A projekt célja a feszlltség-kapuzott Shaker-tipusi K* csatornak inaktivacios kapuzasat
befolyasolé molekuldris mechanizmusok tisztazasa kulonds tekintettel az aktivacios €s
inaktivacidos kapuk kozotti kapcsolatra és az inaktivaciobol torténd visszatérés elemi
[épéseire.

A projekt konkrét céljaitol fliggetlen eredmény az allapot-fiiggd cisztein modifikacios assay
meghonositdsa a laboratoriumban, a szlikséges infrastruktira kiépitése, a szupergyors
perfuzids rendszer beallitasa (folyadékcsere 4 ms idéallandoval a vizsgalt membran folt
kdrnyezetében), és a sziikséges molekularis bioldgiai hattér megteremtése. Ezeket a célokat a
sikeresen teljesitettiik, két, egymastol fliggetlen mérdallomast épitettiink ki a hatékonyabb
munkavégzés céljabol. Ehhez egy mésodik perfuzids rendszer kiépités valt sziukségesse, az
ehhez szilkséges berendezést a project terhére szereztiik be (ld. indoklast kordbban az
eszkdzbeszerzésben).
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A kisérleti eredmények bemutatasa:

3.2 feladat: Az aktivacios és inaktivacios kapuk kozotti kapcsolat molekularis
mechanizmusa. E feladat konkrét célkitlizése annak vizsgalata, hogy az S6 hélix milyen
mozgast végez az inaktivacié kialakulasa soran.

3.21.1 A kisérletek elvégzéséhez sziikség volt az S6 hélixbenelhelyezkedd
ciszteinszubsztitudlt mutacidk kialakitasara (T449A/A471C, T449A/L472C, T449A/P473C)
és a mutans ioncsatornak biofizikai jellemzésére: biofizikai jellemzését (aktivacios kiiszob,
egyensulyi aktivacié feszlltségfiiggése, inaktivacids kinetika vizsgalata, inaktivaciébol
torténd visszatérés kinetikajanak meghatarozasa). E vizsgélatok, tekintve az inside/out patch
konfiguracioban torténd mérést, igen idéigényesek voltak de mindenképp sziikségesek voltak
abbdl a célbol, hogy az MTS modifikécios kisérletek protokolljai pontosan tervezhet6ek
legyenek.

2. abra. A csatorna poérusanak sematikus

Inaktivacios képe. Az inaktivacié sebességét szabalyoz6
aminosav a 449-es poziciéban talalhato
kapu (szirke) az egyes cisztein szubsztiticiok

pedig rendre 471 (piros), 472 (narancs), 473
(sarga). A szelektivitasi szlrében lévd
inaktivacios kaput és a porus citoszolikus
oldalan talalhatd, az S6 hélixek talalkozasa
altal alkotott intracellularis aktivaciés kaput
nyilak mutatjak.

aktivaciés kapu

3.2.2, a T449A/P473C mutanst csatornakkal transzfektalt sejteken nem tudtunk K* aramot
mérni semmilyen expresszios rendszerben sem. Ennek oka az lehet, hogy a P473C mutécid
vagy a csatorna vezetOképességét valtoztatja drasztikusan (pl. nem vezetd, vagy nagyon

1



gyorsan inaktivalodo) vagy a mutacié foldingdefect-et okoz és a mutans csatornak nem
fejez6dnek ki. Mivel az S6 tejes feltérképezésére sziikségiink van, ezért a mutans csatornak
vad tipust (nem inaktivalédo) csatorndkkal torténé koexpresszidjat végeztik el. A
koexpresszid inaktivalédé aramot okoz, ami vad és mutans csatorna alegyseégek altal
kialakitott heterotetramer csatornak jelenlétére utal.

3.2.3, Az MTS modifikacios esszéket elvégeztik a T449A/A471C és T449A/L472C
mutansok ill. (T449A/P473C-T449) heterotetramerekkel esetén Nyitott, Zart és Inktivalt
allapotban, mind MTSET mind pedig MTSEA reagensekkel.

Eredményink a kovetkezOk voltak:

Zart allapotban egyik muténs sem reagalt az MTS modifikalo reagenssel:
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3. abra: (A) Zart allapotban tértén6 MTSEA modifikacio protokollja. Az inside-out patch-et +50 mV-ra
sorozatosan depolarizaltuk agy, hogy a depolarizacié elétt 0.5 s-al 400msidétartamra elinditottuk az
MTSEA perflizi6t (piros satirozott sav). A depolarizaciok kozt a csatornat -120 mV tartasi fesziltségen
tartottuk. (B-D). A kilénb6z6 poziciéban ciszteint tartalmazd zartcsatornak (471C (B), 472 (B), 473C
heteroteramer(D)) reakci6jat MTSET (z6ld) ill. MTSEA (piros) reagenssel az id6 fuggvényében kovettik.
Sem az MTSET sem pedig az MTSEA nem reagalt egyik csatorna konstrukttal sem, ami azt jelenti,
hogy ezek a ciszteinek az aktivacios kapu mogoétt helyezkednek el.



Nyitott &llapotban egyik mutans sem reagalt az MTS modifikald reagenssel:
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4. abra: (A) A nyitott allapotban térténé MTSET modifikacié protokollja. Az inside-out patch-et +50 mV-
ra sorozatosan depolarizaltuk ugy, hogy a depolarizacié elétt 20 ms-al elinditottuk az MTSET perfaziét
(z6ld satirozott sav). A depolarizaciok kdzt a csatornat -120 mV tartési fesziltségen tartottuk. (B-D). A
kilénb6zd pozicidban ciszteint tartalmazo nyitott csatornak (471C (B), 472C (C) és473C heterotetramer
(D)) reakcidjat MTSET (zdld) il MTSEA (piros) reagenssel az id6 fliiggvényében koévettik. Sem az
MTSET sem pedig az MTSEA nem reagélt egyik csatorna konstrukttal sem, ami azt jelenti, hogy ezek a
ciszteinek az S6 hélix azon felszinén vannak, melyek nem elérheték a cisztein reagensek szamara.
Nyitott llapotban egyébként a 474C és a 470C ciszteinek gyors reakciét mutatnak MTS reagensekkel
(Panyi és Deutsch, JGP, 2007)

A T449A/ A471C mutans esetén sem a toltéssel rendelkezé6 MTSET sem pedig a toltés
nélkili MTSEA nem okozott cisztein modifikaciot sem a csatorna Zart (3. abra), sem pedig a
Nyitott (4. abra) allapotban. Mig az MTSET az inaktivalt llapotot nem mddositotta, addig az
MTSEA-val kiilonb6z6 impulzus hosszusagok mellett is kdvetkezetes cisztein modifikaciot
kaptunk (5. bra) ami arra utal, hogy a 471 pozici6 a csatorna Urege felé fordul az inaktivacio
sordn, ami hipotézisiinket tdmasztja ala. Ebben az esetben is az MTSET és az MTSES eltér
hatasa jo bels6 kontrollnak bizonyul a hatas specifikussdga miatt.
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5. abra (A és C) Az inaktivalt allapotban tértén6 MTSET és MTESEA modifikacié protokollja T449A/
A471C mutans esetén. Az inside-out patch-et +50 mV-ra sorozatosan depolarizaltuk, az MTSET(z6ld
satirozott sdv) és MTSEA (piros satirozott sav) perfaziot a csatornak inaktivaciojat kdvetden inditottuk el
ugy, hogy az be is fejezddétt a patch repolarizaciojat megel6zéen. A depolarizaciok kdzt a csatornat -
120 mV tartasi fesziiltségen tartottuk. A 471C aminosav ciszteinje az inaktivalt allapotban MTSEA-val
modosithaté (B), amit a sorozatos impulzusok alatt bekovetkezd csicsaram csokkenés mutat.
Ugyanilyen korilmények kozott a 471C nem modosithatd MTSET-vel, amit a konstans csucsaramok
mutatnak a D panelen. Inaktivalt allapotban egyébként a 474C és a 470C ciszteinek gyors reakciot
mutatnak MTS reagensekkel (Panyi és Deutsch, JGP, 2007)

A T449A/L472C mutans esetén sem a toltéssel rendelkez6 MTSET sem pedig a t6ltés nélkiili
MTSEA nem okozott cisztein modifikaciot sem a csatorna Zart (3. &bra), sem a Nyitott (4.
abra) sem pedig a Inaktivalt allapotaban (6. abra). A kisérlet nagyon j6 negativ kontrollnak
bizonyul, ugyanis a negativ eredmény kizarja az MTS reagensek aspecifikus hatdsait a

csatorna kiillonboz6 allapotaiban. Eredményiink azt is jelenti, hogy a 472 pozicié nem fordul a
csatorna Urege felé az inaktivacio soran.
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6. abra (A) Az inaktivalt allapotban torténé MTSET és MTESEA modifikacié protokollja T449A/ A472C
mutans esetén. Az inside-out patch-et +50 mV-ra sorozatosan depolarizdltuk, az MTSEA (piros
satirozott sav) a csatornak inaktivaciojat koévetéen inditottuk el ugy, hogy az be is fejez6dott a patch
repolarizaciéjat megelézéen. A depolarizacidk kdzt a csatornat -120 mV tartasi fesziltségen tartottuk.
A 472C aminosav ciszteinje az inaktivalt allapotban sem MTSEA-val sem pedig MTSET-vel nem
moédosithaté. modosithatd (B), amit a sorozatos impulzusok alatti stabil csUcsaramok mutatnak.
Inaktivalt &llapotban egyébként a 474C és a 470C ciszteinek gyors reakciét mutatnak MTS
reagensekkel (Panyi és Deutsch, JGP, 2007)



A T449A/P473Cmutans mint fentebb emlitettem nem adott 6nmagéban aramot, ezért
koexpresszaltuk a nem inaktivalodd 449T csatorndval. Az eredményil kapott inaktivaloédo
aram heterotetramerek jelenlétére utal, és ezek MTS reagenssel torténd vizsgalata azt mutatta,
hogy MTSEA-val a 473 pozicidju cisztein reagal a csatorna inaktivalt allapotdban (7. abra),
amibdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a P473C ciszteinje a csatorna vizzel telt iirege felé
fordul az inaktivacid soran.
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7. &bra (A) Az inaktivalt allapotban tértén6 MTESEA modifikacié protokollja T449A/ P473C mutans
esetén (heterotetramer T449 vad tipusu alegységgel). Az inside-out patch-et +50 mV-ra sorozatosan
depolarizaltuk, az MTSEA (piros sav) perflziét a csatornak inaktivaciojat kévetéen inditottuk el ugy,
hogy az be is fejez6do6tt a patch repolarizaciojat megel6zéen. A depolarizaciok kézt a csatornat -120
mV tartasi feszultségen tartottuk. A 473C aminosav ciszteinje az inaktivalt &llapotban MTSEA-val
modosithatd (B), amit a sorozatos impulzusok alatt bekdvetkez6 csucsaram csokkenés mutat.

Eredményeként aldtdmasztjdk azt a hipotézist, hogy az S6 hélix olyan mozgast végez az
inaktivacio kialakuldsa soran, ami Osszeegyeztethet az S6 sajat tengelye korili rotacioval.
Ebbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy az inaktivacios kapu zarodasa altal az aktivacios
kapu mozgasara kifejtett hatds kozvetitdje az S6 hélix lehet. Az eredmények tablazatos
Osszefoglalasat és a modellt sematikusan a 8. dbra mutatja.

2 Q w élf::,t :‘,’;?;: ":;r;:ft" 8. abra: A tablazatban az igen/nem
S (© (0) (o1) megjeldlések az mutatjak, hogy az adott
pozici6 és csatorna allapot kombinacié
mellett tortént-e cisztein modifikacié
471 nem nem igen (igen) vagy nem (nem). A rajz az
S6hélix forgasat mutatja az inaktivacios

47 472 nem nem nem |épéS soran.

473 nem nem igen

470 470 nem igen igen

474 nem igen igen

3.3 feladatAminosav oldallancok kozotti  kdlcsonhatdsok az inaktivacios  kinetika
szabalyozasaban. A Kisérleti tervben eredetileg az aminosav oldallancok kdzotti
kdélcsonhatasok mutacids analizisét terveztiik elvégezni. A munkaterv végrehajtasa kdzben
kider(lt, hogy komepetitor laboratériumok lek6zolték ezeket a kdlcsonhatasokat. Molekularis
modellezés alapjan arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy nem kozvetlenil az aminosav
oldallancok allnak egymassal kapcsolatban, hanem un-struktdralis vizmolekuldkon keresztiil
egy hidrogénhid haldzat kiépitésével alakul ki az inaktivalt allapot. Kisérleteink soran éppen
ezért ezen Ujdonsdg vizsgalatdval foglalkoztunk. A rendelkezésiinkre all6 biofizikai és
molekularis bioldgiai  eszkoztar alkalmazasaval ezen strukturalis vizmolekulak
jelent6ségének Kisérletes vizsgalatat vegeztik el nehézviz (D,0) alkalmazasaval, kihasznélva
azt, hogy a D,O &ltal kialakitott hidrogén kotés haldzat energetikailag és Kinetikailag is
kulénbozik a H,O hidrogénkotés halozatatol. A kisérletek soran a fentebbi pontban mar
emlitett, kiillonbdzd sebességgel inaktivalodd csatornakat (T449A, T449K, T449A/1470C).
Megfigyeléseink és kivetkeztetéseink az alabbiak voltak:

5



3.3.1. Extracellularis D,O jelenlétében lassabb az inaktivacio. A kisérleteke inside-out és
outside-out patch konfiguracidban végeztik, a H,O—D,0 helyettesitést az extracelluléris
térben vagy az intracellularis térben. A kisérletekbdl kideriilt, hogy csak és kizarolag az
extracellularis térben alkalmazott D,O esetén lassul az inaktivacids kinetika.
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9. &bra: Bal oldali panel: Inside-out patch mérés kontroll oldatban (mindkét oldal H>O, piros vonal) ill.
amikor az intracellularis oldalon (fekete) vagy az extracellularis oldalon (kék) D.O alapu oldatot
alkalmaztunk. A feszliltség protokoll a panel fels6 részében lathaté. A gorbék 6sszehasonlitasa
egyertelmien azt mutatja, hogy inaktivaciés kinetika lassulas csak akkor volt, ha az extracellularis oldat
volt D,O alapl. Jobb oldali panel:extracellularis H,O-ban ill. D,O-ban mért inaktivaciés kinetikak
6sszehasonlitasa kulénbdz6 mutansokon. Az abra azt mutatja, hogy nem mutacio-fliggé hatasrol van
sz0, fuggetlendl az inaktivacié sebességétdl a D,O lassitja a folyamatot.

A bemutatott eredmények alapjan arra lehetne kovetkeztetni, hogy a D,O esetében lassabban
alakul ki az a hidrogén kotés halézat, ami a csatorna inaktivalt allapotat kialakitja. Ehhez a
kdvetkeztetéshez két potencialis hibaforrast ki kellett zarni. Egyrészt a D,O-nak nagyobb a
viszkozitdsa mint a H,0O-nak, ezért a viszkozitds ndvelésének nem specifikus hatasa is
okozhatja a jelenséget. Masrészt a szelektivitasi filtert elhagyd K* ionok is lassabban
alakithatjak ki a hidratburkukat (pont olyan megfontolasokbdl, mint a lassabban kialakulé H-
kotés haldzat, un. kinetikus izotép hatas), azaz az inaktivacio lassulasanak az az oka, hogy
megnd a K' tartézkodasi ideje pérushan, ami 6nmagaban is lassitja az inaktivaciot. Ezen
alternativ magyarazatokat kisérletesen kizartuk az alabbiak szerint.

3.3.2. Az extracellularis tér viszkozitdsdnak emelése nem jar jelentds inaktivacios kinetika
véltozassal. A kisérleteket megismételtik olyan oldatokkal, ahol az extracellularis tér
viszkozitasat a D,0O-hoz hasonldva (1.245 mPas) tettik glicerinnel vagy szachardzzal. Egyik
esetben sem lattunk jelentds inaktivacios kinetika valtozast, ami kizarja azt, hogy a D,0
helyettesités ilyen mechanizmuson keresztiil fejtené ki hatasat.
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10. abra: Bal oldali panel: outside-out patch mérésekkiilonbdzé viszkozitasu extracellularis oldatokban.
Az extracellularis oldatot a nyilak mellett feltintetett koncentracidban glicerolt vagy szacharo6zt
tartalmaztak. A kiilénb6z6 kisérelteket a csicsaramra normaltuk. Jobb oldali panel: extracellularis H,O-
ban ill. D;O-ban mért inaktivacios kinetikak 6sszehasonlitasa kilonb6zd extracellularis oldatokban Az
abra azt mutatja, hogy pusztan az oldat viszkozitdsanak emelése nem okoz jelentés valtozast az
inaktivacios kinetikaban, ill. hogy a D;O-ban mért lassabb inaktivaciés kinetikat 10%
glicerolextracellularis oldathoz adasa nem lassitja tovabb.

3.3.3. A K" ionok tavozasi sebessége a porusbol (~tartdzkodasi idejiik a porusban).Ennek
vizsgélatdhoz olyan ion 0&sszetételit oldatokat és fesziltség protokollokat kellett
kialakitaniamelyekkel 6sszehasonlithatd a sejtbél kifelé iranyuld és befelé iranyuld K*
aramok inaktivacios kinetikaja, és meg lehet allapitani, hogy ezen id6allandok hanyadosat
befolyésolja-e az extracelluléris D,0O. Ha a hanyados D,0 szenzitiv, akkor 3.3.1-pontban leirt
jelenség magyarazhaté egyszeriien azzal, hogy a K* ionok lassabban tdvoznak a pérushol.
Amennyiben az inaktivacids kinetikdk hanyadosa nem érzékeny D,O-ra, Ugy ez a
mechanizmus kizarhatd a nehézviz jelenlétében mért inaktivacios kinetika lassulas
magyarazatabol. (Egész pontosan azt hatarozzuk meg, hogy fligg-e az inaktivacios kinetika
attol, hogy a K* D,0—H,0 kozeg iranyaba mozog, vagy H,0—D,0 iranyba). Eredményeink
azt mutattdk, hogy a sejtbe befelé vagy onnan kifelé folyd K* aramok inaktivacios
kinetikajanak hanyadosa nem fugg att6l, hogy D,O vagy H,O alapu az extracellularis oldat.
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11. abra: Befelé és kifelé folyd K™ aramok vizsgélata inside-out patch konfiguraciéban. Felsd sor:
Szimmetrikus H,O kdrnyezetben az kisérleti elrendezés grafikus szemléltetése, és a mért ionaramok.
Also sor: Aszimmetrikus H,O//D,O koérnyezetben az kisérleti elrendezés grafikus szemléltetése, és a
mért ionaramok. Az oszlopdiagram az inaktivaciés kinetikat jellemzé idéallandok hanyadosa
szimmetrikus (H20) és aszimmetrikus (D20) kérnyezetben.Az abra azt mutatja, hogy az id6allandok
hanyadosa nem fligg attél, hogy szimmetrikus vagy aszimmetrikus H>O kdrnyezetben tértént a mérés.

3.5 feladatAz inaktivaciobol torténé visszatérés vizsgalata nyitott allapotban rogzitett
aktivacios kapu mellett. A feladat elvégzése sordn arra kerestilk a valaszt, hogy a fentebb
emlitett, aktivacids és inaktivacios kapu kozotti kommunikacio kétirdny(, azaz nem csak az
inaktivacios kapu &llapota hatdrozza meg az aktivaciés kapu mozgéasat, hanem az aktivécios
kapu allapota is befolyasolja az inaktivaciobol torténd visszatérést. Konkrét kisérleteinkben



azt vizsgaltuk, hogy az aktivacios kapu nyitott allapotban valo rogzitése befolyasolja-e az
inaktivacios kapu nyitsat, igy a csatornak inaktivalt allapotbol valo visszatérését.

A Kkisérletekhez a (T449A/V476C) muténs Shaker IR csatornat hasznaltuk, ugyanis e
mutéansnal a 476C és hozza kozeli alegység H486 aminosava kozott kinyitott aktivacids kapu
mellett egy olyan Cd** hid alakithatd ki mely nyitott allapotban rogziti az aktivacios kaput. A
Kisérleteketinside-out patch konfiguracioban végeztik. Megallapitottuk, hogy az inaktivalt
csatorna aktivacios kapujanak nyitott allapotba rogzitése (Cd®* hidak kialakitasa az inaktivalt
csatornaban) meggatolta azt, hogy az inaktivaciobol torténd visszatérés bekovetkezhessen,
azaz az inaktivaciobdl torténd visszatérés sziikséges (de nem elégséges feltétele) az, hogy az
aktivacids kapu bezérédjon.
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12. abra: Az aktivaciés kapu rogzitése nyitott allapotban inaktivalt csatornan. A bal oldali panel inside-
out patch mérésaramregisztracioit mutatja.. A fesziltség protokoll a panel felsd részében lathato. A
patch-et sorozatosan depolarizaltuk 2 s idétartamon keresztil, a vilagoskék satirozott savnak
megfeleléen 20 uM Cd*"-t tartalmazo extracellularis oldattal perfundaltuk a mérékamrat ugy, hogy
kizardlag a nyitott aktivaciés kapuju, de inaktivalt csatornakat érie a Cd®'expozico. A csticsaram
impulzusrél-impuzusra torténé cstkkenése azt jelenti, hogy azok a csatornak, amelyek aktivaciés
kapuja nyitott allapotban régzilt nem tudnak visszatérni az inaktivaciobdl. A jobb oldali panel a
csticsaramok csokkenésének kinetikajat mutatja a kumulativ Cd** expozicié filggvényében.

I—I\ Aé I A fenti eredmények alapjan a Kv csatornak egyes kapui kozotti

tranzicidkra az alabbi kapuzasi sémat javasoljuk, amely szerint

C o az aktivacios kapunak be kell zarédni miel6tt az inaktivaciobol
torténd visszatérés bekovetkezik.

I x 13. dbra: A csatorna zart allapotaban (bal fels6) a citoszolikus oldalon

talalhatd aktivacios kapu zarva mig az extracellularis oldalhoz kdzeli, a

szelektivitasi szlrében talalhatdé inaktivacios kapu pedig nyitott
- allapotban van. A kapuk allapotai membranpotencidl valtozas (AV)-
fligg6, vagy id6-figgd médon valtoznak. A piros kereszt a jelen kisérleti

ol

eredményt mutatja, nyitott aktivacidos kapu mellett nem todrténik meg az
inaktivaciobdl torténé visszatérés.

Az inaktivaciokihalkulasanak egyik fontos kérdése, hogy mely csatornak esetén kdvetkezhet
be a zart allapothol kdzvetlenil az inaktivacid, azaz van-e at menet kozvetlenil a zért (C) és a
ClI kapuzési allapotok kozott. Ez a kérdés azt is jelenti egyben, hogy tud- e az inaktivacios
kapu mozogni az aktivacios kaputdl fliggetlendl.

Méréseinkhez olyan mutans Shaker-IR csatorndkat hasznaltunk, amelyekben az S6-0s
szegmens, kozvetleniil az aktivacios kapu felett elhelyezkedd 474-es pozicigjaban talalhato
aminosav (valin) helyére ciszteineket épittettlink, amelyek nyitott aktivacids kapu mellett
hozzaférhetSek az intracellularis oldal felél alkalmazott modifikacids reagensek, pl. Cd*
szdmara. Az irreverzibilis modifikdcié a csatorna funkcidjanak elvesztését jelenti, igy a
reakci6 azaz az aktivaciés kapu allapota ionaram mérésével nyomon kovethets. A
meglehetésen bonyolult kisérleti protokoll lényege az volt (14. dbra), hogy a Cd** expozicié
olyan membrénpotencialon tortént, ahol makroszkopikus ionaram még nem mérhetd, de az
aram egyensulyi inaktivacidja mar elkezdddik. Ha az inaktivacio kialakuldsat megeldzi a
csatornak révid, makroszkopikus aramot nem adé nyitasa, akkor a nyitott csatorna Cd?* altali
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modositasa a +50 mV tesz potencialon mért teszt aram csdkkenését okozza. Ha a csatorna
zart aktivacios kapu mellett inaktivalodik akkor a Cd®* nem fér hozza a 474C-hez, igy a
tesztpotencialon mért aram nem csokken.

!:! Cl —— > Nincs aramvesztés
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14. &bra: A zart allapotbdl térténd inaktivacio lehetéségének vizsgalata. Az 4bra felsé része a kiséreltek
ertelmezeset szemlélteti grafikusan. A narancsszin(i kér a 474C poziciot mutatja, a vilagoskék kor a
Cd** ionokat jelenti, a kapuk sematikus elhelyezkedését és allapotat a 13. abranak megfeleléen
szemléltettilk. Az abra alsé része a fesziiltségprotokollt, a Cd*" expozicid |d02|teset (vilagoskeék
satirozott sav) és a mért aramokat (inside-out patch) mutata. A Cd®* expozicio alatt a
membranpotencial -90 mV volt, ahol makroszképikus aram még nem mérhet6, de a csatornak
egyensllyi inaktivacidja mar elkezd6édik. Ezen a membranpotencidlon a csatornak 10%- a kerdl
inaktivalt allapotba (fuggetlen mérés, nem kerilt itt bemutatasra) A mérési gorbék egyértelmiien azt
mutatjak, hogy -90 mV-on inaktival6dott csatornakCd?* jelenlétében nem térnek vissza |nakt|valt
allapotukbdl. Ez azt jelenti, hogy az inaktivaciot rovid csatorna nyitasok elézték meg, es ekkor a Cd* a
474C csatornékat vezeteskeptelen allapotba hozta (A Cd* keresztkotést un. Cd**-hidatalakit ki a
csatorna pérusaban, emiatt a K™ konduktancia megsziinik). A statisztikai kiértékelés azt mutatja hogy a
csatorndk 80%-a viselkedik igy, 20%-aban valoszinlileg nem volt elég idé arra, hogy a Cd*" hidak
kialakuljanak.

Kisérleti eredményinkbdl azt a kovetkeztetést
AV E vontuk le (15. abra), hogy az aktivaciés kapu

nyitasa mindenképp megeldzi az inaktivacios
kapu zarddasat, azaz a csatornak egyes allapotai
kdzotti &tmenet szigortan szabalyozott.

15. abra. A csatorna zart allapotaban (bal fels6) a
citoszolikus oldalon talalhatd aktivaciés kapu zarva
mig az extracellularis oldalhoz kozeli, a szelektivitasi
szlir6ben talalhatd inaktivaciéos kapu pedig nyitott
allapotban van. A kapuk allapotai membranpotencial
véltozas (AV)-fliggd, vagy id6-fliggé modon valtoznak.
A piros kereszt a jelen kisérleti eredményt mutatja, a
csatorna zart allapotabdl nem kovetkezhet be az

<: inaktivacio.
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Osszegezve a bemutatatott adatokat (igy gondoljuk, hogy kisérleti eredményink Iényegesen
hozzajarulnak az ioncsatornak egyes kapuzasi allapotai kozotti atmenetek pontos
megértéséhez, és az inaktivacios lépés molekularis mechanizmusanak

tisztdzasahoz. Sajnos a Kkisérleti terv tal ambicidzus lett, nagyon sok vallalas volt, amelyek
teljesitése sokkal hosszabb iddt vett igénybe, mint az eredetileg gondoltuk. Az igen jelentds
késésért az OTKA bizottsag elnézését kérem.

A 3.1. feladat végrehajtasaval kapcsolatosan korabbi jelentéseimben jeleztem, a Perozo labor
a Kkisérleti terv 3.1-es pontjahoz hasonld kisérleteket vegezett el (USA Biophysics meeting,
2009). Emiatt a kisérelteket mi nem végeztik el. A 3.4 programponttal kapcsolatosan szintén
hasonl6 a helyzet, a rontgenkrisztallografia robbanasszerii fejlddése miatt olyan 1j
informacidkra tettlink szert az irodalombdl, ami miatt a kisérletek elvégzése okafogyotta valt.
Az eredeti tervhez képest igen munkaigényes kisérleti programot végeztink el a csatornak
kapuzasi allapotainak leirasaval kapcsolatosan, melyeket a 3.5 pont alatt részleteztem.
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