az azonos depolarizacio altal kivaltott
csicsaram nagysaga. Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfliggését jellemz6 adatokhoz a Boltzmann-fiiggvényt
illesztettiik. A sejtenként illesztett paraméterek atlagolasabol nyert paraméterek Vip,= —79,1 £ 0,7 mV-nak,
valamint k =-8,0 £ 0,6 mV-nak adddtak (n=5, atlag £ SEM). Az dbra n=5 sejt adataibol a kiillonb6z6 pulzus elbtti
tartofesziiltségek mellett nyert I/1-129 atlagértékeket (+ SEM) abrazoltuk, a folytonos vonal a legjobban illeszkedd
Boltzmann-fiiggvényt mutatja. (E) Az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikdjanak méréséhez 200 ms hosszisagu
+50 mV-os pulzusparokat alkalmaztunk —120 mV-os tartofesziiltségrél kiindulva (lasd protokollt a panel felsd
részén). A két impulzus kozotti id6t (ipi) 0,5 s és 60 s kozott valtoztattuk, a masodik pulzus altal kivaltott aram
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amplitudéja (I2) jelentésen fliggott az ipi-tél. Az ipi=0,5 s (piros), illetve ipi=60 s (z61d) mellett nyert aramgdrbéket
emeltiik ki az abran. (F) A visszatérési hanyadot az (I>—Iss1)/(Ii—Iss1) képlet alapjan szamitottuk, ahol I, és I; rendre
a masodik és elsé pulzus soran kivaltott csticsaramok nagysdga, mig Issi az elsd depolarizdcié végén meért
egyensulyi dram nagysaga. A szamitott visszatérd aramhanyad értékeit n=5 sejt adataibol atlagoltuk (+ SEM)
minden ipi esetén és az ipi fliggvényében abrazoltuk. Az inaktivaciobodl valo visszatérés idéallandojanak (Trec)
meghatdrozasahoz az adatpontokra egykomponenst, els6fokq, telitésbe futd exponencialisan emelkedd fiiggvényt
illesztettlink (3.6.3.5 egyenlet). A Trc = 4,6 £ 0,6 s-nak adodott (n=3).

A biofizikai karakterizacid soran kapott eredmények alapjan megterveztiik azt a kisérleti
protokollt, amivel késdbb az aktivacios kapu nyitott allapotban torténd rogzitésének hatasat
vizsgaltuk a csatorndk inaktivaciobol valo visszatérésére. A protokollt elészor kontroll
koriilmények kozott teszteltiik. T449A/V476C csatornakban az inaktivaciobol vald visszatérés
mértékét —120 mV tartdfesziiltségrol induld, 2 s hosszisdga, +50 mV-os, egymas utan
1smétlodo depolarizald impulzusok altal kivaltott aramok amplitidojanak mérésével hataroztuk
meg. A pulzusok kozo6tti iddintervallum (ipi) 60 s volt (21A abra). Az aramokat normaltuk az
elsd pulzus altal kivaltott csucsaramra és az elsd depolarizald pulzus kezdetétdl szamitott 1d6
fiiggvényében 4brazoltuk (21B abra). Cd*" hidnyaban az ismételt depolarizaciok altal kivaltott
aramok amplitiddja hasonl6 volt T449A/V476C csatorndk esetén, igy az altalunk hasznalt ipi
hossza kontroll koriilmények kozott elégséges az aram inaktivaciobol torténd teljes
visszatéréséhez.

A 21C ¢és 21D abrakon bemutatott masodik kontroll kisérlet alapjan 476C hianyaban
az intracellularisan alkalmazott Cd** nem okoz csdkkenést a csucsaram nagysagaban, nem okoz
pérusblokkot. A mérések soran a pulzusprotokoll ugyanolyan volt, mint a 21A dbran
ismertetett esetben, kivéve, hogy a patch citoszolikus felszinére (inside-out konfiguracié) 20
uM Cd?**-ot tartalmazé oldatot aramoltattunk 1 s-on keresztiil. A 21C 4bran jol lathato, hogy
az 4ram inaktivacioja teljes a Cd*" perfuzié kezdetén, a depolarizalt membran miatt viszont az
aktivacios kapu nyitva van, ezért a Cd*' alkalmazidsa az OI kapuzasi dllapotban 1év6
csatornakon torténik (2. abra). A T449A/V476C csatornakban azonos csucsaramokat
tapasztaltunk még hosszu (akdr 8 s-ig terjedd) kumulalt Cd*" expozicié mellett is (21D dbra),

ami arra utal, hogy a Cd*" nem befolyasolja az aramok nagysagat 476C hidnyaban.
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21. abra Kontroll mérések az OI—O atmenet vizsgalatiahoz

(A) Az abran bemutatott, egymasra vetitett aramgdrbék méréséhez egy T449A/V476C Shaker-IR csatornakat
kifejez6 HEK-293 sejtbdl huzott inside-out patch-et —120 mV-os tartofesziiltségrél ismétlddéen depolarizaltunk
+50 mV-ra 2 s-on keresztiil a panel fels6 részén bemutatott pulzusprotokoll szerint. A pulzusok kozti 1d6 (ipi) 60
s volt. (B) Minden pulzus esetén meghataroztuk a csucsaram nagysagat és normaltuk az elsé pulzus csucsaramara,
majd az igy kapott értékeket adbrazoltuk az elsé depolarizald pulzus kezdetétdl eltelt id6 fliggvényében. (C)
T449A/V476 (cisztein mutacio nélkiili) csatorna esetén szintén az A panelen bemutatott protokollt hasznaltuk,
annyi eltéréssel, hogy intracellularisan 20 uM Cd**-ot tartalmazo oldatot alkalmaztunk inside-out patch
konfiguracidban. A Cd?" applikacid kezdetét (1 s-mal a +50 mV-os depolarizacié utin a csatorndk teljesen
inaktivalt allapotdban) és id6tartamat (1 s) az abran a vizszintes oszlop jelzi. (D) Minden pulzus esetén
meghataroztuk a csucsaram nagysagat és normaltuk az elsé pulzus csucsaramara és az igy kapott értékeket
dbréazoltuk a kumulalt Cd*" expozicids id6 fliggvényében. Az 4bran feltiintetett hibasavok a SEM értékét jelzik,
n=5.

A C-tipust inaktivaciobol valod visszatérésnek az aktivacids kapu allapotatdl vald
fliggésének meghatarozasara a T449A/V476C Shaker-IR csatornak aktivacios kapujat nyitott
allapotban rogzitettiik 20 uM Cd?**-ot tartalmazo oldat intracellularis alkalmazasa segitségével
(22A, B abrak). El6szor megismételtiik a 21C abran bemutatott kontroll kisérletet, ezuttal a

T449A/V476C Shaker-IR csatornan. A Cd*" expozicio a 2 s hosszisagn depolarizald pulzus
utols6 1000 ms-a alatt tortént (22A abra). A T449A/V476C konstrukt teljes mértékben
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inaktivalodik a Cd*" kezelés kezdetére (20D és 22A abrak, ti = 136 ms, a Cd*" alkalmazasa az
inaktivacids idéallando tobb, mint 7-szeresének megfeleld id6 elteltét kdvetden torténik). A
fennmarado id6tartam alatt a patch-et standard intracellularis oldattal perfundaltuk. A kezelés
a csucsaram teljes eltiinését eredményezte mar egy impulzust kdvetden, azaz a Cd?" 4ltal nyitott
allapotban rogzitett aktivacios kapuval rendelkezd csatornak nem képesek az inaktivaciobol
valé visszatérésre (n=>5). Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy a csatorndk a Cd*" kezelés hatdsara
az Ol éllapotban rogziiltek, igy vezetoképtelenek maradtak még a 60 s idétartamt —120 mV-os
tartofesziiltséget kovetden is, ami a kontroll koriilmények kozott elegenddek bizonyult az
inaktivaciobol torténd visszatéréshez. Az daram csokkenése irreverzibilis volt. Az
aramcsoOkkenés kinetikajat az OI allapott csatornak rovidebb, egymas utan ismétlodé 200 ms-
csucsaramok kvantalt és szignifikdns mértékli csokkenését eredményezte (22C abra). Az
aramcsokkenés mértéke a kumulalt modifikacids id6 fliggvényében exponencialis csokkenést
mutatott, amely a 476C pozicidban elhelyezkedé cisztein aminosav és a Cd** kozotti specifikus

kolcsonhatas jelenlétére utalt.
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22. dbra Az inaktivaciébol valé visszatérés mértékének meghatarozasa Cd*' révén nyitott allapotban
rogzitett aktivacios kapuval rendelkezé T449A/V476C Shaker-IR csatornakban

A-B: Az abran bemutatott, egymasra vetitett aramgorbék mérésé¢hez egy T449A/V476C Shaker-IR csatornakat
kifejez6 HEK-293 sejtbdl huzott inside-out patch-et ismétlédden depolarizaltunk +50 mV-ra 2 s-on keresztiil a
—120 mV-os tartéfesziiltségrol indulva a panel felsé részén bemutatott pulzusprotokoll szerint. Az ipi 60 s volt. A
vizszintes oszlopok jelzik. (A) Az 1000 ms hosszisagn 20 pM Cd**-os perfiizi6 1000 ms-mal a depolarizald
pulzusok kezdete utan indult. A fennmaradé idében, valamint a pulzusok kdzotti tartofesziiltség tartama alatt Cd>*
mentes intracellularis oldattal perfundaltuk a patch-et. Az A panelen a szdmok az els6é és a masodik aramgorbét
jelzik. (B) A 200 ms hosszusagi 20 uM Cd?*-ot tartalmazé oldattal torténd perfiizié 1800 ms-mal a depolarizald
pulzusok kezdete utan indult. A fennmarad6 id8ben, valamint a pulzusok kozotti tartofesziiltség tartama alatt Cd?*
mentes intracelluldris oldattal perfundaltuk a patch-et. A B panelen a szamok az els6 és az utolso aramgorbét jelzik.
(C) A mérések kiértékelése soran meghataroztuk a csucsaramok nagysagat és normaltuk az elsé pulzus alatt nyert
csticsaramra (amely még Cd*" mentes kdrnyezetben lett meghatérozva), majd az igy kapott értékeket a 20 uM Cd?*
kumulalt expozicios idejének fliggvényében abrazoltuk. A folytonos vonal az atlagolt adatpontokra legjobban
illeszked6 exponencialis fliggvényt mutatja. Az abrak az n=>5 kisérlet soran nyert adatok atlagat + SEM mutatjak.
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Annak igazolasara, hogy az altalunk hasznalt inaktivalodé 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 deprotonalt allapotat H486 nélkiilozhetetlen a 476C
aminosavval Cd?" segitségével alkotott fémhid kialakuldsdhoz *>'8’. Ennek vizsgalatahoz +50
mV-os depolarizadld pulzusokat alkalmaztunk 15 s-onként —120 mV-os tartdfesziiltségrol
indulva. A Cd*" applikéaciéja minden pulzus elétt 200 ms-mal kezd8dott és a depolarizacio
befejezésével egyiddben végzddott. A Cd*"-ot tartalmazé intracellularis oldat pH-jat 7,36-ra
(23A abra) vagy 5,3-ra (23B abra) allitottuk. Az aktivacios kapu nyitott allapotban torténd
rogzitését 7,36-os pH-n (23A abra) a farokdramok 23B panelhez képest megndvekedett relativ
amplitdddja jelzi, ami ezt kovetden az inaktivaciobdl fakadoan lassan csokkenni kezd. A
mérések sordn a +50 mV-os pulzusok 4altal kivéltott csticsaramok pulzusrdl pulzusra
bekovetkezo folyamatos csokkenése azt mutatja, hogy a nyitott allapotban rogzitett €s inaktivalt
csatornak nem térnek vissza az inaktivaciobol (23A abra). A nyitott allapotban rogzitett
megfigyelthez hasonl6 farokdrammal rendelkezd aramfenotipust mar korabban leirtdk V476C
mutaciot hordozd Shaker esetén 2135187 Ezzel ellentétben 5,3-as pH-n, ahol a fémhid
kialakulasa gatolt, a +50 mV-os pulzusok altal kivaltott csucsaramok amplitiidoja nem valtozik
az ismételt depolarizacidk alatt (23B 4bra). A normalt csicsaramok nagysaga csokken a Cd>"
kumulalt applikacidja soran 7,36-os pH-n (fekete korok), ezzel szemben 5,3-as pH jelenlétében

(fekete haromszdgek) a csucsaramok nagysaga alland6 marad (23C abra) (n=4-5).
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23. abra Az alacsony pH megakadalyozza a fémhid képzdédését a Cd** alkalmazasa soran

A-B: T449A/V476C csatornakat kifejez6 inside-out patch-eket —120 mV-os tartofesziiltségrél ismétlédden
depolarizaltunk +50 mV-ra 15 s-onként 20 pM Cd?* jelenlétében 7,36-0s (A) és 5,3-as pH-n (B). A Cd*"-ot 200
ms-on keresztiil intracellularisan alkalmaztuk a csatorndk nyitasa el6tt és a +50 mV-os depolarizacio alatt. A
pulzusprotokollokat a megfeleld pulzusok kozotti intervallumok mellett harom-négy alkalommal futtattuk le Cd?*
hianyaban a csticsaramok stabilitdsanak igazolasa céljabol (be nem mutatott adatok). (C) Minden pulzus esetén a
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csicsaramok nagysagat normaltuk az els§ pulzus soran kapott csicsaramra és a kumulalt modifikacios id6
fliggvényében abrazoltuk. A kiilonb6z6 szimbolumok altal jelzett eredményeket 7,36-0s (fekete kdrok) és 5,3-as
pH-n (fekete haromszogek) kaptuk. A feltiintetett hibak a n=4-5 kisérlet adataibol szamitott SEM értékeket
mutatjak.
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5. Diszkusszid

5.1 A szterolok nem a VSD-n keresztiil fejtik ki hatasukat Kv ioncsatornakban

A dolgozatban bemutatott kisérleteink els6 csoportja soran azt kivantuk meghatdrozni,
hogy a koleszterin a Ky csatornak melyik funkcionalis doménjén fejti ki a csatornak kapuzasara
gyakorolt mar korabban leirt hatasait. E célbol két kiilonbozé VSD-PD csatolasi
mechanizmussal rendelkezé Ky csatornat expresszaltattunk afrikai karmosbéka oocitak
membranjaban, amelyek koleszterin, illetve 7DHC tartalmat a szterolok MBCD-vel alkotott
komplexeivel noveltiik. A két funkcionalis domén fesziiltségfiiggd egyensulyi és kinetikai
paramétereit egymastol fliggetlen moddon kovettik nyomon voltage-clamp fluorimetria
segitségével egyszerre vizsgalva az ionaramokat ¢és fluoreszcens jeleket. Hasonld hatasokat
figyeltiink meg Kv1.3 és Kv10.1 csatorndkon a szterol kezelések eredményeként, a két esetben
tapasztalt kis kiilonbségeket a csatornék kiilonbdzd kapuzéasi mechanizmusai okozhattak.

Kisérleteink arra utalnak, hogy a szterolok modulalé hatadsanak elsddleges kozvetlen
célpontja a porusdomén vagy a domének kozotti csatolasi apparatus, és nem a VSD
atmeneteinek szterolok altal indukalt valtozasai tevédnek at a porusra. Ezt tobb megfigyelésiink
is aldtdmasztotta:

i) A szterol toltések hatdsara a poérus nyitdsanak fesziiltségfiiggése eltolodott a VSD
aktivacidjanak valtozasa nélkiil, amely a pérusnyitas energetikdjaban bekdvetkezd valtozasra
utal (7. és 10. abrak). Ez a megfigyelés magaban foglalja a két funkcionalis domén kozotti
csatolas esetleges megvaltozasat is, hiszen a Gnom-V €s Fnom-V gorbék nem egymassal
parhuzamosan valtoztak. A Kv csatornak kristalyszerkezetei ¢s MD szimulacios vizsgélatai is
alatdmasztjak megfigyeléseinket, amelyeken jol latszik, hogy a VSD-k a membranba
beagyazottan helyezkednek el, mig az S4 hélixek a lipidektdl elzarva talalhatok 2°*. Bar Kv1.3
esetén az From-V gorbék kozéppontja nem tolodott el, a gorbék meredeksége kis mértékben
csokkent koleszterin kezelések hatasara, ugyanakkor 7DHC esetén a hatds nem volt
szignifikans (7B abra). Ez azt mutatta, hogy a VSD nyugalmi és aktivalt allapotainak energiaja
kozotti kiilonbség nem valtozott, viszont a latszolagos kapuzasi toltés (gating charge)
lecsokkent koleszterin toltés hatdsara. Ennek hatterében valosziniileg a membran elektromos
térerdsségprofiljanak koleszterin hatasara torténd megvaltozéasa allhat, ismert ugyanis, hogy a
membran dipdlpotencidljanak nagysaga fiigg a membran koleszterin tartalmatol '?2. MD
szamitasok megerositették, hogy a lipidosszetétel megvaltozdsa atalakithatja a csatornat

koriilvevd elektromos térerdsség eloszlasat és észlelhetd mértékben modosithatja a kapuzasi
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toltést (gating charge-ot) 2°*. Hasonlo meredekségvaltozast Kv10.1 esetén nem figyeltiink meg
(10B abra), a kontroll és kezelt sejtek From-V gorbéi ennél a csatornénal teljes mértékben
atfedtek. A két csatorna kozotti kiilonbséget magyarazhatja az a Kyl10.1 krio-
elektronmikroszkopos szerkezetének elemzésén alapuld megfigyelés, mely szerint Kv10.1-ben
az S4 egy 310 hélix csavarulattal a membran citoplazma felé¢ néz6 oldala felé van eltolva a

t 17. Az utobbi csatorna szerkezete a Kv1.3-hoz

Kv1.2-2.1 kiméra csatorna S4 hélixéhez képes
hasonlit. Ez azt jelenti, hogy a két csatorna VSD-je valdsziniileg a membran kiilonbozé
szegmensein halad keresztiil az aktivacio soran €s ezaltal a mozgas alatt eltérd térerdsségprofil
hat rajuk.

Mind a 309C, mind pedig WT Kv1.3 csatorndk esetén a szterolok az egyensulyi
inaktivaciot leird gorbét a Grorm-V gorbénél megfigyeltekkel azonos irdnyban toltak el, bar ezek
az eltolodasok ellentétes polaritdsuak voltak a két konstruktban (6B, C és 9C, D abrak valamint
7B, C, ¢és 10B, C abrak). Kv1.3-ban megfigyelhetd a C-tipusu inaktivacio jelensége, amely a
szelektivitasi szliré atrendez6désével jar és megakadalyozza a K' ionok atjutasat a poruson.
Ahogy azt a dolgozat masodik részében bemutattuk, illetve korabban masok is utaltak ra %, a
két kapu kozti szoros csatolas miatt a C-tipusu inaktivacio csak a porus nyitasa utdin megy végbe
még olyan tartofesziiltségeken is, ahol makroszkopos &ramok nem figyelhetok meg és az egyedi
csatorndk csak nagyon alacsony valdsziniiséggel nyitnak. Igy a nyitasi atmenet
fesziiltségfliggését eltold szterol dusitastol varhatd, hogy az SSI gorbét is ezzel parhuzamosan
tolja el (6. és 8. abrak), ahogy azt kisérleteink soran mi is megfigyeltiik.

ii) Mindkét csatorna esetén a porus nyitasanak kinetikaja lelassult, mig a VSD aktivacios
kinetik4ja nem valtozott jelentdsen a szterolokkal torténd kezelés hatasara (11. abra). Kv1.3-
nal az aram aktivaciojanak idéallandoi szignifikdnsan megndttek az altalunk vizsgalt teljes
fesziiltségtartomanyban (11A abra), mig Kv10.1-ben a novekedés elsésorban +10 mV felett
volt nyilvanvalo (11C 4abra). Utébbi csatornanal csak a VSD aktivacid6 gyengén
fesziiltségfliggd, gyors komponense, amely depolarizalt membranpotencidlok esetén a porus
nyitasdhoz kapcsolodik, lassult a szterol toltések hatasara (11E dbra), a hiperpolarizalt
membranpotencidlok esetén megfigyelhetd {6 fesziiltségfliggd atmenetek viszont fliggetlennek
bizonyultak a szterol toltésektdl. A Kv10.1 VSD-jének kétfazist aktivacidjat mar korabban
leirtak 4, amely sor4n elkiilonithetdk a hiperpolarizalt potencialok esetén megfigyelheté lasst
atmenetek ¢és a nyitott allapot kialakuldsat kozvetleniil megel6z6 gyors atalakulasok.
Eredményeink alapjan a szterol toltések utobbiakat modulaljak az elébbiek modositasa nélkiil
(11D, E abrak). A VSD-mozgas gyors komponensének lassulasa hatterében a porus VSD-re

gyakorolt retrograd irdny hatdsai allhatnak. Kyv10.1 esetén a csatolds eltér a Kyl.3-ban
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leirtakhoz képest, ugyanis elébbiben az S4-S5 linker nem sziikséges a VSD és PD kozotti
kommunikéaciohoz, mivel annak atvagasa vagy teljes delécidja sem akaddlyozza meg a porus
fesziiltségfiiggd nyitasat '°. A Kv10.1-ré] azt feltételezik, hogy a VSD-PD csatolas kdzvetlen
hélix-hélix kolcsonhatasok segitségével megy végbe, igy lehetséges, hogy a PD késleltetett
atrendezddését.

iii) Kv10.1 csatornédkban a szterolok befolyasoltdk a Cole-Moore shiftet, igy amikor a
csatornakat a mélyebb zart allapotok valamelyikébdl nyitottuk ki (erésen hiperpolarizalt
membranpotencialok esetén), az aram aktivacios kinetikajat nem befolyasoltak a szterolok,
amikor azonban a nyitas kozvetlenill a nyitas el6tti zart allapotbol tortént (depolarizaltabb
membranpotencidlok esetén), az aram aktivacios kinetikéja szignifikansan lelassult (12. abra).
Ez Osszeegyeztethetd a Kv10.1 krio-EM szerkezetébdl levezetett feltételezett kapuzasi
mechanizmusaval . A modell szerint a VSD hiperpolarizalt vagy nyugalmi allapotdban az S4
hélix citoszolhoz kozeli vége megloki a C-linkert az S6 elhajlasat okozva, amely a porus
rotacios konstrikcidjat és ezaltal annak zarasat eredményezi (4. abra a Célkitiizésekben).
Depolarizalt vagy aktivalt allapotban az S4 az extracellularis tér irdnyaba mozog, ami
megsziinteti az S6 elhajlasat, lehetévé téve a csatorna nyitasat. Feltételezések szerint nyugalmi
allapotban a PAS domén (4. abra barna gomb) N-termindlis vége kdlcsonhat az S4 hélixszel,
stabilizalva azt, és ez okozza a hiperpolarizalt membranpotencidlok esetén megfigyelheté Cole-
Moore hatéast. Mivel a krio-EM szerkezet alapjan a PAS domén S4 hélixszel vald kolcsonhatasa
valdsziniileg a citoplazmaban és nem a membranban torténik, igy lehetséges, hogy a VSD mély
zart allapotok kozotti atmenetei sordn fellépd konformécios valtozasait nem befolyasolja a
membran Osszetétele. Ezzel szemben kevésbé hiperpolarizalt membran mellett az S4 hélix
fentebb emlitett klcsonhatdsa az S6 hélixszel €s a kdvetkezményesen kialakulo, az S6 hélixnek
a porus konstrikcidjat okozéd elhajlasa, valamint annak a csatorna nyitdsat eredményezo
kiegyenesedése varhatdoan a membranban zajlik, ezaltal befolyasolja azokat a koriilvevd
membranlipid-kdrnyezet.

iii) A szterolok lecsokkentették az aramok amplitadéit mind vad tipusu, mind a cisztein
mutaciot hordozd csatornakban annak ellenére, hogy nem okoztak eltolodast az From-V
gorbékben, illetve ellentétes eldjelli eltolodast eredményeztek a vad tipusu és a cisztein mutans
csatorndk Gnom-V goOrbéiben (9. és 13. abrak). Ezek arra utalnak, hogy az dramcsokkenés a
porusra €s nem a fesziiltséget érzékeld apparatusra gyakorolt hatasbol ered. Nem-egyensulyi
zajanalizis soran kapott eredményeink alapjan a szterolok altal okozott dramredukcidé oka

elsésorban az egyedi csatorna konduktancia csokkenése és nem a nyitdsi valoszinliség
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valtozasa. Az egyedi vezetoképesség valtozasa is arra utal, hogy a szterolok inkébb kozvetlentil

a porusra, mint a VSD-PD kozotti csatolasi apparatusra hatnak.

5.2 A membrénstressz szerepe a szterol hatdsok medialasaban

Jo6l dokumentalt megfigyelés, hogy a membran fesziilése, amit példaul a patch pipetta is
okoz, alapvetden befolydsolja az ioncsatorndk, igy a Ky csatorndk kapuzéasat. Egyszeri
mechanisztikus modell alapjdan a membran fesziilése kedvezd a poérus teriilet / térfogat
expanzidjaval jard nyitdsa soran fellépd konformacidvaltozasok szdmara, igy az a csatorna
aktivacios kinetik4janak gyorsuldsat, fesziltségfiiggésének hiperpolarizacié iranyaba torténd
tolodasat és az aramamplitidd novekedését eredményezi. Régota ismert, hogy a koleszterin

megndveli a laterélis stressz nagysagat a lipid membranokban !'3

, ami nagyban hozzajarulhat a
membranba 4agyazott fehérjékre gyakorolt hatasaihoz. A fesziiléssel ellentétben a
megnovekedett lateralis stressz varhatdan inkébb a csatorna zart allapota szdmara kedvezo, igy
lassithatja a nyitasi kinetikat és csokkentheti a konduktanciat 2°°. Ezekkel a megfigyelésekkel
Osszhangban a legtobb irodalmi adat szerint a koleszterin mennyiségének novekedése altalaban
lecsokkenti a csatorndk aktivitasat, valdszinilileg a csatorna Osszenyomdsa és az annularis
rétegben megnovekedett viszkozitds révén. Ilyen egyszerti modell azonban nem képes
megmagyarazni a fesziiltségfliggésben és a kapuzasi kinetikaban bekdvetkezd egymassal nem
korrelalo valtozasokat. Példaul mindkét szterol minden csatorna konstrukt esetén (WT ¢és
cisztein mutansok) konzisztens médon az dram aktivacids kinetikdjanak lassuldsat okozta (6D,
9B, 11A, 11C abrak), mig a szterolokkal torténd toltések eredményeképp 1étrejott Gnorm-V
eltolodasok ellentétes eldjeliick voltak a vad tipusu és a cisztein mutans konstruktokban (6B,
6C, 7B, 7C, 9D, 9E, 10B, 10C abrak). Ezek alapjan egy egyszerli elére iranya (C--C—O)
atmenet koleszterin kezelés hatdsara bekovetkezd lassuldsa nem magyardzza az Gsszes

megfigyelt hatas kialakulasdnak mechanizmusat.

5.3 Lipidtutajbeli lokalizacio valtozasa szterol toltések hatasara

A sejtmembran szterolokkal vald toltése kiillonb6z6 csatornakra eltérd hatast gyakorol,
aminek hatterében a csatornék és szterolok membranbeli eloszlasanak kiillonbségei is allhatnak.
Tobb csatornarol, igy a Kv1.3-r6l és a Kv10.1-rdl is kimutattdk, hogy preferencialisan a
szfingolipidekben és koleszterinben gazdag lipidtutajokban helyezkedik el 33141197 ‘mig mas

csatornak ezen mikrodoméneken kiviil talalhatoak '¥2. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban
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preferencidlis lipidtutajbeli lokalizacidt jelentd erdteljesen pozitiv Pearson-egylitthatokat
kaptunk mindkét csatorna vizsgalata soran, amelyek nagysdga tovabb novekedett a membran
mindkét szterollal valo toltése utan (14. abra és 2. tablazat). A jelenséget bizonyitottuk Kv1.3
esetén a sokkal jobb felbontast biztosit6 STED mikroszkopia alkalmazésaval is, igy a
hagyoményos konfokalis mikroszkopidhoz képest joval kisebb feloldhato tavolsagok mellett is
megerdsitettiik a csatorna preferencialis tutajbeli lokalizaciojat és ezen mikrodoménekben valod
tovabbi dusuldsat a szterol kezelések hatasara. NBD-koleszterinnel végzett méréseink azt
mutattdk, hogy az exogén modon bejuttatott koleszterin szintén preferencialisan a
lipidtutajokban akkumulélodik. Pozitiv korrelaciot tapasztaltunk tovabba a Kv1.3 és az NBD-
koleszterin k6zott, a koefficiens nagysaga szignifikdnsan magasabb volt, mint a fluoreszcensen
jelzett koleszterin és a lipidtutaj marker kozott meghatarozott érték. Ez azt sugallja, hogy az
exogén modon bejuttatott koleszterin elsdsorban a Kv1.3 csatorndkat tartalmazé tutajokban
duasul, amely a koleszterin és Kv1.3 molekuldk kozotti kolesonhatésra utalhat.

A csatornak koriili lokalis szterolkornyezetet erételjesen meghatarozza azok lipidtutajok
iranti affinitasa, amely fligghet a szterolok koncentraciojatol. A Kvl1.3 és a Kyv10.1 hasonldéan
reagalt a szterol kezelésekre erdteljes preferenciat mutatva a lipidtutajbeli elhelyezkedés irant.
Figyelembe véve az ismert tényt, hogy a tutajbeli lokalizacid jelentésen modositja az
ioncsatornak funkciojat, eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a szterolok Kv1.3-ra
¢s Kv10.1-re gyakorolt funkcionalis hatdsait legalabbis részben ezen csatorndk megvaltozott

tutaj és nem-tutaj membranmikrodomének k6zotti megoszlasa medialja.

5.4 A szterol toltések altal okozott aramcsokkenés oka

Tobb csatorna esetén leirtdk, hogy a membranfesziilés hatasara novekszik a teljes
sejtben mérhetd iondram nagysaga, amelynek hatterében a csatornak nyitasi valoszintiségének
ndvekedése all az egyedi csatornak konduktancidjanak valtozasa nélkiil 2°2%, A legtdbb
vizsgalt ioncsatorna, igy a Kv csatornak esetén is a koleszterin mennyiségének novekedése az
aram amplitiddjanak csokkenését eredményezi, dsszhangban azzal, hogy a koleszterin noveli
a laterdlis stressz mértékét. Az dram redukcidjanak hatterében azonban nem mindig a stressz
altal okozott csokkent nyitasi valoszintiség all. Az aramcsokkenés oka kiilonb6zd csatornak
esetén eltérd lehet. Kimutattak ugyanis, hogy bizonyos csatorndk esetén a csatornak nyitasi
valosziniiségének 212! az aktiv csatorndk szamdanak 2'> vagy az egyedi csatornak

konduktancigjanak 2%° csokkenése is eredményezhet dramcsokkenést.
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Kisérleteink soran mind a WT, mind a cisztein mutacidét hordozo Ky1.3 és Kv10.1
csatorndkban a szterol toltések hatdsara lecsokkent az aramok amplituddja (9. és 13. abrak) ¢s
lelassult azok aktivacios kinetikdja (6D, 9B, 11A, 11C abrak), fiiggetleniil a Gnorm-V gorbék
eltolodasanak iranyatol. Ez arra utal, hogy a szterol toltések hatdsara nem a nyitasi valosziniiség
valtozik, mivel a nyitott allapotba vezetd dtmenet modositasa esetén a Gnorm-V gorbék is a tobbi
paraméterrel megegyezd iranyban tolodnanak el. Membranfesziilés hatdséra ilyen parhuzamos
eltéréseket irtak le a félaktivacios fesziiltségben, a Gnom-V gorbék meredekségében és a Po
maximalis értékében, amely eltérések egyszerre magyarazhatdéak a nyitdsi atmenet egyediili
médosuldsaval, szemben a szterol toltések esetén altalunk megfigyeltekkel 21°.

BK csatorna esetén ismert, hogy a membranban talalhato koleszterin mennyiségének
novekedésére a nyitasi valdsziniiség és az egyedi konduktancia is egymassal parhuzamosan
lecsokken 2%°. Az egyedi csatornan atfolyd aram csokkenésének hatterében a porus lateralis
stressz hatdsdra bekovetkezd kompresszidjat valosziniisitették, a szelektivitasi sziirére
gyakorolt hatas nélkiil. Mivel sem korabbi irodalmi adatok, sem pedig a mi méréseink nem
utaltak arra, hogy szterol toltés hatdsara megvaltozik a csatorna szelektivitasa, a szelektivitasi
szird valdszintileg intakt marad. Kordbbi szamitasok alapjan az egyedi csatorndk
konduktancidjanak csokkenését a porus szelektivitasi sziirdje €s az intracellularis oldalon
talalhato aktivacios kapu kozotti hidrofil iireg méretcsdkkenése okozhatja 20214215 Az iireg
térfogatcsokkenése miatt lecsokkenhet az athalado ionok aramlasi sebessége/fluxusa, illetve a
megvaltozott alaka porusban a felszinre keriild toltések miatti lokéalis elektromos potencial is
modosulhat, melyek magyarazhatjik a csokkent vezetSképességet. Ujonnan leirt szerkezeti
informaciokon alapuld szamitdsok megerdsitették, hogy az egyedi konduktancia nagyon
érzékeny az iireg atmérdjének kismértékii modosulasaira is 2!6, igy a porus kismértékii stressz

indukalta alakvaltozasa is az egyedi csatornak konduktancidinak csokkenését okozhatja.

5.5 A szterolok 4ltal okozott valtozasok specificitasa, a koleszterin €¢s a 7DHC altal
kifejtett hatasok 0sszehasonlitasa

Kisérletes rendszeriinkben a koleszterin és a 7DHC kezelés nagyon hasonlé modon

valtoztatta az ioncsatorndk funkciojat. Nem talaltunk érdemi kiilonbséget a csatorndk kinetikai

------

mindségében hasonldéan, de kiss¢é nagyobb mértékben modositotta a pdrusnyitas

fesziiltségfliggését és csokkentette az iondramok nagysagat.
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A koleszterin és a 7DHC hatasait 0sszehasonlito korabbi adatok ellentmondasosak,
mivel néhany tanulmdny szerint a két szterol hatdsa megkiilonboztethetetlen egymastol, mig
masok a lipidekkel és fehérjékkel vald kdlesonhatasaikban jelentds kiilonbségeket talaltak. A
T7DHC-r61  példaul leirtdk, hogy szarvasmarha eredeti  lipidekbdl  felépiild
liposzomamembranokban ugyanolyan hatékonysaggal épiil be a tutajokba, mint a koleszterin,
ugyanakkor a 7DHC-ben gazdag tutajok fehérjedsszetétele eltér a koleszteringazdag

mikrodoménekétél 2!,

Koleszterint, illetve 7DHC-t nagy mennyiségben tartalmazo
membranok szervezédése és dinamikaja kozott jelentds kiilonbségeket talaltak 28, mig egy

masik tanulmanyban kiilonboz6 Osszetételli liposzomakban ezen szterolok eltérd hajlamot

.........

crcr

tanulmanyban a membran laterdlis nyomds profilja és elasztikus paraméterei jelentésen
megviltoztak, amikor a koleszterin molekulakat 7DHC-ra cserélték 22!, Szerkezetiik nagyfoku
hasonlosaganak tiikrében varatlanul nagy kvantitativ kiilonbségeket talaltak a két szterol hatasai
kozott, kiilondsen telitett lipidekbdl felépiild bilayerek esetén. Ezen adatok arra utalnak, hogy
a koleszterin és a 7DHC membranok szervezddésére és dinamikdjara gyakorolt hatdsai kozotti
kiilonbség nagysaga erdsen fligg a membran Osszetételétdl, valamint valdszinlileg nagyobb
mértékl szaturalt lipideket tartalmazo kornyezetben. A lipidtutajok telitett lipidekben gazdag
régiok, eredményeink alapjan pedig mindkét csatorna ¢s mindkét lipid preferencidlisan a
tutajokba lokalizalodik. Ez a lipid kornyezet felerdsitheti az indirekt, membran altal medialt
szterol hatasok kiilonbségeit.

Szerotonin 1A receptorral végzett kisérletek a szterolokkal valo specifikusabb
kolcsonhatéasra utaltak, mivel ezen fehérjék ligand kotése lecsokkent, amikor a membranban a
koleszterin molekuldkat 7DHC-ra cserélték, annak ellenére, hogy fluoreszcencia anizotrépia
mérések alapjan a membran ltalanos szerkezete és rendezettsége valtozatlan maradt 22,

A specifikus szterol-csatorna kolcsonhatasok vizsgdlata soran nyert legfrissebb
bizonyitékok alapjan kismértékli szerkezetbeli eltérések nem befolyasoljak a hasonlo szterolok
bekotddését a csatornafehérjéken talalhatdé kotdhelyekre, a funkciondlis hatas kivaltasahoz
ugyanakkor specifikus ligand bekotédésére van sziikség 2. igy amikor a 7DHC mennyisége
megnd, a kotdhelyen helyettesitheti ugyan a koleszterint, de a 7DHC valodsziniileg nem
viselkedik a csatorna funkcidjat befolyasold fiziologias ligandként. Az ebben az esetben
megfigyelt 7DHC hatasok tehat inkabb a koleszterin kotddés hianya miatti funkcionalis

kovetkezményekre vezethetdk vissza.
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kiilonb6zo betegségekben

A szérum szterolszintek patologids allapotokban megfigyelhetd eltérései esetén a
sejtmembran Osszetétele is megvaltozhat, ami befolyasolhatja a membranfehérjék, igy az
ioncsatorndk funkcidjat. A Bevezetés 1.8-as fejezete alapjan is beldthato, hogy mivel mind a
Kv1.3, mind pedig a Kv10.1 szamos fizioldgias és pathologids folyamat szabalyzasdban részt
folyamatok befolydsolasa tekintetében. Munkacsoportunk kordbban kimutatta, hogy
hiperkoleszterinémids (HC) betegek T-sejtjeinek membranjaban a kontrollokhoz képest megnd
a koleszterin mennyisége, de ezen eltérések nem érik el azt a mértéket, ami az in vitro MBCD
komplexekkel valé toltés utin figyelheté meg '°°. A Kvl.3 kapuzasaban csak kismértékii
eltéréseket taladltunk és azokat is inkabb az oxidalt LDL partikulumok altal okozott
lipidtutajokat roncsol6 hatasnak, mint a szérum koleszterin direkt hatasanak tulajdonitottuk.
Mindazonaltal a T-sejtek proliferacios véalasza, amelyben kulcsszerepet jatszik a Ky1.3, eltérd
volt HC betegekben, mivel a spontan aktivacids rata magasabbnak, a CD3/CD28 ttvonalon
torténd aktivacio ugyanakkor gatoltnak mutatkozott.

Munkacsoportunk korabbi kutatasainak eredményei azt mutattak, hogy SLO betegekbdl
szarmazd voOrdsvértestek membranjdban a 7DHC szintje emelkedett, mig a koleszteriné
csokkent, tovabba a 7DHC az altalunk is megfigyelt elektrofiziologiai hatasokat fejtette ki az
SLO-ban szenvedé betegek T-sejtjeiben taldlhato Kv1.3 ioncsatornara . Ennek funkcionalis
kovetkezményeként az SLO-s T-sejtek aktivacidja €s proliferacidja lecsokkent, amely a
CD154+ sejtek aranyanak csokkenésében €s alacsonyabb osztddasi indexben nyilvanult meg.
Ezek a jelenségek hozzdjarulhatnak az SLO-ban jellemzé immundeficiencia kialakuldsahoz
223224 Egy masik tanulmanyban SLO-s betegek bérébdl szarmazd, a sejtmembranban
megnovekedett 7DHC tartalommal bird fibroblasztokban az altalunk tapasztaltakhoz nagyon
hasonl¢ eltéréseket irtak le a nagy konduktanciaja kalcium altal aktivalt KCal.l csatorndkban:
a G-V gorbe eltolodott és az egyedi csatornak konduktancidja lecsdkkent 22°. A csatorna
kiilonboz6 szovetekben megfigyelhetd széleskorli el6forduldsat figyelembe véve a
funkcidjanak SLO-ban megfigyelheté megvaltozasa szerepet jatszhat a betegség tiineteinek
kialakulasaban.

crer

expanziojat figyelték meg, amelynek az onkogén szignalizacids utvonalak felerésdodésében
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lehet szerepe. A tutajok integritdsa kulcsfontossagli a tumorsejtek tulélése és proliferacidja
szempontjabol, mivel azok MBCD-vel torténd roncsolasa potens gatld hatastinak bizonyult
226227 Sokféle tumorsejt fejez ki Kv10.1-et, ami dontden a lipidtutajokban helyezkedik el, és
ismert, hogy a csatorna fontos a sejtproliferacio és a tumorprogresszio szempontjabol '*!. Jelen
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a szterol t6ltés tovabb ndveli a Kv10.1 tutajbeli lokalizacigjat,
amely potencirozhatja az onkogén jelatviteli itvonal hatékonysagat. Bar eredményeink alapjan
a szterolok szintjének novekedése gatolja a Kv10.1 ionaramat, korabbi feltételezések szerint a
csatorna onkogén potencialja annak nonkanonikus funkcidjaval €s nem feltétleniil az

ionkonduktancidjaval fiigghet dssze 228,

5.7 A koleszterin Ky ioncsatornakra gyakorolt hatasmechanizmusanak altalunk
javasolt modellje

Eredményeink azt mutatjak, hogy a membran megnovekedett szterol tartalma nem a
fesziiltségszenzor domén mitkodését befolyasolja, €s valdsziniisithetden nem a két domén kozti
csatolasi apparatusra hat, hanem kozvetleniil a porusdoménen fejti ki a hatdsat. A szterolok altal
a porusra gyakorolt hatdsok hatterében szerintiink fontos tényezd a lateralis stressz mértékének
nem-specifikus megnovekedése, amely hatréltatja a pérusnyitashoz vezetd atrendezddéseket €s
csokkenti a konduktanciat a porus belsd iiregének deforméldsa révén. Emellett a korabban
zart-nyitott atalakulds entalpiajat, azonban a nyitds alatt bekdvetkezé konformaciovaltozas
ezzel parhuzamosan az entropia mértékét is noveli, igy a szabadenergia-valtozas eldjele €s
ezaltal a Gnorm-V gorbe eltolddasanak irdnya is ezen tényezok egymashoz viszonyitott relativ
nagysagatol fiigg. Méréseink soran érdekes megfigyelés volt, hogy vad tipust Kv1.3 és Kv10.1
csatornaknal a szterol toltés a Gnorm-V gorbéket jobbra tolta el, mig a TEVCF kisérletek soran
hasznalt cisztein mutdciot hordozo csatorndk esetén ezzel szemben a szterol toltések balra
torténd eltolodast eredményeztek. Az egyéb hatasok, igy az aramcsokkenés és az aram
aktivacios kinetikajanak lassulédsa tekintetében hasonldan viselkedtek a WT és a ciszteinmutans
csatornak. Ehhez hasonld, ellentétes iranyt G-V eltolodasokat megfigyeltek WT és ILT mutans
Shaker csatornak esetén, amely mutansspecifikusnak, nem pedig artefaktumnak bizonyult, és a
jelenséget a membranfesziilés hatasanak tulajdonitottak 2%, A mi eredményeinkhez hasonléan
az ILT mutans Shaker csatorndban is azt mutattak ki, hogy a VSD-k elmozdulasat kovetéen a
végsd sebességmeghatarozo 1épés az aktivacios kapu nyitasa, és ez a 1épés az, ami a membran

tenzidjara érzékeny. Ennek kovetkeztében a membran stressz csatornafunkciora gyakorolt
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hatdsanak eldrejelzése nem egyértelmii, amely megmagyardzhatja a témaban publikalt
eredmények kozotti gyakori ellentmondasokat. Tovabba a szterolok bizonyos csatornakkal
torténd specifikus kdlcsonhatasai a hatasokat varatlan irdnyba térithetik el. Méréseink alapjan
a direkt hatasok elsddleges hozzajarulasa a szterolok Ky ioncsatorndkra gyakorolt hatdsaihoz
nem valdszinli, mivel mind a koleszterin, mind pedig a 7DHC hasonl6 véltozasokat okozott két
kiilonb6z6 csatolasi mechanizmussal rendelkezé Ky csatorna esetén is. A végsd, koleszterin
altal kifejtett hatdshoz hozzéjarul bizonyos csatornak lipidtutajokban torténd dusuldsara valo
hajlama is, mivel a csatornak lipidtutajbeli lokalizacioja nagyban befolyasolja a csatorndk altal
érzékelt lokalis szterol koncentracid nagysagat.

Osszegezve megfigyeléseinket, Kv csatorndkban a szterolok f6 tamadaspontja a PD,
nem pedig a VSD, tovabba a szterol hatasok tekintetében a dominéns tényezd a lateralis stressz,
ami a szterolok membranbeli szintjének novekedése hatdsara novekszik. A lateralis stressz
hatdsat tovabba valdszintileg specifikusabb, direkt szterol-csatorna kolcsonhatdsok is
modulalhatjak. Igy bar modelliinkben az indirekt koleszterin hatasok Ky csatornékra gyakorolt
szerepét hangsulyozzuk, a globalis hatas tekintetében nem zarhato6 ki a direkt kdlcsonhatasok
szerepe sem, mivel nem mindegyik vizsgalt kapuzasi paraméter esetében figyeltilk meg az
egymassal parhuzamos valtozdsokat, ami varhaté lenne kizdrélagosan indirekt
hatdsmechanizmus esetén. Ky csatornakban ugyanakkor, mas csatorndkhoz és transzmembran
fehérjékhez hasonloan, megkérddjelezheté a CRAC és CARC motivumok direkt koleszterin
hatdsok medialasaban betoltott szerepe. Ezt tamasztja ala, hogy mig Kv1.3 esetén az S4 hélix
C-termindlis végén taldlhaté egy CARC szekvencia, ennek ellenére a membran koleszterin
toltésének nincs funkciondlis kovetkezménye a VSD csatorna aktivacié soran bekovetkezd
mozgasaira. Ezzel szemben, ahogy azt a kisérleteink soran kimutattuk, TEVCF mérések soran
nem valtozik a fluoreszcens jel fesziiltségfliggését leird Fnom-V gorbe, valamint a fluoreszcens

jel aktivacios iddallandoja, igy a VSD mozgésa sem szterol toltések hatasara.

5.8 Az aktivacios kapu szerepe az egyensulyi inaktivacio €s az inaktivaciobol valo
visszatérés folyamatainak szabalyozasaban negativ membranpotencidlok esetén

A Shaker-IR csatorna kapuzasanak leirasara jol haszndlhato kozelités a négyallapotos
kapuzési modell (2A). A modell bar érvényes minden membranpotencial esetén, a kiilonbozd
allapotok betoltottsége ¢és a kapuzéasi atmenetek kinetikdja erdsen fesziiltségfiiggd, a
membranpotencial aktualis értéke igy meghatarozza az adott allapotba vezetd lehetséges

utvonalakat, illetve azok valdszinliségeit is. Munkénk soran felderitettik a Shaker-IR

94



elektrofiziologiailag ,,csendes”, azaz mérheté aram megjelenésével nem jard kapuzasi
atmeneteit az egyensulyi inaktivacié és az inaktivaciobol valo visszatérés folyamatai soran.
Mind az inaktivacid, mind az inaktivaciobol valo visszatérés soran a zart-inaktivalt (CI)
allapotba torténd belépés, illetve az abbol valo kilépés dontd fontossdgh. Negativ
membranpotencialok esetén azt talaltuk, hogy a Shaker csatorna a C—0O—OI—CI ttvonalon
keriilhet a CI allapotba, mésrészt az OI—CI atmenet nélkiilozhetetlen feltétele az inaktivaciobol
valo visszatérésnek. Ezeket aldtdmasztottak egyrészt azok a megfigyeléseink, melyek szerint
az aktivacios kapu kinyilik olyan negativ membranpotencialokon, amelyeken a CI allapot
kialakul. Masrészt az inaktivaciobol valo visszatérést megakaddlyozza, ha az inaktivalt
csatornakban az aktivaciods kaput nyitott allapotban rogzitjiik (tehat az OI allapot stabilizaljuk).
Részletesebben kifejtve megfigyeléseinket azt talaltuk, hogy a Cd** modositja a T449A/V474C
Shaker-IR csatorndkat —90 mV-on olyan membranpotencial mellett, ahol az egyensulyi
inaktivacio kialakul mérhetd ionaram hidnyaban. Az intracellularisan alkalmazott Cd*" akkor
képes modositani az aktivacids kapu mogott elhelyezkedd 474-es pozicidban levd aminosavat
¢és ezaltal gatolni az iondramot, ha a csatorna aktivacids kapuja kinyilik. A T449A/V476C
konstruktban pedig a 476C és H486 aminosavak kozott kialakuldo Cd**-hid nyitott allapotban
rogziti az aktivaciods kaput, ez a csatornat permanensen inaktivalt allapotban tartja, még negativ
membranpotencidlok esetén is, €s megakadalyozza az inaktivaciobol vald visszatérést. Korabbi
kisérletek eredményeként tudjuk, hogy a Shaker csatorna aktivacids és C-tipust inaktivaciods
kapui egymassal csatoltak, mivel az aktivacios kapu nyitdsa eldsegiti az inaktivacios kapu
zarodasat 3238606667 Et figyelembe véve eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy negativ
membranpotencidlok esetén a Shaker-IR csatorna a C—0O—OI—CI utvonalon keresztiil jut a
CI éllapotba. A két kapu allosztérikus csatolasaval kapcsolatos ismereteinket tovabba azzal a
megfigyeléssel egészithetjiik ki, miszerint a nyitott allapota aktivacidos kapu képes az
inaktivacids kaput non-konduktiv (zart) konformécidoban rogziteni, ezaltal nem lehetséges az

OI—CI atmenet.

5.9 A zart allapotbdl bekovetkezd inaktivacio kiilonbozo ioncsatornak esetén

A zart allapotbol torténd inaktivacid (C—CI 4tmenet) Ilehetéségét szadmos
ioncsatornaban leirtak, igy fesziiltségfiiggd natrium-, kalcium- és kaliumcsatornak esetén is,
ahol ez az atmenet fiziologias koriilmények kozott is fontos eleme a csatorndk inaktivacios
kapuzasanak 2*°2*!. Mivel ezeknek a csatorndknak a szerkezete, valamint az inaktivaciojuk

mechanizmusa jelentdsen kiillonbozik a Shaker-IR csatorna felépitésétdl, valamint C-tipusa
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inaktivaciojatol, nem meglepd, hogy az altalunk javasolt kapuzési séma eltér a mas csatornak
esetében leirt irodalmi adatoktol.
Nay csatorndkban példaul szadmos tanulmany jellemezte mind kvantitativ, mind

kvalitativ modszerekkel a zart allapotbol bekdvetkezd inaktivaciot 0232,

A jelenség ezen
fehérjékben szerkezetileg a I1I és IV doménekben talalhato fesziiltségszenzorok kiilon-kiilon
bekovetkezd extracelluldris tér irdnyaba torténd elmozdulasahoz kotddik, amely a csatorndk
inaktivaciojahoz vezet a porus nyitasa nélkiil 2332**. A Nay csatornakkal ellentétben HCN
(,,hyperpolarization-activated cyclic nucleotide—gated channel” hiperpolarizacio altal aktivalt
¢s ciklikus nukleotid 4ltal szabalyozott csatorna csatornak) esetén egyetlen kapu felelés mind
az aktivaci6, mind az inaktivacié folyamataért. A részlegesen aktivalt, inaktivacid
szempontjabol permissziv allapotbol bekovetkezhet az inaktivacid, igy ebben a részlegesen
nyitott allapotban az egyediili kapu ismételt zdrodasa eredményezheti a csatorna inaktivaciojat

230235 Bakterialis KcsA csatorndkban a zart allapoti inaktivacié a szelektivitasi sziir§

Osszeesése révén kovetkezik be 3738

, de a KcsA ¢és Ky csatorndk krisztallografias
modszerekkel meghatarozott szerkezetei kozott megfigyelhetd jelentds eltérések arra utalnak,
hogy a C-tipust inaktivacié mechanizmusa kiilénbdzd lehet ezen fehérjékben 3.

Kv csatorndkban a zart allapotbdl 1étrejovo inaktivacid lehetdsége az egyes altipusok
esetén kiilonbozik egymastol. A jelenséget leirtak Ky4 23627 Ky3 200231 Ky11.1 (HERG
,human Ether-a-go-go-Related Gene™) 23823, Ky2 240 és Kyv1.5 esetén >°. Ezen megfigyelések
Shaker csatorndkra vald alkalmazhatosagat azonban megkérddjelezi, hogy a Shaker
befolyasolja az extracelluldrisan alkalmazott TEA" **!, a magas kiils6 K' koncentracié
ugyanakkor gyorsitja az inaktivacios kinetikat 26, Ezek a Shaker csatorna esetén forditva
jellemzoéek. Ezek, illetve egyéb fontos kiilonbségek miatt vezették be Kv4 esetén az “A/C-
tipusu inaktivacio” elnevezést 2*!. Az A/C-tipusu inaktivacié a C-tipusu inaktivacidval egyiitt
fordul el N-terminalisan csonkolt Kv1.5 csatorndkban %2, Ky11.1 (vagy masnéven HERG)
csatorndkban a Shaker-hez hasonlo C-tipusu inaktivacié figyelhetd meg, néhany kiilonbséggel
243 Egyrészt az inaktivacio és az inaktivaciobol vald visszatérés gyorsabb iddskalan zajlik le,

mint Shaker-ben %238

, masrészt pedig az inaktivacid nem kapcsolt kozvetleniil az aktivacié
fesziiltségfiiggéséhez 2.

A zart allapotbol bekdvetkezd inaktivacio lehetdségét korabban mar leirtak Shaker-IR
csatornaban is. TEVCF technikéaval kimutattak, hogy az ILT mutans Shaker csatorna, pH=5
esetén 201292 képes a zart allapotbol kozvetleniil inaktivalodni, viszont fiziologids pH mellett

(pH=7,5) az inaktivaci6 a zart allapotbol mar nem kovetkezik be. Ezeknek a kisérleteknek a
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legfobb korlatjat az adja, hogy amennyiben az S4-es hélix harom nem t61tott aminosavat ILT
aminosavakra mutaljuk, az alapvetden megvaltoztatja a fesziiltségszenzor és a pérusdomén
kozotti csatolas kooperativitasat és megbontja az aktivacids és C-tipusu inaktivacios kapuk
kozotti fiziologias kommunikaciot, amit a G-V gorbe jobbra tolodasa és lassuld aramaktivacios
kinetika is jelez 2**. Igy az ILT mutacié jelentdsen befolyasolja maganak a tanulméanyozni
kivant C-tipust inaktivacionak a folyamatat is. A masik mutacid, amely mellett felvetették
Shaker ioncsatornaban a C—CI atmenet lehetdségét az L3821 mutacid. A mutacid mellett egy
olyan inaktivacios modellt irtak le, amely alapjan a csatorna a Shaker-IR-rel ellentétben a négy
mély zért allapot barmelyikébél képes kozvetleniil inaktivalodni 24°. A 382-es pozici6 az S4-S5
linkeren az S4 hélix aljdhoz kozel helyezkedik el, amely régié az aktivacios és inaktivacios

15 ezaltal az 13821 mutacié 1j lehetséges atmeneteket

kapuk kozotti csatolas fontos eleme
hozhat 1étre a zart és zart-inaktivalt allapotok kozott. A C—CI atalakulas meglétét szintén
felvetették T442A mutaciot hordozd Shaker-IR csatorndkban is, amelyekben a szelektivitasi
szlirbben levd, a K" szelektivitist alapvetden meghatarozO0 TTVGYGD szekvencia
kdvetden irtak le zart allapotbdl 1étrejove inaktivaciot °°. Ez a mutacid az ILT, valamint L3821
mutaciokhoz hasonldan jelentésen megvaltoztatja a csatorna kapuzasi tulajdonséagait, mivel a
T442 A mutansban az aktivacios kapu nyitdsa nem vezet C-tipust inaktivaciohoz, hanem inkabb
gétolja azt (inverz allosztérikus csatolas az aktivacios és C-tipust inaktivacios kapuk kozott) >°.

A fentebb bemutatott kisérletek soran, ahol sikeriilt kimutatni a C—CI atmenetet Shaker
csatornak esetén egyrészt a vad tipusuhoz képest dramaian eltérd tulajdonsagokkal rendelkez6
mutans csatornakat (ILT, L3821 és T442A) alkalmaztak, masrészt pedig a leirt konkluzidkat
alacsony hajtoeré melletti ionaram-mérésekre alapoztak. Ezzel szemben mi a kisérletes
rendszeriinket két szempontbol is tovabbfejlesztettiik. Egyrészt T449A/V474C ¢és
T449A/V476C mutacioval rendelkezd Shaker mutdnsokat hasznaltunk, amelyekben a
természetes kapuzasi folyamatok megdrzottek, igy a kapuzasi paraméterek mindkét altalunk
alkalmazott csatorna esetén dsszehasonlithatok a vad tipusu csatornak jellemzdivel (15. és 20.
abrak). Masrészt a kisérletek soran mi kozvetlentiil az aktivacios kapu allapotat monitoroztuk
vagy manipulaltuk a Cd** modifikacio segitségével. Ez hatékony moédszer az aktivacios kapu
nyitisidnak nyomon kovetésére %5 és nyitott allapotban torténd rogzitésére 2187, A 474C és
476C csatorndkban a Cd*" ciszteinhez kotédése, valamint a Cd** dltal medidlt fémhid képzédése
szenzitiv ¢és specifikus kémiai kolcsonhatdsokon alapul. Ezaltal a kisérletes stratégidnak

koszonhetden képesek voltunk felderiteni az elektrofizioldgiailag csendes atmeneteket, tovabba
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az altalunk alkalmazott gyorsperfuziés rendszer lehetévé tette a Cd** modifikacids és

keresztkotési esszék pontos elvégzését.

5.10. A T449A/VAT4C Shaker-IR csatorna esetén kapott kisérletes eredmények
kritikus elemzése, a C—CI atmenet lehetdségének vizsgalata negativ
membranpotencialok esetén

Korabban kimutattak, hogy a Shaker-IR csatornaban a 474-es pozicidban levd cisztein
Cd?*" altali médositasanak mértéke jol korrelal a csatorna nyitasi valoszintiségével (Po), vagyis
az aktivacids kapu annak nyitasatol fliggé modon teszi hozzaférhetévé a mogotte elhelyezkedd
474C-t a Cd*" szamara ?2. Mivel a Po-V kapcsolat folytonos fiiggvénnyel jellemezhetd, az RCF
értekébdl levont kovetkeztetéseink megbizhatdsaganak igazolasara kisérleteink megkezdése
elétt megfeleld negativ kontrollt kellett taldlnunk (17. abra). Bemutattuk, hogy a P; és P> kozott
—120 mV-os tartofesziiltségen magas koncentracioban (18A abra esetén hasznalt koncentracio
10-szeresének megfeleld, 200 uM-ban) alkalmazott Cd** igen hosszt (20 s-os) expozicidja
esetén is 1 volt az RCF értéke (17B, E abrak). Ezéltal a 17B abran bemutatott kisérlet jo
negativ kontrollként szolgal a 18. abran bemutatott eredmények értelmezéséhez. Bar zart
allapotban a Shaker-IR csatorndk nagyon kicsi, &m mérheté konduktancidval rendelkeznek
(amelynek nagysdga 16 fs alatti >*), a 17B abran bemutatott negativ kontroll méréseink arra
utalnak, hogy ez a konduktancia —120 mV-on nem elégséges a 474C Cd*' altal torténd
szignifikans modositasdhoz.

A 17. és 18. abrakon bemutatott kisérletek és a fenti elemzés alapjan az RCF
csokkenését az aktivaciés kapu mogdtt elhelyezkedd ciszteinek Cd** altal torténd
modositasanak tulajdonitjuk. A Cd*" és a ciszteinek kozotti specifikus kdlcsdnhatds meglétét
az a megfigyelés is megerdsiti, hogy a Cd** magasabb koncentracidja az RCF nagyobb mértékii
csdkkenését eredményezte, amint azt a cisztein és Cd>* kdzotti 1atszolagosan-elsérendii kémiai
reakcid esetén varhatjuk (18C abra). Emellett a tartofesziiltség ciklikusan ismételt révid, —90
mV-ra vagy —80 mV-ra torténd véltoztatdsa Cd>" jelenlétében az IF hasonld mértékii
ndvekedését eredményezi (19C, D abrak), mint Cd*" egyszeri, hosszi ideig torténd
applikacidja (18. abra). Ez az eredmény annak kizarasat is elésegiti, hogy a Cd>" hosszabb,
egyszeri alkalmazasa soran esetlegesen egy nem-specifikus kolcsonhatds vezet a megfigyelt
RCF redukciohoz. Osszegezve a 17., 18. és 19. abrakon bemutatott eredményeinket
megallapithatjuk, hogy kisérletes rendszeriinkben a 474C és Cd** kozotti specifikus

kolcsdnhatason alapuld, gyorsperfiizios rendszer segitségével kivitelezett Cd?>" modositasi
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essz¢ megfeleld eszkdz az aktivacios kapu nyitdsanak detektalasara az RCF csokkenésének
meghatarozasa segitségével.

A 18. abran bemutatott adatok alapjan lathato, hogy az RCF értéke minden vizsgalt
membranpotencidl esetén 0-tdl kiilonbozik. Ez egyrészt azt jelentheti, hogy az egyensulyi
inaktivacidban részt vevo csatornadknak csak egy része van olyan allapotban, amelyben képesek
kolcsonhatni a Cd**-mal, masrészt viszont arra is utalhat, hogy bar minden csatorna
hozzaférheté Cd*" szamara, a Cd** nem mddositja az dsszes csatornat a 20 s-os alkalmazas

crcr

novekedése esetén. A 18C abran bemutatott adatainkbol ez kovetkezik, a Cd?*
kumulativ expozicids i1d6t eredményezd sorozatos, rovid applikacidja nagyobb mértéki
aramcsOkkenéshez vezetett nagyobb ciklusszam esetén (megndvekedett IF, 19. abra), amely
szintén alatdmasztja feltevésiinket, amely szerint a csatornidk Cd?" szamara hozzaférhetd
allapotban vannak, amikor az egyensulyi inaktivacio végbemegy. A varakozas alapjan mind az
IF, mind az RCF paraméter értéke fligg a membranpotencial nagysagatol, amelyet a 18. és 19.
abrakon mutatunk be.

Kisérleteink egyértelmlien azt mutatjdk, hogy a Shaker-IR csatorndk szignifikans
hédnyada rendelkezik nyitott aktivaciés kapuval és kolcsonhat Cd?*-mal olyan negativ
membranpotencidlokon, amelyek mellett az egyensulyi inaktivacié végbemegy. Egyszeru
értelmezés szerint ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy —90 mV-on néhany csatorna kinyit,
majd inaktivalédik és ezek azok a csatornak, amelyek modosithatok Cd**-mal. Ezek alapjan a
csatornak nyitasa megeldzi az inaktivaciot és az egyensulyi inaktivaciot eredményezd kapuzasi
1épések a C—O—OIl utvonalon haladnak. Mivel irodalmi adatok alapjan mind az O, mind pedig
az OI allapoti csatornak 474C-je modosithaté Cd**-mal '%, igy nem zirhaté ki annak a
lehetésége, hogy az RCF csokkenését —90 mV-on a Cd** C—CI—OI &tmeneteken
keresztiilment csatorndkkal valo kolcsonhatasa eredményezi. Véleményliink szerint azonban az
utdbbi lehetdség kevésbé valdszini két ok miatt is. Egyrészt az Ol allapota csatornak Cd?* altali
modositasa koriilbeliil 20-szor lassabb az O éllapotban levd csatornakhoz viszonyitva 86, A
masik érv pedig egy nemrég megjelent tanulmanybol kovetkezik, amely szerint Shaker
csatornaban az aktivacios kapu nyitasa a C-tipusu inaktivacios kapu zarasat eredményezi, igy
az Ol allapotba jutashoz vezetd elsédleges atmenet az O—Ol atalakulas >. Ezek alapjan a Cd**
modifikacio valoszintileg sokkal inkabb az OI-t megel6z6 O allapotban torténik. Ez tobb Shaker
konstruktban is igaz lehet, igy T449A esetén is, ahol az inaktivacié folyamatat a C-tipusu
inaktivacio dominalja 2%,
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5.11 A T449A/V476C Shaker-IR csatorna esetén kapott kisérletes eredmények kritikus
elemzése, az OI—O0 atmenet lehetdségenek vizsgalata negativ membranpotencialok
esetén

Az egyéb kapuzasi atmenetekhez képest viszonylag keveset tudunk a C-tipusu
inaktivaciobol vald visszatéréshez vezetd utvonalrél és a folyamat sordn végbemend
molekularis atrendezddésekrdl. A hagyomanyos forgatokonyv szerint elnyujtott depolarizacid
soran a C-tipusu inaktivacios kapu zarodik (OI allapot), majd a negativ membranpotencialra
valo visszatérés indukalja az aktivacios kapu zarodasat, az OI—CI atmenetet. Ezt kovetden a
megfeleld ideig tartd, kellden negativ membranpotencial melletti repolarizacios periddus soran
a CI allapott csatorndk visszatérnek az inaktivaciobol, inaktivacios kapujuk kinyilik, igy ajbol
a zart allapotba (C) keriilnek (2. abra). Az inaktivaciobol valo visszatérés folyaman a
sebességmeghatarozo 1épés a CI—C atmenet, mivel Shaker esetén az O1—CI atalakulas nagyon
gyors, ms-os nagysagrendii °¥, mig az inaktivaciobol torténd visszatérés masodperces iddskalan
megy végbe. A koradbbi megfigyelésiink, amely szerint az inaktiv allapotban levd csatornak
aktivacios kapuja viszonylag gyorsan zarodik (a folyamat idéallandéja 23 ms —120 mV-on, °%)
nem zarja ki nyitott aktivacios kapuval rendelkezd csatorndk esetén az inaktivaciobol valo
visszatérés lehetdségét.

Amennyiben az aktivacids kapu zarddasa nélkiilozhetetlen a visszatéréshez, a nyitott
allapotban rogzitett aktivacios kapuval rendelkezd csatorndk inaktiv allapotban maradnak,
vagyis az inaktivaciobdl vald visszatérésiik gatolt. Ezt a jelenséget demonstraltuk Shaker-IR
esetén a 22. abran. Ahogy az az abran lathatd, az aktivacios kapu nyitott allapotban torténd
rdgzitése inaktivalt csatornakban (OI 4llapot) egyszeri 1 s-os Cd*" applikacioval vagy 200 ms
hosszusagn Cd** pulzusok ismételt alkalmazasaval, teljes mértékben megakadalyozta a
csatornak inaktivaciobol vald visszatérését. Kumulalt Cd** expozicio esetén a csticsaramok
22C abran lathato csokkenése elséfoku, egy exponencialis taggal leirhat6 csokkenést mutatott,
amely a Cd*" és a T449A/V476C csatornak kozotti specifikus kolcsonhatds meglétére utal.
Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az inaktivaciobdl vald visszatérés nem
lehetséges nyitott allapotban rogzitett aktivacios kapu mellett.

A fent bemutatott kovetkeztetésiink az ionaram Cd>" applikacié hatdsara bekdvetkezd
csokkenésén alapult (22. abra). A divalens kationokrdl ismert, hogy gatoljak az ioncsatornékat,
igy a Ba®" gatolja a Shaker-t és mas Ky csatorndkat 24728 tovabba a Cd*"-rol is kimutattak,

hogy tSbb ioncsatornat is képes gatolni 2*2°. Emiatt a kovetkeztetésiink aldtdmasztdsdra
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nélkiilozhetetlen volt annak igazolasa, hogy a Cd*" nem gatolja a 476-0s pozicidban a kritikus
ciszteint nem tartalmazo Shaker-IR csatornat amit a 21C, D abrakon be is mutattunk. Emellett
azt is bemutattuk, hogy a repetitiv depolarizalo pulzusok kozotti 60 s hosszusagh ipi elégséges
a cisztein mutaciot hordozo csatorndk esetén az inaktivaciobdl valo teljes visszatéréshez (21A,
B abrak). Ezekbdl kovetkezik, hogy a 22. dbran lathaté aramcsokkenést nem magyarazhatja
az sem, hogy tulsagosan rovid ideig vartunk —120 mV-os tartofesziiltségen a pulzusok kozott.
A fentiek alapjan az aram csokkenése egyértelmiien abbol kdvetkezik, hogy a nyitott aktivacios
kapuval rendelkezd OI allapott csatorndk nem képesek visszatérni az inaktivaciobol.

Az aktivacios kapu nyitott konfiguradcioban valo rogzitését korabban részletesen leirtak
a Shaker-IR csatorndban 23 a 476-0s cisztein és az egyik szomszédos alegység 486-as poziciojl
nativ hisztidinje kozotti Cd**-hid kialakitasaval. Az inaktivalodé T449A/V476C Shaker-IR
konstruktban a H486 és 476C aminosavak kozotti Cd?*-hid kialakuldsdnak igazolasara
megvaltoztattuk az intracellularis oldat pH-jat. Alacsony, 5,3-as intracellularis pH esetén,
amikor a hisztidinek protonaltak (pKa~6.0), a Cd** nem volt képes az ionaramok moédositasara
(23B, C abrik). Ez alatdmasztja a Cd**, H486 és 476C kozotti specifikus kdlcsdnhatést, ami a
Cd**-hid kialakulasahoz, ezltal az aktivaciés kapu nyitott allapotban valo rogzitéséhez vezet.

Megfigyeléseink alapjan megallapithatd, hogy az aktivacidos kapu zarddasa az
inaktivaciobol vald visszatérés sziikséges elofeltétele és negativ membranpotencidlok esetén a
kapuzasi atmenetek az O—OI—CI—C 4talakuldsok sorrendjében torténnek. Ezen séma alapjan
egy intracelluldrisan alkalmazott, nyitott csatornakat blokkold vegyiilet, ami megakadalyozza
az aktivacios kapu zarddasat, lelassithatja és késleltetheti a csatorna inaktivaciobol valo
visszatérését. A Shaker csatorna kapuzasara altalunk javasolt séma Gsszhangban van a Nay
csatorndkra koradbban leirtakkal, miszerint az inaktivaciobdl torténd visszatérést meg kell

eléznie a csatorna aktivacios kapujanak bezaroddsa révén 1étrejove deaktivacidjanak 232,

5.12 Altalanos 6sszefoglalas

A dolgozatban bemutatott kisérletek segitségévél a Ky csatorndk kapuzasanak
finomhangolasat befolyasoldo két tényezd szerepét vizsgaltuk. Az egyilk tényezd a
sejtmembranban talalhat6 koleszterin, amelyrdl mar korabban kimutattak, hogy befolyéasolja a
Kv ioncsatorndk aktivacios kapuzasat, viszont eddig nem tisztaztak, hogy a koleszterin ezt
pontosan milyen, az ioncsatornan beliili timadasponton keresztiil valdsitja meg. A dolgozatban
vizsgalt masik kérdéskor a negativ membranpotencialok melletti kapuzési &tmenetek vizsgalata

volt. Ezen Kkisérletek sordn azt vizsgaltuk, hogy egyrészt a C-tipusi inaktivacio
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végbemenetelének sziikséges feltétele-e az aktivacios kapu nyitdsa, masrészt az inaktivaciobol
valo visszatérés folyamatdhoz sziikség van-e az aktivacios kapu bezarddasara.

A koleszterin Ky ioncsatornakon beliili tAmadaspontjanak meghatarozasa, valamint a
negativ membranpotencidlok melletti atmenetek direkt vizsgalata nem lehetséges az ionaram-
méréseken alapuld patch-clamp technika segitségével. Egyrészt a patch-clamp mérések esetén
ugyanis hagyomanyos koriilmények koézott nem kapunk informaciét a VSD kapuzés soran
bekovetkez6 mozgasairol az iondramok mérésével egyidoben. Masrészt a negativ
membranpotencidlokon torténd ionarammérések jelentés hibat hordoznak az ilyen
membranpotencidlok  melletti  alacsony hajtéer6bél és alacsony csatornanyitési
valosziniiségekbodl fakadéan. gy azért, hogy a disszertacio célkitiizéseiben megfogalmazott két
kérdésre pontos valaszt tudjunk adni, G médszereket kellett alkalmaznunk, amelyek révén uj
megkozelitésbol vizsgalhattuk a Ky ioncsatornak kapuzasat.

A disszertaci6 elso felében bemutatott TEVCF technika az ionaramok mérése mellett
lehetdvé tette szamunkra a VSD mozgéasanak nyomonkovetését a teljes kapuzasi folyamat soran
(24. abra). A modszert hasznalva igy a koleszterin klasszikus elektrofiziologiai paraméterekre
gyakorolt hatasai mellett meg tudtuk hatdrozni annak csatornan beliili elsédleges célpontjat
(VSD, PD vagy a két domén kozti csatolasi apparatus). Eredményeink alapjan a koleszterin {6
tdmadaspontja maga a PD, nem pedig a VSD vagy a csatoldsi apparatus, mind a linearis
kapuzéasi modellnek megfeleléen kapuzoé Kv1.3, mind pedig a komplex kapuzasi modellel
leirhato Kv10.1 esetén.

A disszertacié masodik részében bemutatott kisérleteink sordn az altalunk megtervezett
fesziiltségprotokollok és cisztein modifikacids stratégiak egy Uj kombindcidjat hasznaltuk a
Shaker 1ioncsatorna negativ membranpotencialok mellett bekovetkezd, egyensulyi
inaktivacidjat jellemzO kapuzasi sémajanak leirdsara, valamint az inaktivaciobol valo
visszatérés eléfeltételeinek meghatarozasara. A Cd**, illetve az altalunk pontmutacioval bevitt
ciszteinek kozott 1étrejovo specifikus kolesdonhatasok lehetdvé tették szamunkra az aktivacios
kapu nyitasanak detektalasat (474C), illetve annak rdgzitését (476C) negativ
membranpotencidlok mellett is (24. abra). Eredményeinket Osszegezve, az egyensulyi
inaktivaci6 kialakuldsdnak legvaloszinlibb utvonala a C—O—OI=CI atalakulas,
kovetkeztetéslink az, hogy nem a direkt C—CI atmenet vezet az egyensulyi inaktivacio
kialakulasdhoz Shaker ioncsatorndban. Emellett az inaktivaciobol vald visszatéréshez
nélkiilozhetetlen az aktivacios kapu zarodasa, azaz az OI—CI atmenet. Ebbdl az a kdvetkeztetés
is levonhato, hogy a direkt OI—-0O atmenet sem lehetséges negativ membranpotencialon.

Legfontosabb kovetkeztetésiink az, hogy az aktivacios kapu aktualis helyzete kiemelten fontos
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az egyensulyi inaktivacid ¢€s az inaktivaciobol torténd visszatérés folyamatainak

)

474C-Cd2*l T l T476€—Cd2*-H486

szabalyozasaban.

C

H

‘1

Cl Ol

24. abra A disszertaciéban bemutatott kisérletek soran alkalmazott specialis technikak

A szterolok ioncsatornan beliili tAmadéaspontjanak meghatarozasara a kételektrodas voltage-clamp fluorimetrids
technikat (TEVCF) alkalmaztuk, amely a hagyomanyos patch-clamp technikaval szemben, az ionaramok mérése
mellett képes a fesziiltségszenzor miikodését is nyomonkdvetni a kapuzasi folyamat soran. Kovetkeztetéseinket,
miszerint a porusdomén az ioncsatornan beliili f6 célpontja a membranszteroloknak, féleg az egyensulyi aktivacios
paraméterek, illetve az aram és a fluoreszcens jel aktivacios kinetikdjanak meghatarozasaval vontuk le. Ezért az
egyszeriiség kedvéért a modszert, illetve a koleszterint csak a nyitasi 1épést reprezentald felsé piros nyilnal
tiintettiik fel. Valojaban a szterolok az 6sszes kapuzasi 1épést képesek modulalni, illetve a TEVCF technikaval egy
megfeleld helyre elhelyezett cisztein pontmutacioval nemesak a fesziiltségszenzor, hanem akar a porus, vagy a C-
tipusu inaktivacios kapu mozgésat is tudndnk tanulméanyozni. A disszertdcié masodik részében egyrészt a direkt

C—CI atmenet lehetéségét vizsgaltuk T449A/V474C Shaker-IR csatornaban (bal oldali piros nyil), masrészt a

direkt OI—O 4atmenet lehet6ségét T449A/V476C csatorndban (jobb oldali piros nyil) negativ
membranpotencidlok mellett. A pontmuticidval bevitt ciszteinek és a Cd** kozotti specifikus kémiai reakci6 az
altalunk 1étrehozott sajatos felépitésii pulzusprotokollok mellett biztositotta azt, hogy a negativ
membranpotencidlokon jelen levd alacsony nyitdsi valosziniiség €s kis hajtéoerd mellett is szelektiven tudjuk
tanulmanyozni ezeknek a kapuzasi dtmeneteknek a lehetdségét.

Eredményeink motivacidt nyujthatnak a koleszterin-membranfehérje kdlcsonhatasok
tovabbi tanulmédnyozdsahoz, illetve perspektivikusak a késobbi szerkezet-funkcido és
farmakologiai vizsgalatok szdmara. Megfigyeléseink az indirekt koleszterin hatasok és az azok
hatterében 4ll6 molekularis célpontok felderitésének fontossagat hangsulyozzak. Ezek
megismerése hozzajarulhat tobb olyan betegség patomechanizmusanak mélyebb megértéséhez,
amelyekben az egyik fontos eltérés a sejtmembranban taldlhato koleszterin koncentracidjanak
novekedése vagy megvaltozasa. llyen, a szterolok koncentraciojanak eltéréseivel jard korképek
koz¢é tartoznak kiilonbdz6 tumorok, anyagcsere, neurodegenerativ és immunolédgiai betegségek,
illetve maga az oregedés folyamata is 338789 8387-89.181-184 " A pegativ membranpotencidlon

végbemend kapuzasi atmenetek lehetdségének vizsgalata szintén bioldgiai szempontbdl is
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jelentds, ugyanis mind az egyensulyi inaktivacio, mind az inaktivaciobol torténd visszatérés
jelentdsen meghatarozza a potencidlisan aktivalhaté csatorndk szamat, ami a sejtek

ingerelhetdségének egyik meghatarozo tényezdje.

104



6. Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy a fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak (Kv) kapuzéasanak strukturalis
alapjai, fobb lépesei és szabalyozédsanak alapvetd elemei ismertek, a kapuzasi folyamat
finomhangolasat biztositd tobb tényezd a megfelelé modszerek hidnyaban ezidaig feltaratlan
maradt. Munkénk soran ezért a Kv csatornak aktivacids és C-tipusu inaktivacids kapuzasanak
finomhangolasat vizsgaltuk meg két t6 kérdés mentén, i) modszereket alkalmazva.

Kimutattuk, hogy a membran koleszterin és a 7-dehidrokoleszterin tartalméanak emelése
jelentdsen modositja a Kv1.3 és a Kv10.1 csatornak fesziiltségfliggd kapuzasat jellemzo
egyensulyi ¢és kinetikai paramétereket. A kételektrodas voltage-clamp fluorimetria technikat
ioncsatorna fesziiltségszenzor doménjére (VSD) fejti-e ki hatésat. Ezzel a technikaval kovetni
tudjuk a VSD mozgésat az ionaram-mérésekkel egyidében a kapuzasi folyamat alatt a hozza
kapcsolt molekula fluoreszcencia intenzitasdnak valtozdsan keresztiil. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a membran szteroloknak nincs kdzvetlen hatdsa a VSD-re. A VSD ¢és a porus
domén (PD) kozotti csatolasi apparatusra gyakorolt hatast tobbek kozott azzal zartuk ki, hogy
a két vizsgalt ioncsatorna esetén VSD ¢€s PD kozotti csatolas kiilonbozd, Kv1.3 esetén szoros,
mig Kv10.1 esetén e kapcsolat laza, a membran szterolok hatasa PD miikdodésére viszont
hasonl6 a két csatornaban. Kovetkeztetésiink tehat, hogy a membran szterolok elsddleges
ioncsatornan beliili célpontja a PD, amit a szterolok hatisa a csatorna vezetOképességre is
megerosit.

A PD egyik kitiintetett szerkezeti eleme az aktivacios kapu (A-kapu), melynek miikodését
allapotfiiggd cisztein modifikacios és keresztkotési esszek alkalmazasaval vizsgaltuk Shaker-
IR csatorndn, negativ membranpotencidlokon. Ez lehetdséget biztosit arra, hogy az A-kapu
kinyilasat kimutassuk a PD iiregébe jutott Cd*" és az ide stratégiailag beépitett cisztein kozotti
kolcsonhatason keresztiil, ami a csatornan atfolyd aram csokkenésében nyilvanul meg. A
modszerrel kimutattuk, hogy a csatorna A-kapujanak kinyildsa megel6zi a csatorna
inaktivacidjat negativ membranpotencidlokon, azaz az egyensulyi inaktivacio kialakulasa
soran. A Shaker-IR csatorndban a 476 pozicidoban elhelyezett cisztein €s egy a szomszédos
alegységben talalhato hisztidin kozotti Cd**-hid a csatorna A-kapujat nyitott allapotban rogziti.
Kisérleteink soran az inaktivalt csatornak A-kapujat Cd**-hiddal nyitott allapotban rdgzitettiik,
ekkor a csatorna nem tér vissza az inaktivalt allapotabol tartoés, —120 mV-os hiperpolarizacid
mellett sem. Az A-kapu tehat kontrolldlja azon negativ membranpotencialokon végbemend
kapuzési atmeneteket (egyensulyi inaktivacio, inaktivaciobdl torténd visszatérés), melyek a

rendelkezésre allo kaliumcsatornak szamanak kritikus meghatarozai.
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7. Summary
Although the structural foundations, main steps, and essential elements of the gating of

voltage-gated potassium channels (Kv) are known, several factors that ensure fine-tuning of the
gating process have so far remained unexplored in the absence of proper methods. In our work,
therefore, we examined the fine-tuning of activation and C-type inactivation gating of Kv
channels along two main issues applying modern biophysical methods.

We have shown that increasing the cholesterol and 7-dehydrocholesterol content of the cell
membrane significantly modifies the steady-state and kinetic parameters characterizing the
voltage-dependent gating of Kv1.3 and Kv10.1 channels. We used the two-electrode voltage-
clamp fluorometry technique to determine whether increasing the sterol concentration of the
membrane affects the voltage sensor domain (VSD) of the ion channel. With this technique, the
movement of the VSD can be tracked simultaneously with ion current measurements during the
gating process through changes in the fluorescence intensity of the fluorophore attached to the
top of the VSD. Our results showed that membrane sterols exert no direct effects on the VSD.
Effects on the coupling apparatus between VSD and the pore domain (PD) were also ruled out
by the fact that although the coupling between VSD and PD is different in the case of the two
ion channels studied, i.e. it is tight in Kv1.3 and loose in Kyv10.1, membrane sterols had similar
effects on PD function in the two channels. Therefore we concluded that the PD is the primary
target of membrane sterols within the ion channels, which was also confirmed by the effects of
sterols on channel conductivities.

One of the distinguished structural elements of the PD is the activation gate (A-gate), the
operation of which we investigated using state-dependent cysteine modification and cross-
linking assays in Shaker-IR channels at negative membrane potentials. This method makes it
possible to detect the opening of the A-gate through the interaction between the Cd** entering
the cavity of the PD and a cysteine strategically introduced here, which is manifested in a
decrease in the current flowing through the channel. With this method, we showed that the
opening of the A-gate precedes the inactivation of the channel at negative membrane potentials,
i.e. during the development of steady-state inactivation. In the Shaker-IR channel, a Cd** bridge
between the introduced cysteine at position 476 and a histidine of the adjacent subunit locks the
A-gate of the channel in the open state. In our experiments, the A-gate of inactivated channels
was locked in the open state with a Cd** bridge, subsequently, the channel did not recover from
inactivation even at a prolonged hyperpolarization of —120 mV. Therefore, the A-gate controls
the gating transitions (steady-state inactivation, recovery from inactivation) that are critical

determinants of the number of available potassium channels at negative membrane potentials.
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