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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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II. ABSZTRAKT

Ismert, hogy a fesziiltségkapuzott ioncsatorndk kozé sorolhatd Shaker kaliumcsatorna
aktivacios ¢és C-tipustt inaktivacioért felelds inaktivacios kapui csatoltak. Korabbi
eredményeink alapjdn ezt a csatolast a porust kozvetleniil hatdrold S6-os transzmembran
helikalis szegmensek inaktivacid sordn bekovetkezd forgasa biztosithatja. Kisérleteimben azt
vizsgaltam, hogy az S6-os szegmensek porus felé tekintd pozicidit érintd mutaciok hatdssal
vannak-e a két kapu kozti csatolasi mechanizmus befolyasolasan keresztiil az ioncsatorna
inaktivacios, illetve aktivacios kapuzasara.

Meéréseimhez olyan mutans Shaker-IR (N-tipust inaktivaciotél mentes) ioncsatornakat
(A,W.E,D,K,R) tartalmaztak. A kisérleteket a tsA 201 sejtekbe tranziensen transzfektalt
mutans ioncsatorndkon a patch-clamp technika fesziiltség-zar lizemmodjaban, inside-out
konfiguracidoban végeztem. A transzfekciot kovetden a kontroll 1470 ioncsatorna, illetve az
alanint tartalmaz6 mutdns onmagaban expresszalodott. A triptofant, glutamatot és aszpartatot
tartalmazd mutdnsok csak a kontroll csatornaval egyiittesen transzfektalva, azzal
heteromereket alkotva adtak funkciondlis csatorndkat, mig a pozitiv téltésii lizint és arginint
tartalmazé mutansok esetében egyik esetben sem kaptunk iondramot. Az elektrofizioldgiai
mérések soran a mutans csatorndk kapuzasat jellemzé biofizikai paramétereket hataroztam
meg (aktivacids- és inaktivacios idéallandd; konduktancia- és inaktivacio fesziiltségfiiggése,
inaktivaciobol vald visszatérés iddallandoja) és hasonlitottam 6ssze a kontrollként hasznalt
T449A/1470 ioncsatorna megfeleld paramétereivel.

A vizsgalt paraméterek koziil a legjelentOsebb eltérést az inaktivalt allapot kialakulasat
jellemzd inaktivacios idéallanddban tapasztaltam. Mig az inaktivacios iddallandéd értéke a
kontroll csatorna esetén ~70 ms, addig ez az érték a T449A/I470A ioncsatorna esetén ~315
ms. A 470-es pozicioba helyezett nagyobb méretli aminosavak, a szintén apolaris oldallanct
triptofan, valamint a negativ toltésti glutamat és aszpartat kevésbé lassitotta az inaktivacios
kinetikat (az inaktivacios iddallandok rendre ~110 ms, ~125 ms, ~145 ms). A mutans
ioncsatorndk inaktivaciés kapuzasat jellemzd tovabbi, valamint az aktivaciés kapuzast
jellemzd paraméterek esetén kisebb mértékii valtozast tapasztaltam a kontrollhoz képest.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a podrusban levé aminosavak fizikokémiai

tulajdonsagai (méret, toltés, hidrofobicitas) egylittesen képesek befolyasolni a Shaker csatorna



C-tipusu inaktivacigjat, amely alatdmasztja az S6-os szegmensek aktivacios és inaktivacios

kapu kozti csatolasban betoltott szerepét.



III. BEVEZETES

II1/ 1. Az ioncsatornakrol altalaban

Az ioncsatorndk az ¢€l6 szervezetek milkddése szempontjabol kulcsfontossagu
transzmembran fehérjék. Specialis felépitésiik révén a bioldgiai membranokon egy hidrofil
porust képezve biztositjdk az ionok koordinalt aramlasat. Ezt a szabdlyzé funkciot az
ioncsatornak a membranfehérjék kozott egyediilalld felépitésiik, porusuk és kapuik révén
képesek ellatni. Az egyes kapuk meghatarozott koreografia szerinti mozgéasanak (nyitasanak
¢s zardsdnak) megvaltozasa szdmos patologids folyamat kulcsfontossagu 1épése, példaul
abnormalis akcids potencidlok kialakuldsdhoz, vagy koros neurotranszmitter felszabaduléshoz
vezethet a neuronokban.

Az ioncsatornakra tovabba jellemzo a szelektiv permeabilitas, ami azt jelenti, hogy egy
adott csatorna csak meghatarozott ionok szamara atjarhatd. Tovabbi jellegzetesség a kapuzas,
ami azt jelenti, hogy az egyes csatornak kiilonféle ingerek hatisara a funkciondlisan vezetd
nyitott, és a funkciondlisan nem vezetd zart és inaktivalt strukturdlis allapotok kozotti
atmenetre képesek. Az altalam tanulméanyozott mutans Shaker csatorndk a fent emlitett

tulajdonsagok alapjan a fesziiltségkapuzott kalium csatornak (K,) k6zé sorolhatok.

111/ 2. A Shaker kadliumcsatorna szerkezete

Shaker csatorna a Drosophila melanogaster-ben eléforduld fesziiltség kapuzott kalium
csatorna. A Shaker elnevezés a csatornat kodold génekben -Shaker (Sh), Hyperkinetic (Hk),
¢és ether a go-go (eag)- leirt mutaciok eredményeképpen éter anesztézidban soran jelentkezd
labremegésbol adodik.

A Shaker csatorna felépitését tekintve négy alegységbdl felépiild6 homotetramer
ioncsatorna. Az egyes alegységeket nem-kovalens kolcsonhatisok tartjdk Ossze. A négy
alegység kozel szimmetrikusan helyezkedik el az altaluk koriilhatarolt, centralis
elhelyezkedésti porus koriil (MacKinnon,1991). Minden alegységet egyenként hat
transzmembran a-helikélis szegmentum (S1-S6), €s az ezeket 6sszektd szadmos intracellularis
¢és extracellularis hurokszekvencia épiti fel. Az alegységek N-és C- terminalis vége

intracelluldrisan talalhato (1. dbra A panel). Az alegységekben az S1-S4 szegmentumok épitik



fel a membranpotencial valtozast érzékeld fesziiltségszenzort. Az S5 és S6-0s szegmentumok,
valamit az ezeket 6sszektd hurok vesz részt a porus kialakitasaban vesznek részt. (1. abra B

panel)

1. abra: A Shaker tipusu kaliumcsatorndk felépitése.

A panel: Az abra a Kvl.2 ioncsatorna rontgenkrisztallografias kisérletek alapjan meghatarozott
szerkezeti modelljén alapul (Chen ¢és mtsai, 2010). Az &brat a Pymol program segitségével
szerkesztettem, a szerkezeti adatok PDB kodja: 3LUT.

A négy alegység piros, kék, sarga, z0ld szinekkel van jeldlve, az egyes alegységek a 163-421.
aminosavakkal bezarolag kerililtek megabrazolasra. Az egyik alegység esetén jelolésre kertiltek a
felépitésében résztvevo transzmembran helikalis szegmentumok (S1-S6). A poérusban centralisan egy
kaliumion talalhaté (lila szinnel jelolve). Az abra az ioncsatornat az extracellularis oldal feldl
feliilnézetben, nyitott strukturalis allapotban abrazolja.

A B panelen az egyes alegységek a 163-421. aminosavakkal bezardlag keriiltek feltiintetésre. Az S1-
S4-es szegmentumok az abran sarga, illetve piros szinnel vannak jeldlve, mig a porus kialakitdsdban
részt vevd S5-S6-0s szegmentum és az ezeket 6sszekotd hurok mindkét alegység esetén zold szinnel
vannak jeldlve. A lila szinnel jelolt gombok a kaliumionokat reprezentaljak. A strukturalis elemek

pontos funkcidjanak magyarazatat lasd a szovegben.

A membranpotencial valtozasainak érzékeléséért az ugynevezett fesziiltségszenzor
domén felelds, amelyet minden alegység S1-S4-es transzmembran szegmentumai épitenek fel.
A fesziiltség érzékeld funkcio kialakitasa szempontjabol kiemelten fontosak a netté negativ
toltést hordoz6 S3 hélixek és a tobbszords pozitiv téltéseket hordozd S4 hélixek (Jiang és

mtsai, 2003). Ezt jelzi, hogy az S4-es szegmentum négy pozitiv toltésli argininje, jelentésen



konzervalodott a kiilonbozo fesziiltség kapuzott kaliumcsatorndk esetén (Seoh és mtsai,
1996). Kell6 mértékii membran depolarizacio hatasara a fesziiltségszenzor a membranban az
extracellularis tér felé mozdul el (Aggarwal és mtsai, 1996), ami végiil az aktivacios kapu
megnyilasahoz vezet. Ez az alapja a csatorndk membranpotencial fliggd aktivacidjanak
(Bezanilla, 2000).

A csatorna porusrégidja tartalmazza az egyéb predominans kationokkal (pl. Na')
szembeni K’ szelektivitast biztositd, a kiilonbozé eredetii kalium csatornakban igen
konzervativan megdrzott GYGD szekvenciat (agynevezett ,,signature” szekvencia), amely a
csatorna szelektivitasi sziir6jét alkotja (Heginbotham, 1994). A KcsA ¢és a fesziiltség kapuzott
kalium csatorndk kristalyszerkezetének tanulsdga szerint a csatornak poérusai négy
szekvencialis kélium kotohelyet tartalmaznak. Ezen feliil egy szintén extracellularis
elhelyezkedésii rehidracios-dehidracios kotohelyet is feltételeznek (Zhou és mtsai, 2001).
Korédbban més modszerrel, Ba*" ionok péruson keresztiili aramlasanak mérésével is négy K
kotohelyet irtak le a porusban (Neyton és mtsai, 1988a; 1988b).

A Shaker csatorna harom széles korben tanulmanyozott kapuval, egy aktivacios és két
kiilonb6z6 inaktivacids kapuval rendelkezik. Az aktivacids kapu a porus citoplazmatikus
szajadékdnak megfeleléen helyezkedik el, felépitésében a négy S6-os transzmembran
helikdlis szegmentum C-terminalis régidjaban elhelyezkedd, 475-478-as pozicioja
aminosavak altal alkotott peptid szakaszok vesznek részt (Del Camino és mtsai, 2001). Az N-
tipust inaktivacioért felelds inaktivacids labdakat a csatorna alegységeinek N-termindlis
részét képezd, Shaker csatorna esetén 6-46-os pozicidban talalhatdo aminosavak épitik fel. A

C-tipusu inaktivacioért felelds inaktivacios kapu a porus extracellularis szdjadékanal talalhato.

I11/ 3. A C-tipust inaktivaci6 jellemzoi

Az altalam tanulmanyozott Shaker-IR (N-tipust inaktivaciotol mentes) kalium csatornak
két kapuval, egy aktivacios és egy, a C-tipusu inaktivacioért felelds inaktivacios kapuval
rendelkeznek. Az inaktivacios kapu zardédasa kovetkeztében létrejovo C-tipusu inaktivacid
fontos szereppel bir a csatorndn keresztiili ionaramlas szabdlyzasdban. Az inaktivalt
allapotban levé ioncsatorna ugyanis funkciondlisan nem vezet6képes, igy az impulzus soran
kapott &ramgorbén az inaktivacio kinetikajatol fiiggd aramcsokkenés tapasztalhato (2. dbra).
Masrészrol a depolarizaciot kdvetden meghatarozott ideig, kelléen negativ membranpotencial

jelenléte sziikséges ahhoz, hogy az ioncsatorndk inaktivaciobol vald visszatérése



megvalosuljon, igy egy kovetkezd depolarizald impulzus hatdsdra a csatornak ujra a

funkcionalisan vezetd, nyitott allapotba keriilhessenek.

(S
o
< / /
1 /
zart allapot — aktivaci6 ——>  inaktivaci6 =~ 000000 —---------- > Inaktivaciébdl valé
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(2]
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E ‘ 7 /

2. abra: 4 C-tipusi inaktivacio jelenségét szemléltetd sematikus dbra.

Az abran egy depolarizal6 impulzus alatt 1étrejovo ionaram sémaja lathatd. A fenntartott depolarizacio
soran a Shaker-IR ioncsatorna a C-tipusu inaktivacid révén a funkcionalisan nem vezetd, inaktivalt
allapotba keriil. Az ioncsatornak inaktivaciobol vald visszatérése csak megfelel ideig kellden negativ

tartofesziiltség alkalmazasa mellett lehetséges (b6vebb magyarazat a szovegben).

A C-tipust inaktivacié pontos molekularis mechanizmusa kiemelt biologiai jelentdsége
ellenére a mai napig sem tisztazott. Jelen ismereteink szerint a folyamat a porus extracellularis
szajadékanal létrejové konformaciovaltozas eredménye, az viszont, hogy ez a molekularis
atrendez6dés pontosan milyen régidkat érint nem ismert. Az egyik feltételezés szerint a
konforméciovaltozas csak a porus extracellularis bejaratat érinti, €és a porus Osszeesik,
meggatolva ezzel az ionok 4ramlasat (Yellen és mtsai, 1994). A masik modell szerint a
konformaciovaltozas csak a szelektivitasi szlir@ régidjat érinti, igy a C-tipusu inaktivacid a
csatorna ionszelektivitdsanak megvaltozasat eredményezi. Ezaltal az inaktivacié sordn a
csatornak csak a K™ szamra vélnak atjarhatatlanna, mig egyéb ionok (pl. Na', Li") szamara
atjarhatok maradnak (Starkus és mtsai, 1997). A mechanizmust tekintve egy dolog biztosnak
latszik, mégpedig, hogy a C-tipust inaktivacidt a csatornat alkotd négy alegység megfeleld
részei kooperativ médon hozzak 1étre (Panyi és mtsai, 1995).

A C-tipust inaktivacido sebessége szamos tényezOvel mutat kapcsolatot. A C-tipusu
inaktivacid sebességét dontden meghatidrozza a porus extracelluldris régidjanak aminosav
az ebben a pozicioban eredetileg megtalalhaté treonint alaninra cserélik az inaktivaciod
jelentésen gyorsul, mig a hisztidinnel, vagy mas aromds aminosavval torténd csere az

inaktivacio lassuldsat eredményezi (Lopez-Barneo és mtsai, 1993). A C-tipust inaktivaciod



sebességét az inaktivacidos kapunak megfeleléen talalhato, feltételezhetéen a podrusban
szekvencialisan elhelyezkedé K' kotdhelyek koziil a legkiilsé kotShely telitettsége is
befolyasolja. Ennek értelmében az inaktivacido csak abban az esetben mehet végbe, ha a
legkiilsé K™ kotohely iires, mig ellenkezd esetben a csatorna nem képes inaktivalodni
(Baukrowitz és mtsai, 1996). Igy az N-tipus inaktivacié (Baurkowitz és mtsai, 1995) és
bizonyos intracellularis csatornaporus-blokkoldék (pl. TEA) (Baurkowitz és mtsai, 1996)
azaltal gyorsitjak a C-tipust inaktivacid sebességét, hogy megakadalyozzak a poruson kifelé
iranyuld kalium aramot, ezaltal csokkentve a kiilsé kotohely telitettségét. Tovabba ezzel a
mechanizmussal magyarazhatova valik az a korabbi megfigyelés, miszerint az extracellularis
kalium koncentracido novelésével az inaktivacid lassabba és kétfazisuva valik (Grissmer és
mtsai, 1989), ugyanis a legkiilsé kotdhely ebben az esetben nagyobb mértékben telitddhet az
extracellularis tér feldl.

Erdekes az extracellularis pH és a C-tipusu inaktivacio sebességének kapcsolata, ugyanis
mig a Shaker csatornaban (Perez-Cornejo, 1999) és a legtobb Shaker csaladba sorolhatd
csatorna esetén az extracellularis pH csokkenésekor az inaktivacid gyorsuldsa figyelheté meg,
addig a szintén Shaker csaladba sorolhatd Kv1.3 esetén a C-tipust inaktivacid kinetikdja
lassul, melynek kulcsfontossagli szerepe lehet a limfocitdk gyulladdsos szovetekben torténd

aktivaciojanak szabalyzasaban (Deutsch és mtsai, 1989).

II1/ 4. A C-tipust inaktivaci6 biologiai jelentdsége

A Shaker kaliumcsatorna az emberi szervezetben nem fordul eld, mégis szdmos humén, a
Shaker csalddba tartozo ioncsatorna szerkezet-funkcié kapcsolatanak kutatisa a Shaker
csatorna esetén kapott eredményeket veszi alapul. Erre az ad lehetdséget, hogy a Shaker
csatorna nagymértékli szekvencia homoldgiat, ezéaltal mind strukturdlis, mind pedig
funkcionalis hasonlésdgot mutat a humén szervezetben el6forduld Shaker tipust kélium
csatorndkkal. A Shaker csoportba tartozo kaliumcsatorndk egy része mindkét inaktivacios
mechanizmus révén inaktivalodhat, mig bizonyos ioncsatornak, igy példaul a limfocitak egyik
dominans kaliumcsatorndja a Kvl1.3 ioncsatorna csak a C-tipusu inaktivaciés mechanizmust
mutatja.

A T limfocitdk membranpotencialjanak szabalyzasaban kulcsfontossdgu szerephez jut a
Shaker csaladba tartozo fesziiltségkapuzott Kv1.3, valamint a Ca®"-aktivalt kaliumcsatorna, az
IKCal (Matteson és Deutsch, 1984). A két csatorna miikodése a nyugalmi membranpotencial

kialakitisa mellett nélkiilozhetetlen a limfocita aktivacidhoz —sziikséges Ca®" jel



kialakulasdhoz, biztositva a membran hiperpolarizalt allapotat a Ca®" influx mellett is (Panyi
¢s mtsai, 2004). Ezek alapjan belathaté, hogy mind a Kvl.3, mind pedig az IKCal
eléidézni, amire mind in vitro (Leonard és mtsai, 1992), mind in vivo (Cahalan és Chandy,
1997) kisérletek utalnak. Szdmos olyan autoimmun betegség ismert, amelyben a limfocitak
koros aktivacidja mutathatéd ki, igy e két ioncsatornat szelektiven és nagy affinitdssal gatld
molekulak kifejlesztése forradalmasithatna tobbek kozott a rheumatoid arthritis, a sclerosis
multiplex, és szdmos mdas autoimmun betegségek kezelését egy, a mainal specifikusabb,
kevesebb mellékhatassal bird terapiat biztositva (Panyi és mtsai 2006 a; Feske és mtsai,

2012).



IV. PROBLEMAFELVETES, CELKITUZES

Kiemelt biologiai jelentdségének ellenére a C-tipust inaktivacié pontos mechanizmusa
nem ismert. Ugyan a fesziiltség kapuzott kaliumcsatorndk szerkezet-funkcié kutatasa soran
szerzett strukturalis ismeretek jelentOs része rontgenkrisztallografias kisérletekbdl szarmazik,
ennek ellenére a C-tipust inaktivacid folyamatat ezzel a moddszerrel eziddig nem sikertlt
tanulmanyozni. Ennek oka az, hogy az inaktivalt allapotban levd kdliumcsatornat tobbszori
probalkozas ellenére sem lehetett a rontgenkrisztallografias kisérletekhez kristalyositani.
Ebbdl adodik, hogy a pontos szerkezet és mechanizmus meghatarozasaban eldtérbe kertilt az
altalunk 1is alkalmazott patch-clamp technika, amely segitségével kiilonb6z6 mutans
csatorndkat felhaszndlva az ionaramok mérésével a kiilonbozé szerkezeti valtozasok
indirekten nyomon kdvethetdvé valnak.

Korabban bizonyitast nyert, hogy a Shaker csatorna aktivacids és a C-tipusu inaktivacios
kapui csatoltak egymassal olyan modon, hogy az inaktivacios kapu zart allapota gyorsitja az
aktivaciés kapu nyitasat, ¢és lassitja annak zarddasat, igy mintegy a nyitott allapotban
stabilizdlja az aktivacios kaput (Panyi és mtsai, 2006 b). Korabbi, eddig le nem kozolt
eredményeink alapjan ezt a csatolast a porust kozvetleniil hataroldé S6-os transzmembran
helikéalis szegmensek inaktivaci6 soran bekovetkezd forgdsa biztosithatja. Ez adta a
kiindulopontot jelen kisérleteimhez, amelyek soran azt vizsgaltam, hogy az S6-os szegmensek
porus felé tekintd pozicioit érintdé mutaciok hatdssal vannak-e a két kapu kozti csatoldsi
mechanizmus befolyasoldsan keresztiil az ioncsatorna inaktivacios, illetve aktivacios

kapuzasara (3. abra).

T449AIJI470

3. abra: A kisérletek soran alkalmazott T449A/ 1474 mutans Shaker csatorna felépitése.
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A szerkezeti modell a ,,Bevezetés” részben bemutatott Kv1.2 ioncsatorna modell két egymassal
szemben fekvd, porust kozvetleniil hatarold S5 és S6-o0s transzmembran helikalis szegmentumait és az

ezeket Osszekotdé huroszekvencidt mutatja (Kv1.2 ioncsatorna, 325-421. aminosav). Az egyik

crcr

sziirke szin a 449-es pozicioval homoldég aminosavat emeli ki. Az el6bbi pozicidkba helyezett
kiilonb6zo fizikokémiai tulajdonsdgt aminosavak révén a porusbeli mutaciok aktivacids, illetve

inaktivacios kapuzasra kifejtett hatasa vizsgalhatova valik.

A palyamunkéban bemutatott kisérletek célja igy kettds:

1) Az egyik f6 kérdés, hogy a porusbeli mutacid lokélis hatdsa révén, a két kapu kozti
csatolasi mechanizmus, tehdt az S6-os szegmensek forgasanak befolydsolasan keresztiil
képes-e megvaltoztatni bizonyos inaktivacids kapuzast jellemzd biofizikai paramétereket,
ugymint az aram inaktivacios idéallandojat (Tinak), illetve a csatorndk inaktivaciobol torténd

visszatérését jellemzd iddallandot (Trec).

2) A masik kérdés pedig, hogy a poérusbeli mutdcidnak van-e retrograd hatdsa a
fesziiltségszenzor felé, amely esetben az aram aktivacidos iddallandojaban (ta) és az
egyensulyi paraméterekben (konduktancia, illetve inaktivacio fesziiltségfliggése) mutatkozna

eltérés.

Méréseimhez olyan mutdns Shaker csatornakat hasznaltam, melyek a porus felé tekintd,
470A, triptofan- 470W, glutamat- 470E, aszpartat- 470D, lizin- 470K ¢és arginin- 470R)
tartalmaztak. Az ioncsatorndk pontos felépitését az ,,Anyagok és modszerek fejezet egyes
pontjaban tettem kozz¢é. A 4. abran az egyes ioncsatorndk elkiilonitésére alkalmazott szinkod
a palyamunka soran egységesen keriilt alkalmazésra, igy ez a szinkéd az alapja a

késébbiekben az eredmények kozlésekor is hasznalt jelolésnek.
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470A 470W 470E 470D 470K 470R
Mutans \ Y | $' "\‘
ioncsatorna y [~
(T449A/ 1470X) el - Q‘ Nea < A
Toltés (pH=7,38) semleges semleges negativ negativ pozitiv pozitiv
Relativ méret 0,686 1,771 1,146 1,125 1,229 1,333
(izoleucinhoz viszonyitott)
Hidrofobicitas 3 1 7 6 5 4

(Wimley-White skala)

4. abra: A kiserletek soran alkalmazott 470-es pozicioban kiilonbozd fizikokémiai tulajdonsagu

aminosavakat tartalmazo mutans Shaker csatornak bemutatdsa.

A szerkezeti modell részletek az el6z0 abran feltlintetett, kinagyitott résznek megfeleld nézetbdl

mutatatjak a porusban talalhaté aminosavak szerkezetét. Az egyes ioncsatornak azonositasara hasznalt

szinkdd a palyamunkaban mindvégig az abran lathatoval azonos. A tablazatban tovabba feltlintetésre

keriilt az egyes aminosavak toltése, az eredetileg 470-es pozicidban talalhato izoleucinhoz viszonyitott

relativ méret, tovabba a Wimley-White hidrofobicitasi skéala alapjan az aminosavak egymashoz

viszonyitott hidrofobicitasi értékei.

A fentebb megfogalmazott célkitiizéseknek megfeleléen az elektrofiziologiai mérések

soran a mutans csatornak aktivacidos és inaktivacids kapuzéasat jellemzdé biofizikai

paramétereket hatdroztam meg, és hasonlitottam Ossze a kontrollként hasznalt T449A/1470

ioncsatorna megfeleld paramétereivel.

12




V. ANYAGOK ES MODSZEREK

V/ 1. A mutans ioncsatornak felépitése

A kisérletek soran hasznalt mutans ioncsatornat kodold plazmidok eldallitdsat Dr.
Szilagyi Orsolya (DE Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, limfocita elektrofiziologiai
munkacsoport) végezte.

A kisérletekhez hasznalt mutans csatorndk tobb mutaciot tartalmaztak. Az ioncsatornak
eldallitasakor a vad tipust Shaker csatornabdl eltavolitasra kertiltek az N-tipust inaktivacioért
felelés 6-46-0s pozicidban talalhaté ,,inaktivacios labdat” kodoldé aminosavak (Hoshi és mtsai,
1990). Az igy nyert Shaker-IR csatornadban ezt kovetéen a 301-es és 308-as pozicidoban
talalhatd endogén ciszteineket szerinekkel helyettesitették. A kovetkezé mutacid a 449-es
pozicioban talalhatd treonin alaninra torténd cseréje volt, ami jelentdsen gyorsitja a C-tipust
inaktivacio sebességét (Lopez-Barneo és mtsai, 1993), lehetévé téve annak tanulmanyozésat.
A késobbiekben kontrollként hasznalt 1470 jelzési ioncsatorna a fentebbi mutédciokat
tartalmazta. A porusbeli mutacido kapuzasra kifejtett hatdsanak tanulmanyozasara az 1470
ioncsatorndban a kisérleti stratégia szempontjabol fontos 470-es pozicidban taldlhatod
izoleucint alaninnal, triptofannal, glutamattal, aszpartattal, lizinnel, vagy argininnel
helyettesitették (QuikChange kit; Stratagene). Igy jottek 1étre a kisérletek sordn hasznalt
470A, 470W, 470E, 470D, 470K, 470R konstruktok.

V/ 2. A tsA-201 sejtek tenyésztése s transzfekcidja

Az SV40 large T antigénnel transzformalt human embriondlis vese sejteket (tsA-201
sejtek) magas glikkéz tartalmu Dulbecco’s minimum essential medium tapoldatban
tenyésztettem, melynek dsszetétele a kovetkezd volt: 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml,
penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin. A sejtek tenyésztése 37°C-on, 5% CO, -ot és 95%-0s
paratartalmat biztositdé termosztatban, 25 cm’ -es tenyésztoflaskaban tortént. A sejteket
hetente kétszer passzaltam. A letapad6 sejteket 5 perces 0,2 g/l EDTA-t tartalmaz6é PBS
oldattal torténd inkubacidval valasztottam le a tenyésztotlaska aljarol.

A transzfekciot megel6zé napon a sejteket 60 x 15 mm-es petrikbe helyeztem, higitési

sort készitve. Masnap a transzfekciohoz mindig egy 70 %-os konfluencidji petrit
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valasztottam. A sejteket Ca-foszfat precipitacios modszerrel ko-transzfektaltam a mutans
ioncsatornat kodold plazmiddal (10 pg), illetve EGFP plazmiddal (1 pg). A transzfekciot
kovetden a kontroll 1470 ioncsatorna, illetve az alanint tartalmazo 470A mutans 6nmagéban
expresszalodott, mig a triptofant, glutamatot és aszpartatot tartalmazdé mutdnsok csak a
kontroll csatornaval egylittesen transzfektalva, azzal heteromereket alkotva adtak funkcionalis
csatornakat. A plazmidok keverési aranyat tigy allitottuk be, hogy a binomidlis eloszlasbol
levezethetden a heteromerek tobbsége 3:1 aranyban expresszalja a mutans alegységet (5.
abra). A mutans alegységek ezen teoretikusan meghatarozott aranyat az egyexponencialis
figgvénnyel leirhatd inaktivacidos kinetika is alatdmasztja (tovabbi magyardzat az
,Eredmények”, VI/3. egységén belill). Erdekes, hogy a pozitiv toltésti lizint és arginint
tartalmazé mutansok esetén egyik modszerrel sem kaptunk dramot. Azt, hogy ezek a pozitiv
toltésli aminosavat tartalmazd ioncsatorndk nem fejezddtek ki a membranban, vagy

kifejezddtek és ezt kdvetden nem adtak funkcionélisan vezetd ioncsatornédkat nem vizsgaltuk.

Nincs expresszio

|

0.3 4

02 ] P(gzk):kaqn—k
' k!(n—k)!

0.1 -

0.0 -

0 1 2 3 4
Az 1470X alegységek szama

5. abra: A 470W, 470E és 470D ioncsatorndak binomidlis eloszlas alapjin levezetheté alegység
osszetétele.

Ahogy azt korabban emlitettem a fentebbi hiarom mutans ioncsatorna esetén Onmagukban
transzfektalva azokat nem kaptam aramot. Ezek a mutansok csak a kontroll csatornaval egyiittesen
transzfektalva, azzal heterotetramereket alkotva adtak funkcionalis csatornakat. A mutans plazmidokat
4:1 aranyban transzfektaltam a kontroll 1470 ioncsatorna plazmidjaval. Ennek megfeleléen a
binomialis eloszlas segitségével levezethetd a heterotetramer ioncsatorndk dominans alegység
Osszetétele. A bemutatott fliggvényben ,,n” az alegységek maximalis szdmat jeldli, ami jelen esetben
néggyel egyenlo; ,,k”” a 470-es pozicioban mutaciot tartalmazo alegységek szama (0-4 kozott, beleértve
a sz¢lso értékeket is); ,,p”” annak a valosziniisége, hogy az alegység a mutaciot tartalmazza; ,,q” pedig

annak a valoszinlisége, hogy az alegység a mutaciot nem tartalmazza. Az oszlopdiagram alapjan jol
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lathato, hogy a 4:1-es keverési arany mellett az ioncsatornak tilnyomo része harom 470X alegységet

és egy 1470 alegységet tartalmazott.

A transzfekciot kovetden a sejteket 35 mm-es, eldzetesen poly-L-ornitinnel kezelt
petrikbe helyeztem, melynek alkalmazasat az inside-out konfigurdcidban torténd mérés
kovetelt meg. A méréseket mindig a transzfekciot kovetd 12-36 oras idéablakban végeztem.
Kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt az adott petriben levd sejteket kétszer 1 ml kiilsé
oldattal (150 mM NacCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 1| mM MgCl,, 10 mM HEPES; pH= 7,38)
mostam, majd végiil a sejteket 2 ml kiils6 oldatban inkubaltam.

A sejtek tenyésztése soran, illetve a transzfekcidhoz Sigma Aldrich gyari készitményeket

hasznaltam, (Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag).

V/ 3. Fluoreszcens mikroszkopia

Méréskor az EGFP pozitiv, transzfektalt sejtek egyéni azonositdsahoz Nikon TE2000U
invert fluoreszcens mikroszkopot hasznaltam (6. dbra). Az excitatids szlird a 455-495 nm-es,
az emisszids sziird a 515-555 nm-es hullamhosszisag tartomany szamara volt atjarhato. A
plazmidok keverési ardnya biztositotta, hogy az EGFP pozitiv sejtek tobb mint 60%-a

kifejezte a ko-transzfektalt mutins ioncsatorndkat a mérési idésavban. Ez egy ,.tapasztalati”

arany, a transzfekcio hatasfokat pontosan nem hataroztam meg.

6. abra: A kisérletek soran alkalmazott tsA-201 sejtek morfologidja fénymikroszkopia (A panel) és

fluoreszcens mikroszkopia (B panel) soran, 40x-es nagyitas mellett.
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A felvételeket Nikon Coolpix 4500-as digitalis fényképezogéppel készitettem. Az A és B panelek a

srer

mutans ioncsatornat a mérési idésavban a plazmidok ko-transzfekcié soran alkalmazott aranya révén.

V/ 4. Elektrofiziologia

A méréseket a patch clamp technika (Hamill és mtsai, 1981) segitségével, inside-out
konfiguraciot alkalmazva végeztem. A depolarizadldo impulzusok nagysagat és az ionaramok
iranyat munkam soran didaktikai szempontbol mindvégig az élettani konvencioknak
megfelelden tiintettem fel. A mérésekhez Axopatch 200A és Multiclamp 700B patch-clamp
erésitdket (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltam, fesziiltség-zar
iizemmodban, melynek eredményeképpen a vizsgalt sejt membranpotencidlja konstans
értéken tarthatd, mikdzben a sejtmembranon atfolyd dram nagysaga meghatarozhatova valik.
A mérésekhez Burleigh PCS5000 mikromanipulatort Thorlabs Inc., Newton, New Jersey,
USA) alkalmaztam. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat és az adatgyiijtést IBM kompatibilis
személyi szamitogép vezérelte Axon Digidata 1200 és 1322A illesztéegységen (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) keresztiil a pPCLAMP8/10 programcsomag segitségével
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA). Az aramgorbéket 4 polusi Bessel sziirdvel
szir6ztem. A mintavételezés frekvencidja, a Nyquist tedria értelmében, a sziirék
sarokfrekvenciajanak legalabb kétszerese volt. A csucsaramok értéke altalaban 600-1500 pA-
nek adodott +50 mV-os tesztpotencidl érték mellett. A tovabbiakban azon aramgorbéket
értékeltem ki, melyek esetén az egyenstlyi aram nagysaga a cslicsaram nagysaganak 5%-nal
kisebb volt.

A pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol huztam 5 fazisban, majd a pipettak hegyét
ho alkalmazéasaval poliroztam. A pipettak ellenéllasa az alkalmazott oldatok esetén 3-4 MQ
volt.

A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (22-25 °C) végeztem.

V/ 5. Oldatok, perfuzios rendszer

A pipettdban az inside-out konfiguracionak megfeleléen a kiilsé oldat helyezkedett el,
melynek pontos dsszetétele: 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES. Bels6 oldatként pedig egy 105 mM KF, 35 mM KCI, 10 mM EGTA, 10 mM
HEPES tartalmu oldatot alkalmaztam. Mindkét oldat pH-ja 7,38 volt. A belsé oldatot egy a
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gravitacié altal hajtott, manualisan vezérelt perfuzios rendszer segitségével vezettem az

inside-out patchre, 0,5 ml/perces litemben, folyamatos elszivas mellett.

V/ 6. Adatok értékelése

Az eredmények értékeléséhez a pClamp8/10 program csomagot (Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, CA) hasznaltam. A mérés sordn kapott aramgorbéket a kiértékelés elején
korrigaltam az ohmikus szivargasi aramra ¢s digitalisan sziiréztem harom pontos boxcar
modszerrel.

A mért pontokhoz az egyes fiiggvények (ismertetésiiket lasd lentebb, az
LEREDMENYEK” megfeleld fejezeteiben) illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus
segitségével végeztem.

A mérési adatok kozlésénél az atlagértéket és annak kozepes hibdjat (SEM) adtam meg
adott mérési szam (n) mellett. A mérési eredményeket reprezentdld dbrak szerkesztéséhez a
SigmaPlot 10.0 programot hasznaltam.

Az eredmények statisztikai elemzése a palyamunkaban mindvégig az ANOVA
statisztikai proba elvégzésével tortént, 5%-os szignifikancia szint mellet. A kontroll 1470
ioncsatorna esetén meghatarozott értékhez képest szignifikans eltéréseket a palyamunkaban

csillaggal jeloltem.

V/ 7. loncsatorna szerkezeti abrak

A palyamunka sordn bemutatott, a Shaker csatorna felépitését szemléltetdé szerkezeti
abrakat a Pymol program segitségével szerkesztettem. A szerkezeti adatok PDB adatbézisbol
elérheté kodja: 3LUT. Az abrak a Kvl.2 ioncsatorna rontgenkrisztallografias kisérletek
alapjan meghatarozott szerkezeti modelljén alapul (Chen és mtsai, 2010). Mivel jelenleg a
Shaker csatorna teljes felépitését bemutatd, hasonld szerkezeti modell nem all rendelkezésre,
ezért palyamunkamban mindvégig ezt a modellt hasznaltam fel a mutans Shaker csatorna és a
Shaker tipust ioncsatornak felépitésének szemléltetésére. Ezt a Shaker csatorna és a Kv1.2
ioncsatorna kozotti nagyfokt szekvencia homologia teszi lehetové. Az aktualisan abrazolt

szekvencia hosszat az egyes abrak esetén kiilon jeldltem.
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VI. EREDMENYEK

A poérusbeli mutaciok lokalis hatasanak tanulmanyozasara az elektrofiziologiai kisérletek
soran meghataroztam az aram inaktivacioés iddallandojat, illetve az inaktivaciobol valo
visszatérést jellemzd iddallandot. A poérusbeli mutaciok esetleges retrograd hatdsa a
fesziiltségszenzor felé leginkdbb az aram aktivacios idéallandojanak értékében, illetve az
egyensulyi paraméterekben, a konduktancia és az inaktivacio fesziiltségfliggésében
mutatkozik. Didaktikai szempontbol a mutans ioncsatorndk biofizikai jellemzdinek
bemutatdsakor csoportositva eldbb az aktivacidos, majd az inaktivacidos paraméterek
bemutatasat teszem kozzé, a kapott eredmények értelmezését pedig a ,,Megbeszélés”

fejezetben teszem kozz¢.

VI/ 1. Az &ram aktivacios idéallandojanak meghatarozasa

A csatorndk biofizikai jellemzése szempontjabol alapvetd az aram egy adott
membranpotencidlon mért idébeli valtozasat jellemzd kinetikai paraméter, az aktivacios
1déallando meghatarozéasa. Az aram aktivacids idéallanddjanak (t.x) meghatarozasahoz -120
mV-os tartéfesziiltségrol kiindulva 25 ms hosszasagu, +50 mV-os depolarizalé impulzust
alkalmaztam. Az aktivacios kinetika jellemzésére a T, -t olyan moédon hataroztam meg, hogy
az aramgorbe felszallo szarara a Hodgkin és Huxley altal kidolgozott alabbi fiiggvényt
illesztettem: I1(2)= I, (1-€ t/mkt)‘brC, ahol [ az aktudlis d&ramerdsség, I, az aktivalodo dram
amplitidoja, a 7, az aktivacids idoallando, ¢ az illesztés kezdetétdl szamitott ido, C pedig az

aram értéke a depolarizald impulzus kezdetén (7. abra).

4
I(t) = Lpax (1 - e‘?r)«) +C

Aram (nA)

Id6 (ms)
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7. abra: 25 ms hosszusdgu, +50 mV-os depolarizalo impulzus hatasdra kapott aramgorbe a kontroll
1470 ioncsatorna esetén.

A gorbék felszallo szarara a Hodgkin-Huxley modellnek megfeleld szovegben emlitett exponencialis
fiiggvényt illesztettem, a Marquardt-Levenberg algoritmus alkalmazasaval, az aram aktivacios

idéallandojanak (t.) meghatarozasahoz.

A kiilonb6z6 mutans ioncsatorndk esetén kapott aktivacios idéallando értékek az 8. abran
keriiltek feltiintetésre. Az elvégzett statisztikai proba egyik mutans ioncsatorna esetében sem

mutatott szignifikans eltérést a kontroll 1470 ioncsatorna esetén tapasztalhatdo aktivacios

id6éallandotol.
A B
0.25 4 T ]
0201 I I [ Mutans T, (MS)£SEM | N
T s 1470 0.191 £ 0.025 13
£ 470A 0.188 + 0.026 11
© 0.10 |
470W 0.188 + 0.026 16
0.05 470E 0.226 + 0.026 7
470D 0.206 + 0.043 10
0.00

1470 470A 470W 470E 470D

8. abra: Az egyes ioncsatorndk aktivacios idoallandoit bemutato oszlopdiagram (A panel), illetve az
aktivacios idéallandokat bemutato tablazat (B panel).

A mérési adatok kozlésénél mindegyik esetben az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam
meg adott mérési szam (n) mellett. Az elvégzett statisztikai proba egyik esetben sem mutatott

szignifikans eltérést a kontroll ioncsatorndhoz képest.

V1/ 2. A konduktancia fesziiltségfiiggésének vizsgalata

Kisérleteim sordn meghataroztam a konduktancia fesziiltségfiiggését. A konduktancia
fesziiltségfiiggésének vizsgalatakor eldszor a csatorndk aram-fesziiltség karakterisztikajat ( I-
V fiiggvény) hataroztam meg. Ennek soran -80 mV-t6l +90 mV-ig terjedé depolarizald
impulzusokat alkalmaztam 10 mV-os 1épéskozokkel. Az impulzusok kozott eltelt 1do 45 s,
mig a tartofesziiltség értéke mindvégig -120 mV volt. A mérések soran az 1470 ioncsatorna

esetén kapott egy reprezentativ aramgorbét az 9. abra A panelén tiintettem fel.
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Ezt kovetden az egyes tesztpotencidlokhoz tartozd, ohmikus szivargasi dramra elézetesen
korrigalt csicsdramok értékeit hataroztam meg az aktualis tesztpotencial fiiggvényében. Az
igy nyert aram-fesziiltség (I-V) fiiggvény megfeleld értékeibdl a G= I/(E,,—E,.,) 0sszefiiggés
felhasznalasaval hatdroztam meg az adott tesztfesziiltséghez tartozd konduktancia (G) értékét,
ahol [ az adott tesztfesziiltséghez tartoz6 aram amplitidoja, E, a membranpotencial a
depolarizalé impulzus alatt, E,, pedig a Nernst-egyenletbdl szamitott K™ egyenstlyi
potencial, amelynek értékét az alkalmazott oldatdsszetétel alapjan egységesen -85 mV-nak
valasztottam. Az egyes tesztfesziiltséghez tartozd konduktancia értékeket normaltam a
legnagyobb vezetdképesség értékre, majd az igy kapott adott tesztfesziiltséghez tartozo
normalt konduktancia értékeket (G,,.m) abrazoltam a depolarizald impulzus fesziiltségének
figgvényében (Gporm-V gorbe). Az igy kapott adatpontokra az alabbi Boltzmann-fiiggvényt
illesztettem (9. abra B panel).

A B

Aram (nA)

0.0 0.4
1d6 (s) Em (mV)

9. abra: Az 1470 ioncsatorna lentebb bemutatott protokoll szerinti vizsgadlata sordan kapott
reprezentativ aramgorbe (A panel), illetve a normalt konduktancia (G,,.,) tesztpotencial (V) fiiggése
az egyes ioncsatorndk esetén (B panel).

A csatorndk aram fesziiltség karakterisztikdjanak meghatarozasahoz -80 mV-t6l +90 mV-ig terjedd
depolarizalé impulzusokat alkalmaztam 10 mV-os [épéskozokkel. Az egyes depolarizald impulzusok
kozotti tartdfesziiltség egységesen -120 mV, az impulzusok kozti id6 45 s. A depolarizalé impulzusok
alatt kapott aramgorbéket az kontroll, 1470 ioncsatorna esetén egy reprezentativ mérés soran az A
panel mutatja.

A B panel a kiilonb6z6 tesztpotencidlok mellett meghatarozott Gy, értékeket abrazolja az alkalmazott
tesztpotencial fliggvényében, amit az aram- fesziiltség (I-V) fliggvénybdl vezettem le. Az [-V

fiiggvényen a mért K' csticsdramokat abrazoltam az azt kivaltdé impulzus fiiggvényében -80 mV-tol
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+70 mV-ig, 10 mV-os 1épéskozokkel -120 mV-os tartofesziiltségrol. A vezetoképességeket minden
fesziiltség-impulzus esetében a szovegben emlitett képlettel szamoltam ki és ezt kdvetden normaltam a
maximalis vezetOképességre azokat. Az abrazolt adatpontokhoz mindegyik esetben az &bran
feltiintetett Boltzmann-fiiggvényt illesztettem. Az egyes tesztfesziiltségekhez tartozé mnormalt

konduktancia értékeknél az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam meg.

A Boltzmann-fiiggvény paramétereivel a normalt konduktancia fesziiltségfiiggése
jellemezhetévé valik, ahol a Gy, @ mérési adatokbdl szamitott normalt konduktancia, V az
aktualis tesztpotencial, V;, a félaktivacios fesziiltség, k pedig az aktivacio
fesziiltségfiiggésének a meredeksége. Az egyes mutans ioncsatornak esetén a konduktancia
fesziiltségfiiggését a fentebb emlitett moédon meghatarozott félaktivacios fesziiltség (Vi) és
meredekség (k) jellemzik. Ezeken tal a protokollok tervezése szempontjabdl fontos
informaciot hordoznak a csatornak aktivacids kiiszobéhez és a maximalis konduktancia
eléréséhez tartozo fesziiltségértékek is. Az egyes ioncsatornak estén kapott pontos értékeket
az 10. 4abran tiintettem fel. Az elvégzett statisztikai proba alapjan a kontrollhoz képest

statisztikailag szignifikans eltéréseket csillag jeldli.

%07 |V1,2(mV)|

x ] k(mv)

40 | ? a
a 5 7 ) ‘ Mutans | V,, (mV)+SEM | k(MV)+SEM | n

30 1 / 5 / 5 /
2 / ? / 2 1470 -36.99 + 0.92 11.36+0.79 5
20 | ; 2 ? a 2 470A -42.96 + 1.01 1085090 | 3
‘ ? 5 ? ? 470W -3458+1.12 1478 + 1.01 5
101 2 ? ? g 2 470E 36.12+1.19 14.27 +1.07 4
o ? - 2 ? é 4 470D -42.95 +0.63 13.73+0.59 4

1470 470A 470W 470E 470D (p<0,05)

10. abra: Az ioncsatorndk félaktivicios fesziiltségét (V1,), illetve az aktivicio fesziiltségfiiggésének
meredekségét (k) bemutato oszlopdiagram, illetve az adott paraméterek pontos értékeit bemutato
tablazat.

A mérési adatok kozlésénél mindegyik esetben az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam
meg adott mérési szam (n) mellett. Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jeldlt esetekben mutatott

szignifikans eltérést a kontroll 1470 ioncsatornahoz képest.
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V1/ 3. Az 4dram inaktivacios idéalland6janak meghatarozasa

Az aktivacidés paraméterek meghatarozasa soran kapott eredmények utdn ratérek az
inaktivacidés kapuzast jellemzd paraméterek bemutatdsara, kezdve az aram inaktivacios
idéallanddjanak meghatarozasaval.

Az N-tipusu inaktivaciés labdaval nem rendelkezd Shaker-IR csatornak egy hosszan tarto
depolarizacidos impulzus alatt a C-tipust inaktivacidért felelés inaktivacios kapu zarddasa
miatt inaktivalddnak. Az inaktivalt allapotban levd csatorndk funkciondlisan nem
vezetoképesek, igy az inaktivacioé folyamata makroszképosan abban nyilvanul meg, hogy az
aram a csucsértékrdl egy exponencialis Osszefiiggéssel illeszthetd kinetikaval egy egyensulyi

értékre (egyensulyi aram) csokken. (11. ébra).

1.0 1

__t
I(t) = A X e Tinakt
0.5 A

Aram (nA)

0.0 . l.-

1d8 (s)

11. abra: +50 mV-os, 4 s hosszusdagu depolarizalo impulzus soran kapott reprezentativ aramgérbe a
kontroll 1470 ioncsatorna esetén..

Az dramgorbe leszallo szarara az abran feltiintetett egyexponencialis fiiggvényt illesztettem mindegyik
ioncsatorna esetén. Az aram inaktivacios iddallanddjaval (Tina), mint illesztett paraméterrel az

inaktivacio kinetikaja jellemezhetové valik.

Az inaktivacios kinetika jellemzésére az aram inaktivacids idéallanddjat (Tinake)
hasznaltam. Az &4ram inaktivacios iddéallanddjanak meghatdrozasdhoz -120 mV-os
tartofesziiltségrél 4000 ms hosszusagh +50 mV-ra torténd depolarizaldé impulzust
alkalmaztam. A Tinke €rtékét az aramgorbe leszallo szarara illesztett alabbi egyexponencialis

t/tinakt

fliggvénnyel hataroztam meg: I(z) =Axe” +C, ahol [ az aktualis aramerdsség, C az
egyensulyi (steady-state) aram nagysaga, A az inaktivaloddé komponens amplitaddja, ¢ pedig

az illesztés kezdetétodl szamitott 1do.
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Az ioncsatorndk koziil a kontroll 1470, illetve a 470A ioncsatorna expresszalodott
homotetramer csatornaként a transzfekcio soran. A masik harom ioncsatorna esetén csak az
1470 ioncsatornaval egylittesen transzfektalva, azzal heteromer ioncsatornakat alkotva sikertilt
aramot detektadlnom. Az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben bemutatott statisztikai elemzés
alapjan az altalunk alkalmazott transzfekcios arany mellett a heteromer csatornak tobbsége
3:1 aranyban tartalmazta a mutans alegységet. Ezt tdmasztja ald a 12. dbra, amelyen az egyes
mutans ioncsatorndk esetén kapott aramgorbék kezdeti szakaszat tiintettem fel. Irodalmi
adatok alapjan ugyanis ismert, hogy az inaktivacios kinetika egy exponencialis fiiggvénnyel
irhat6 le homotetramer ioncsatornak esetén, illetve 3:1-es alegység Osszetétel mellet, mig ha a
két alegység aranya kozel egyenld, akkor az inaktivacios kinetika nem irhato le
egyexponencialis fliggvénnyel (Panyi és mtsai, 1996). A 12. abra alapjan jol lathatd, hogy az
aram inaktivacios kinetikaja a heteromer ioncsatorndk esetén is egyexponencialis fliggvénnyel
irhato le, az illesztéssel kapott, lentebb pontosan kozolt Tinae értékek pedig kiilonbdznek a
homotetramer 1470 ioncsatorna esetén tapasztalhat6tol. Mindez azt tdmasztja ald, hogy az

ioncsatornak tobbsége valoban tilnyomo részt 3:1 aranyban fejezte ki a mutans alegységet.

1.0 4

0.5 A

Aram (nA)

0.0 ¢

i

0.0 0.4 0.8 1.2
1d3 (s)

12. abra: A +50 mV-os, 4 s hosszusdagu depolarizald impulzus sordn kapott reprezentativ aramgoérbék
kezdeti szakaszai a kiilonbozd ioncsatorndk esetén.

Az abra alapjan jol lathato, hogy az aram inaktivacios kinetikaja a heteromer mutans ioncsatornak
esetén is a fentebb bemutatott egyexponencialis fliggvénnyel pontosan leirhatd. Az egyes ioncsatornak

esetén alkalmazott szinkdd megegyezik a korabban alkalmazottal.

A fentebb bemutatott médon meghatarozott pontos Tinak értékeket a 13. dbran tlintettem
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fel adott mérési szam mellett (n). Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jelolt helyen

mutatott szignifikans eltérést az 1470 ioncsatorna Tinak értékéhez képest.

400 ~

*

300 | - Mutans | T, .., (Ms)+SEM n

M 1470 70.02 + 3.45 8
i 200 470A 316.45 + 32.88 8
£ ¥ 470W 11317 £8.11 1
100 1 = - 470E 125.60 + 9.37 7
470D 146.69 + 15.46 7

0

1470 470A 470W 470E 470D (p<0,05)

13. abra: Az ioncsatorndk inaktivicios idéallanddit (Tinaky) bemutaté oszlopdiagram, illetve az adott
paraméterek pontos értékeit bemutato tablazat.

A mérési adatok kozlésénél mindegyik esetben az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam
meg adott mérési szam (n) mellett. Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jeldlt esetekben mutatott

szignifikans eltérést a kontroll 1470 ioncsatornahoz képest.

V1/ 4. Az inaktivaciobdl vald visszatérés idoallanddjanak meghatarozéasa

Mint ahogy azt korabban is emlitettem a depolarizal6 impulzus soran az ioncsatorna
aktivacios kapuja kinyit (O), majd ezt kovetdéen az inaktivaciés kapu zarddasaval a
funkcionalisan nem vezetd inaktivalt allapotba keriil (OI). Ahhoz, hogy a csatorna egy ujabb
depolarizacio hatdsara ismételten a funkcionalisan vezetd nyitott allapotba keriiljon a 14.
abran feltlintetett, egyszertsitett négy allapotos kapuzasi modell alapjan vissza kell térnie az

inaktivalt allapotbol a kiindulasi zart (C) allapotba.

AV

C-=::

|

Cl—0l

14. abra: Az egyszeriisitett négy allapotos kapuzadsi modell sémdja.
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A C, illetve O az aktivacios kapu zart, illetve nyitott allapotat jeloli, mig az [ az inaktivacids kapu zart
allapotat jeloli. A -120 mV-os tartofesziiltség esetén a csatornak a kiindulasi zart (C) allapotban
vannak, majd a membran +50 mV-os depolarizacioja hatasara (AV) a csatornak megnyitnak (O). A
fenntartott depolarizaciéo hatasara, a csatornak a C-tipust inaktivacios kapu zarédasaval a nyitott-
inaktivalt (Ol) allapotba keriilnek. A depolarizaciot kdvetden, visszatérve a kiindulasi -120 mV-os
tartofesziiltségre az aktivacios kapu bezarddik, ezaltal kialakul a zart-inaktivalt (CI) allapot Ezt
kovetden a csatornakat megfeleld ideig kell a -120 mV-os tartofesziiltségen tartani ahhoz, hogy az
inaktivacios kapu nyitasaval a csatornak visszatérjenek az inaktivalt allapotbol a zart (C) allapotba,
amelybdl a kovetkezé depolarizald impulzus hatasara a funkcionalisan vezetd, nyitott (O) allapot

elérheto.

A zart (C) éallapot ujboli eléréséhez, tehat az ioncsatorndk inaktivaciobol torténd
visszatéréséhez megfeleld ideig kelléen negativ membréanpotencial jelenléte sziikséges.
Amennyiben ez nem teljesiil az érintett csatornak a zart- inaktivalt allapotban (CI) maradnak,
igy a kovetkezé impulzus alatt a csatorndk a zart inaktivacios kapu miatt nem képesek a
kaliumionok vezetésére.

Az inaktivacidbol vald visszatérés idallanddjanak (t...) meghatarozasahoz mindig adott
impulzuspéarok hatdsara kialakuld cstcsaramokat hasonlitottam &ssze. A protokoll soran
mindvégig 1000 ms-ig tartdé +50 mV-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztam, az egyes
impulzusparok kozott eltelt idé pedig egységesen 60 s volt. A tartéfesziiltség értéke a
protokollon beliil -120 mV. Az impulzusparokon beliil csak az egyes impulzusok kozotti idé
(tipi) valtozott. A kiilonb6z6 impulzusok kozti id6k esetén (tipi) az alabbi képlet segitségével
hataroztam meg a visszatéré aramhanyad (VA) értékét: VA= (P,-SS;) / (P;-SS;), ahol P; az
elsé impulzus soran kapott cstcsdram, P, a masodik impulzus sordn kapott csucsaram, SS;
pedig az els6 impulzus soran mért egyensulyi (steady-state) dram értéke (15. dbra A panel).

Az adott tj,; mellett meghatdrozott visszatérd aramhanyadokat ezt kovetden az
impulzusok kozti idé fliggvényében abrazoltam (15. abra B panel). Kezdetben a mésodik
impulzus sordn kapott csucsdram lényegesen kisebb, mint az elsé impulzus esetében. Ennek
oka, hogy az els6 depolarizacié hatasara a csatorndk megnyitnak majd inaktivalodnak. A nem
vezetd inaktivalt csatorndknak el6bb be kell zarddniuk ahhoz, hogy az ujabb depolarizacid
hatasara a funkcionalisan vezetd nyitott allapotba keriilhessenek. Ahhoz, hogy az inaktivaltbol
zart allapotba torténd atmenet bekdvetkezzen megfeleld ideig kell a csatorndkat a -120 mV
membranpotencialon tartani. Ahogy az impulzusok kozti id6 novekedett a csatorndk egyre

nagyobb héanyada keriilt zart Aallapotba, ezaltal valt a masodik impulzus szédmara
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,megnyithatova”, igy a visszatéré aramhanyad értéke egyre novekedett. Az igy kapott
adatpontokhoz abran feltiintetett exponencialis fliggvényt illesztettem, igy hataroztam meg az

egyes ioncsatornak esetén a T, értékeket.

A B
+50 mV +50 my 1.0 1
420 mv | -120 mv / I | 420 my g
>
[=
g
L
£
©
5
0 0.5 A1
‘@ __t
5 106) = 1., (1 — & 777ec)
2
VA= (P,-SS,)/ (P,-SS,) >
0.0

0 10 20 30 40

Impulzusok kozti id6 (ipi) s

15. abra: Az inaktivaciobol valo visszatérés idoallandojanak meghatarozasara szant protokoll
részlete, alatta az adott impulzuspar hatasara kialakulo aramgorbéket reprezentalo semaval (A
panel), illetve A visszdtérd dramhdnyad (VA) dbrdzoldsa az impulzusok kozti idé (t,y) fiiggvényében (B
panel).

Az A panelen bemutatott protokoll +50 mV-os nagysagi, 1000 ms hossziusagi depolarizalo
impulzsparok sorozatabol épiilt fel. Az egyes impulzusparok kozti idé egységesen 60 s, a
tartofesziiltség mindvégig -120 mV. A protokollon belill valtozd egyetlen paraméter az adott
impulzusparon beliil az egyes impulzusok kozott eltelt id6 (ti,i) 1,1 s és 50 s kozotti tartomanyban. A
P, az impulzuspar elsd, a P, annak masodik impulzusa hatasara kialakulo csticsaramokat jeldli, az SS;
és SS, az adott impulzus sordn mért egyensulyi dramra utal. Az A panel aljan az adott t;,; esetén
visszatéré aramhanyad (VA) szamitasara hasznalt képlet keriilt feltiintetésre.

A B panelen az adott tj,; értékekhez tartozo visszatérd aramhanyad értékeket tiintettem fel a
kiilonb6z6 ioncsatorndk esetén. Az ioncsatornak elkiilonitéséhez hasznalt szinkéd az eddig
alkalmazottal megegyez6. Az adatpontok megadasakor az atlagértéket és annak kozepes hibajat adtam
meg (SEM). A mérési esetszamok (n) lentebb kertilnek kozlésre. Az illesztéshez hasznalt fliggvényben
a [ (¢) a t idépontban visszatért aramhanyad, /.., az dram értéke, miutdn az 6sszes csatorna visszatért
az inaktivalt allapotbol, 7. az az idéallando, ahol a csatornak 1/e-ed része visszatért az inaktivalt

allapotbdl a zart allapotba.

A fentebb bemutatott médon meghatarozott pontos T értékeket a 16. abran tiintettem
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fel adott mérési szam mellett (n). Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jelolt helyen

mutatott szignifikans eltérést az 1470 ioncsatorna Tinak értékéhez képest.

10 4

1 +
*

- N Mutans Tyec (5) £ SEM n
Vg . = 1470 4.82+0.36 5
e 4 470A 7.19 +0.01 4
470W 5.39 +0.28 4

21 470E 7.78 £ 0.40 4

o 470D 6.01+0.33 4

1470 470A 470W 470E 470D (p<0.05)

16. abra: Az ioncsatorndk inaktivdaciobdl torténd visszatérését jellemzd idéallandoit (Tre) bemutatd

oszlopdiagram, illetve az adott paraméterek pontos értékeit bemutato tablazat.
A mérési adatok kozlésénél mindegyik esetben az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam
meg adott mérési szam (n) mellett. Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jeldlt esetekben mutatott

szignifikans eltérést a kontroll 1470 ioncsatornahoz képest.

V1/5. Az inaktivacio fesziiltésgfiiggése

Az inaktivacio fesziiltségfiiggésének vizsgalata soran azt hataroztam meg, hogy egy adott
membranpotencialon tartva a csatornak mekkora hanyada keriil az inaktivalt allapotba a -120
mV-on tapasztalhatohoz képest. A kisérletek soran alkalmazott protokoll felépitése a 17. dbra
A panelén keriilt sematikusan bemutatasra. -120 mV-os tartofesziiltségrol kiindulva egy +50
mV-os depolarizdlo impulzus utan 20 s-ig -120 mV-tol +20 mV-ig valtoztattam a
tartofesziiltség értekét 10 mV-os 1épéskozokkel. Ezt kovette a masodik +50 mV-os
depolarizalé impulzus. Az impulzuspéarok kozti tartofesziiltség mindvégig -120 mV, a koztiik

eltelt id6 pedig 45 s volt.
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17. abra: Az inaktivacio fesziiltségfiiggése soran hasznalt protokoll felépitése (A panel), illetve a
masodik (1) és az elsd impulzus (1_;59) soran kapott csucsaram hanyadosanak abrazolasa az
impulzusok kozti tartofesziiltség (E,,) fiiggvenyében (B panel).

Az A panelen bemutatott impulzusparokbol felépiild protokoll soran -120 mV-os tartofesziiltségrol
kiindulva egy +50 mV-os depolarizal6é impulzus utan 20 s-ig -120 mV-t6l +20 mV-ig valtoztattam a
tartofesziiltség értékét 10 mV-os lépéskozokkel. Ezt kovette a masodik +50 mV-os depolarizalo
impulzus. Az aktudlis tartofesziiltségen (E,) inaktivalodé és ezaltal funkciondlisan nem vezetd
ioncsatornak miatt a masodik impulzus soran kapott csucsaram értéke egyre inkabb elmarad az elsd
impulzus soran tapasztalhatohoz képest, ahogy a két impulzus kozti tartofesziiltség egyre pozitivabba
valik. A B panelen a masodik (I) és az els6 csucsaram (I.159) hanyadosat abrazoltam a két impulzus
kozti tartofesziiltség (E,,) fliggvényében. Az egyes adatpontok feltiintetésekor az atlagértéket és annak
kozepes hibajat (SEM) adtam meg az egyes ioncsatornak esetén. Az abran alkalmazott szinkdd a

fentebb alkalmazottal megegyezo.

Az eredmények kiértékeléséhez az els6 és a masodik impulzus soran kapott
csucsaramokat vettem alapul. Ezt kovetéen a masodik (I) és az elsé csticsaram (I129)
hanyadosat abrazolva a két impulzus kozti tartofesziiltség (E.,) fliggvényében, igy jutottam el
a 17. dbra B panelén bemutatott 4brahoz. Az abran az atlagértékeket, illetve azoknak kdzepes
hibdit (SEM) tiintettem fel az egyes ioncsatornak esetén. A mérési esetszdmok (n) a

késdbbekben keriilnek kozlésre.

|V1/2 inact(mv)|
: |kinact (mV)|

80 1 *
? ; ; Mutans | V,5inact (MV) £SEM | Kipaet (MV) £SEM | N
60 - " 7) ‘ ? ‘ 1/2 inact x inact x
5 ? 4 / a 1470 -57.89 + 1.09 -6.58 £ 0.93 6
40 1 a ? a ? ‘ 470A -59.92 + 2.02 -10.16 + 1.73 3
2 ’ ? 2 ? 470W 71.21+0.47 -5.19 + 0.42 6
20 ? a ? ’ a 470E -77.44 +2.03 -9.85 + 1.63 4
5 ? 4 a 5 470D -75.34 £ 0.79 8.23+0.67 4
A0 4l dn Gl 4

1470 470A 470W 470E 470D (p<0,05)

18. abra: Az ioncsatorndk féinlaktivaicios fesziiltségét (Vo inact)y illetve az inaktivicio
fesziiltsegfiiggésenek meredekségeét (kinae) bemutato oszlopdiagram, valamint az adott paraméterek

pontos értékeit bemutato tablazat.
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A mérési adatok kozlésénél mindegyik esetben az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam
meg adott mérési szam (n) mellett. Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jeldlt esetekben mutatott

szignifikans eltérést a kontroll 1470 ioncsatornahoz képest.

A fentebb bemutatott mdédon meghatarozott pontos Vi inact €S (Kinaet) €rtékeket a 18. abran
tiintettem fel adott mérési szdm mellett (n). Az elvégzett statisztikai proba a csillaggal jeldlt

helyen mutatott szignifikdns eltérést az 1470 ioncsatorna megfeleld értékeihez képest.
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VII. MEGBESZELES

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy mind az aktivaciés kapuzast jellemzd
paraméterek, mind pedig az inaktivacios kapuzast jellemzé paraméterek estén kaptam
statisztikailag szignifikdns eltéréseket a kontroll 1470 ioncsatorna megfeleld biofizikai
jellemzdihez képest. A kapott eltérések koziil viszont kiemelném az alanint taratalmazo 470A
mutans ioncsatorna kontrollhoz képest kozel 4,5-szer lassabb inaktivacios kinetikajat, ugyanis
véleményiink szerint ez az eltérés a statisztikai szignifikancian tal valodi bioldgiai
jelentdséggel is birhat (13. abra). A kiilonbség jelentdségét tovabb emeli, hogy a 470A
ioncsatorna az 1470 ioncsatornahoz hasonléan a transzfekcid soran homotetramerként
expresszalodott, igy ebben az estben a kapott eredmény értékelésekor nem kell szdmolnunk a
kiilonbozo alegységek C-tipust inaktivaciora gyakorolt egyéb heterogén hatasaival, szemben
a masik harom muténs ioncsatornéval.

A 470A ioncsatorna inaktivacidjanak kialakuldsaban bekovetkezd jelentds lassulds
egyrészt azt mutatja, hogy a poérusbeli mutaciod leginkabb lokalis hatassal bir €s valosziniileg
kozvetleniil képes a két kapu kozti csatolasi mechanizmust, az S6-0s szegmentumok forgasat
befolyasolni. Ezzel szemben a pdrusbeli muticid fesziiltségszenzor felé irdnyuld retrograd
hatasa nem jelentds. Az a tény, hogy méretét tekintve a legkisebb alanin lassitja leginkabb az
inaktivacio kialakulast arra utal, hogy a porusbeli aminosavaknak, a varttal ellentétben, nem
csak a mérete, hanem az aminosavak fizikokémiai tulajdonsagai (méret, toltés ¢és
hidrofobicitas) egylittesen képesek az inaktivacidt befolyasolni. Ez arra utalhat, hogy a
pérusbeli aminosavaknak az inaktivaciora kifejtett hatdsa komplex. Az S6-0s szegmentumok
inaktivacidé soran bekdvetkezd forgasanak direkt befolyasolasa mellett a 470-es pozicidoban
talalhaté aminosavak kozelségilik révén hatassal lehetnek a szelektivitasi sziir6ben talalhatéd
kalium kotéhelyek betoltottségére is. A legkisebb méretli, semleges toltésti alanin esetén
valdsziniileg azonos kalium koncentracié mellett jobban lehetéség nyilik a kaliumionok
kotohelyre torténd bekotddésére, ami tovabb lassithatja a C-tipust inkativacid kialakuladsdhoz
vezetd molekularis atrendezddéseket.

A kisérletek eredményei kozelebb vihetnek minket a human Shaker tipusu kéalium
csatornak C-tipust inaktivaciés mechanizmusénak pontosabb megismeréséhez, ezzel pedig
szamos betegség esetén a jelenleginél szelektivebb, ezaltal a betegek szdmara kedvezdtlen

mellékhatasoktol mentes gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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X. FUGGELEK

Az aldbbiakban a TDK palyamunka alapjaul szolgalo, altalam végzett kisérletes munka tételes

felsorolasa kovetkezik. Az alabbi feladatokat Onalldan, témavezetoim lektoralasa mellett

végeztem:

A kisérleteim soran hasznalt tsA-201 sejtek gondozasa.

A sejtek transzfekcidja.

A patch-clamp mérések soran felhasznalt oldatok elkészitése.

A méréshez hasznalt pipettak huzasa, hdvel torténd polirozasa.

A palyamunkaban bemutatott kontroll 1470 ioncsatorna, illetve a mutans ioncsatornak
kapuzasat jellemzd biofizikai paraméterek (aktivacids- és inaktivacios idéallando;
konduktancia- ¢és inaktivacid fesziiltségfiiggése, inaktivaciobol wvald visszatérés
idéallanddja) meghatarozéasat célzo patch-clamp mérések kivitelezése.

A fentebb emlitett mérések soran nyert adatok kiértékelése, a kapott paraméterek
meghatarozasa, az eredmények értelmezése.

Abrak elkészitése.

TDK palyamunka elkészitése.

Debrecen, 2014. junius 04.

Zakany Florina
DE-AOK VL. évfolyam/ 8-as csoport
DE-AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
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