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. BEVEZETES

A kéalium (K") csatorndk — bar szerkezetiiket és mikodésiiket tekintve nagyon
eltéroek lehetnek - kozos jellemzodje, hogy megtaldlhatdk szinte minden él6 sejtben (a
legdsibb csatornatipus), masrészrol pedig mindannyian porusképzo, transzmembran fehérjék
(1; 2). Szamos sejtszintli folyamatban jatszanak meghatarozd szerepet: a klasszikusnak
tekinthetd akcios potencidl és a nyugalmi membranpotencial kialakitasan tal, a sejtek
bizonyitottan fontos szerepléi (3; 4). A K™ csatornak elkiiloniilt vizsgalatat a kiilonbozd
csatornafehérjéket kodoldé DNS szakaszok klonozasa, kromoszéma-lokalizacidja, és a
kiilonbozd expresszids rendszerekben torténd kifejezése tette lehetdvé, mely egyben
hozzasegitett a nativ rendszerbeli ¢lettani funkcidjuk megértéséhez (5).

Az eddig klénozott K csatorndk aminosav szekvencidjanak 6sszevetésébdl kitiinik,
hogy e fehérje-szupercsalad tagjai szinte kivétel nélkiil rendelkeznek legalabb egy, nagyon
konzervativ szakasszal az tn. pérus régioval (P-régié), mely bizonyitottan sziikséges a K
szelektivitas fenntartasdhoz, az iondramlast lehetové tevd csatornaporus kibéleléséhez,
valamint a csatorna gatloszerek tobbségének a kotohelye is ide lokalizalhatd. Ennek ellenére
a csatornak funkci6ja nagyon eltérd lehet, melynek bizonyos struktira-funkcié momentumai
még nem teljesen vildgosak.

Ph.D. munkdm soran mind szerkezetiikben, mind élettani szerepiikben kiilonb6z6 két
K" csatornat vizsgaltam, az egyediili k6zos benniik a fent emlitett porus szekvencia. E két
csatorna a fesziiltség kapuzott Kvl1.3, és az ujonnan felfedezett kétporust csatornak
csaladjahoz tartoz6 egér cTBAK-1 (cardiac Two-pore Background K channel) (6). Az eldbbi
az immunvalasz kialakitdsdban fontos szerepet jatszo T limfocitdk dominans fesziiltség

kapuzott csatorndja, az utdbbi, mint az a nevében is belefoglaltatott, a sziv
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myocitaiban taldlhato, és feltételezhetden a sejtek ingerelhetd allapotanak a fenntartasaban

Vesz részt.

1.1

Célkitiizések

Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.

A sejtmembran Osszetétele, az egyes alkotdelemek ardnya a kiillonbozé fizioldgias ill.
patofizioldgias tényezok (pl. hiperkoleszterémia, vérkoleszterin) hatdsdra megvaltozik, mely
maga utan vonja a membran fizikokémiai és strukturdlis mddosulasat. A membranban
elhelyezkedd fehérjék normadlis miikodésének elengedhetetlen feltétele a membran
megfeleld fizikai és kémiai allapota. Ezért kisérleteinkben arra kerestikk a valaszt, hogy a
Kv1.3 csatorna miikodését miképpen befolyasolja a lipid kornyezet modosulasa, kiilonos

tekintettel a koleszterin tartalom megvaltozasara.

A Pandinus imperator venomjabol izolalt Pil toxin a tobbi frakciotol eltérden négy diszulfid
hiddal rendelkezik, eltéroen a szokasos hat cisztein alkotta harom kovalens hidtol. Ennek
ismeretében azt kutattuk, hogy a feltételezhetden kompaktabb struktiira hogyan befolyasolja

a toxin Kv1.3 csatornahoz torténo ktodését.

Az éltalunk alkalmazott cTBAK csatorna gatldszerekrol, a fluoxetine-rél (FL) és a D-
norpropoxyphene-rdl (NORP) vizsgalataink soran kideriilt, hogy teljesen eltérd a

hatdsmechanizmusuk. A FL klasszikus porusblokkoléonak bizonyult, mig a NORP

crer



. IRODALMI ATTEKINTES

.1 A limfocita aktivacio és az ioncsatornak szerepe

A specifikus antigén hatdsara in vivo kialakulo immunvalasz feltétele a sejtek
osztodasat és differencialddasat magaban foglald limfocita aktivacio. Ennek kiinduld 1épése a
T-sejt receptor/CD3 (TCR/CD3) receptor komplex aktivalasa, amelyet protein kindzok (PK)
valamint a foszfatidil inozitol (IP;) masodlagos hirvivo rendszer inicidlasa kovet (7). A
folyamat eredményeképp az intracellularis szabad Ca®" szint megndvekszik, és a protein
kindz C (PKC) aktivalodik (8). Az elobbi biokémiai folyamatok mellet szamos fizikai
tényez0 is szerepet jatszik a plazmamembranon keresztiil térténd proliferativ jel a citoplazma
¢és a gének irdnyaba torténd kozvetitésében (9).

A limfocitdkban eddig sokféle ioncsatornat (Na", K", Ca2+, CI') azonositottak, de csak
¢s kromoszéma lokalizacigjat beleértve (10; 11). A huméan T Ilimfocitdk dominans
ioncsatornaja az n-tipusti, depolarizaciora aktivalédé K csatorna, mely aminosav szekvencia
homoldgia alapjan a Kvl.3 kdédot kapta (12-17). Az n-tipusu csatornatol eltérd kinetikai
paraméterekkel és gyogyszer érzékenységgel rendelkezd n' és I-tipusi K* csatornak jelenlétét
eddig csak egér eredetii limfocitdkon irtak le (16; 18; 19). Ca®" aktivalt K™ csatorndk
talalhatok humén leukémias T sejtekben és human periférias vérbol preparalt T sejtekben. A
limfocita K csatorna variabilitist molekularis bioldgiai kutatdsi eredmények is
alatamasztjak.

Szdmos, egymastdl fiiggetlen bizonyiték utal arra, hogy a K™ csatornak szerepet

jatszanak a T sejt proliferacidban:



> A nyugvé T sejtek membranjanak K' konduktancidja megnd a mitogén indukalt
hiperpolarizaciét kovetden. A fesziiltség vezérelt K csatornak szama tobbszorosére
emelkedhet a mitogén aktivacid soran.

> A hagyomanyos K' csatorna gatloszerek, mint tetractil-ammonium (TEA),

charybdotoxin (ChTx), noxiustoxin (NxTx), margatoxin (MgTx)) gétoljak mind a

limfocitdk K aramait, mind pedig a sejtek mitogén stimulaci6 eredményeként el64lld

proliferacidjat nem csak in vitro, hanem Koo és munkatarsai friss eredményei alapjan

in vivo is (20-24).

Jelenleg még nem tisztazott, hogy a K csatornak pontosan milyen mechanizmusokon
keresztiil hatnak a T sejt aktivaciora. Mivel a limfocitak membranpotencialjat elsésorban a K
diffiiziés potencial hatdrozza meg, igy valésziniileg a K™ csatorna gatloszerek a membran
depolarizacioja révén akadalyozzak meg az intracellularis Ca®* szint megemelkedését (20;
24; 25). Ez alapjan valészintisithets, hogy a K™ csatorndk a nyugalmi membranpotencialt

kelléen negativ értéken tartva segitik el a Ca®* szignal kialakulasat.

.2 A Kv1.3 tipusu csatorna

A Kv1.3 csatorna, mely felelds a limfocitdk n-tipusii aramanak kialakulasaért, a K"
csatornak Shaker csaladjaba tartozik (26). Az elmult évek soran, a molekuléris bioldgiai
moédszerek segitségével sikeriilt nagy mennyiségii informacidt dsszegytjteni az ioncsatornak
miikodésének molekularis mechanizmusardl. MacKinnon kisérleteiben ramutatott, hogy a
Shaker csatorndk négy azonos alegységbdl felépiild tetramer makromolekuldk (27). Ezek az
egyes alegységek hat, a-helikalis transzmembran szegmensbol épiilnek fel, melyeket az
extra- és intracellularis hurkok kapcsolnak ossze. (lasd 1. 4dbra) Ezen szegmenseknek és

hurkoknak jol meghatarozott szerepiik van a csatorna mitkodésében (28).



A Shaker csatornak depolarizacid hatasara gyorsan kinyitnak, majd egy nem vezetd
un. inaktivalt allapotba keriilnek. A csatorndk aktivalédasa soran az S4 transzmembran
szegmens - az itt elhelyezkedd pozitiv toltésii aminosavak miatt — az extracellularis tér
ranyaba mozdul, s ezéltal konformacidvaltozast hoz 1étre a csatornafehérjében (29). A Kvl1.3
csatornak aktivacios kiiszobfesziiltsége -40 - -50 mV koriil van, s az egyensulyi aktivacid
fesziiltség fiiggése a szigmoid futdsu Boltzmann-fiiggvénnyel jellemezhetd, amely +20 - +30
mV koriil éri el csucsértékét, ekkor a csatornak nyitasi valoszintisége megkozelitoleg 1.

A Shaker csatorndk inaktivacidja az N-tipusu és a C-tipusu inaktivacid révén
valdsulhat meg. Az N-tipust mechanizmust a szakirodalomban az elfogadott ,,ball-and-
chain” modell jellemzi (30; 31). Ezen modell szerint az intracelluldris (N-terminalis) oldalon
egy tobb pozitiv toltést tartalmazd peptid szakasz (,,Jabda”) kapcsoldodik minden
csatornaalegységhez egy fehérje szalon (,lanc”) keresztiil, melyek az inaktivacid soran
bekotddnek a csatorna pdrusdba és azt eltomitik. A Kvl.3 csatorndban hidnyzik ez az
inaktivacids egység, igy inaktivaciojaért kizardlag a C-tipusu a felelds. A C-inaktivacio egy
Osszetett, eddig nem tisztdzott molekuldris folyamat eredménye, mely nagyon érzékeny a
csatorna extracellularis porusat alkotdé aminosavakra, valamint az extra- és intracellularis
ionosszetételre (32). A C-tipust inaktivacid kialakuldsara két elfogadott magyardzat is
1étezik:

» Az inaktivacid soran a csatorna kiilsd porusanak teljes besziik6lése megakadalyozza

az ionok aramlésat (33; 34).

» A csatorna szelektivitasi sziirdjének konformacids valtozdsa miatt az inaktivalt
csatornak nem permedbilisak K'-ra, viszont més ionokra (pl.: Na") ekkor valhatnak

permedbilissa (35).



Mind a négy alegységben taldlhato, S5 és S6 -hélixeket 6sszekotd oligopeptid szakaszok
egyiittesen alkotjak a csatorna pdérusat. Ebben a szakaszban taldlhatd az a négy aminosavbdl
4ll6 szekvencia, amely feltételezhetden felelds a K’ szelektivitdsért. Tovdbb4 a csatorna

porusat eltomitd gatldszerek is e régid aminosav oldallancaival 1épnek kolcsonhatasba.

porus: toxinkotddes,

extracellularis tér feszultsegsie nzor itiktiVéCié
Sl S2 S3 "s4l [ ss | 1D se
intracellularis tér NH, HOOC§

GYGD 1ionszelektivitasi szird

extracellularis tér

intracellularis tér

1. abra A Kv1.3 csatorna szerkezete és funkcionalisan fontos részei

.3 Az ioncsatorna és lipidkérnyezete

A sejtek plazmamembranja egy foszfolipid kettds réteg, amelyben kiilonféle
receptorfehérjék, glikoproteinek, koleszterin, sphyngolipid stb. talalhaték. 1970 ota tudjuk,
hogy ez a lipid kettOsréteg nem tekinthetd merev rendszernek, hanem a benne 1évo
alkotorészek diffuzidra képesek, sot akar egymassal is kolcsonhatnak; ez a felismerés vezetett
1972-ben a Singer és Nicholson altal felallitott modellhez (36; 37). A sejt élete soran a
sejtmembran Osszetétele kiilonb6zd okok miatt (betegség, oregedés, étrendvaltozés stb.)
megvaltozhat, ezaltal befolydsolja a membran biofizikai sajatsagait (viszkozitas, gorbiilet,

fesziilés stb.) €s modositja az integralis fehérjék funkciogjat.



Koleszterin, amely az egyik meghatdrozo eleme az emlds sejtek membranjanak, a
membran kettdsréteg kiilsd felében talalhato, és elsdsorban annak dinamikai paramétereit
mddositja. In vitro kimutattdk, hogy nem csak a sejtmembran magas koleszterin szintje,
hanem az élettani értéknél alacsonyabb koncentracid is gatolja a receptorfehérjék (nAchR,
Na'-K'-ATP-4z) megfeleld miikodését (38; 39). Szamos tény tdmasztja ala, hogy a membran
koleszterintartalmanak valtoztatdsa modositja az ioncsatorndk muikodését (40-43).
Altalanosan elmondhato, hogy a koleszterin szint ndvelése csokkenti a csatornak aktivitasat,
mig kivondsa stimuldlja azokat. Jelenleg elfogadott elmélet szerint, a membran
megnovekedett viszkozitasa egyrészt mechanikai, masrészrdl a lipid-fehérje kolcsonhatas
altal hat a csatornafehérje membranbeli mozgasara. Ez utobbi feltevést alatdmasztjak a
Shaker csatorndk S1-S3 transzmembran szegmensében végzett triptofan/alanin pontmutéacids
kisérletek (44-46).

Ezenfeliil Martens ¢€s munkatarsai a kozelmultban kisérleteikkel igazoltdk, hogy
bizonyos K’ csatorndk (Kv2.1 és Kvl1.5) expresszios rendszertél fiiggetleniil specialis
mikrodoménekben, un. raftokban (tutajokban) helyezkednek el, ellenben masokkal (pl.
Kv4.2). A membran koleszterintartalmanak kivonasa, mely a lipid raftrendszer szétesését
segiti eld, a csatorna-klaszterek felbomlasat jelentette, megvaltoztatva a csatornak kapuzasara

jellemzd egyensulyi paramétereket (47; 48).

1.4 A kétpérusu K* csatornak

A K" csatornak egyre béviilé csaladjat alkotjak a két alegységbdl felépiild,
alegységenként két porus régiot (P1 és P2) tartalmazd, un. 2-pérust K™ csatornék (2. abra).
Az egyes alegységek a membrant teljesen ativeld négy, -helikalis szegmensbdl (M1-M4)
allnak, melyeket intra- és extracellularis hurkok kotnek Ossze. Az aminosav-szekvencia

analizisek csupan 25-40% homologiat mutatnak a csalddon beliili egyes csatorna-osztalyok
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kozott, s a csatornak alapvetd elektrofizioldgiai sajatsdgai nagy mértékben eltérhetnek
egymastol.

A csatornak aktivalasa teljesen kiillonbozd szignalok hatdsara johet 1étre (6; 49-58).
Koz06s jellemzdjiik, hogy intrinsic fesziiltség-kapuzéassal nem rendelkeznek, a hagyomanyos
peptid (ChTx, MgTx stb.) és nem peptid jellegii (TEA, 4-AP) K' csatorna gatlészerekre kis
mértékben vagy egyaltaldn nem szenzitivek. Feltételezheto élettani szerepiik a nyugalmi
membranpotencial kialakitasaban és fenntartdsdban van, ezek a csatornak tehetdk feleldssé az
un. ,,szivargdsi” aramért. A human genom projektnek koszonhetden sikeriilt az els6 human
eredetli kétporusu csatornat, a TWIK-1-et (Two-pore Weak Inward Rectifier K channel)
klonozni, majd expresszalni emlos sejtekben (52). Ezenfeliil kimutattdk a TWIK-1 esetében,
hogy az M1 és P1 régid kozott talalhato extracellularis hurok ciszteinje (C69) felelos az
alegységek homodimerizaciojaért (59). Tovabba kiillonb6z6 csatorndk alegységei (TASK-1 és
TASK-5) Xenopus oocitakban expresszalddva funkciondlis heterodimereket képeznek (60).

Az altalunk vizsgalt, egér myocytakbol izolalt cTBAK-1 (Cardiac Two-pore
Background K' channel) K" csatorna az aminosav homoldgia (99%) és elektrofizioldgiai
tulajdonsagok alapjan az egér TASK-1 (TWIK Related Acidic Sensitive K channel)
csatornaval azonos, és az un. Goldman-Hodgkin-Katz- vagy open-rectifier, K'-szelektiv
csatornakhoz tartoznak (61; 62). Mindkét csatorna rendkiviil érzékeny az extracellularis pH
fiziologias tartomanyon beliil torténd, relative kis valtozasaira, mely a szelektivitasi szlird
kozelében taladlhatd hisztidinnek tulajdonithatd (63). Masrészrol, jelenleg az egyetlen ismert
nagy affinitasu és specifikus direkt gatloszere a TASK-1 csatornanak a szervezet altal termelt
endocannabionid tipusu vegyiilet, az anandamid (64).

Az elmult években tobb tanulmany is beszamolt arrdl, hogy a TASK-1 csatorna a
kozponti idegrendszer sejtjeiben expresszalodik, igy feltehetdleg fontos szerepet jatszik azok

nyugalmi potencidljanak kialakitdsaban, ezaltal befolydsolva elektromos aktivitdsukat (49;
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65-67). Tovabba arra is fény deriilt, hogy a klinikai gyakorlatban alkalmazott kiilonb6zd
altato ¢s érzéstelenitd vegyiiletek (éter, halotan, kloroform) gatld vagy éppen ellenkezdleg,
serkent6 modon hatnak a TASK-1 csatorna mikodésére; mely azt igazolhatja, hogy
valdsziniileg ezen ioncsatornan keresztiil torténik meg az idegrendszer ,,d&tmeneti blokkolasa”

az anasztezia soran (53; 68-70).

extracellularis tér

intracellularis tér
H,N

2. abra A kétporusu csatornak feltételezett szerkezete

I.5 A csatorna-gatlészerek osztalyozasa

A csatornamiikodés megértésében az ioncsatorna gatloszerek specifikus kotddésiik
miatt struktura-funkcid vizsgalatra alkalmasak. A gatlészerek kémiai 0sszetételiik alapjan két
csoportra oszthatdk: a peptid és a nem peptid tipustiakra. Az eldbbi csoportba sorolhatok a
kiilonbozo allatfajok (pl. skorpiok, kigyok) altal termelt méreganyagok (venom), melyek

nagy affinitassal képesek kotédni a K csatorna fehérjéhez (28; 71).
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A peptid blokkolok tobbsége tgy fejti ki hatdsat, hogy a csatorna extracellularis
poérusaba kotddve elzarjak a K ionok athaladdsinak utjat (porus-blokkoldk). Ismert
szekvenciaju toxinok (ChTx) és a csatornafehérje egyiittes mutacidja révén sikeriilt
csatornaporus topoldgidjanak és az egyes aminosavak toxin-csatorna kolcsonhatasban
betoltott szerepének tisztazasa (20; 72-77).

A peptid inhibitorok tobbségétdl eltérd blokkoldsi mechanizmusa miatt nagy
jelentdséggel bir egy pdk venombol izolalt toxin, a hanatoxin (HnTx). A HnTx nem a
csatorna porusaba kotddik, hanem a Shaker csatorna S3 szegmensein taldlhato kotShelyen
keresztiil modositja a csatorna kapuzasat, gatolva a K’ 4ramot: a hanatoxin molekula
kotddése a pozitiv irdnyba tolja el a csatorna-aktivacid fesziltség fiiggését (gating-modifier:
kapuzéas-modosito hatasu), ezaltal csokkentve az aram csucsértékét (78-80).

A peptid inhibitorok mellet a nem peptid tipusu gatldszerek alkalmazasa is jelentOs
elorelépést hozott a csatornafunkcid, a kapuzasi mechanizmusok felderitésében. Ezek a
molekuldk egyszerlibb szerkezetliek, eltér6 a blokkolasi mechanizmusuk és kotohelyeik
eltérd lokalizacidja miatt bizonyultak alkalmasnak a viszonylag magas félhatasos
koncentracio ellenére a struktura-funkcié feltérképezésében.

A K’ csatorndk egyik leggyakrabban hasznalt nem peptid gatldszere a tetraetil-
ammoénium (TEA), melynek segitségével az N- és C-inaktivacio elkiilonithetd, azaltal, hogy a
Shaker csatornak extra- €s intracellularis porusaban is talalhatd TEA kotohely (81; 82). A
TEA molekula a Shaker csatorna nyitott porusaba kotddve blokkolja a kdlium ionok aramat,
¢s lelassitja az aram inaktivaciojat (83).

A nem peptid blokkoldk kozott is talalhatd olyan vegylilet, amely nem kozvetleniil a
pérus ,eltomitése” révén, hanem bizonyos csatornafunkciok modositdsan keresztiil fejti ki
hatasat. Ulens és munkatdrsai HERG (human ether-a-go-go (eag) related gene) csatorndkon

kimutattak, hogy propoxyphene és annak metabolitja, a D-norpropoxyphene megvaltoztatja a
12



csatorna kapuzasat ¢&s szelektivitasat (84). Ha a csatorna ionszelektivitasat egy

pontmutacidoval megsziintették, akkor a két gatlészernek semmiféle hatasat nem tapasztaltak.
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. ANYAGOK ES MODSZEREK

.1 Sejtek

Human periférias vérbdl izolalt limfocitak: A sejteket Ficoll gradiens
centrifugaldssal nyertiik heparinozott human vérbol. A vért egészséges donoroktdl
vettiik. A limfocitikat kétszer mostuk Ca*" és Mg®" mentes Hanks’ oldattal, mely 25
mM HEPES-t is tartalmazott (pH: 7,4). A sejteket 0,5x10%ml koncentracidban 3-4
napig inkubaltuk 5% CO, mellett 37°C-on 24 lyuku tenyésztéedényekben. RPMI-1640
médiumot hasznaltunk, mely 10% fetalis borju savot (Hyclone, Logan, Utah), 100 u./l
penicillint, 100 pg/ml streptomycint és 2 mM L-glutamint tartalmazott.

A tenyészté médiumhoz 2,5 vagy 5 pg/ml phytohemagglutinint (PHA-P, Sigma-
Aldrich Kft, Hungary) adtunk a K™ csatorna expresszio novelése érdekében (85-87).

Xenopus laevi oocitak szeparalasa: Az oocitdkat ndstény karmos békakbol
nyertiik miitéti Gton. A sejteket két 6ran keresztiil Ca*"-mentes ND-96 oldatban mostuk
allandd forgatas mellett, mely oldat 2 mg/ml kollagenazt tartalmazott (88). Ezutédn a
sejteket kétszer Ca®" mentes ND-96 oldattal, kétszer pedig normal ND-96 oldattal
mostuk. Az mikroinjektalast megelézéen a sejteket méret és kondicid szerint
szelektaltuk, majd felhasznalasukig antibiotikumot tartalmazé ND-96 oldatban tartottuk

18-20°C-on.

lll.2 Molekularis bioldgia

Elészor a ¢cTBAK-1 c¢cDNS-t a Prof. Tytgat laboratoriumdban kifejlesztett

pGEMHE expresszios vektorba klonoztuk az eredeti pBLUEscript (Stratagene, USA)
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vektorbol (88). YI05F és F211Y mutdciokat Quickchange mutagenezis Kkittel
(Stratagene, U.S.A.) hoztuk Iétre az aldbbi primerek felhaszndldsaval: 5°-
CACCACCATCGGCTTTGGCCATGCGGCGC-3’ és 5’-CACCCCATCGGCTACGA
ACTATGTGG-3’. A PCR bedllitdsa soran a gyartd cég altal megadott protokollt
alkalmaztuk. A PCR mutagenézis eredményességét enzim restrikcidos modszerrel
ellenoriztik (Amw26 [ (Y105F) és Bal I (F211Y)). In vitro transzkipcid eldtt a
pGEMHE/cTBAK-1 expresszids vektort (mutanst és vad-tipust egyarant) Nhe I enzim
segitségével linearizaltuk, majd a T7 mMessage mMachine transzkripcios kit (Ambion,
U.S.A.) hasznélatdval capped cRNS-t szintetizaltunk a linearizalt plazmidbdl. Az

oocitakat 50 nl cRNS-sel (0,1 ng/nl) injektaltuk.

lll.3 Koleszterin kivonas és bevitel

A PHA-P aktivalt limfocitdkat kétszer mostuk Hanks’ oldattal, majd megfeleld
koncentracidban (2x10° sejt/ml) felszuszpendaltuk metilalt-B-cyclodextrin/koleszterin-t
(MBCD/C, CycloLab, Hungary) vagy metilalt-B-cyclodextrin-t (MBCD, CycloLab,
Hungary) tartalmazo Hanks’ oldatban. A sejtszuszpenzidt 60 percig 37°C-on
inkubaltuk, majd Hanks’ és PBS oldatban mostuk. Kontroll sejtek esetében MBCD/C
vagy MBCD nélkiil inkubdltuk a sejteket. Ezutan a T sejteket antitest adhézios

technikaval szelektaltuk(14).

lll.4 Elektrofiziolégia

Patch-clamp: A tenyésztett limfocitdkbol a T-sejteket a mérések eldtt a

Matteson és Deutsch altal leirt monoklonalis antitest adhézids modszerrel szelektaltuk
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egér anti-human CD2-vel (14). A Petri-csészét boritd kecske anti-egér IgG antitestek
biztositottak a megfeleld sejtek szelektiv kitapadasat. Az adhézidt kovetéen a nem
kotédo sejteket 3x1 ml normal kiils6 oldattal torténd mosassal tavolitottuk el.

Az értekezés eredményeit szolgaltatd kisérletes munka nagy része a Hamill,
Marty, Neher, Sakmann és Sigworth altal 1981-ben bevezetett patch-clamp technikan
alapul (89).
végeztik (89). A mérések a teljes-sejt konfiguracio elérése utdn 5-10 perc mulva
kezdddtek. A kisérleteket minden esetben szobahdmérsékleten (22-24 °C) végeztiik.

A pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark Electromedical Instruments)
tivegkapillarisokbdl huztuk két fazisban, majd ho alkalmazasaval poliroztuk a pipettak
hegyét. A pipettak ellendllasa normal extra- és intracelluléris oldat esetén 2-4 MQ volt.

Meéréseinkhez Axopatch 200 és 200A patch-clamp erdsitoket hasznaltunk
fesziiltség-zar tizemmodban (Axon Instruments, Inc., USA). Az ingerld fesziiltség-
impulzusokat és az adatgyljtést IBM kompatibilis személyi szamitégép vezérelte
Digidata 1200 illesztoegységen keresztiil a pPCLAMP programcsomag segitségével (6.0
¢s 8.0 verziok). Nagy aramamplitudé illetve soros ellenallds esetén soros ellenallas
kompenzaciot (60-85%) alkalmaztunk. Az aramgorbéket 4 pdlusu Bessel szlirdvel
szirdztik. A mintavételezés frekvencidja a sziirék sarokfrekvencidjanak legalabb
kétszerese volt, a Nyquist teodria értelmében.

Kételektrodas voltage-clamp technika: Az oocitakon atfolyo teljes-sejt aramot
a hagyomanyos kételektrodas voltage-clamp technikdaval mértiik a mikroinjektalast
kovetden 2-4 nappal. (GeneClamp 500, Axon Instruments, Inc., USA) Az eletrédak

ellendllasat a lehetd legalacsonyabb értéken tartottuk (kb. 200kQ-1MQ). A mérés
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kezdetéig a sejteket gentamicint (50 mg/liter) tartalmazé ND-96 oldatban taroltuk. A
pCLAMP 5.0 programot hasznaltuk mintavételezésre. A tovabbi részletet lasd fenn a

patch-clamp leirasnal.

.5 Fluoreszencia polarizaciés anizotropia mérések

Fluoreszencia polarizaciés anizotropia méréseket az SFM 25 tipusa
spektrofluoriméterrel (Kontron) végeztiik szobahdmérsékleten. 1-(4-
trimethylammoniumphenyl)-6-phenyl-1,3,5-hexatriene-p-toluenesulfonate-ot ~ (TMA-
DPH, Molecular Probes) dimetilsulfoxidban (DMSO)-ban oldottuk fel 0,5 mM-os
torzsoldatot készitve. A kisérleteket megelézoen a sejteket (2x10° sejt /ml) 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk TMA-DPH-val (2 uM; A =360nm, Aey =430nm). A
A = (Iyv-G - Iyn)/(Iyy+t2:G - Iyng), ahol I,y és Iyy rendre a mért fluoreszencia

intenzitdsok a polarizator és az analizator parhuzamos és merdleges beallitdsanal. A

Perrin egyenlet l:i 1+k—Tr felhasznalasaval kifejeztik A/(Ao-A)-at, egy
A A Vn

olyan mennyiséget amely egyenesen ardnyos a membran viszkozitissal (Ag: a TMA-
DPH hataranizotropiaja, T: abszolut hdmérséklet, V: TMA-DPH térfogata, n: membran

viszkozitas, tT: TMA-DPH fluoreszencia élettartama; Ao(TMA-DPH)=0.362).

1.6 Oldatok

Limfocita mérések esetén: Az extracellularis oldat 6sszetétele (mM-ban): 145

NaCl, 5 KCI, 1 MgCly, 2,5 CaCl,, 5,5 gliikéz, 10 HEPES (pH 7,35, 305 mOsm) volt. A
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pipettaoldat Osszetétele (mM-ban): 140 KF, 11 K,EGTA, 1 CaCl,, 2 MgCl,, és 10
HEPES (pH 7,20, 295 mOsm) volt.

A csatorna gatloszereket az aldbbi modon adtuk a sejtekhez: a kiilsé oldat
gravitdcid hajtotta, az irdnyitdst manudlisan csapokkal illetve elektromagneses
szelepekkel végeztik. Az oldatok a sejttdl <Imm-re elhelyezkedd kis atmérdji,
tolcséresitett végli mlianyag csobol folytak a sejtre. A folyadéktobbletet folyamatos
szivassal tavolitottuk el.

Xenopus oocitan torténé mérés esetén: Az alabbi extracellularis oldatokat
hasznaltuk kisérleteink soran:

1. ND-96; 6sszetétel mM-ban: KC1 2, NaCl 96, MgCl, 1, CaCl, 1.8, HEPES 5, pH 7.4

2. magas kéalium tartalmt oldat (HK); osszetétel mM-ban: KCI 96, NaCl 2, MgCl, 1,
CaCl, 1.8, HEPES 5, pH 7.4

3. 300 uM BaCl, tartalmaz6 HK oldat; 6sszetétel mM-ban: KCl 96, NaCl 2, MgCl, 1,
CaCl, 1.8, HEPES 5, 300 uM BaCl, pH 7.4

4. Na' mentes oldat vagy TRIS oldat; osszetétel mM-ban: KCI: 2, TRIS-CI: 96,
MgCly: 1, CaCl,: 1.8, HEPES: 5, pH 7.4
Az oldatok cseréjét gravitacio hajtott perfuziés rendszerrel végeztik. Az

elektrodakat 3 M-os KCl oldattal tolt6ttiikk meg.
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1.7 Az adatok kiértékelése

A mérések sordn nyert aramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen
korrigaltuk ohmikus szivargasi daramra, amennyiben ennek nagysdga nem volt
elhanyagolhato. A gorbéket digitdlisan szlirdztiik harom pontos boxcar modszerrel.

A mért pontokhoz az egyes fiiggvények illesztését a Marquardt-Levenberg
algoritmus segitségével végeztik. Az illesztéseket a mért és szadmitott adatpontok
kozotti kiilonbségek négyzetének osszegével jellemeztiik.

A kisérleteink soran kapott adatok statisztikai Osszehasonlitdsat kétmintas t-
probaval, vagy varidcidanalizissel (One-Way ANOVA) végeztiikk el. A Dunett vagy a
Student-Newman-Keuls modszert alkalmaztuk annak megfelelden, hogy kontrol
csoportos vagy pedig paronkénti Osszehasonlitds tortént. A mérési adatoknal az

atlagértéket és annak kozepes hibajat (SEM) adtam meg legalabb n=4 esetén.

1.8 Anyagok

A kisérletekben hasznalt vegyszereket a kovetkez6 forrdsokbdl szereztiik be:

e D-norpropoxyphene maleate: Sigma, U.S.A.
e fluoxetine HCI: Prozac™, U.S.A.
e TMA-DPH: Molecular Probes, Netherlands
e atobbi vegyszer: SIGMA Aldrich Kft, Magyarorszag.

A Pil toxinnal torténd mérések esetén az extracellularis oldat tartalmazott még
0,1 mg/ml BSA-t is, hogy csokkentsiik a toxin milanyag feliiletekhez torténd
adszorpcidjat. A D-norpropoxyphene maleate-ot és a fluoxetine HCl-ot ND-96 vagy

TRIS oldatban oldottuk fel és 4°C-on taroltuk.
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1.9 Skorpié toxinok

A felhaszndlt toxinok tisztitdsa kromatografids eljarassal tortént. A venomot a
skorpioktol elektromos stimulacioval nyertiik. A skorpié méreg oldhato frakcioit eldszor
Sephadex G—50—e¢l t6ltott oszlopon szepardltuk. A III. szamu frakcidt, amely az aktiv
peptid komponenseket tartalmazza nagynyomasu folyadék kromatografiaval
szubfrakciokra bontottuk (Pil-Pi8). A tisztitott peptid toxinok aminosav Osszetételét
Beckmann 6300E aminosav analizator, szekvenciajat pedig automatikus ProSequencer
(Millipore, modell 6400/6600) segitségével hataroztuk meg. A toxinok izolalasat

kollaboracios partneriink (Dr. Possani) laboratériumaban végezték (90).
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IV. EREDMENYEK

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

kapuzasara

IV.1.1 A koleszterin hatasa a membranfluiditasra

A koleszterin az emlds sejtek plazmamembranjanak egyik fontos alkotoeleme,
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a lipid molekuldk alkotta membran stabil
szerkezetének kialakitadsaban. A koleszterin kizarélag a membran kiilsé lipidrétegében
talalhatdé meg, ezen beliil is legkoncentraltabban az Un. lipid tutajokban. Az elmult
években szamos kozlemény beszamolt arrdl, hogy a kiillonbozd sejtek, igy a limfocitak
membranjanak koleszterintartalma és mikroviszkozitdsa korrelacioban all egymassal.
Kisérleteink soran a metil-B-ciklodextrint (MBCD) ¢és annak koleszterinnel telitett
komplexét (MBCD/C) hasznaltuk, hogy a T Ilimfocitdk membranjanak
koleszterintartalmanak modositasara, a kezelés eredményességét ¢€s hatékonysagat
,steady-state” fluoreszencia anizotropia méréssel ellendriztiik. Az 3. dbra A része azt
mutatja, hogy a 0,5-1,5 mg/ml tartomanyban térténé MBCD/C kezelés ddzistiiggden
kezelés ellenben nem valtoztatta meg szignifikdnsan a membran fluiditasat (3. dbra B
része). A MPBCD koncentracio novelésével a sejtek membranja oly mértékben
karosodott, hogy az mar nem tette lehetévé a patch-clamp kisérletek teljes-sejt
konfiguracidban vald kivitelezését (személyes tapasztalat).

Mind a kezelt, mind a kontroll sejtek esetében meghataroztuk a kapacitasra

normalt aramstiriiséget (AS;: i az adott kezelést jelsli, AS; = +40 mV-nal mért
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csticsaram értéke / a sejt kapacitasa), mely szintén jelzés lehet a MBCD ¢és a MBCD/C
kezelés hatékonysdgéra vonatkozdéan. Hasonléan a VRAC csatorndkra kapott
eredményekhez esetiinkben is a koleszterin bevitele csokkentette (ASs = 220 + 36
pA/PF, AS; o= 113 + 16 pA/pF, AS; 5= 154.3 + 22 pA/pF), mig membranbdl torténd
kivonasa névelte (ASionron = 326 37 pA/pF, ASoos =344 + 57 pA/pF, AS) 425 =639 *
95 pA/pF) a Kvl.3 csatorna-aktivitdst (ez esetben a Kruskal-Wallis-féle nem

paraméteres probat alkalmaztuk, p=0.05) (40).

A
- 5 — !
10 - I I ! I I
T <
: <
<
0 ] 0
Kontroll 0.5 1.5 Kontroll 0.5 095 1.3 1.425
MBCD/C koncentracié (mg/ml) MBCD koncentracié (mg/ml)

3.4bra A Koleszterin kivonas és bevitel hatasa a T limfocitik membran-mikroviszkozitasra.

Fluoreszencia polarizacids anizotropia modszerrel vizsgaltuk a koleszterin bevitel (A) és kivonas
(B) membranviszkozitasra kifejtett hatasat. A/(A¢-A), a viszkozitassal () aranyos mennyiséget a Perrin
egyenletbdl hataroztuk meg. (A¢=0,362, a TMA-DPH hataranizotrdpiaja)

IV.1.2 A koleszterin médositja a Kv1.3 csatorna inaktivaciés kinetikajat

A Kvl1.3 csatorndk depolarizacié hatdsara gyorsan kinyitnak, amely megfelel a
teljes-sejt konfiguracioban mért dramgorbe felszallo 4ganak, majd egy nem vezetd
inaktivalt allapotba jutnak, melyet az dram viszonylagos lassi exponencidlisan
csokkend szakasza jellemez a csatorna C-tipusu (vagy lassu) inaktivacidjanak
megfeleléen. A 4. abra A része olyan T limfocitdkon mért teljes-sejt K™ aramot mutat,

amelyek rendre 1,5 mg/ml MBCD/C-nel (3), 1,425 mg/ml MBCD-nel (1) kezelt és
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kontroll sejtekbdl (2) szdrmaznak. Méréseink soran a sejtekbdl szarmazd teljes-sejt
aram csucsértékek kiillonbozdsége miatt a kapott &ramgorbéket a maximalis aramértékre
normaltuk; mellesleg az ilyen moddon eldallt aramgorbék vizudlisan kiemelik a
kezelések okozta valtozdsokat. Az daramgorbe leszalld agat egy exponencidlis
figgvénnyel illesztettiik (I(t) = [p x exp(-t/tini) + C, lp: aram amplitddodja, tini: az
inaktivaciés iddallandd az ,,i” kezelés esetén, C: aram egyensulyi értéke.), és az
inaktivacid kinetikai jellemzésére az inaktivacios iddallandot hasznaltuk. Az egyes
sejteket jellemzo inaktivacios iddallandét az egymast kovetd, 4 depolarizacid soran
meghatarozott idéallandok szamtani atlagaval jellemeztiik.

Mint azt a 4. dbra A része egyértelmiien mutatja, a T sejtek membranjanak
MBCD-nel (0,95 és 1,425 mg/ml) torténd koleszterin tartalom csokkentése az
inaktivacid gyorsuldsat eredményezte, szemben a koleszterinszint emelésével (1 és 1,5
mg/ml), amely az inaktivacios idéallando szignifikdns novekedéséhez vezetett. A
kiilonbozé6 MBCD ¢és MPCD/C koncentracioju kezelések soran mért inaktivacids
idoéallandoinak Osszehasonlitdsara statisztikai elemzést végeztiink. A kiilonb6z6
napokon mért kontroll sejtek adatait egy csoportba vontuk Ossze (késobb ezt tekintjiik
kontroll csoportnak), mivel az egyes napokon mért idéallandok kozott nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget (tine = 157,5 £ 4,5 ms, n = 40, p = 0,124). A statisztikai
analizis alapjan elmondhatjuk, hogy a 0,95 és 1,425 mg/ml MPBCD-nel tortént
koleszterin kivonds az inaktivacios idéallando statisztikailag szignifikdns csokkenését
eredményezte, azonban a két kezelt csoport kozott nem mutatkozott statisztikai
kiilonbség (Tino9s = 132,8 £ 8,8 ms; n 9; Tin 1425 = 130,7 £ 12,6 ms, n=7; p = 0,016, p =

0,76; 4. abra C rész).
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Ha a sejteket 0,5 mg/ml MBCD/C-nel kezeltiik, az aram inaktivaciojanak
semminemi valtozasat nem tapasztaltunk (Tinos=155,1£6,9 ms, n=13, p=0,825),
viszont a tovabbi koleszterinszint novelés (1 és 1.5 mg/ml MBCD/C) az inaktivacios
idoallando jelentds és statisztikailag szignifikdns emelkedését eredményezte a
kontrollhoz képest (7in,1=209,5£12 ms, n=12; ti,;5=237,2+15 ms, n=10; p<0,001). A
két utobbi kezelés hatdsa viszont statisztikailag azonos volt (p=0,071; 4. abra C rész).

A 4. abra A része tovabba azt is jelzi, hogy a csucsaramra normalt egyensulyi
aram értéke jelentésen megemelkedik a koleszterin bevitel hatdsara mind 1 (0,057 *
0,01), mind 1,5 mg/ml (0,058 = 0,01) MBCD/C koncentracioknal, a kontrollhoz
viszonyitva (0,026 + 0,003 p = 0,005). Az inaktivalt és nyitott csatorndk egyensulyi
eloszlasanak eltoldddsa a depolarizacids fesziiltségek mellett a nyitott-inaktivalt
atmenetet jellemz6 sebességi allandok olyan megvaltozasat jelzi, amely szintén az aram

inaktivacidjanak lassuldsat tdmasztja ala.

IV.1.3 A koleszterinszint emelés lassitja a Kv1.3 aktivacidja

A Kvl.3 csatorndk teljes-sejt aramdnak aktivacigjat jellemzd paraméterek
meghatarozasara 15 ms ill. alkalmanként 30 ms hossz, +50 mV-os depolarizald
impulzust alkalmaztunk, melyet minden 30-adik masodpercben kapcsoltuk a sejtekre,
hogy a kumulativ inaktivaciot kikiiszoboljik. A 5. dbra A része olyan normalt,
aktivaciot jellemzd aramgorbéket mutat, melyeket egy kontroll (2), egy koleszterin
kivonasnak (1,425 mg/ml MBCD) és toltésnek (1,5 mg/ml MBCD) alavetett limfocita
esetén kaptunk. Az egyes sejteket jellemzd aktivacios iddallandot az inaktivacios

idéallandonal megadottal azonosan definidltuk.
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A 4. abra A koleszterin kivonas és bevitel
hatisa a T sejtek K' 4aramanak
1 - inaktivacidjara.

(A) Egy 1,425 mg/ml MBCD-nel (1), egy
3 1,5 mg/ml MBCD/C-nel (3) kezelt és egy
kontroll sejtbdl szairmazd normalt teljes-sejt
K" arama. A sejteket —120 mV-on tartva 2 s
hosszu, +40 mV-os depolarizald impulzust
adtunk a sejtekre  minden 60.
szekundumban. Aramgorbe leszalld 4gat
egy-exponencialis fliggvénnyel illesztettiik,
a kinetikdt az inaktivacios iddallandoval
1 jellemeztik. (B) A  koleszterinszint
0 . - - : novekedése az inaktivacié lassulasat
0 1 2 eredményezte, (C) mig csokkentése

felgyorsitotta az aram inaktivaciojat.

Normalt K*aram

B C
300 - 200 -

150 ~

N
(=4
o
1
Tin (ms)
H
i

100 -

50 -

0
Kontroll 0.5 1.0 1.5 Kontroll 0.95 1.425
MBCD/C koncentracié (mg/ml) MBCD koncentracié (mg/mil)

A koleszterin szint 1 és 1,5 mg/ml MBCD/C-nel valé novelése, hasonléan az
Hodgkin-Huxley n*-es modellnek (HH-modell) megfeleléen, exponencialisan novekvé
fiiggvénnyel illesztettiik: I(t)=I, x (l-exp(-t/ta,i))4 + C; ahol I, az aktivalédd éaram
amplitudoja; t,;: aktivacids idballando; C: az aram értéke a depolarizalé impulzus
kezdetén (28). Az aktivacids allandok novekedése (5. abra B rész) mindkét kezelés
esetében szignifikdns eltérést mutatott a kontroll értékekhez képest, de a paronkénti
Osszehasonlitdsra, csakugy, mint az inaktivacional, nem adddott kiilonbség a két
koleszterin szint hatasa kozott. (Tae=0,79 £ 0,03 ms T, 0= 1,31 £ 0,13 ms T, ;5 = 1,52

+0,2ms, p<0,001).
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S.abra A koleszterin hatiasa a Kvl.3
csatornak teljes-sejt Aramanak
aktivacidjara.

(A) Az Kvl.3 aktivacié kinetikajanak a
jellemzésére a sejteket —120 mV tartdsi
potencialrol 15 vagy 30 ms-ig +50 mV-ra
depolarizaltuk; on-line leak korrekciot
alkalmaztunk. A membran koleszterinnel
torténd toltése (1,5 mg/ml MBCD/C, 3)
lassitotta az aram aktivaciojat, mig a
koleszterin kivonas nem valtoztatta meg a
gorbe futasat (1,425 mg/ml MBCD, 1) a
kontrollhoz viszonyitva (2). (B-C) Az
aktivacios  gorbe illesztésével kapott
iddallandd (t,;) valtozdsa a kiilonbozd
kezelések hatasara .

C

Kontroll 0.95 1.425
MBCD koncentracié (mg/ml)

Ha a sejteket 1 ill. 1.5 mg/ml MBCD/C-nel inkubaltuk, akkor azt tapasztaltuk,

hogy az aktivaci6 némely sejt esetében kétfazisuva valt (6. dbra A rész, kontroll: 1; 1,5

mg/ml MBCD/C: 2). Ez esetben az aktivacios aramgorbét két exponencialis fliggvény

Osszegfiiggvényével illesztettiik: I(t) = Lex (1 - exp(—t/ra,f))4 + Lsx (1 - exp(—t/ta,s))4 +

C, ahol I,f és I,s a gyors ill. lassu dramkomponens amplitudodja, t,¢r and T, a két

komponenshez tartozé idéallando és C az dramérték a t=0 iddpillanatban. A statisztikai

elemzések azt mutattak, hogy a kétfazisu aktivacio ,,gyors idéallandoja” (t,r) a kontroll

aktivacios iddallandohoz képest szignifikansan nott, azonban, mint elézdekben is

tapasztaltuk, a két kezelést jellemzd adatsor kozott nem volt statisztikai kiilonbség
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(Tar10=128 £ 0,1 ms 1,515 = 1,44 £ 0,2 ms; p < 0,001 és p = 0,582). Mivel a lassan
aktivalodo aramkomponens csak a koleszterinnel dusitott sejtek esetében jelenik meg,
ezért csak a két kezelés tn. paronkénti osszehasonlitdsa lehetséges, mely szintén nem
tikrozott szignifikans eltérést. (ta5.10 = 5,0 £ 1,03 ms; 14515 = 4,56 £ 0,6 ms, p = 0,68)
Ezenfelill bevezettiink egy, a két komponens aranyat jellemzd R paramétert is, amely
megadja a gyors komponensnek a két amplitidd Osszegéhez viszonyitott aranyat, az
alabbi egyenlettel definidlva:
Iat,f

Ia, S * Ia, f

A 6. abra C részén szintén az latszik, hogy az 1 és 1,5 mg/ml MBCD/C-es kezelés
hatdsa nem tér el egymastol (Rimg/mi = 0,77 £ 0,04, R} smgmi = 0,85 + 0,02, p = 0,28). A
kétfazisu aktivacio okanak pontosabb megértése végett megvizsgaltuk az dram
aktivacidjat OmV depolarizald fesziiltség mellet is, €s azt talaltuk, hogy a mindkét
kezelés esetében a 0 mV-nal meghatidrozott R értékek azonosak a + 50 mV-nal
kapottakkal (p = 0,436 és p = 0,646; 6. abra C része).

A MBCD-es kezelésnek alavetett limfocitak kalium aramai gyakorlatilag azonos
aktivacios kinetikat mutattak, mint a kontroll kériilmények kozott tartott sejtek (Ta 905 =
0,89 £ 0,03 ms, 1,455 = 0,88 £ 0,03 ms, p=0,075), az idéallandok nem szignifikans
novekedése valodszinlileg a kezelés aspecifikus hatdsanak tulajdonithato. (5. dbra C
rész). Mind az inaktivacids, mind pedig az aktivacids kinetikdra kapott eredmények
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a koleszterin kivonasa, legalabbis ebben a
koncentraciotartomanyban, nincs hatdssal a Kv1.3 csatorndk kapuzasi folyamataira.

Ezzel szemben a koleszterinkoncentracido novelése soran, a Kv1.3 aktivacids kinetikara
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adddd eredmények azt jelezhetik, hogy a csatorndk két kiilonalld populacioja jelent meg
a T sejtek membranjaban, amely feltételezhetden a membranban jelenlévo, eltérd lipid-

koleszterin tartalmu fazisoknak tulajdonithato.

IV.1.4 Az aktivacio és inaktivacié egyensulyi paraméterei

A koleszterin altal modositott aktivacids €s inaktivacios kinetika befolyasolhatja
a két folyamatot jellemzd egyensulyi paramétereket, amelyek egyben tuddsitanak a
kiilonb6zé konformacids allapotban (pl. nyitott-zart, zart-inaktivalt) 1évo csatornak
egyensulyi megoszlasardl. A normalt teljes-sejt konduktancia (Gn) tesztfesziiltség
fliggésével az aktivacidt, az inaktivaciobdl torténd visszatérés egyensulyi paramétere
(visszatért aramhanyad, RF) membranpotencial fliiggésének meghatarozasaval pedig az
inaktivacidt jellemeztiik, majd az adatpontokhoz illesztett Boltzman fliggvények
paramétereit hasznaltuk a valtozadsok mértékének kifejezésére.

7. ébra harom-harom, eltérd6 mddon kezelt limfocita (kontrol, 1,425 mg/ml
MBCD és 1,5 mg/ml MBCD/C) normalt konduktancia tesztfesziiltség (A rész), valamint
a visszatért aramhanyad membranpotencial (B rész) fiiggését szemlélteti (lasd még az
abramagyardzatot). Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfliggésének kozéppontja kontrol
sejteknél (Vi,x) —27,5 £ 1,2 mV (n=24) volt, mely a membran koleszterinszint-ndvelés
hatasara (1 ill. 1,5 mg/ml MBCD/C) szignifikansan nétt: - 20,2 £ 2,0 mV és -20,9 + 1,3
mV (n=7, p = 0,002). Ezenfeliil, a meredekség a kontrolnal kapott 8,32 + 0,2 mV-rol
10,1 = 0,56 mV (1 mg/ml) ill. 9,61 £ 0,26 mV-ra (1,5 mg/ml) valtozott (p = 0.002).
Mint azt el6zdleg mar tapasztalhattuk, a koleszterin kivondsa nem okozott véaltozast az
egyensulyi aktivacid fesziiltségfliggésében sem (s,:005 = 8,8 £ 0,5 mV, 851425 =8,3 £ 0,2

mV; Viaoos =-28,0 £ 1,3 mV, Vi o145 = -30,2 + 1,4 mV; p= 0,569 és p=0,651).
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A visszatért aramhdnyad membranpotencial fliggését, amely az inaktivalt és zart
csatornak aranyat jellemzi egy adott tartofesziiltség értéken, a 7. dbra B része mutatja.
Alaposabb statisztikai analizis nélkiil is egyértelmi, hogy a koleszterinszint valtoztatasa
nincs hatdssal sem a kozéppont helyzetére, sem pedig az illesztett fiiggvény
meredekségére (Vi ix =-47,4£ 0,8 mV Vi,i15=-53,5+28 mV, Vyii145=-48,5%0,1
mV,p=0,16¢ésp=0,514; s;x=-5,0£ 0,4 mV, s;,5=-4,7+ 0,5 mV, si145=-3,5+0.5

mV, p=0,632¢sp=0,439).
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7. abra A Koleszterin hatasa a Kv1.3 csatornak fesziiltségfiiggé egyensilyi paramétereire

A)A K" 4ram egyenstlyi aktivaciojanak fesziiltségfiiggése egy kontroll (? ) egy MBCD (1,425 mg/ml,
?) és egy MBCD/C (1,5 mg/ml, ?) kezelt sejten. A sejteket —120 mV-on tartva 40 ms-ig a feltiintetett
tesztfesziiltségre depolarizaltuk minden 50. sec.-ban. A teljes-sejt konduktanciat a (G(V)) G= Imax/(V-Erev)
egyenlettel definialtuk, ahol Imax @ Viesx tesztfesziiltségnél mért aram csucsértéke, Erv pedig az aram
megfordulasi potencidlja. A G(V) értékeket a maximalis értékre normalva a fesziiltség fliggvényében
abrazoltuk, majd a legjobban illeszkedd Boltzmann fiiggvénnyel (G(V) = 1/(1+exp [-(V-V.a)/s4], ahol V a
tesztfesziiltség, V.. a fliggvény kozéppontja, s. a meredeksége) egyiitt abrazoltuk (folytonos vonal:
kontroll; pontvonal: 1,425 mg/ml MBCD; szaggatott vonal: 1,5 mg/ml MBCD/C). (B) A visszatért
dramhanyad fesziiltség fiiggése egy kontroll (? ) egy koleszterin toltstt (1.5 mg/ml MBCD/C, ?) és
koleszterin kivont (1.425 mg/ml MBCD, ?) limfocitdn. A visszatért dramhanyad meghatarozasira a
szokasos két-impulzus protokollt alkalmaztunk: a sejteket —120 mV-on tartva +40 mV-ra depolarizaltuk,
majd 180 s-ig a kivant fesziiltségen (-110mV - -30 mV) tartva ismét +40 mV-ra depolarizaltuk. A
visszatért aramhanyadot (RF) az alabbi egyenlettel adtuk meg: RF = (P2-Is1)/(P1-Iss1), ahol P2 és Pi a
csucsaramok az els6 ill. a masodik impulzus soran, Iy az dram értéke az elsd impulzus végén. Az
adatpontokhoz szintén Boltzmann fiiggvényt illesztettiink, melyet azonos moédon abrazoltunk, mint az
el6zbéekben. Szemben a egyensulyi aktivacidval, a membran koleszterintartalma nem volt hatassal a
visszatért aramhanyad fesziiltségfiiggésére.
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IV.2 A Pi1 toxin hatasa a Kv1.3 csatornak aramara

A kiilonboz6 allatfajok venomjabol kinyert toxinok lehetdséget nyujtanak az
ioncsatornak farmakoldgia és csatorna-funkcio vizsgalatara. Az altalunk vizsgalt Pil
toxin a Pandinus imperator skorpié venomjabol (PiV) szarmazik a Pi csalad tobbi
tagjaval (1-8) egyiitt. Korabbi kisérleteinkben mar kimutattok, hogy a PiV-bdl tisztitott
két toxin frakcid, a Pi2 és Pi3 gatolja a Kv1.3 csatornak teljes sejt aramat (91; 92). A
Pil toxin egy jellegzetes motivumban eltér a tobbi frakcidtol: az oligopeptid stabilitasat
a megszokott harom diszulfid helyett egy extra negyedik biztositja, amely
Osszekapcsolja az  -hélix és a B-lemez kozti hurkot a C-terminussal. A kiegészitd
ciszteinek megléte feltételezi a molekula stabilabb struktirajat, valamint a méret
csokkenését, mely maga utan vonhatja a toxin-csatorna kolcsonhatas, s ezaltal a gatlas
erosségének a megvaltozasat.

A 8. dbra A része human periférias T limfocitdkon mérhetd, Kv1.3 csatornaktol
szarmazo teljes-sejt aramgorbéket mutat eltéré depolarizald fesziiltségeknél, normal
extracellularis oldatban. Lathatd, hogy kizardlag kifelé iranyuld é&ram folyik a
membréanon keresztiil, melyet K™ ionok hoznak 1étre. Ha az extracellularis oldat 10 nM
Pil toxint tartalmaz, a teljes-sejt K™ csucsaram értékek szignifikansan lecsokkennek (kb.
50%-ra), anélkiil, hogy az 4ram inaktivacids és aktivacids kinetikdja modosulna (8. abra
A és B rész). A toxin bekotddésének €s kimosdsanak kinetikdjat rovid (6ms) +40 mV-ra
depolarizald, egymast 15 sec-ként kovetd impulzusokkal vizsgéaltuk. 10 nM Pil altali
egyensulyi gatlds gyakorlatilag két impulzus kozti (=15 s) id6tartam alatt kialakult,
viszont a toxinmentes oldattal perfundalva a sejteket az aram kontroll értékre torténd
visszatérése meglehetdsen lasst, megkozelitdleg 2 percet vesz igénybe (8. abra B rész,

betétabra).
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A cstcsaram fesziiltségfiiggése (I-V fiiggvény) jol szemlélteti (8. abra C rész),
hogy a csatornak aktivaciojat jellemz6 egyensulyi paraméterek nem valtoznak meg a
toxin kotodés hatdsara, amely a gatlds kialakuldsanak fesziiltség-fiiggetlen voltat
igazolja. Tail-current protokoll sordn a sejteket —120 mV tartofesziiltségrél 6 ms
hossztisagu +40 mV-os impulzussal depolarizaltuk, majd a feltiintetett fesziiltségekre
repolarizaltunk, és meghataroztuk az aramamplitidokat (8. abra C rész, betétabra). Az
aram megfordulasi potencidlja a Pil kotddés hatasdra nem valtozott jelezve, hogy a
toxinmolekula nem befolyésolja a csatorna szelektivitasat.

A fentiekben foglaltak alapjan azt mondhatjuk, hogy a Pil, hasonldan a legtobb
peptid gatloszerhez, nem befolydsolja a csatorna kapuzdsat, pusztdn a csatorna porus
kiilsé extracellularis részébe bekstédve akadalyozza a K ionok az ioncsatorna péruson
keresztiil torténd ataramlasat.

Az 1-100 nM koncentracié tartomanyban meghataroztuk a K™ dram gatlasanak a
Pil koncentracid fliggését (8. abra D része). A megmaradd aramhanyad értékeket

s

jelenlétében ill. normal extracellularis oldatban) 1 toxin molekula : 1 csatorna
sztochiometriat feltételezve megillesztettik (MAH =K JX T [Pi1]), ahol Kg:

disszociaciés allando, [Pil]: Pil koncentracid). Az illesztés eredményként a toxin

e

megléte nem befolyasolja a kotddes erdsségét.
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8. abra Pil reverzibilisen blokkolja a human T limfocitak K" aramat

(A) Egy T sejt K aramanak fesziiltségfiiggése. A sejteket —120 mV-on tartva a betétdbran jelzett
fesziiltségekre depolarizaltuk (- 80 - + 40 mV) 1000 ms-ig. Az egyes impulzusokat 80 s valasztotta el.
Az attekinthet6ség kedvéért nem minden aramgorbét tiintetiink fel. (B) Ugyanazon a sejten mért
aramok, mint az (A) részben, azonban most 10 nM Pil-et alkalmaztunk extracellularisan. Betétabra:
Egy limfocita teljes-sejt aramamplitudoinak valtozasa 10 nM Pil hozzaadasa majd kimosasa soran. A
6 ms hosszu +50 mV-os tesztimpulzusokat 15 sec-ként kapcsoltuk a sejtekre.(C) Az extracellularisan
alkalmazott Pil hatésa a limfociték teljes-sejt aramanak a fesziiltségfiiggésére. (®: kontroll, ®: 10 nM
Pil, A: kimosas utan) Leak korrekcidt nem alkalmaztunk. Betétabra: A 10 nM Pil nem befolyasolja
a K  aram megforditasi potencialjat. A sejteket —100 mV tartofesziiltségrol 6 ms hosszisagi +40 mV
impulzussal depolarizaltuk, majd visszaléptiink az abran jelzett tesztfesziiltségre, ahol megmértiik az
aramamplitadot. Az impulzosokat 40 sec valasztotta el. (D) A Pil dozisfliggd modon gatolta a K
csatorndk aramat.(n=4) A megmarad6 aramhanyad (MAH) értéket a MAH = Ipi1/Iy egyenlettel adtuk
meg, ahol Ipii és lo az aram csucsértcke az adott koncentracidoju Pil jelenlétében ill. normal
extracellularis oldatban. 1:1 szt6chiometridju csatorna-toxin molekula model alapjan illesztettiik a
dézis-hatas gorbét az adatpontokhoz.
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IV.3 Gatlészer és mutagenezis indukalt szelektivitasvaltozas a cTBAK K*

csatornaban

IV.3.1 A D-norpropoxyphene és fluoxetine élettani hatasa

A fluoxetine (Prozac®, FL), amely jol ismert antidepresszans hatasu vegyiilet,
egyrészrol gatolja a szerotonin felvételt a kozponti idegrendszerben, masrészrdl
nemkivanatos mellékhatdsaként jelentkezhet a legkiilonfélébb ioncsatorndk nem-
specifikus, fesziiltségfiiggd vagy fliggetlen, gyakran irreverzibilis gatlasa (10. abra B
rész) (93-97). A D-norpropoxyphene (NORP, Darvon®, 10. 4dbra A r1ész) az
érzéstelenités sordn alkalmazott propoxyphene 1. fizisi metabolitja, melynek a sziv
sejtjeiben torténd felhalmozddasa toxikus mellékhatasokat implikdl a HERG és egyéb
csatorndk funkcidjanak modositasa révén (84; 98; 99). Ulens és munkatdrsai mutattak
ki, hogy a HERG csatorndk kapuzasat és ionszelektivitasat is moddositja a NORP,
szemben a Kvl1.1-gyel, ahol hasonl6 hatdst nem tapasztaltak(84). Az altalunk Xenopus
laevis oocitdkban kifejezett c¢TBAK-1 csatorna szintén a szivben talalhato
(myocitakban), igy feltételezhetd, hogy a két vegylilet a korabbiakban megismert

hatassal van ra.

IV.3.2 cTBAK-1 aram jellemzéi Xenopus laevis oocitaban

Kett6-négy nappal a Xenopus laevis oocitak cTBAK-1 csatornat kdédolé cRNS-
sel torténd injektalasat kovetéen végeztik a méréseinket két-elektrodas fesziiltség-zar
konfiguracidban. Az elektrofiziologiai kisérletek soran az oocitdkra 0 mV tartopotencial
mellett —150—t6l +50mV-ig tarto 1 s hosszl un. fesziiltség-rampa impulzust kapcsoltunk
minden 10. masodpercben. (A fesziiltség-rampa impulzus soran a tartofesziiltség

linearisan valtozik az idé fiiggvényében a két szélsdérték kozott.) Ezen protokoll
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alkalmazasdval a cTBAK-1 csatorndkra jellemzd teljes-sejt aram membranpotencial
fiiggését (I-V gorbe) hataroztuk meg, mivel a csatorndk minden fesziiltség érték mellett
nyitva vannak, valamint nem 1ép fel inaktivacid (szemben pl. a Kv 1.3-mal, lasd az elsd
részt). A 9. dbra olyan reprezentativ aramgoérbéket mutat, melyeket az eldébbiekben
ismertetett protokoll alkalmazasaval kaptunk a sejt ND-96 (folytonos vonal), HK
(pontvonal) és Ba®" (szaggatott vonal) oldattal torténé perfuzidjakor. A harom
aramgorbe alapjan elmondhatd, hogy a cTBAK-1 csatorna drama ND-96 oldatban kifelé
egyeniranyitd, mely szimmetrikus K~ koncentraciok mellet eltiinik, ezenfeliil a Ba*"
ionok alacsony gatld hatasa azt jelzi, hogy nem az IRK csatorndk csaladjaba tartozik
(100). Ezek az eredmények egy K’ szelektiv, Goldmann-Hodgkin-Katz- (GHK) vagy
nyitott-egyeniranyitd (open-rectifier) csatornat jellemeznek, mint azt Kim és

munkatarsai korabban leirtak (61).

—_
<1 2 - 9. abra cTBAK-1 csatornik arama
~ //,-»; Xenopus laevis oocitakban, két-
- ’,w"" elektrodas fesziiltség-zar  konfigu-

P raciéban. A cTBAK cRNS-sel injektalt

) f,—’ ) sejtekre 0 mV tartdsi potencidlrél —150

-100 =20 0 50 mV-t6l +50 mV-ig terjedd fesziiltség-
_ {_(.--/‘" rampa impulzust kapcsoltunk 1 sec.-ig.
st 2 - Az impulzusok kozott 10 s-ot vartunk.

//’ Az ND-96 (fol};'aonos vonal), HK

. A (pontvonal) és Ba™ (szaggatott vonal)

’ FeSZUItseg (mV) oldatban mért aramgoérbék egy GHK-

-4 - rektifikalo csatornat jellemeznek.

IV.3.3 NORP indukalt szelektivitasvaltozas

A 10. dbra C része cTBAK-1 csatorndk teljes-sejt aramat mutatja kontroll
kortilmények kozott (ND-96 oldatban), valamint 250 uM NORP hozzéadasat kovetden.
Ugyanezen a sejten +50 mV-nal mért aramértékek idobeli valtozéasat tintettiik fel a

betétabran: a gatloszer bemosodasi kinetikdja meglehetdsen lassu, mig a kimosas sem
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volt teljes, azaz a NORP irreverzibilisen blokkolja a csatorndk dramat (a két impulzus
kozti idotartam 10 s). Az aram-tesztfesziiltség (I-V gorbe) gorbék jol illusztraljak, hogy
a NORP hatasa Osszetett: csokkenti a kifelé irdnyuld aramot, megnoveli az befelé
iranyuldt és eltolja az I-V fiiggvényt a pozitiv fesziiltségek felé, mely az dram
megforduldsi potencidljdnak az eltoloddsat jelenti. A megforditdsi potencidl (Erey)
koncentracio fiiggésének meghatarozasakor bevezettik az Un. normalt vagy relativ
megforditasi potencial eltolddast (AE.), hogy ily mddon kikiiszoboljiikk a csatornak
eltérd expressziods szintjébol adodd variabilitast:

— Exore ~Exp.os — AE

rel E E

ev

AE

ND-96 ND-96
ahol Enorp €s Enp.gs az dram megforditasi potencidlja NORP jelenlétében ill. ND-96

oldatban. A kiilonb6z6 NORP koncentracioknal meghatarozott AE,; értékeket Hill

rel,max

egyenlettel illesztettl'ik(AErel =AE -EC5, / (EC20 Jr[NORP]n )) , €és eredményekép-

pen az illesztés paramétereire a kovetkezdk adodtak: ECsp=122,1 uM (megforditasi
potencialra vonatkozé félhatdsos koncentracio), AE, maximalis értéke (AEreiND-96.max)
0,36 és a Hill koefficiens —1,45 ([NORP]: NORP koncentracid, 10. abra C rész)
Tekintettel arra, hogy a NORP csak részlegesen gatolta cTBAK-1 aramot +50
mV-nal, a megmaradé dramhanyad (MAH) koncentracio fiiggését olyan Hill egyenlettel

illesztettiik, melynek a végtelen nagy koncentracidk esetén sem zérus a nem blokkolt
sramhanyad értéke (NB): MAH=B-IC", /(Ic*;0 + [NORP]“)+NB (ICso (4ram

blokkolésat jellemz6 félhatdsos koncentracid) = 167,8 uM, B (blokkolt aramhanyad) =
0,51, NB = 0,49, n = 1,1; 10. dbra E rész) . A kifelé irdnyulo aram gatldsanak nem
teljes volta kétféleképpen magyardzhato: (1) a membranban legaldbb kettd, eltérd
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farmakologiai tulajdonsdgu csatornapopuldcié van jelen; (2) a NORP nem csak a
csatornan atfolyo &aramot gatolja, mint egy porusblokkold, hanem valoszintlileg
modositja a csatorna funkcidjat, ez esetben a szelektivitasat (az dram-fesziiltség gorbe
eltolodésa is utal erre). Az elsd magyarazat kizarhatd, mivel a nem cTBAK RNS-sel
injektalt Xenopus oocitakbol szarmazd dramot nem mddositotta a NORP (itt
hivatkozunk (84) referenciara), az utobbit feltételezést pedig az oldat Na' ionjainak a
kivonasaval, izoozmotikus helyettesitésével (pl. TRIS) vizsgaltuk (lasd a kovetkezo
fejezetet).

A NORP-nal végzett kisérleteinkkel parhuzamosan a fluoxetine (#L) cTBAK-1
csatornakra kifejtett hatdsat is tanulméanyoztuk. Az irodalombo6l mar korabbrol ismert
volt, hogy a FL az ioncsatorndk széles spektrumara fejt ki gatlohatast: K, Na*, Ca*" és
CI" csatornakrol is bizonyitottdk, hogy a kiilonféle mdédon ¢€s hatasfokkal blokkolodnak
FL jelenlétében (93-96). Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a cTBAK-1 csatornat is képes
- nem specifikus volta miatt — gatolni. A 10. dbra D részén az el6zdleg ismertetett 1 sec
hosszu fesziiltség-rdmpa protokoll sordn nyert aramgorbék lathatok ND-96 oldatban és
50 uM FL alkalmazasakor. Hasonléan a NORP-hoz, a FL is irreverzibilis gatloszernek
bizonyult (10. dbra D rész, betétabra), viszont a NORP-nal ellentétben, nem mddositja
az E.,-t; valdszintlileg csak a csatorna vezetOképességét csokkenti a porus eltomitése
révén. A dozis-hatds gorbe egyértelmiien azt mutatja, hogy a FL nem tekinthetd a

crcr

abra F rész). Természetesen, ez esetben 1is Hill egyenletet illesztettiink
(RF =1C5, /IC5q + [FL]) az egyes koncentracioknal mért MAH értékekhez, s a NORP

esetében ismertetett modon szarmaztattuk a MAH-ot.
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10.abra A NORP és a FL modositja a cTBAK-1 aramat.

(A és B) A D-norpropoxyphene ill. a fluoxetine szerkezete. (C) Reprezentativ cTBAK-1 aramgorbék
ND-96 oldatban (folytonos vonal) és 250 uM NORP (szaggatott vonal) hozzaad4sa utdn. A betétabra jol
szemlélteti, hogy a gatloszer bemosodasa meglehetdsen lassu (10 s-os intervallumok két epizod kozott),
valamint a kimos6das nem volt teljes. A NORP géatolta a kifelé iranyulo K" dramot, stimulalta az ionok
bedramlasat és megnovelte a megforditasi potencialt (Erwv). (D) A FL extracellularis alkalmazéasa
elsésorban a kifelé irdny K dramot gatolta. Az dramgdrbéket ND-96 (folytonos vonal) oldatban és
50 uM FL jelenlétében (szaggatott vonal) rogzitettik. Betétabra: A NORP-hoz hasonléan a gatlohatas
nem volt kimoshaté ([FL]=50 uM). (E) A NORP koncentraciofiiggé modon fejtette ki hatdsat. A
megforditasi potencialban bekdvetkezd valtozast a sejtenkénti variabilitds miatt normaltuk (AE:, ®), az
adatpontokhoz Hill fiiggvényt illesztettiink. A NORP csak részlegesen gatolta a cTBAK-1 csatorna
aramat +50 mV-nal. A megmarad6 dramhanyadot (MAH, M) Inore/Inp9s képlettel adtuk meg, ahol
Inore €s Inp-os az aramérték +50 mV-nal a feltiintetett [NORP] jelenlétében ill. ND-96-ban. (F) A FL
koncentracié fiiggd aramgatlasat (MAH, M) Hill egyenlettel illesztettiik, mely ICso = 226,5 uM
eredményezett. A FL alkalmazasakor mért normalt Er, valtozasokat (AE:., ®) is dbrazoltuk, hogy
ezaltal kiemeljiik a két vegyiilet eltéro hatasat.
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IV.3.4 A NORP hatasa csokken az extracellularis Na* hianyaban

A NORP alkalmazasa, mint elobb lattuk, megvaltoztatja a cTBAK-1 csatorna
szelektivitasi tulajdonsagait: a befelé irdnyuld aram amplituddja és az E.., megnd, a
kifelé iranyul6 aram pedig lecsokken. A tapasztalt jelenség magyarazataért valosziniileg
a Na' ionok megvaltozott befelé iranyuld aramldsa tehetd feleldssé. A Na' ionok
szerepének tisztazdsa céljabol az extracellularis oldatban a Na'-ot TRIS ionokkal

helyettesitettiik, amelyre nézve mind a sejtmembran, mind a ¢TBAK-1 csatorna

inpermeabilis.
A B
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11. abra NORP megviltoztatja a Na' és K ionok relativ permeabilitasi egyiitthatoit.

(A) Az extracellulris oldatban Na"” TRIS-sel tortén helyettesitése jelentésen, bar nem teljes mértékben
csokkentette az Erv eltolddasat a pozitiv potencialok felé. (B) A NORP dozis-fuggd valtozast hozott
létre az Erev-ben (AEwi, ®) , melyet szintén Hill egyenlettel illesztettiik. A NORP 4ramamplitidora
kifejtett gatlohatisa (MAH, M) szintén koncentréciofiiggd volt, a MAH-t az elézbekben ismertetett
moddon szarmaztattuk.

A 11. abra A része olyan cTBAK-1 aramgorbéket mutat, melyek Na'-ot nem
tartalmzd TRIS oldatban (folytonos vonal) és ezen oldatban feloldott 250 uM NORP
hozzaadésa utan (szaggatott vonal) lettek rogzitve, ugyanazon a sejten. A NORP E,,-re

kifejtett hatdsa szembetiind modon redukalodott, bar TRIS oldatban sem valt teljesen

z€russd, valamint hasonléan a ND-96 oldatban kapott eredményeinkhez, dozisfiiggést
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tanusitott. A koraban ismertetett modszerrel illesztettiik a AE. és MAH-hoz tartozd
adatpontokat, mely az illesztés paramétereire az alabbi értékeket szolgaltatta: ECsg tris =
61 uM, AEr triS max = 0,083, nris = 1,57; valamint ICsp tris = 38,4 uM, ntgris = 1,86,
NBrris = 0,87, Brris = 0,13.

A Na' mentes extracelluldris oldattal elvégzett kisérletek eredményei
alatimasztjdk azon hipotézisiinket, hogy a Na' ionok bearamlasa felelds az Er
megvaltozasaért. A AE.., nem zérus értéke arra utal, hogy valoszinlileg a ¢cTBAK-1
csatorna K’  szelektivitisa lecsokkent, parhuzamosan a Na'-permeabilitas

emelkedésével.

IV.3.5 A NORP a szelektivitasi szlir6vel lép kdlcsonhatasba

A K csatornék egyik, rendkiviil konzervativ szekvencia szakasza a porus régié
vagy P-régio, amely egyértelmiien meghatdrozza a csatorna pemeabilitasi sajatsagait. A
poruson beliil taldlhatd, egy mindossze négy aminosavbol allé szekvenciarészlet, a
GYGD, amely a sziikebb értelemben vett szelektivitasi sziironek tekintenek (101).
Chapmann ¢s munkatarsai drkl (Kv2.1) csatorndkon kimutattdk, hogy a GYGD
szekvencian belil, a Y és az D helyzetben csak meghatarozott aminosav-par cserék
eredményeznek funkcionalis és K’ szelektiv tetramer fehérje struktirdkat (102).
Tovabba a GFGN porusszekvencidju HERG csatornak esetében a NORP a cTBAK-1-
gyel megegyezd hatast hozott 1étre: az aram csucsértékének csokkenése mellett a
csatorna kapuzdsa és szelektivitasa is megvaltozott. Ezzel szemben a fesziiltség vezérelt
K" csatornak Shaker csaladjba tartozé Kvl.1 esetében, mely GYGD szelektivitasi
szlirdvel rendelkezik, nem tapasztaltak moddosuldst a szelektivitasban a NORP

alkalmazasa soran, ,,csupan” egyszeri pdorus-blokkoldként miikodott (84). E két utobbi
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tényre alapozva ugy véljiikk, hogy a NORP-csatorna kolcsonhatas a P-régid, sziikebben a
szelektivitasi szlird aminosav oldalldncainak modositasan keresztiil torténik.

Az egér cTBAK-1 csatorna két porus régidjaban eltérd a szelektivitasi sziird
szerkezete: az els6t GYGH, mig a masodikat GFGD aminosavak alkotjak (103). A PCR
technika felhaszndldsaval mindkettd szelektivitdsi szlirdben pontmutdciot hoztunk 1étre,
hogy felderithessiik a NORP és a csatorna kozott fellépd kolcsonhatast (12. abra). Az
elsé pérusban a 105. pozicidban 1évé Y-t cseréltik le egy F-ra (késdbb Y105F
hivatkozom e fenotipusra), a masodikban a megfeleld helyzetben 1évo (211-es pozicio)
F-t mutéltattuk egy Y-ra (késdbb csak F211Y). Az els6 porus mutacidja GFGH-GFGD,
a masodiké GYGH-GYGD aminosav-sorrendli csatorna-alegységet eredményezett. Az
ily mddon létrehozott két mutans csatornagént kodold cRNS-t Xenopus oocitaba
injektalva olyan csatorna populaciok fejezddtek ki a sejtmembranban, melyek vagy a

HERG (Y105F), vagy a Kv1.1 (F211Y) csatorna szelektivitasat meghatarozé aminosav

szekvenciat tartalmaztak.

12. abra A vad-tipusu (WT) és

a mutans csatornak
porusanak elsédleges szerke-
HN zete.

A ¢TBAK-1 csatorna P-
régidinak aminosav sorrendje
OOH |4thaté, a GYGH és a GFGD
szelektivitasi motivumok ki
vannak emelve. A mutalt
aminosavakat eltérd szinnel és

2. PORUS hattérrel jelenitettiik meg.
Vad-tipus
89 195
FAGSFYFAITVITTI AAA...FFQAYYYCFITLTTI{EXENYVA

Y105F mutans
FAGSFYFAITVITTI AAA...FFQAYYYCFITLTTIEIZEY VA
F211Y muténs
FAGSFYFAITVITTI AAA...FFQAYYYCFITLTTIEY[EDY VA
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A 13. abran vad-tipustt (WT: A része) és a mutans (Y105F: B rész, F211Y: C
része) csatornak teljes sejt arama lathatd 1 masodperc hosszu fesziiltség-rampa impulzus
soran, ND-96 oldatban (folytonos vonal) és 250 uM NORP jelenlétében (szaggatott
vonal). Az Y105F csatornak éarama (13. abra B része) elveszitette a kifelé
egyeniranyitasat, az E.., a depolarizdlo6 membranpotencial felé tolddott el, valamint a
NORP gyakorlatilag nem volt hatdssal sem az aram nagysagara, sem pedig az E.,-re.

A 13. abra C része a mésik mutdns cTBAK-1 csatorndkon (Y211F) atfolyo teljes
sejt aramot mutatja kontroll oldatban és 250 uM NORP hozzéaadasat kovetden. A NORP
lathatéan alig modositja az aram-fesziiltség gorbét; a kicsi, azonban nem zérus valtozas
oka a Kvl.l csatornatdl eltérd porusszerkezetben keresendd: a H jelenléte az elsd
porusban ,.elhangolja” a csatorna szelektivitast, ugyanis a Kvl.1 esetében a negativ
toltéstt D taldlhaté ebben a helyzetben, amihez képest a pozitiv toltésti oldallanc
valészinlileg nagymértékii valtozast jelent (102). A AE., drasztikus csokkenése
kolcsonhatdsa révén fejti ki szelektivitas mddositd hatasat.

Az 1.A tablazat osszefoglaléan bemutatja a kiilonb6z6 csatorna tipusok (WT,
Y105F, F211Y) esetén, 250 uM NORP alkalmazéisa mellett mért MAH és AE.
értékeket. Az adatok statisztikai elemzése azt mutatta, hogy a 250 uM NORP hatasa
szignifikinsan kisebb volt a WT-hoz képest mind a MAH, mind pedig a AE.
tekintetében az F211Y mutansndl (p < 0,001és p < 0,001). A masik mutans
csatornatetramer (Y 105F) esetében nem mutatjuk be a statisztikai vizsgalat eredményét,
hiszen itt a hatds hidnya nyilvanval6 eredményre vezetne.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy az elsé és a maésodik porus szelektivitasi

sziirdjében végrehajtott pontmuticiok két teljesen eltérd csatorna-fenotipust hoztak
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létre. A Y105F mutans, feltételezhetéen K szelektivitasa csokkenése miatt, NORP

rezisztenciat mutatott, mig a F211Y konstrukcié megtartotta K™ konduktiv képességét,

€s a NORP nem okozott olyan mértékli valtozast sem az dramamplitidéban, sem a E,c,-

ben, mint azt a vad-tipusnal tapasztaltuk.
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13. 4bra A NORP hatisa a mutians csatornak
dramara

(A) Vad-tipusu (WT) cTBAK-1 csatorndk arama
ND-96 oldatban (folytonos vonal) és 250 uM
NORP jelenlétében (szaggatott vonal). (Csak az
illusztracié miatt jelenitettiik meg.) (B) Az els6
porusban 1étrehozott mutacié (Y105F) dramain
megvaltoztatta a cTBAK-1 alapvetd sajatsagait: a
csatorna ionszelektivitdsa modosult (folytonos
vonal), a NORP nem blokkolta a csatornan
atfolyé éaramot, s nem modositotta a Erev-et
(szaggatott vonal). (C) Az F211Y mutans
tetramer biofizikai tulajdonsagai megegyeznek a
WT-éval (lasd 1. tablazat), kivéve, hogy 250 uM
NORP hozzaadasa mind az Er-t, mind az
aramértéket kisebb mértékben befolyasolta.

C
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IV.3.6 A Y105F mutacié médositja a csatorna szelektivitasat

50

Mint azt el6zdleg kimutattuk, az elsd pdrusban tértént mutacid nagymértékben

megvaltoztatta a cTBAK-1 csatorna alapvetd biofizikai sajatsagait. Az izozmotikus

ionhelyettesités  segitségével

karakterizaltuk az Osszes csatornatipus elemi

elektrofiziologiai tulajdonsagait: az egyes csatorna tipusokat kifejez6 sejteket ND-96,
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HK ¢és TRIS oldattal perfundaltattuk, az eltérd extracellularis ionmilidbdl adodd E,., —
vel vagy E.,-ek kiilonbségekkel jellemeztiik a csatornafajtak szelektivitasat (lasd a 1. B
tablazat szovegét).

Elészor a normal élettanihoz hasonld allapot esetén mérhetd teljes-sejt dram
fesziiltség fiiggésébol hatdroztuk meg az dram megforditasi potencidljat (Erevnp-9s, 1. B
tablazat). A statisztikai analizis azt mutatta, hogy a WT és a F211Y mutans E,.y np.os-€
azonos volt, szemben az Y 105F-fel, amelynél a megforditasi potencial a pozitiv iranyba
tolodott el, jelezve a K szelektivitas nagyfoku csokkenését, s valamilyen pozitiv ion
bedramlasat. A HK és Na” mentes oldatban a WT és Y105F mért aram megforditasi
potencidlok kiilonbségei (AErev ik AE ey TRIS) csak alatdmasztottak azon
feltételezéslinket, miszerint a csatorna szelektivitasi sziirdje nem funkciondl, azaz

,defektes”. A masodik pdérus muticidja azonban nem okozott alapvetd biofizikai

sajatsagokban (AEe, k) eltérd fenotipust (p = 0,248).

Csatorna AE,q MAH
tipus
WT 0.32+0.04 | 0.64 +£0.05
Y105F -0.1+0.03 | 1.09£0.09
F211Y 0.1+0.01 | 0.84+0.02
Csatorna Erev,ND-96(mV) AErev,HK(ln\,) AErev,TRIS(In\Z)
tipus
WT -71.1 £1.93 79.8 +3.8 33+32
Y105F -18.6 £7.3 349+24 -18.6 £2.0
F211Y -70.8 £2.4 73.5+3.5 -
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V. MEGBESZELES

V.1 A koleszterin hatasa a Kv1.3 csatornak inaktivacios és aktivacios
kapuzasara
A koleszterin membranba torténd bevitelének ill. onnan vald kivonasanak
hatékonysagat két, egymastol fiiggetlen modszerrel ellendriztiik. A fluoreszencia
anizotropia mérések eredményei azt mutattak, hogy a koleszterinszint MBCD/C-nel vald
emelését a membran-mikroviszkozitds novekedése jellemezte, mig a hasonld
koncentracioban alkalmazott MBCD-nek hanyagolhaté mértékii volt a hatasa. Ha a
MBCD-t nagyobb koncentraciéban (5 mg/ml) alkalmaztuk, akkor a mikroviszkozités
szignifikansan csokkent, viszont ekkor a teljes-sejt mérési konfiguracio kialakitasa valt
lehetetlenné a membran nagyfoku roncsoléddsa miatt. Ezen ok miatt hasznaltuk fel a
sejtkapacitasra normalt aramstirtiséget (AS), mint fiiggetlen paramétert, hogy mindkét
kezelés hatékonysagat ellendrizziik. Eredményeink, hasonldéan a korabbi irodalmi
csokkenti, csokkenése noveli az dramstiriiséget (40). Mindezek alapjan ugy véljiik, hogy
mind a MBCD/C-nel, mind MBCD-nel kezelt sejtek esetében a kezelés effektiv volt.
Kisérleteink sordn az aktivacid ¢és inaktivacid kinetikai és egyensulyi
paramétereivel jellemeztiik a koleszterin Kv1.3 csatorndk teljes-sejt &ramara gyakorolt
hatasat. Eredményeinket az aldbbiak szerint foglalhatjuk 6ssze: (1) membran megnovelt
koleszterin-koncentracigja a Kv1.3 csatorna inaktivacidjanak lassuldsat, mig
koleszterinszint csokkentése a gyorsulasat eredményezte; (2) a koleszterin membranba

torténd bevitele lassitotta az aktivaciot is, mely egyes sejtek esetében kétfazisuva valt;
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(3) egyensulyi aktivacidt jellemzd meredekség €s kozéppont koleszterin toltés hatdsara
megvaltozott, szemben az egyensulyi inaktivacidval.

Az egyensulyi aktivacio fesziiltség fiiggésének a depolarizald potencidlok
iranyéba torténd eltolodasa, legalabbis elméletileg, magyarazatot nyujthat a koleszterin-
dusitott sejtek lassu aktivacios kinetikdajara. Mivel a lassu vagy kétfazisu aktivacios
kinetikat +50 mV tesztfesziiltségek mellett mértiik, abban a fesziiltségtartomanyban,
ahol a G-V gorbe a kontroll és a kezelt sejtek esetében gyakorlatilag azonos értéket
vesz fel, a gorbe eltoloddsa nem magyarazhatja a lassabb aktivacios kinetikat, ezért a
tapasztalt lassulds a médosult Kv1.3 kapuzasi kinetikanak tudhato be.

A fesziiltség vezérelt K csatornak - koztiik a Kv1.3 is - aktivaciojaért az elsd
négy, S1-S4 -helikélis szegmensek feleldsek, melyekrdl kordbban kimutattdk, hogy az
S5-P-S6 régiot a kornyezettdl elszigetelve, a membran lipid molekulai altal koriilvéve
helyezkednek el. (44; 45; 104) Kovetkezésképp, a sejtmembran Osszetételének
barminemii mddositasa kozvetleniil kihat a csatorna zart allapotbol nyitott allapotba
torténd atmenetére. A membranviszkozitds megemelkedése az aktivacidban résztvevod
alegységek aminosav oldallancai és a lipid molekuldk apolaris szénlancai, valamint az

-hélixek kozott fellépd ,,surlodds” novekedését idézi eld, mely a csatornaaktivacid
soran végbemend konformdcios valtozast késlelteti. Eredményeink jo egyezést
mutatnak K¢, csatornakra, egy-csatorna szinten kapott eredményekkel: a depolarizald
fesziiltség értékeknél mért kisebb atlagos nyitvatartasi idotartam és nyitasi valoszintiség
koleszterin-bevitelkor, a makroszkopikus aramok szintjén lasstibb aktivéacios kinetikat
eredményezhet (41). Tovabbd mas tipusu ioncsatorndkon végzett hasonld kisérletek is

azt mutattdk, hogy a koleszterin membranbeli megemelt koncentracidja csokkenti a

45



csatorndk nyitasi frekvencidjat vagy aktivitasat, amely a nyitott allapotban eltoltott
id6tartammal aranyos (40; 43; 105; 106).

A Kvl1.3 csatorndk koleszterin bevitel hatasara kialakult, ujszeri kétfazisu
aktivacidja felveti azt a kérdést, hogy milyen modellel lehet leirni a tapasztalt
jelenséget. A legnyilvanvalobb valasz az lehet, ha feltételezziik, hogy a két Kv1.3
csatorna populdcid van jelen a T sejtek membranjaban, melyek eltérd lipid milidben
(kiilonb6z6 koleszterin tartalmu régiokban) helyezkednek el, mely egyuttal az aktivacid
eltérod fesziiltség fiiggését is eredményezi. Ha az egyensulyi aktivacié eltolddasaért a
lassan aktivalodé komponens megvaltozott aktivacios kapuzasa a felelds, akkor a
depolarizéltabb fesziiltségek esetén azt varnank, hogy a lassan aktivalédd csatornak
hanyada egyre kisebb. Ezzel szemben, az R paraméterre kapott eredményeink azt
mutatjak, hogy a két populédcid aranya fesziiltség fliggetlen, tehat ez a magyarazat nem
allja meg a helyét teljes mértékben. Masrészrdl, a két csatornapopulécionak az aram
inaktivacios kinetikdjaban is kétfazisi viselkedést kellene mutatnia. Az d&ram
inaktivacios dga két komponensének a matematikai felolddsa azonban csak bizonyos
feltételek teljesiilése mellett lehetséges: a két csatornafajtdnak az egymashoz
viszonyitott aranya Osszemérhetd legyen, valamint a két inaktivacids iddallando
jelentésen kiilonbozzon. Maskiilonben annak ellenére, hogy két eltérd csatorna tipus van
jelen, a két komponens nem valaszhaté szét a gorbe két-exponencidlis fliggvényel
torténo illesztésekor (107).

Fentebb leirtak utdn egy masik, az eldbbiektdl teljesen eltérd javaslatot is
teszlink a Kv1.3 kétfazisu aktivacidjanak magyarazatara: modelliink a Zagotta ¢s mtsai.
altal, Shaker A tipusu csatornara kidolgozott modellen alapul, melyet kibdvitettiink a
csatorna un. aktivalt zart (AZ: aktivalt-zart allapot, 1. Diagram) allapotaval (108).
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Masodsorban az aktivacidos sémdnkban felhaszndltuk az Anderson és mtsai. kordbbi
egymastol teljesen eltérd allapotdiagram sémakat dolgoztak ki és modelleztek le (107).
Elképzeléseink szerint az AZ allapot megjelenése annak tulajdonithato, hogy k; és ks
sebességi allandok (lasd az 1. diagramot) a membran viszkozitasdnak novekedése
kovetkeztében modosulnak. A megvaltozott k;/k, arany miatt valik ez az allapot
,lathatova”, holott normal élettani koriilmények kozott is jelen van. Tehat az allapot
diagram elsé négy ,,1épése” az inaktivaciobol visszatért egyes alegység, zart allapotba
torténd atmenetét foglalja magaban (Zy-Zs4), melyet a csatorna aktivalt allapota (O) vagy
éppen az aktivalt-zart allapota (AZ) kovet. Az AZ allapotban a csatorna négy alegysége
bekeriil egy zart, azonban konformacidvaltozast szenvedett, nem vezetd allapotba,
ahonnan csak a Z4 —en keresztiil juthat el a nyitott konfiguracidba.

M¢ég egy fontos kérdést kell tisztaznunk: miért nem kétfazisu az aktivécio
minden egyes vizsgalt sejt esetében? A T limfocitdk plazmamembranja, hiszen
kiilonb6zo donoroktdl szarmaznak, mas és mas koncentracioban tartalmazhat, és
valoszintileg tartalmaz is, koleszterint, vagyis a MBCD/C kezeléseket kdvetden is eltérd
lesz az egyes sejtek membranjanak koleszterintartalma. Feltételezésiink szerint az
aktivacio két-exponencidlis kinetikdja csak megfeleld lipid-koleszterin arany folott
fordul eld, amikor is olyan fazisok keletkezhetnek, melyek fizikai és kémiai

sajatsadgaikban eltérnek (109).

1. diagram
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Mint azt a bevezetOben mar emlitettiik, a Kv1.3 csatorna S5-S6 szegmense,
valamint a P régidja a C tipusu inaktivacid soran konformacio valtozast szenved (34;
81; 110; 111). Mivel az aktivacio és az inaktivacid csatolt folyamatok a Kv1.3-ban, igy
az aktivaciés kapuzds befolyasolhatja az inaktivaciét annak ellenére, hogy a
csatornafehérje mas és mas régidja felelos ezekért az atalakuldsokért. Mivel az S5-P-
S6 szegmens a tobbi a szegmens altal hatarolt, nem érintkezik a membrant alkoto lipid
molekulakkal, ezért a membran Osszetételében torténd valtozasokat csak kozvetett
moddon, az egyes a-hélixek kozott fellépd kolcsonhatdson keresztiil érzékeli (45).
Tulajdonképpen, az S5-S6 és az els0 négy szegmenst alkoté aminosavak oldallancai
kozott fellépd erdsebb kolesonhatds az, amely késlelteti az inaktivaciot eredményezd
struktura atalakulést.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a T limfocitdk membranjdban torténd
koleszterinkoncentracié valtozas egyarant modositja a Kv1.3 csatorna fesziiltség- és
1d6fliggd kapuzasat. Azonban tovabbi kisérletek sziikségesek annak kideritésére vajon a

Kv1.3 csatorndk szubcellularis kompartmenekben/raftokban taldlhatok-e meg.

V.2 Befolyasolja-e a negyedik diszulfid hid a Pi1 toxin hatékonysagat?

karakterizalt két masik PiV frakcidval (Pi2 és Pi3, a K4 50 pM ill. 795 pM) szembeotlo,
hogy a négy diszulfid hiddal rendelkezd Pil a legkevésbé hatékony gatloszer e harom
koziil (92). Az emlitett toxinok a ChTx tipust peptid gatlészerek csaladjaba tartoznak

mind szerkezeti, mind pedig szekvencia homoldgia alapjan (2. tdblazat) (112). A proton
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NMR vizsgélatok alapjan elkészitett hAromdimenzids modell azt mutatta, hogy a Pil az
aminosav szekvencia €s a negyedik diszulfid hid miatti eltérések ellenére, a mar ismert
K" csatornablokkolékkal nagyon hasonlé térbeli struktarat mutat (ChTx, MgTx), igy az
2. tablazatban bemutatott toxinok vaza gyakorlatilag azonos. Tehat sem a szerkezetbdl
adodod kiilonbség, sem az extra szulfid hid nem befolyasolja a 24-es pozicidban levd
lizin (K24; a ChTx-ban a K27) bekotédését a Kv1.3 csatorna porusaba, melyrol
igazoltdk, hogy Iétfontossdgi a ChTx-csatorna komplex kialakitdsidban ¢és
stabilizalasaban. A Pil mégis alacsonyabb blokkolasi hatasfoka valdszintileg az egyes
aminosavak eltérésével és a nettd feliileti toltés (surface charge) megvaltozasaval
magyarazhatd. A 11-es helyzetl tirozin (Y) glicinre (G), valamint a 35-6s arginin (R)
ciszteinre (C) torténd ,,cseréje” lehet felelos a csokkent affinitasért, mivel a toxin-
csatorna kotodés modellje azt mutatta, hogy ezen aminosavak kritikus szerepet
jatszanak a csatornaporusban talalhato oldallancokkal kialakuld kolcsonhatas
l1étrehozasaban. Ezenfeliil a R35C valtozas a Pil-ben a két PiV frakciohoz képest egy
nagy feliileti toltésvaltozast implikalhat: a pozitiv toltésli arginin helyett egy negativ

toltésti cisztein oldallanc épiti fel a toxint.

2. tablazat A Pil, Pi2, Pi3 és ChTx* elsodleges szerkezete

1234567 8 9101112131415 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26/27 28 2930 31/32 33 34 35
Pi1 LVKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNSKCINRMCEKCYGC
Pi2 TISCTNPKQCYPHCKKETGYPNAKCMNREKCKCFGR
Pi3 TISCTNEKQCYPHCKKETGYPNAKCMNREKCKCFGR

12345678 9101121314 151617 18192021 2223 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Chixp EF TNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKI CRICYS

* Az egyes szekvenciak a legjobb szerkezetbeli azonossagot figyelembe véve vannak elrendezve.

** Anegyedik diszulfid hidat alkot6 ciszteinek a Pil-ben
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Eredményeinket Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a Pil-ben meglevd negyedik,
kiegészitd diszulfid hid nem befolyasolja a Kv1.3 csatorndhoz torténd kotddésének
affinitdsat. A magasabb félhatdsos koncentracié feltételezheté oka a 11. és a 35.
helyzetben 1év6, a toxin-csatorna komplex Iétrehozdsdban bizonyitottan jelentds

szerepet jatszd aminosavak eltérésének tudhato be.

V.3 Gatlészer és mutagenezis indukalt szelektivitasvaltozas a cTBAK K*

csatornaban

Két nem peptid tipusuy, a humdn medicindban alkalmazott vegyiiletrdl
(fluoxetine és D-norpropoxyphene) kimutattuk, hogy gatolja a ¢cTBAK-1 csatornak
teljes-sejt aramat. A FL-nel és a NORP-nal végzett kisérleteink alapjan a két vegytilet az
alabbiak szerint blokkolta a cTBAK-1 csatornk aramat:

v' A FL egyarant blokkolta a befelé és kifelé iranyulé K™ aramot, azonban a blokkolas
mértéke eltérd volt, mely a gatlas fesziiltség jelzi.

v' A NORP blokkolta a kifelé iranyuld aramot, novelte a csatorndkon atfolyd befelé
folyo aramot, valamint megvaltoztatta az aram megforditasi potencialjat.

v’ Na' mentes extracellularis oldat alkalmazasa igazolta, hogy a Na' ionok
depolatizal6 arama részt vesz a moddosult E.., kialakitasdban, azaz a csatorna
szelektivitasa megvaltozott.

v A létrehozott pontmutaciok segitségével kimutattuk, hogy a NORP a szelektivitasi
sziiroben elhelyezkedé aminosav-oldallancok moddositasa révén valtoztatja meg a

c¢TBAK-1 szelektivitasat.
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v Ezenfeliil a mutagenezis vizsgalatok olyan cTBAK-1 fenotipusokat allitottunk eld,
amelyek hozzasegitenek a csatorna-gatloszer kolcsonhatas, valamint a szelektivitasi
mechanizmus megértéséhez.

A két alkalmazott vegylilet magas félhatdsos koncentracioja felveti az aspecifikus hatés

lehetdségét, azonban a mutagenezis vizsgalatok sordn eldallitott kiillonb6z6 fenotipusu

konstrukciok aldtamasztjak a gatloszer specifikus effektust.

A FL csatorna gatld hatdsat szamos nativ és heteroldg expresszids rendszerben
végzett kisérlet tamasztja ald (113-116). A ¢cTBAK-1 csatornara kifejtett gatlohatast,
melyet Xenopus laevis oocitakban vizsgéaltunk, az aldbbiak jellemezték:

1. Mind a kifelé, mind a befelé folyo K" aramot blokkolta a fluoxetine, azonban eltérd
hatasfokkal.

2. A blokkolt aram visszatérése nem volt teljes, irreverzibilis gatlas alakult ki.

3. A aram-fesziiltség gorbe nem mutatott valtozdst az aram megforditasi
potencialjaban.

Ezek a kisérleti tények a korabban, mds ioncsatorndk esetében tapasztaltakkal jo

egyezést mutatnak, azaz a FL latszdlag fesziiltség fiiggd mddon eltomiti a porust, nem

valtoztatva meg a csatorna szelektivitasat. A gatlas irreverzibilis volta azt sugallja, hogy

a FL a membranon keresztiil a citoszdlba diffundalva a csatorna belsd, intracellularis

oldali szijadékaba kotddik, egy valdszintileg eltérd affinitasi kotdhelyhez; melyet a

CHO sejtekben kifejezett Kv1.3 csatorndk esetében is kimutattak inside-out mérési

elrendezésben (115). Ez a feltételezés megmagyardzza a blokkolas latszolagos

fesziiltség fuggését is: a csatornan keresztiil befelé dramlo K’ ionok a poérusban
elhelyezked6 csatorna-fluoxetine komplexet destabilizaljak, igy latszélag magasabb

megmaradd dramhanyadot kapunk a mérések soran. Az intracellularis oldalon 1évo FL
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kotdhely meglétét a meglehetdsen lassu bemosddasi kinetika is alatdmasztja: a molekula
csak bizonyos 1d0 eltelte utan fejti ki hatasat. Ezen kisérletsorozatban a FL nagyon
hasznos ,,segédeszkoznek” bizonyult, minthogy a NORP specifikus hatasat segitségével
szemléltetni tudtuk.

A NORP akcids potencidlra és iondramokra gyakorolt hatdsat emlds ideg- ¢és
szivizomsejteken (kutya Purkinje rostok, GH3 sejtek) tanulmanyozva azt talaltak, hogy
a Na' ionok depolarizald drama mellett, a K™ 4ram is gatlédott NORP hozzaadasakor
(117; 118). Ulens és munkatarsai a kozelmultban mutattak ki, hogy NORP a HERG
csatornak szelektivitdsanak és kapuzasi kinetikajanak megvaltozasat eredményezte, mig
a Kvl.1 csatorndk esetében nem tapasztaltak hasonld jelenséget (119). Mivel a
cTBAK-1 csatorna szelektivitasi sziirdje két GYGH ¢és két GFGD aminosav szekvenciat
foglal magdban - amely tekinthetd egyfajta a&tmenetnek a HERG (GFGN) és a Kvl1.1
(GYGD) csatornak megfeleld régidja kozott - arra utal, hogy a HERG csatornaknal
latott jelenséghez hasonlot figyelhetiink meg a cTBAK-1 csatornék esetében is, vagyis a
teljes-sejt d&ram gatlasan tal, a csatorna-szelektivitas valtozasat varjuk. Mivel a cTBAK-
1 csatorna nem inaktivalddik, igy fesziiltség rampa protokollt alkalmazva, majd a
fesziiltség-dram gorbék felhasznalasaval az Ey., és MAH mennyiségekkel jellemeztik a
NORP hatésat, melyek dozisfiiggését 122.1 uM és 167.8 uM félhatasos koncentracio
irta le. A kifelé folyé aramok nem tokéletes gatlasa kétféleképpen magyarazhato:

1. Az oocita membranjadban két eltérd farmakoldgiai tulajdonsagli csatorna van

jelen, eltérd NORP érzékenységgel.

2. A NORP megvaltoztatja a csatorna ,kapuzdsit”, vagy egyéb intrinsic

tulajdonsagat.
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A két fenti érv koziil az elsd egyértelmiien kizdrhatd, mivel a nem injektalt oocitakbol
szarmaz6 ionaramokat nem befolyasolta a kiils6 oldatban 1évé NORP; az utdbbit viszont
a fesziiltség-aram gorbék egyértelmiien jelzik az aram megforduldsi potencialjanak
eltolédasa révén: a NORP az aram blokkolasan til a cTBAK-1 csatorna szelektivitasat
is mddositotta. Ugyan az E,, eltolodasa 250 uM NORP esetén nem volt olyan mérték,
mint a HERG csatorndknal (megkozelitdleg annak az 50%-a), az ion-helyettesitéses
kisérletek (TRIS oldat alkalmazésa) aldtdmasztottdk, hogy a cTBAK-1 esetében is a
porus Na' jon permeabilitisa nétt meg a K ionéhoz viszonyitva, a NORP
hozzaadasakor. A NORP koncentracié fiiggd hatdsat megvizsgaltuk Na-mentes
extracellularis oldatban, s l1ényegesen alacsonyabb ECsy és 1Csy értékeket adodtak az
adatpontok illesztése soran (61 uM illetve 38.4 uM), mint normal oldat esetében. Ezt a
latszolag nagyobb affinitast a Na® ionok ND-96 oldatban fellépd, befelé 4ramlésa
magyarazza, mely a NORP-csatorna komplex kialakulasat és stabilitdsat gatolja, mig az
alacsonyabb blokkolt 4ramhanyad utal arra, hogy a Na' depolarizald arama is
hozzajarult a +50 mV-nal az 4aramamplitidd csokkenéséhez. Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a NORP ,szelektivitas-mddositoként” hatott a ¢cTBAK-1-re: a
csatorna nagymértékben inszelektivvé valt, mely a Na' ion K'-hoz viszonyitott
megnovekedett permeabilitdsanak az eredménye.

A csatorna struktira-funkcid vizsgalata soran, hogy a NORP okozta szelektivitas
moddosulés esetleges okat megtalaljuk, a cTBAK-1 elsd és masodik porusaba mutaciot
vittiink be: eldszor az els6 porus megfeleld Y-jat cseréltiik ki egy F-ra (Y105F), majd a
masodik porusban, a 211-es helyzetben 1évé F-t mutaltattuk Y-ra (F211Y). Az elsé
mutans csatorna a HERG csatorndk szelektivitasi filteréhez hasonlo, mig az utdbbi a

Kv1.1 K" csatorna szelektivitasért felelés szekvenciajat hivatott utanozni. A legfébb érv
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ezen mutdciok kivalasztisakor annak az ismerete volt, hogy a négy szomszédos
alegység szelektivitdsi filterének kolcsonhatasa hatdrozza meg a csatorndk
permeabilitasi tulajdonsagait, valamint, hogy els6dlegesen a Y-D aminosavak kozti
kolcsonhatas az, ami feltehetéen felelds a K csatorna szelektivitasért (102; 120; 121).
permeabilitasi allandék hanyadosdnak értékét, vagy nem funkciondld csatorna
konstrukciot eredményez; a D helyzeti mutdciok kompenzaljadk a szelektivitas
csokkenést, ezenfelill ez az aminosav hatdrozza meg a csatorna egyeniranyitasat mind
makroszkopikus, mind mikroszkopikus (egyedi csatorna) szinten, valamint a
nagyméretl, egyértéki kationok poruson vald athaladasat is megakadalyozza.

Tehat a kifelé egyeniranyitds megsziinése, a pozitivabb E., érték ND-96
oldatban és a kisebb E,., eltolodds HK oldat perfuzidjakor mind azt jelezheti, hogy a
Y105F csatorna elveszitette K ,,szelektalo” képességét. Ezen feltételezést csak tovabb
erésiti a Na'-mentes oldatban végzett kisérletek eredménye is: a Na' és K™ ionok
aramanak egyiittese alakitja ki az YI105F mutans csatorndkon atfolyd 4ram
tulajdonsagait. Ezek alapjan azt Aallapithatjuk meg, hogy az els6 porus GYGH
szekvenciajaban tortént Y-F mutacio olyan tetramer csatornat eredményezett, mely nem
képes K" vezetd porust létrehozni. A 250 uM NORP hatasanak elmaraddsa annak
tulajdonithatd, hogy a csatorna mutacié kovetkeztében amuigy is redukalodott K
szelektivitasa miatt a NORP nem képes tovabbi csokkenést eldidézni a K™ és Na'
permeabilitasi allandok ardnyaban, azaz a NORP csatornaba torténd bekotddése nem
modositja az E.-et.

Felmeriill a kérdés, hogy a Y F-re torténé mutacidja miért nem vezetett K
szelektiv csatorna expresszidjahoz, ha a KATI csatornak esetében nem okozott e
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tekintetben semmiféle valtozast? A kiilonféle K csatorna mutdnsokkal végzett
kisérletek, valamint a mar kldnozott csatorndk porus régioinak osszevetése alapjan azt
feltételezziik, hogy a GYGD szekvencidban, a D pozicidban csak olyan aminosavak
eredményeznek K’ szelektiv konstrukciét, amikor is az adott helyzetii aminosav
semleges vagy negativ toltésli (pl. D, N, T), feltéve, hogy a tirozin helyzetében egy
fenilalanin talalhaté (102; 120; 121). A Y105F mutansunk esetében egy hisztidin
a csatorna extracellularis porusaban elhelyezked6 aminosavak oldallancokat, hogy
ezaltal a magas affinitasu K™ kétohelyek modosulnak.

Az elézdekkel ellentétben, a masodik porusbeli mutacié (F211Y) olyan
csatornadimert eredményezett, amely alapveto elektrofizioldgiai tulajdonsagai a WT-val
megegyeztek, viszont a NORP érzékenysége szignifikdnsan lecsokkent. A mutacio utan,
a membranban Osszeszerel6dott csatorna, eltekintve a két 107-es helyzetii H-t6l, a
Kvl1.1-gyel azonos szelektivitasi szlirdvel rendelkezik. A F Y-ra vald kicserélése, mely
valdjaban csak egyetlen, OH csoportbeli kiilonbséget jelent, észreveheté moédon nem
befolyésolta a cTBAK-1 szelektivitasat, viszont a D helyzetében 1évo két, nettd pozitiv
toltéssel biro H (szemben a negativ D-vel) valdszinileg modositja az oldallancok
NORP-nal valé kolcsonhatasat, amely megmagyarazhatja az E,., eltolédast 250 uM
NORP alkalmazésa esetén. Természetesen tovabbi mutagenezis vizsgalatok elvégzése
lenne sziikséges ahhoz, hogy az egyes pozicioban elhelyezkedd aminosavak pontos
szerepét tisztdzhassuk, esetleg olyan chimerak eldallitdsa lenne a célravezetd, melyek a

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a mutagenezis eszkozeivel élve két olyan
cTBAK-1 fenotipust sikeriilt megalkotnunk, melyek hozzajarulnak a porus szelektivitasi
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mechanizmusdnak, valamint a csatorna-gatloszer kolcsonhatasnak a megértéséhez.
Eddigi ismereteink szerint nem sikeriilt olyan vegyiiletet taldlni, amely valamely

kétporust csatorna szelektivitasat valtoztatna meg.
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VL.

1.

Osszefoglalas

Kimutattuk, hogy a T limfocitdk dominans, fesziiltség vezérelt K™ csatornajanak
(Kv1.3) egyensulyi és kinetikai paramétereit modositja a plazmamembran
koleszterintartalmanak valtoztatdsa. Az aktivacid és az inaktivacio is lelassul a
koleszterin bevitel hatdsara, mig annak csokkentése bioldgiai relevancidval nem bir.
Ezenfeliil a koleszterinszint emelése az aktivacid kétfazisi viselkedését
eredményezte. A javasolt modellink szerint a sebességi allandok ardnyanak
valtozdsa miatt, egy Un. aktivalt-zart allapot megjelenése tehetd feleldssé az
aktivacio efféle megvaltozasaért. Azonban tovabbi kisérletek sziikségesek annak
kideritésére, vajon a Kv1.3 csatorndk szubcellularis kompartmenekben/raftokban
talalhatok-e meg.

A Pandinus imperator venomjabdl izolalt Pil frakcié eltér a klasszikusnak
mondhato toxinok struktaratdl: négy diszulfid hid biztositja stabilitasat. Kimutattuk,
hogy e csalad korabban vizsgalt tagjaihoz viszonyitva (Pi2 és Pi3) a Pil toxin a
legkevésbé hatékony gatldészere a Kv1.3 csatornanak, de a negyedik diszulfid hid
nem befolyasolja a kotddés affinitasat. A kisebb gatlasi hatékonysag oka 11. és a 35.
pozicidban levd, a toxin-csatorna komplex kialakitdsaban fontos szerepet jatszo
aminosavakban valo eltérésnek tulajdonithatd.

A mutagenezis eszkozeivel élve két olyan c¢TBAK-1 fenotipust sikeriilt
megalkotnunk, melyek hozzajarulnak a poérusszelektivitdas mechanizmusanak,
valamint a csatorna-gatldszer kolcsonhatasnak a megértéséhez. Eddigi ismereteink
szerint nem sikeriilt olyan vegyiiletet talalni, amely valamely kétporust csatorna

szelektivitasat valtoztatna meg.
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VII.

1

Summary

We demonstrated that the modification of the cholesterol content in the T
lymphocyte membrane altered the kinetic and steady-state parameters of the gating
of Kv1.3. The activation and inactivation slows upon increase of the cholesterol
content, while the depletion of cholesterol from the plasma membrane does not have
significant effect on either. Furthermore, the elevation of cholesterol level resulted
in the biphasic activation of Kv1.3 current. We proposed a model that explains the
biphasic activation with the visibility of an activated-closed state due to the change
in rate constants. Further experiments are necessary to reveal the physiological
relevance of our findings, especially, the possibility of compartmentalization of
Kv1.3 in lipid rafts.

Pil, a toxin purified from the venom of Pandinus imperator is stabilized by four
disulfide bridges. We showed that the fourth disulphide bridge in Pil does not
influence the binding ability of the toxin to the Kvl1.3 channels in human T
lymphocytes. The less effective Kv1.3 block by Pil compared to Pi2 and Pi3 is due
to differences in amino acid side chain properties at positions 11 and 35, both of
them play crucial role in the formation of channel-toxin complex.

We have taken advantage of the specific manner of action of two drugs used in
human medicine (fluoxetine and D-norpropoxyphene), to produce different
phenotypes of the cloned 2-pore mcTBAK-1 K" channel expressed in Xenopus
oocytes. To date, and to our knowledge, no drugs have been reported that could
modify the selectivity of this emerging family of leak K channels. Based on a
pharmacological approach on the one hand, on a mutagenesis study on the other
hand, this work also highlights the significance of the crucially important GYGD

sequence in this family of 2-P channels.
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