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BEVEZETES

Altalanosan elfogadott nézet, hogy az egyes tengeri él6lényekben
eléforduld tetrodotoxin (TTX) a fesziiltségfiiggd Na® csatornak igen szelektiv
gatloszere az emldsok ingerlékeny szoveteiben. Valoban ez a helyzet vazizom és
idegszovetben, ahol a TTX nanomdlos koncentracidban gétolja a natriumaramot
(Ina) (a félmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracid (ICsp) ~ 10 nM).
Azonban szivizmon a TTX csak mikromolos koncentracidban fejt ki hatékony
Na" dram gatlo hatast. Ennek kovetkeztében a Iy, teljes gatlasanak eléréséhez a
TTX-t akdr 30 pM-os koncentracioban kell alkalmaznunk az emlds
szivizomsejteken.

TTX-érzékeny Ca®* aram komponenst mar kordbban azonositottak
szivizomszovetben olyan patoldgids allapotokban, mint példdul a hipertrofids
tengerimalac szivizom ¢&s infarktuson atesett patkany sziv esetén. Tovabba
szamos szivizomszovetben, tobbek kozott ember, tengerimalac és patkany
miokardiumban is leirtak mar egy olyan TTX-érzékeny aram jelenlétét, amelyet
extracellularis Na* hianyaban Ca*" kozvetit. Ezekbdl a kisérletekbél arra lehet
kovetkeztetni, hogy valosziniileg a Ca*" a toltéshordozé ionja ennek a Na'-
mentes kiilsé kornyezetben a Na' csatorndkon keresztiil folyd aramnak.
Az el8bb emlitett vizsgalatoknak megfeleléen (vagyis Na'-mentes koriilmények
kozott) sziven a T-tipusa Ca®* 4ramot kozvetité legfontososabb izoformak
(Ca,3.1 és Ca,3.2) TTX-rezisztensnek bizonyultak. Masrészrél azonban kevés
informacioval rendelkeziink a TTX hatésarél az L-tipust Ca®* csatorna (Ca,1.2)
esetén, egy egereken végzett vizsgalat kivételével, ahol azonban a TTX
hatastalannak bizonyult. A kérdés tisztazasa végett célul thztik ki, hogy ujra
megvizsgaljuk a TTX L-tipusti Ca*" aramra (Ic..) Kifejtett hatasat kutya bal
kamrabdl 1zolalt szivizomsejteken. Azért valasztottuk ezt a preparatumot, mivel

ennek az elektrofiziologiai paramétereirél tudjuk, hogy a transzmembran



ionaramok megoszlasanak ¢és kinetikai sajatsagainak tekintetében leginkabb
hasonlit a humanhoz.

Azért, hogy részleteiben megértsiik, miként gatolja a TTX a
fesziiltségfiiggd Ca,1.2 csatorndkat egy elméleti modellt fejlesztettiik ki a TTX
Ca,1.2 csatornakhoz valdo kotddésére. Ez a modell a Na,1.4 csatorna
Na,1.4, Na,1.5 és Ca,1.2 csatornak kozotti ismert homologian alapszik.

A TTX mérsékelt szelektivitasa tovabba ravilagithat arra, hogy szivizom
fesziiltségfliggd ioncsatornait gatlo szerek kutatdsban vald €s terapids

alkalmazasa esetén Ohatatlanul szdmolnunk keresztreakciok fellépésével.

IRODALMI ATTEKINTES

Fesziiltségfiiggé Ca’* csatornak

A sejtfelszini membranban elhelyezked$ fesziiltségfiiggé Ca” csatornak a
f6 kozvetitéi a membran depolarizacio lokalis intracellularis Ca®* tranziensekké
alakitasanak, amely szamos ¢élettani jelenség kiindulopontjat képezi. A
fesziiltségfiiggé Ca®* csatorndk a membran depolarizaciora megnyilnak, ekkor
rajtuk keresztiil Ca®* bearamlas torténik, amely sokféle kiilonbozé sejttipusban
olyan intracellularis folyamatokat szabalyoz, mint példaul az izomkontrakcid, a
szekrécio, a neurotranszmisszid, a génexpresszios folyamatok és szdmos enzim
aktivitasa.

A Ca® csatornak 4 vagy 5 alegységbél felépiils komplex fehérjék,
amelyek kodolasaban relative sok gén vesz részt. Az alegységek koziil a 190-
250 kDa kozotti a; a legnagyobb, amely magéaban foglalja a csatorna porusat, a
fesziiltségszenzort, a kapuzasi apparatust €s a csatorna szabalyozasdban szerepet
jatszd legtobb kotOhelyet, amelyekhez mésodlagos hirvivok, gybdgyszerek,
valamint bizonyos toxinok kotédhetnek. A Na* csatornak o alegységéhez

hasonloan a fesziiltségfiiggé Ca®* csatornak o, alegysége is négy homolog



doménbdl (I-IV) épiil fel, amelyek mindegyike hat transzmembran szegmenst
(S1-S6) tartalmaz. Fesziiltségérzékeloként itt is az S4 szegmens szolgal,
valamint az S5 ¢és S6 transzmembran szegmensek kozotti porusformald hurok
hatarozza meg az ionszelektivitast és konduktanciat. A fesziiltségfiiggé Ca®*
csatorndk szelektivitasi filterét kialakitd aminosav szekvencia a glutamat-
glutamat-X-X (un. EEXX gylrli). A teljes egészében intracellularisan
elhelyezkedd P alegységek (B1 — Pa4) a csatorna kifejezddését kozel tizszeresére
novelik és gyorsitjak az aktivacids €s inaktivacios kinetikat. A transzmembréan
helyzetli, diszulfid hiddal kapcsolt a,/d alegység is szerepet jatszik a legtobb
Ca®* csatorna felépitésében. A vyalegység tipusosan a véazizom Ca®
csatornakban talalhatdé meg, mig hasonld alegységek az agyban és a szivben
ugyancsak kifejezodésre keriilnek. Jollehet ezek a jarulékos alegységek
befolyasoljak a csatorna tulajdonsagait, a Ca®" csatornak farmakologiai és
elektrofiziologiai sokfélesége elsdsorban a kiilonbozo a; alegységek jelenlétébol
fakad. A szivizomban dontéen a Ca,l.2 csatorna fordul eld, amely az un. L-
tipust kalciumaramot hozza 1étre.

Az L-tipusi Ca*" csatorndk kamrai szivizomsejteken féként a
szarkolemmaban talalhatok, mégpedig legnagyobb szamban a T-tubulusoknak a
szarkoplazmatikus retikulum (SR) fel¢ es6 felszinén. A Ca,1.2 csatondk
megnyilasa kozvetitette Ca®* bedramlas az SR-bél torténé Ca®*-indukalt Ca®*-
felszabadulési mechanizmus legfontosabb élettani kivaltd tényezdje. Az Icy
fontos szerepet jatszik az excitacio-kontrakcid csatoldsban, befolyéasolja az
akcios potencial alakjat és koros miikdodése szivritmuszavarok kialakuldsahoz
vezethet.

A L-tipusa Ca®* csatorndkat -40 mV-nal pozitivabb fesziiltségértékek
aktivaljak, az aram 0 és +10 mV kozott éri el maximalis amplitadojat, tehat egy
U alaka dram-fesziiltség 0Osszefliggéssel rendelkezik. Kinetikdjat tekintve
aktivacioja gyors, inaktivacidja viszonylag lassi. Az aram inaktivacidjanak

iddviszonyait egy gyors €s egy lassi id6konstans dsszegeként lehet legjobban



leirni. Az aktivacios idéallandoja nagysagrendileg 2-3 ms, mig az inaktivacio
gyors ¢€s lassu komponensének iddallandoi a 10 és a 100 ms-os tartomanyba
esnek. Az I, 1dofliggd inaktivacidja mind Ca*-, mind fesziiltségfiiggs. A
Ca”*-fliggd inaktivacio relativ hozzajaruldsa a teljes inaktivacidhoz negativ
fesziiltségértékeken nagyobb, ahol a fesziltségfiiggd inaktivacid mértéke
csekély. PB-adrenerg stimulacidé soran is a Ca’*-fiiggd inaktivacid valik a
meghataroz6 mechanizmussa, egyrészt a megndvekvd szisztolés ic. Ca®*
koncentracid, masrészt a fesziiltségfiiggd inaktivacid lassuldsa kovetkeztében. A
Ca”*-fliggd inaktivacio a Ca®* belépés szabalyozasiban egyfajta negativ
visszacsatolasi folyamatként szolgal ¢és ezaltal egy élettani védelmi

mechanizmust képezhet a sejtek veszélyes Ca®*-tultdltddése ellen.

A tetrodotoxin hatisa a fesziiltségfiiggé Na” csatornakon

A tetrodotoxint széleskoriien hasznaljak a gyors Na* csatornak gatlasara a
kisérleti kutatdsokban. A fesziiltségfiiggd Na" csatorndk szinte minden altipusat
kimutattdk mar az emlOs sziv kiilonb6zd régidiban, jollehet az emlds kamrai
miokardiumban talnyomoérészt a Nayl.5 altipus van jelen. A vazizommal és
idegszovettel ellentétben, ahol a {6 fesziiltségfiiggd Na* csatorna altipusok TTX-
érz€ékenyek (nanomodlos nagysagrendii a ICs, értéke), a Na,l.5 csatorna
viszonylag rezisztens a TTX-ra (mikromoélos nagysagrendti a ICs értéke). Az
eldbb emlitett TTX-érzékenységbeli kiilonbségek kovetkeztében, kozel szazszor
csatorndjanak gatlasdra, mint vazizom vagy idegi preparatumok esetében.
Szamos vizsgalat szamolt mar be azonban a Ca”**-aram egy TTX altal gatolhaté
1ész€rol ((lcarrx)) 1S, amikor a toxint ilyen magas (mikromdlos) koncentracioban

alkalmaztak.



AtteKintés az eddig leirt tetrodotoxin-érzékeny Ca”* aramokrél

TTX-érzékeny Ca** dram komponenst szamos fajban leirtak mar, tobbek
kozott szivarvanyos pisztrang, egér, patkany, tengerimalac, kutya és emberi
szivizomsejtekben. Tovabba heterolog transzfektalt sejtekben és idegi
preparatumokon is beszamoltak mar TTX-érzékeny Ca®* aram jelenlétérol.
Egészen az utdbbi évekig a tetrodotoxint a fesziiltségfiiggd Na* csatornak egyik
legszelektivebb gatloszerének tekintették. Habar a TTX-altal gatolhato Ca®*
aramot mar sok evvel ezelott felismerték, azt gondoltak, hogy azt feltehetden
Na* csatornak kozvetitik. A tetrodotoxinnal gatolhaté kalciumaram eredete még
most sem teljesen vildgos, azonban 2 alternativ elmélet alakult ki a
magyarazatara. (1) A klasszikus gyors Na* csatornak kapuzasi tulajdonsigai
valtoznak meg specidlis koriilmények kozott az ionszelektivitds csokkenését
fiziologias koriilmények kozott is bizonyos fajokban. Annak a ténye, hogy a
lcartx) mar fiziologias ionkdrnyezetben is kimutathato volt a masodik
magyarazattal van 6sszhangban.

Az els6 lehetdséget tekintve arra lehet kovetkeztetni, hogy a Icarrx) €Sak
specialis koriilmények kozott fordul eld, mint pl. kiilsé Na'-hidnyaban, a B-
adrenerg utvonal izoproterenollal vagy cAMP-vel kivaltott aktivacidja soran,
vagy kardiotonias szteroidok, mint pl. ouabain és digoxin alkalmazasat
kévetden. Ezen elsé hipotézis szerint a Ca®* a klasszikus sziv Na* csatornakon
(Na,1.5) keresztiil folyik Na'-mentes kiilsé oldat esetén az ion szelektivitast
reverzibilisen moddositva. Santana és mtsai. szerint pedig a klasszikus Na’
csatornak foszforilacid (B-adrenerg aktivacid kovetkeztében) vagy nanomolos
valnak, lehetévé téve a Ca®* 4tlépését is a megvaltozott csatornan. A
csatornadllapot e tulajdonsagat a leirdi ,,cstiszo allapotii vezetdképességnek”

(slip-mode conductance) nevezték el.



A masodik hipotézisnek megfeleléen, Aggarwal és mtsai., valamint Chen-
Izu és mtsai. felvetették, hogy a Icyrrx)-Ot a klasszikus szivizom Na’
csatornaktol (Nay1.5) kiilonbozdé, 0j Na* csatorna fehérje hozza létre. Ezt a
feltevést szamos tény tamasztja ald. (a) Eltérd kinetikai tulajdonsagokat
észleltek: a Icyrrx) lassabban aktivalodik és inaktivalodik, mint a klasszikus sziv
Na" aram. (b) A lcarrx) aktivacidjanak és inaktivacidjanak fesziiltségfiiggése a
negativabb membranpotencialok iranyaba tolodott. () Kiillonb6zé permeabilitasi
sajatsagok: a Na,1.5 csatornak nagyon csekély permeabilitast mutatnak Ca®*-ra
és Cs™ra, mig a Icyrrx-€ért felelds csatorndk lényegesen nagyobb
permeabilitassal rendelkeznek ezen kationokra. (d) A TTX-érzékenység is
valamelyest kiilonbozo, a Icarrx) esetén magasabb a 1Cs érték. () Az aram
amplitiddja (és kovetkezésképpen a csatorna denzitasa) joval alacsonyabb a
lcacrx) esetén. Azonban a Icyrrx)-ot 1étrehozé csatornak mégis Na® csatornak,
mert még magas extracellularis Ca®* koncentracioknal is nagyobb Na®
permeabilitassal birnak, és farmakologiai profiljuk is a Na* csatorndkéval vag
egybe, mivel az aramot a nifedipin, a La>* vagy a Ni** nem befolyésolja, mig a
skorpid toxinokra €s a veratridinre nagy €rzékenyseéget mutatnak.

Su és mtsai., valamint Sun és mtsai. mar korabban bebizonyitottak, hogy a
ez a felismerés némileg csorbitotta a heterociklikus guanidin csoportot
tartalmalmaz6 tengeri toxinok kiemelked6 csatorna szelektivitasat. Azonban a
TTX direkt Ca®*-csatorna gatlé hatasat még nem irtdk le szivizomsejteken.
Tovabba mostanaig csak néhany kisérletben szamoltak be a Icarrx)-r6l nagyobb
emlésok (mint pl. kutya ¢és ember) szivében. Ezek kozil egyet
szivelégtelenségben szenvedé human preparatumon, Kkettét pedig pitvari
miocitdkon végeztek. Szivelégtelenségben azonban a miokardidlis sejtek eléggé
kiilonb6zd 1oncsatorna expresszidos mintazatot mutatnak az egészségesekhez
képest. Fiziologias koriilmények kozott nagyobb emldsok szivében a Na”

csatornak 4ltal létrehozott Icyrrx)-ot még nem irtak le, ezek a csatorndk ugy



tlinik a ragcsalok sajatsagai, mint pl. a patkany, az egér és a tengerimalac, illetve

patologias szivben is megfigyelhetdek miokardialis atépiilés utan.

A sziv fesziiltségfiiggé Na® é Ca” csatorndin haté szerek mérsékelt
szelektivitasa

A fesziiltségfiiged Na* és Ca®* csatorna gatlészereit kiterjedten
alkalmazzak a mindennapi gyakorlatban szinte az 6sszes orvosi szakteriileten és
az orvosbioldgiai kutatdsokban 1is. Ezen szerek kozott olyan gyakori
gyogyszercsoportok taldlhatoak, mint pl. a helyi érzéstelenitdk, antiaritmias
szerek, antiepileptikumok, antidepresszansok és egyes vérnyomascsokkentok. A
sziv fesziiltségfliggd Na* és Ca®* csatornain hato szerek esetén azonban gyakorta
szamolnak be keresztreakciorol a szerkezetileg hasonld, viszont nem
elsédlegesen érintett csatorna tipussal (pl. Ca** csatorna gatlok a Na* csatornakra
1s hatnak és forditva). Ez a kolcsonhatés altaldban nem eldny0s, kiillonosképp
kiserleti koriilmények kozott, amikor egy adott ioncsatorna dramat dnmagaban
akarjuk megmérni, de a klinikai gyakorlatban is jelentds mellékhatdsokat
okozhat. Ez a jelenség joval gyakoribb, mintsem hogy az csupan egy varatlan,
nem kivant esemény kovetkezménye lenne. Maésrészrol a keresztreakcid
elméletileg néhany specialis esetben akar hasznos is lehet, ideértve az olyan
antiaritmids szereket, mint pl. a lidokain és a verapamil, jollehet a proaritmias
tulajdonsaguk ezaltal szintén novekedhet. A Na* és Ca®* csatorna gatlok
kiterjedt klinikai alkalmazasat tekintve valosziniinek tiinik, hogy a korlatozott
szelektivitds nem jelent sziikségszerlien hatranyt, mivel az ezen szerekkel
veégzett kezelés gyakran nagyon hatdsos. A molekuléris hasonlosagok alapjan a
fesziiltségfiiggd Na* és Ca”* csatornak egy kozos 6sét feltételezik, igy a jelenség
A fesziiltségfiiggd Ca®* csatornak a fesziiltségfiiggd Na® és  egyes

fesziiltségfiiggd K* csatornakkal egyiitt egy ioncsatorna szupercsalad tagjai.



CELKITUZES

Szamos munkacsoport vizsgalta mar a TTX 4ltal gatolt Ca®* 4ram
sajatsagait kiilonbozd ingerelhetd szovetekben, koztik szivizmon is. A kozolt
adatok fajfiiggéek és egymasnak részben ellentmondodak, ezért célkitiizéseink a
kovetkezdk voltak:

1. A TTX koncentraciofiiggd hatdsanak vizsgalata kutya kamrai szivizomsejtek
L-tipusG Ca®* 4raménak amplitadojara, fesziiltségfiiggésére és inaktivacios
kinetikajara.

2. A TTX gatlds hasznalatfiiggd tulajdonsaganak vizsgalata az L-tipusa Ca®*
csatornan.

3. A TTX L-tipustt Ca** csatornahoz vald kotddésének befolyasolasa a csatorna
foszforilalasa, a pH ¢és a redoxpotencidl megvaltoztatdsa altal €s ezen behatdsok
eredményének részletes elemzése kotddési modell felhasznalasaval.

4. A TTX lehetséges kotddési helyének szamitogépes modellezése a szivizom
gyors, fesziiltségfiiged Na*- (Na,1.5) és L-tipusu Ca** csatornajan (Ca,1.2).

5. A TTX hatasanak vizsgalata HEK tsA-201 sejteken expresszalt Ca,l1.2

csatornakon.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kutya bal kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutydk szivének bal kamrdjabol enzimatikusan izolalt
szivizomsejteken végeztiik. A sejteket ivarérett, kisérleti célra tenyésztett kutyak
szivébol nyertiik, az anterograd szegmensperfiizios technika alkalmazéasaval.

Az 1zolalast kovetden a szuszpenzidban levd sejtek mintegy 30-60 %-a
szabalyos téglalap alaku, ép harantcsikolatt, éles szElii és tiszta citoplazmaval

rendelkezd. A sejtizolalas befejezése utan 2-3 oraval kezdtiik meg a kisérletek



végzeését. Felhasznalasig a sejteket 14 °C-on Minimum Essential Medium Eagle
oldatban (pH=7,3) taroltuk.

Cay1.2 csatornat expresszalo HEK tsA-201 sejtek eléallitasa

A Ca,1.2 csatornat kodolo CACNAIC gént tartalmaz6 plazmidot (Prof.
Dr. Charles Antzelevitch ajandéka) a zold fluoreszcens proteint (EGFP) kodolo
plazmiddal egyiitt HEK tsA-201 sejtekbe kotranszfektaltuk. Az EGFP pozitiv
transzfektalt sejteket Nikon TE2000-U fluoreszcens mikroszkdp segitségevel
azonositottuk. Az EGFP pozitiv sejtek tobb mint 70 %-an fejez6dott ki a Ca, 1.2

loncsatorna. Az ionaram méréseket 24 6raval a transzfekciot kovetden végeztiik.

Elektrofiziologiai mérések

A kisérletek kezdetekor a sejteket 37 °C homérsékleten tartott, 1 ml
térfogatu plexi mérékadba helyeztiik. A kadban levd sejteket folyamatosan
perfundaltuk oxigenizalt Tyrode oldattal (pH=7,4). Az clektrofiziologiai
mérések kivitelezéséhez Axoclamp 2B (Axon Instruments), illetve MultiClamp
700B (Molecular Devices) erésitéket hasznaltunk. A kimend jeleket Digidata
1440A keésziilekkel (Molecular Devices) végzett analdg-digitalis atalakitas utan
100 kHz-es mintavételezési gyakorisaggal rogzitettiik szoftveres kontroll mellett
(pClamp 6.0 és 10.0).

A  mérésekhez 2-3 MQ ellenallasu boroszilikdt mikroelektrédakat
hasznaltunk a patch-clamp technika teljes-sejtes elrendezésében. A sejtek
kapacitasat minden kisérlet el6tt egy rovid, —10 mV-r6l —20 mV-ra torténd
hiperpolarizald pulzus segitségével hatdroztuk meg €és az iondramokat az igy
kapott sejtkapacitasra vonatkoztattuk. A mérések soran a soros ellenallas
altalaban 4-8 MQ-nak adddott, amelyet 50-80 %-ban kompenzaltunk.

A mérések soran a Ca”*-aramot megfeleld ioncsatorna-gatl szerek és fesziiltség

protokollok alkalmazéasaval kiilonitettiik el.



Tonaram mérés akcios potencial-clamp technika alkalmazasaval

A szivizomsejtek akcidos potencialjat aram-clamp ilizemmodban
rogzitettiik a patch pipetta segitségével, mikozben a sejteket folyamatosan 1 Hz-
es frekvenciaja, 1 ms széles, kiiszob feletti négyszogjellel ingereltiik. A sejtekrol
igy elvezetett akcios potencialt hasznaltuk ugyanazon a sejten €és ugyanolyan
ingerlési frekvenciaval fesziiltségparancsként, immar fesziiltség-clamp modban.
Az igy kapott aramjel - a kezdeti kapacitiv tranziens kivételével — egy nulla
értéken futd vizszintes vonal volt. A TTX-érzékeny aram profiljat ugy kaptuk
meg, hogy a szer alkalmazasa utan rogzitett gorbét kivontuk a szer elétt felvett
aramjelbdl. Ennek megfeleléen a TTX-érzékeny aram egy befelé iranyulo

(inward) aramnak felelt meg.

A tetrodotoxin kotodésének modellezése a Ca, 1.2 és Na,1.5 csatornakhoz

s

tetrodotoxinnal alkotott komplexérdl egy teoretikus struktarat Tikhonov és
Zhorov mar korabban publikalt, amelynek geometriajat kiindulépontnak
tekintettiik a human Na,1.5 és Ca,1.2 csatorndknak a tetrodotoxinnal alkotott
komplexérdl készitett modelliink tervezésekor. A Na,1.4 és Na,1.5, valamint a
Na,1.4 és Ca,1.2 szekvenciaja kozotti egyezés Sun €és mtsai., valamint Tikhonov
¢s Zhorov kozleményei alapjan részletekbe menden ismert mar, amelyet
modositas nélkiil atvettiink. Ezen modellekben a Na® csatornak meglehetésen
konzervalt DEKA gylirlije megfelel a Ca®* csatornak konzervalt EEXX
gylrlijének. A YASARA programcsomaggal végeztik a Na,l1.4 atalakitasat
Na,1.5-t¢ és Ca,l.2-v¢é, a megfelel6 modositasok végrehajtasaval. Ugyanezen
szoftver szolgalt a TTX-Na,1.5 ¢s a TTX-Ca,1.2 4ltal alkotott komplexek
kotédési energidinak minimalizalasara. A komplexek geometridjanak grafikai
abrazolasara a szoftvercsomag CHIMERA alkalmazasat hasznaltuk. A kotddési

szimulaciokat az AMBER 12 szoftvercsomag hasznalataval hajtottuk végre, mig



a megjelenitést a vizualis molekularis dinamikai (VMD) programcsomag

alkalmazasaval végeztiik.

Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szdmtani kozépértéker + a
kozépérték koriili standard hiba. A csoportok Osszehasonlitasa soran
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), Student-féle kétmintas t-probat
vagy oOnkontrollos t-probat alkalmaztunk az adott statisztikai kérdésnek

megfelelden. Az eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

Minden elvégzett vizsgélat 6sszhangban volt a ,,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” (US NIH publikacids szama: 85-23., 1996-ban
revidedlt valtozat) €s a Helsinki Deklaracio alapelveivel. A kisérleti protokollt a

Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta.

EREDMENYEK

A tetrodotoxin L-tipusi Ca’* csatorna gatlasa

Elészor a TTX hatdsat egy olyan viszonylag magas koncentracidban
(30 uM) vizsgaltuk, amely koncentraciot ugyanakkor gyakorta hasznaljak
kiilonbozd vizsgalatokban a sziv natriumdramanak teljes gatlasara. 30 uM TTX
gyakorlatilag nullara csokkentette a natriumaramot, azonban az L-tipusu
kalctumaramot is szignifikdns mdédon gatolta. Az lc,. amplitiddja a kontroll
8,61+1,09 pA/pF értékrdl 30 uM TTX perfuzidjat kovetden 6,08+1,05 pA/pF-ra
csokkent (n=4, p<0,01). Ugyanakkor fontos azt is hangsulyozni, hogy a TTX
altal kivaltott I, gatlas gyorsan kialakult és reverzibilisnek bizonyult minden

alkalommal.



A tetrodotoxint emelkedd koncentracioban alkalmazva progressziv lcy
gatlast figyeltink meg. Négy sejten mért értékek atlagat Hill egyenlettel
illesztve a félgatld koncentracio értéke 55+2 uM-nak adodott. A Hill koefficiens
megkozelitéleg 1-es értéke (1,01+0,04) a TTX egy kotShelyét sugallja a Ca®*
csatornan.

Mivel szamos gatloszer tigy fejti ki hatasat, hogy a csatornan folyd dram
fesziiltségfliggését pozitivabb membranpotencidlok felé tolja el, ezért
megvizsgaltuk a TTX hatdsat az L-tipust kalciumaram fesziiltségfliggésére. A
TTX szignifikansan csokkentette a csatorndn atfolyd aram amplitadojat a
vizsgalt teljes fesziiltségtartomanyban, azonban annak &aram-fesziiltség
karakterisztikajat nem valtoztatta meg, tehdt a maximalis dramamplitadé a
kontroll viszonyokhoz hasonldéan +5 mV-nal volt mérheto.

Az I, inaktivéacidja az irodalmi adatoknak megfeleléen biexponencidlis
kinetikat kovetett, ennek megfelelden a szer Ic,| inaktivacidjanak idoéfiiggeésére
kifejtett hatasat az aram biexponencidlis illesztésével jellemeztiik. Az
inaktivacio idékonstansainak értékében nem volt megfigyelheté valtozas,
azonban 30 uM TTX szignifikansan csokkentette mind a gyors, mind a lassu
komponens amplitadodjat.

Lényegbevag6 volt annak igazolasa, hogy a kisérleti koriilmények kozott
regisztralt aram valoban L-tipusu Ca** aram. Ennek bebizonyitasara 30 pM TTX
hatasat a I, egyik legszelektivebb gatldszerének tartott nizoldipin jelenlétében
vizsgaltuk. Az Ic, 30 uM TTX altali részleges gatlasa utan fennmaradé dramot
a nizoldipin sikeresen eliminalta. Majd egy masik Kkisérletsorozatban a
nizoldipin az Ic,; 93 %-at gatolta, és a TTX nizoldipin jelenlétében mar nem
valtoztatta meg szignifikdnsan az aramot, ezzel bizonyitva, a mért &ram L-tipusu
kalciumaram eredetét.

Egy ionaram profilja feltlinden kiilonbozhet, amikor azt konvenciondlis
fesziiltség-clamp  és  akcidos  potencial-clamp  koriilmények — kozott

Osszehasonlitjuk. Az akcids potencidl fesziiltség-clamp technika egyik eldnye,



hogy lehetové teszi szamunkra egy adott szivizomsejten a sajat akcids
potencialja alatt folyd valodi aramprofil rogzitését. Akcids potencial-clamp
koriilmények kozott vizsgdlva a 30 uM TTX alkalmazasakor kapott aramgorbén
két befel¢ iranyuld (inward) aramcsucs szerepelt. Az elsd befel¢ iranyuld
aramcsucsnak tovabbi 2 komponensét lehetet elkiiloniteni, amelyek koziil az
egyik a gyors natriumcsatornak gatlasdnak a kovetkezménye, a masik pedig az
L-tipusti kalciumcsatorna gatldsara jellemzd mintazatot mutatott. Az akcios
potencial platdé fazisara esé masodik aramcstcs létrejottében ugyanakkor
kizarolag az L-tipust kalciumcsatorna szerepe valOszinlisithetd. A
munkacsoportunk mar korabban megallapitotta azt, hogy a kétcsucsu
kalciuméram a szubepikardialis kamrai szivizomsejtek jellemzd tulajdonsaga. A
TTX kimosasat kovetden mindkét befelé irdnyuld aramcestcs eltlint, tehat a TTX
ezen hatasa teljesen reverzibilis volt. Ezt kdvetéen megismételtiik a kisérletet
nizoldipin jelenlétében. Ekkor 30 uM TTX alkalmazasakor csak egy igen
keskeny befele¢ iranyul6 aramot figyelhetiink meg, amely a natriumaram
gatlasanak felel meg. A TTX hatasa ekkor is kimoshatonak bizonyult. Ezen
eredmények hatarozottan alatdmasztjdk azon feltételezésiinket, hogy a kutya
kamrai sejtekben taldlt TTX-érzékeny &ram ténylegesen tartalmaz Icy

komponenst is.

A TTX okozta I, gatlas hasznalatfiiggé (use-dependens) jellege

A kalciumaramot az eddig bemutatott kisérletek sordn 200 ms hossza
depolarizal6 impulzussal valtottuk ki 0,2 Hz-es frekvencian, vagyis 5
mésodpercenként. Ez elég hosszi idSintervallum ahhoz, hogy az L-tipusa Ca®*
csatornak inaktivaciobol aktivalhatd allapotba vald visszatérése teljes legyen,
ezért a TTX ezen koriilmények kozott megfigyelt hatasat gy tekinthetjiik, mint
a tonusos gatlds nagysagat. Azonban amikor az ingerlési ciklushosszat
1 masodpercre csokkentettiik, szignifikans frekvenciafiiggd gatlast tapasztaltunk

10 uM TTX jelenlétében. A frekvenciafiiggd gatlas nagysaga 12,7+£1,0 % volt



szemben a TTX alkalmazasa nélkiil megfigyelhet6 4,3+1,1 %-0S I, amplitado
csokkenéssel (p<0,05, n=6). Az ekkor alkalmazott hosszu impulzusok nem
tették lehetévé a TTX hatdsanak vizsgalatat nagyobb ingerlési frekvenciak
mellett, ezért arra rovid, csupan 10 ms hosszusagti depolarizalé impulzusokat
alkalmaztunk. Meglepetésre, e rovid impulzusok 10 uM TTX jelenlétében Ic,
frekvenciafliggd novekedését okoztdk, viszont kontroll koriilmények kozott
semmiféle valtozds nem volt megfigyelhetd. Az Ic,. amplitaiddé ndvekedése
nagyobb volt magasabb ingerlési frekvenciaknal: 5s, 1 s és 0,3 s ciklushosszak
alkalmazasakor sorrendben 2,1+1,1 %-ot, 3,9+1,2 %-ot és 6,3+1,2 %-ot ért el.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a TTX a tonusos gatlason feliil egy
frekvenciafiiggd gatlast is kivalt, jollehet, ennek a gatldsnak a nagysaga a
tonusos komponenshez képest viszonylag mersékelt volt. Még fontosabb, hogy a
TTX altal kivaltott Ic, gatlds Ggy tlnik, hogy a nyugalmi és inaktivalt
csatornadllapotokra korlatozddik, mivel a csatorna gyakori nyitasa (magas
frekvenciqjo  rovid depolarizdldé impulzusok alkalmazasaval) a gatlas
csOkkenését eredményezte. Ez azt sugallja, hogy a TTX affinitdsa a nyitott

csatorna allapot irant feltinéen alacsonyabb.

Az lc, . modulacidojanak hatasa a TTX altali aramgatlasra
Ioncsatorna foszforilacio hatasa

Mivel a csatorna foszforildcidja az Ic, szabdlyozésanak egyik
leghatékonyabb modja szamos ingerlékeny €s nem-ingerlékeny szovetben, ezért
Osszehasonlitottuk a TTX gatld hatasat nativ- és protein-kinaz A (PKA) altal
foszforilalt kalciumcsatornakon. A forskolinrdl ismert, hogy az adenilét-ciklaz
stabil aktivacidjat valtja ki, amely a cAMP szint kifejezett emelkedését okozva
aktivalja a PKA-t. A PKA felelds a kalciumcsatorna pérusformald a; és a
jarulékos P alegység foszforilacidjaért. Ez a foszforildci6 — allosztérikus

kolcsonhatasokon keresztiill — jelentésen noveli a porusformald a; csatorna



alegység nyitdsi valoszinliségét, mig a szelektivitasi filteren kifejtett hatisa
csekély. 3 uM forskolin szignifikdnsan novelte az Ig, amplitudojat
(5,5+0,4 pAlpF-rol 16,3+0,8 pA/pF-ra, n=5). A TTX koncentraciofiiggéen és
reverzibilisen gatolta az Ig, -0t a forskolinnal kezelt kardiomiocitakon.
Az adatokat Hill-egyenlettel illesztve a kontroll koriilményekhez nagyon
hasonlo ICgy értéket kaptunk forskolinban is, mégpedig 50+£5 uM-t (n=5). A
Hill-koefficiens értéke 1,02+0,09 volt forskolin jelenlétében.

Extracellularis pH valtoztatas hatasa

A kalciumcsatorna TTX-érzékenységének bemutatasara konstrualt
modelliink azt vetiti elére, hogy a TTX a csatorna szelektivitasi filter¢hez
kotédik. Pontosabban ez a kapcsolat a csatorna negativan toltott szelektivitasi
filter régigja (fiziologias tartomanyhoz kozeli pH értéken) €s a toxin pozitivan
toltott guanidin csoportja kozott jon 1étre. Kovetkezéskeéppen az elektrosztatikus
interakcio erdsségének valtoztatisa a protonalt allapot novelésével vagy
ban vélhetden modositja a TTX 4ltal kivaltott gatlas mértékét. Feltevésiink
igazolodott, az 55 uM TTX 4altal okozott Ic, gatlast (amely a fiziologias 7,4-es
pH érték mellett a dozis-hatas gorbe alapjan pontosan 50 %) az alkalozis
szignifikdnsan csokkentette (pH=S8,4 esetén 26+2 %-ra, n=6), mig az acidozis

novelte (pH=6,4 esetén 60+2 %-ra, n=6).

Redoxpotencial valtoztatasanak hatasa

A redoxpotencial valtoztatdsok hatdsa nagyon hasonld volt ahhoz, ami a
pH valtoztatasanal bemutatasra keriilt. Ennek megfeleléen a 100 uM H,0,
alkalmazasaval létrehozott erdsen oxidaldo kornyezetben 55 uM TTX csak

3143 %-ban gatolta az Ic, -0t (n=5), ellentétben a redukald kornyezetben



(1 mM redukalt glutation + 1 mM aszkorbinsav + 1 mM ditiotreitol) megfigyelt
62+6 %-0S lc, gatlassal (n=8).

A TTX kotodésének modellezése a Na, 1.5 és Ca,1.2 csatornakhoz

Abbdl a célbdl, hogy részleteiben megértsiik a fesziiltsegfliggd Ca,1.2 €s
Na,1.5 csatornak TTX 4ltali gatlasat, elengedhetetlen informéacidval
rendelkezniink a szelektivitasi filterilk szerkezetérdl. Az eredetileg Na,1.4
csatornakra kidolgozott elméleti modell alapjan terveztiik meg a TTX-nak a
szivizomban leginkabb eléforduld fesziiltségfiiggé Na® és Ca®* csatorna
tipusokhoz (Na,1.5 ¢és Ca,l.2) vald kotodését leir6 modelljét. Kotodesi
modelliinkben a TTX guanidin csoportja — a Nay1.4 csatornakhoz hasonléan — a
Na,1.5 csatorna szelektivitasi filterének D (aszpartat) és E (glutamat)
aminosavaihoz kotodik az I-es és II-es doménben. A szelektivitasi filter régio
tovabbi savas aminosavai szintén hozzajarulhatnak a ligand megkotéséhez direkt
vagy indirekt moédon. Ez a kapcsolat a ligand kotddés iiregében egy negativ
elektrosztatikus potencial képzddésével valdosul meg. A TTX hidroféb oldala a
triptofan oldallancaval keriil kolcsonhatasba, amely triptofan aminosavak
(W904, W1421) feltételezhetéen az ion athaladasban is szerepet jatszanak.
konzervalt EEEE gylriije még inkabb savi karakterti, csak egy E (glutamat)
képes sohidat kialakitani a TTX-nal (E736), amikor az a Ca,1.2-h6z kotodik.
Ezen kivil még egy, a mar emlitett glutamatot kovetd aszpartat oldallanc
(mindketté a Il-es doménben) jarulhat hozzd a TTX megkotéséhez. Néhany
tovabbi aminosav is részt vehet a TTX receptorhelyének kialakitdsdban, azonban
az 6 hozzajaruladsuk kevésbé tlinik fontosnak. Meg kell emliteni azt is, hogy a
konzervalt triptofan aminosavaknak (W1145, W1146) nem elhanyagolhatd
szerepiik lehet a ligand kotddési iireg kialakitdsaban €s/vagy a ligand kotésének
lipofil kolcsonhatasaban. A modelliink szerint az is nyilvanvald, hogy a TTX

molekulaval direkt kapcsolatba keriilé funkcids csoportok szdma a Ca,1.2 esetén



kisebb, mint a Na,1.5-nél. Ezen eredmények egy gyengébb kolcsonhatast
josolnak a Ca,1.2 és a TTX kozott, mint a Na,1.5 és a TTX komplexében, amely
végsd soron a TTX Ca,l.2-vel szembeni csokkent gatld hatékonysagat
eredményezi.

Mivel a TTX molekula leginkabb savi karakteri OH-csoportjanak pK,
értéke (8,7) viszonylag kozel esik a kisérleteink soran alkalmazott 6,4 — 8,4-€sS

pH tartomanyhoz, a TTX-nak mind a protondlt formdjat (azaz a protonalt

e

e

figyelembe vettiik a szamitasok soran. A dokkolasi kisérletek felderitették, hogy
a TTX mindkeét allapotaban a szelektivitasi filterhez kotddik, azonban a kotés
er6sebb (8,22 kcal/mol vs. 7,55 kcal/mol), amikor a TTX pozitivan toltott,

s

dominansan negativ toltésii szelektivitasi filter kovetkeztében johet 1étre.

A TTX nem gatolja a HEK sejteken expresszalt Ca,1.2 csatornak aramat

Meglepé modon a TTX nem valtott ki semmiféle gatlé hatast CACNA1C
génnel transzfektalt, Ca,1.2 csatornakat expresszalo HEK tsA-201 sejteken,
amely egy Uj szint hoz a mar eddig is valtozatos palettaba. A Ca,1.2 dram 30 és
100 uM TTX perfazigjat kovetéen a kontroll értek 97,81%1,75 %-a és
94,06+3,87 %-a volt (nem szignifikans eltérés, n=5).

A nativ szivizomsejteken mérheté Ic, ¢€s a Cayl.2 aram kinetikdjanak
Osszehasonlitdsakor az d&ram amplitidok normalizalasat kovetden meglehetdsen
jo atfedést kaptunk. Ez azt sugallja, hogy a transzfektalt Ca,1.2 csatorndk
aramanak sok tulajdonsaga azonos vagy legaldbbis nagyon hasonl6 a nativ Ic, | -
hoz, annak ellenére, hogy az eldbbi esetében szdmos jarulékos alegység (o, B €s
d) hianyzik. Tehat az egyetlen porusformald alegység (a,) altal 1étrehozott aram

a nativ aramhoz hasonl6 sajatsagokat mutat —a TTX-érzékenység kivételével.



MEGBESZELES

A tetrodotoxin L-tipusi Ca** csatorna gatlasanak jelentésége sziven

Jollehet a tetrodotoxin €s a saxitoxin tekintetében altalanosan elfogadott
allaspont, hogy a gyors, fesziiltségfiiggd Na* csatornak szelektiv gatldszerei, az
egyre halmozodo irodalmi adatok azt jelzik, hogy valojaban nem egészen ez a
helyzet. Példaul az utdbbi idében mindkét toxinrol kimutattak, hogy hatnak a
nativ vagy klénozott T-tipusi Ca®* csatornakra, mig a saxitoxinrél Su és mtsai.
kimutattak mar azt is, hogy gatolni képes a L-tipusu Ca®* csatornat. Ugyanakkor
az ezen disszertacioban bemutatott kisérletek képezik az elsé beszamolot, ami
bizonyitja a TTX szivizom I¢c,| gatld hatasat.

A szivizom fé Na® csatornaja (Nayl.5), a vazizom és idegszdveti Na”
csatorndk tulnyomo tobbségehez képest viszonylag érzéketlen a TTX irant.
Tehat akar 30 pM-os TTX koncentracio alkalmazésa is sziikségessé valhat a Iy,
teljes gatlasara kamrai szivizomsejtekben. Mivel egy ilyen magas TTX
koncentracid 35 %-0s lc, gatlast okozott a kutya kamrai szivizomsejtjeinkben,
igy ez sulyos értelmezési hibadkhoz vezethet a kisérleti koriilményektdl fliggden.
A probléma kiilondsen hangstlyossa valik akkor, amikor az in. kés6i Na®
aramot igyeksziink TTX hasznalataval vizsgalni akcios potencial fesziiltség-
clamp koriilmények kozott. Chorvatova €s mtsai. kimutattak, hogy ezen dram
amplitidoja néhany tiz pikoamperes tartomanyban van egészséges
szivizomsejtekben és 200 pA-ig emelkedhet hipertrofias szivben. Konnyi
elképzelni a bekovetkezé hiba nagysagat, ha a TTX az Ig,. csak egy Kis
hanyadat is gatolja. Hasonloképpen, az emlitett késéi Na* aramban bekdvetkezd
hipertrofia-indukalt valtozasok komolyan szennyezOdhetnek a TTX altal
1étrejovo Ic, | gatlassal.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a nativ Ig, TTX-
érzékenységet mutatott kutya kamrai szivizomsejteken. Mivel azonban a TTX

még igy is viszonylag szelektivebbnek tinik a ly,-ra, mint az lcy, -ra, igy



tovabbra is széleskoriien alkalmazzak az orvosbiologiai kutatasokban. Viszont a
kisérleti koriilményektdl fiiggben kiilon figyelmet igényel, amikor a

tetrodotoxint a Iy, szelektiv gatlasara hasznaljuk.

A tetrodotoxin és az L-tipusi Ca’* csatorna kélcsonhatdsanak molekularis

determinansai, a pH- és redoxpotencial-valtozasok hatasanak értelmezése

A TTX 55 uM-0s ICsy értéke az L-tipusi kalciumcsatorndn relative
magas, még akkor is, ha figyelembe vessziik, hogy a sziv f6 Na® csatorna
1izoform4ja (Na,1.5) joval kisebb affinitassal bir a TTX irant, mint a neuronalis
(Na,1.1-1.3) vagy vazizom (Na,1.4) Na" csatorndk. A DEKA gylir(it kdvetd Asp
aminosav aromas gyuriijérél ugy gondoljak, hogy kritikus jelentdségii a TTX-
loncsatorna interakcioban, és annak cseréje (pl. Cys-re a Na,1.5 esetében) lehet
a csokkent affinitds f6 oka. A Tikhonov és Zhorov altal javasolt szekvencia
egyezés alapjan, amelyet a modelliink kidolgozasara hasznaltunk a jelen
tanulmanyban, egy Gly aminosav taldlhato ebben a kulcspozicioban. Ez a tény
kézenfekvd magyarazatot ad arra, hogy a TTX miért kotddik jelentdésen kisebb
affinitassal a Ca,1.2-h6z, mint a neuronalis vagy vazizom Na' csatornhoz.

A pH valtozasnak a kalciumaram amplitiddjara kifejtett hatasat tekintve a
kovetkezd értelmezés adhatdo. Ha figyelembe vessziik a csatorna porusanal
elhelyezkedd hisztidin aminosavak kozel 6,5-0s pK, értékét, akkor azok
imidazol oldalldncai még enyhén savas kdzegben is protonaltak lehetnek. Ennek
megfelelden a csatorna konduktiv szakaszan (amely természetesen magaban
foglalja a szelektivitasi filtert is) elhelyezkedd hisztidin aminosavak legalabb
részlegesen protondltak a 6,4-es savas pH mellett, amely egy pozitiv toltésii ion
athaladdsa szédmdra egy kevésbé kedvezd kornyezetet teremt. Tovabba a
csatorna erdsen negativ toltésit EEEE gylir(ijének egy (vagy tobb) glutamat
oldalldnca szintén protondlt lehet, amely tovabb csokkenti a kation &ram

nagysagat. Az eredményeinkkel 6sszhangban korabbi kozleményekben is a Iy,



¢s az Ic, 1 csokkenését irtak le savas kozegben. Masrészrol a TTX szinte teljes
mértékben pozitivan toltott formaban van jelen 6,4-es pH mellett, mivel a
értéke 8,7-hez kozeli. Tehat a pozitivan toltott TTX molekula varhatéoan noveli a
TTX kotddésének mértékét a negativan toltott szelektivitasi filter régidhoz (a
TTX neutralis ikerion formdjahoz képest, amely a kifejezetten alkalikus pH
tartomanyban dominal, de részlegesen jelen van 8,4-es pH-nal és kismértékben
7,4-es pH esetén is), ezaltal a kalciumcsatorna erdsebb gatlasat eredményezi.
Tovabba az  elektrosztatikus  kolcsonhatds  erdsségének  csokkenése
kovetkeztében (amely érvényes mind a kétszeresen toltott Ca®*-ra, mind —
jollehet kisebb mértékben— a protonalt TTX molekulara, annak egyszeres pozitiv
toltése miatt) a nem-ionos hidrofil ¢és hidrofob kolcsonhatdsok relativ
hozz4jaruldsa a TTX és a csatorna szelektivitdsi filterének kapcsolatdhoz
valoszinilileg megnd. Mindezen hatasok az L-tipust kalciumaram csokkenését
eredményezik savas kozegben, amely aramot ekkor a TTX még kifejezettebben
képes gatolni. Ezzel szemben 8,4-es bazikus pH-n a legtobb hisztidin oldallanc
neutralis, €s a cisztein szabad SH-csoportjainak nagyjabol fele deprotonalt,
mivel az azoknak megfeleld pK, érték 8,5. Ez bizonyara egy joval kedvezébb
kornyezetet teremt (még a semleges allapothoz, vagyis a 7,4-es pH-hoz képest
is) a pozitiv toltésti Ca®* ionok csatorndhoz valo vonzasahoz és kotddéséhez,
kovetkezésképp a csatornan keresztiili ion fluxus megndéhet. Az enyhén bazikus
TTX részlegesen neutrdlis forméaban lehet jelen, amely a TTX ¢és a szelektivitasi
filter kozott gyengébb elektrosztatikus vonzas kifejlddésehez vezet. Bazikus
kozegben az erésebb Ca’* csatorna kolcsonhatds egy gyengébb TTX és
csatornafehérje kozotti kolcsonhatassal Osszeadddva sziikségszertien a TTX
Kisebb Ic,, gatlasahoz vezet. Az alkalikus kornyezetben megfigyelt nagyobb
amplitidéja  kalciumaram és  kisebb TTX altali  gatlas  konnyen

megmagyarazhato a fentiekben attekintett egyszerusitett elektrosztatikus modell



¢s a TTX ikerion protonaltsdgi egyensulya alapjan, amely jol egyezik a TTX-
gatlas Na* csatorndkon Ulbricht és Wagner altal megfigyelt pH-fiiggésével. A
TTX nagyobb gatlo hatdsa savas pH mellett mégis gy tiinik, hogy ellentmond a
korabbi eredményeknek, amelyek alacsony pH értékek mellett csokkent TTX

gatlast vetitenek elére. Lehetséges, hogy a Ca®* csatorna szelektivitasi filter

oy

inkabb alkalmassa valik a TTX bekotodésére. Ezenfeliil 7,4-es pH-n a TTX 3-
5 %-nak becsiilt nem-hatasos (ikerion) frakcidja kation formava alakul 6,4-es
pH-n, amely szintén hozzajarulhat a TTX altal okozott gatlas novekedés¢hez.

A redoxpotencidl szerepének értelmezése az Ic,. nagysaganak
megvaltozasaban és annak TTX altali gatlasaban azonban kicsit tobb eréfeszitést
igényel. Megfigyeléseinkkel Osszhangban szadmos emlOs szivizomszovetében
Guo és mtsai. kimutattak, hogy a hidrogén-peroxid noveli az Ic,; amplitadojat,
mig Zhang ¢és mtsai. redukald kozegben az dram csokkenését irtak le. Mivel a
H,O, egy relative erés oxidald agens, a szabad szulfhidril-csoportokat diszulfid-
kotéssé oxidalja. Ellenben a redukdldo kornyezet képes lehet megelézni a
diszulfid-hidak képzdédését vagy lebontani 6ket, ha mar egyszer kialakultak.
Ezen diszulfid-hidak tugy tlnik egy TTX-kotodésre viszonylag rezisztens
strukturat stabilizdlnak; ily modon a TTX I, -ra kifejtett gatlo hatdsa megnd
redukalod kornyezetben, mig H,O; jelenlétében csokken. Egy tovabbi magyarazat
is felmeriil, amikor arra gondolunk, hogy az Ic,. nagysaga jol korrelal a Ca**
csatornak B alegységeinek Lao és mtsai. altal megfigyelt oligomerizacidjaval.
Feltételezve, hogy a H,O, diszulfidhidak képzésével stabilizalni tudja az
oligomer allapotot, mind a nagyobb Ic, amplitido, mind a gyengébb TTX altali
gatlas magyarazhatova valik.

Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a redukdldo kornyezet Ic,
amplitidéra és annak TTX-nal valo gatolhatosdgara kifejtett hatdsa nagyon
hasonlit ahhoz, amit savas pH-ju kornyezet esetén figyelhettiink meg. Ez

hatarozottan arra utal, hogy egy redukald szer alkalmazasa a rendszer nagy



pufferkapacitasa ellenére is eldsegitheti néhany érzékeny csoport protonaldodasat.
Ez magyardzhatja a TTX altal okozott Ic, gétlas sordan megfigyelt jelentds
egybeesést, a savas €s bazikus pH, illetve a redukald és oxidalé kornyezet
Osszehasonlitasakor.

A forskolin alkalmazéasakor nyert eredmények azt sugalljak, hogy az o,
alegység strukturdjaban a protein-kindz A kozvetitett foszforilacio altal kivaltott
allosztérikus valtozasok jollehet komoly kovetkezményekkel jarnak a csatorna
kapuzasanak tekintetében, azonban a TTX kotddésére csak csekély behatassal
lehetnek. A Hill-koefficiens értéke kontroll koriilmények kozott és a csatorna
foszforilaciojat kovetden is megkozelitdleg 1, ami megfelel annak, hogy az a;

alegységen 1 TTX-kot6hely talalhato.

A tetrodotoxin hatastalansaganak lehetséges okai HEK tsA-201 sejteken

expresszalt Ca,1.2 csatornakon

Az a jelenség, hogy a TTX nem gatolja az expresszalt Ca,1.2 csatorndk
aramat valdban ellentétes azzal, amit a nativ kutya szivizomsejteken nyert
eredmények alapjan varnank. Ezen paradox tényallas magyarazatara szamos
egyéb faktort is tekintetbe kell venni, amelyek hatassal vannak a Ca** csatornak
strukturgjara és funkcidjara. A legkézenfekvébb magyardzat az lenne, hogy a
TTX a L-tipust kalciumcsatorna valamelyik jarulékos alegységeéhez kotodik.
Azonban a csatorna pH- és redoxpotencial-valtozas, valamint a PKA-kozvetitett
foszforilacio fliggvényében részletesen elemzett TTX-érzékenységén és az ez
alapjan készitett 3D-s csatorna térszerkezeti modellen alapuld kordbbi
eredmények egyértelmiien kimutattdk, hogy a TTX kétéhelye mind a Ca®*, mind
a Na' csatornidkon hasonld helyen talalhatd, mégpedig a csatorna porus
szelektivitasi filterének teriiletén. Természetesen annak lehetdségét nem Ilehet
teljes mértékben kizarni, hogy a TTX az egyik jarulékos alegységhez kotddik

(ebbdl a szempontbol az extracelluldris elhelyezkedése folytan az o, alegység



lehet a leginkabb kézenfekvd jelolt), de ebben az esetben a feltételezett kotOhely
kémiai kornyezetének nagyon hasonlonak kellene lennie a szelektivitési
filteréhez, jollehet éppen ezért ez a lehetdség elég valosziniitlennek tiinik.
Sokkal inkabb elfogadhat6 azt feltételezni, hogy a TTX a csatorna pérusformalo
ayc alegységhez kotddik, de csak egy vagy tobb jarulékos alegység jelenlétében.
Mivel a nativ sejteken tovabbi jarulékos alegységek is jelen vannak, ezek
allosztérikus kolcsonhatasok kovetkeztében modosithatjadk a csatorna struktira
végsd Osszeszerelddését. Tovabba az a; alegységek szamos, adott sejttipusra
specifikus hasitasi terméke (splice variansa) ismert €s ezek eltérd antagonista-
¢rzékenységgel birhatnak.

Emellett az is lehetséges, hogy az expresszids rendszer onmaga felelds a
megfigyelt kalciumcsatorna gatld hatas elmaradasaért a TTX alkalmazasakor,
mivel nem kivételes eset, hogy a Ca®" aramon egy jol dokumentalt hatast nem
lehet reprodukalni egy expresszios rendszerben. Ebben az esetben az elméleti
lehetdségek skalaja széles, ideértve a lipid kornyezet kiilonbségeit, a belsod
elektrolit Gsszetétel eltéréseit, a Ca”*-kalmodulin-fiiggé protein-kinaz II
(CaMKII) lehetséges szerepét, valamint olyan fontos madasodlagos hirvivo
molekuldk jelenlétét vagy hianyat, mint a cAMP, a cGMP vagy a [Ca®*];, amely
tényezok szintén modosithatjak a csatorna funkciojat, ily modon eltéré TTX-
érz€kenységet eredményezve. Ennélfogva amig nem talalunk kielégitd
magyarazatot a HEK sejteken expresszalt Ca,l.2 csatornak TTX-
érzékenységének hidnyara, addig kiilon Ovatossagot igényel az expresszios
rendszerekben  végzett elektrofiziologiai ¢és farmakologiai  vizsgalatok
eredményeinek értelmezése. Mindazonaltal a TTX tovabb ndveli azon szerek
szamat, amelyek a mar jol ismert, r4 jellemzé specifikus hatason feliil Ca®*

csatorna gatlo potenciallal is rendelkeznek.



A Na' és Ca’" csatornakon haté szerek korlatozott szelektivitasa

Nem rendkiviili esemény, hogy egy szelektivnek gondolt Iy,-ra hatd szer
kotédik és igy modosit mas transzmembran ionaramot, igy pl. az L-tipusu Ca®*
csatornat. Ezek a keresztreakciok jol magyarazhatok a Na* és Ca®* csatornak
struktirdjdban meglévo ismert hasonldsaggal.

A tetrodotoxinnal eddig kapott eredmények azt mutatjak, hogy néhany tiz
I1Cso értéke koriilbeliil szazszor-ezerszer magasabb a sziv Nay,1.5 csatornan és
chhez nagyon hasonlé a T-tipusu Ca®* csatornikon. A szivben tilnyomorészt
jelen 1év6 Na™ csatorndhoz viszonyitva azonban 10-50-szer magasabb a TTX
|Cso-ja az L-tipusti Ca** csatornakon. Tehat a tetrodotoxinnal végzett vizsgalatok
a kozos 6st6l szarmazod négy homoldg domént tartalmazo fesziiltségfiiggd Na”
kordbbiakban emlitett adatok aldtdmasztjak a tényt, hogy a klasszikus szivizom
Na" csatornak porus régidja kozelebbi hasonlésigot mutat a T-tipusa Ca®*
csatornakéhoz, mint az L-tipusa Ca®* csatornakéhoz.

Tehat egy altalanos, intrinzik tulajdonsagnak tiinik, hogy csaknem minden
Na'- és Ca*" csatornan hat6 szer befolyasolja a masik, strukturalisan homolég
csatorna tipust is. E jelenség magyardzata az Ic, -0t, az lcar-ot és a Iy,-Ot
1étrehozo6 csatorndk szerkezetében €s aminosav szekvencidjaban megfigyelhetd
hasonldésagban rejlik. Mindezek fényében elmondhatd, hogy a négy homolog
doménnel rendelkezd fesziiltségfiiggd ioncsatorndk kozotti keresztreakciok
elkeriilhetetlennek tiinnek, ezért ennek figyelembe vétele elengedhetetlen a
jovobeli gyogyszerfejlesztésben, orvosi terapidban és kisérleti vizsgalatokban.
Ennek a tulajdonsignak az ismerete nemcsak a szivre hatdé szerek
alkalmazasakor lehet hasznos, hanem mas célszervre hatdé szerek esetében is,
mint pl. antiepileptikumok, antidepresszansok, ¢és a neurodegenerativ betegségek

vagy a kronikus fajdalom gyogyszerei.



OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A tetrodotoxint (TTX) a gyors, fesziiltségfiiggd Na® csatornak
legszelektivebb gatldészerének tekintik ingerelhetd szdvetekben, tehat ideg, vaz-
¢s szivizom szOvetben, habar ez utobbi TTX-érzékenysége legalabb harom
nagysagrenddel kisebb az el6zdekénél.

Anyagok és médszerek: Jelen vizsgalatban az L-tipust Ca®* dram (Ica ) TTX-
érz¢kenységét tanulméanyoztuk konvenciondlis fesziiltség-clamp ¢és akcids
potencidl-clamp technikaval kutya bal kamrabol izolalt szivizomsejteken, 37 °C
homérsékleten.

Eredmények: Az lc, -0t a TTX dozisfiiggd €s reverzibilis moédon gatolta, az
aram inaktivacios kinetikajanak megvaltoztatasa nélkiil. Az dramgatlas mértékeét
Hill-egyenlettel illesztve a ICsq értékre 5542 uM-t, mig a Hill koefficiensre
1,0+£0,04-et kaptunk. A TTX mar 30 uM-os koncentracidéban 8,61+1,09 pA/pF-
161 6,08+1,05 pA/pF-ra csokkentette az I, -0t (N=4; p<0,01). Nizoldipin (1 pM)
gatolta az aramot, megerdsitve azt, hogy az valdoban az Ig, volt. Akcids
potencidl fesziiltség-clamp koriilmények kozott a TTX-érzékeny aram az Ic, -
hoz hasonlé mintazatot mutatott, amely nizoldipin jelenlétében hianyzott.

A csatorna foszforilacidja nem befolyasolta a TTX gatlé potencidljat, 3 uM
forskolin jelenlétében 50+4 uM ICsy, értéket kaptunk. 55 uM TTX (fizioldgias
koriilmények kozott a ICsy érték) savas kozegben (pH=6,4) 60+2 %-0S lcy
gatlast okozott, mig lugos kozegben (pH=8,4) csak 26+2 %-os gatlast figyeltiink
meg. Hasonloképpen, 55 uM TTX redukalo kozegben
(glutation+aszkorbinsav+ditiotreitol, mindegyik 1 mM-os koncentracidban)
62+6 %-kal csokkentette az Ic, amplitadojat, ezzel szemben erds oxidaldszer
jelenlétében (100 uM H,0,) 31+£3 % gatlast kaptunk. Ezen eredmények jo
Osszhangban vannak a kotddési modelliink eldrejelzésével, miszerint a TTX

valoban a sziv L-tipusu Ca** csatornainak szelektivitasi filteréhez kotédik.



Kovetkeztetések: Munkacsoportunk elsdként szamolt be arrdl, hogy a TTX
gatolja az L-tipust kalciumcsatornat szivizmon. Ezt a toxint azonban tovabbra is
széleskoriien alkalmazzak a kutatdsban, mivel még mindig szelektivebb a Na*
aramra (Ina) Mint az lg, -ra. A kisérleti koriilményektol fiiggden viszont a TTX-
nak a Iy, szelektiv gatlasara torténd alkalmazasa fokozott koriiltekintést igényel.
A fesziiltségfiiggd Ca®* és Na* csatornak egy kozos evolucids 6sté] szarmaznak,
ezaltal az ezen csatorndkon hatd szerek csekély szelektivitisa a receptoraik
intrinzik tulajdonsagat jelzi, amelyet figyelembe kell venni a jovében Uj, szivre
hato gyogyszerek kifejlesztésekor akar az orvosi gyakorlatban, akar a kisérleti

kutatasban.
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