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1. Bevezetés

A matematikai modellezés célja az
elektrofiziologia teriiletén a mikédés mechanizmusanak
megértése az ioncsatornak, egész sejtek, illetve
sejthdlozatok  szintjén. Az egyedi ioncsatornak
viselkedését, illetve a csatorna-populacié viselkedését
tikr6z6 iondramok kialakuldsdnak hatterében 4llo
mechanizmusok tisztazasara Markov-tipusi kinetikai
modelleket hivhatunk segitségiil. Disszertaiciomban ezen
kinetikai modellek  alkalmazasait targyalom az

Az  ioncsatorndk  kiillonb6z6  konformacids
allapotokban létezhetnek (pl. zart, nyitott, deszenzitizalt,
illetve inaktivalt). Az ioncsatornakra hat6 gyodgyszerek
hatdsmechanizmusénak egyik legfontosabb eleme az
allapotfiiggés: a ligandum-fehérje kolcsonhatds mas és
mas a kiilonboz6 konformaciok esetén. A kolcsonhatas
kiilonbozdsegét altaldban affinitas-kiilonbséggel
jellemzik. Disszertaciom egyik legfontosabb iizenete,
hogy sokszor a puszta affinitds-kiilonbség nem
magyarazza meg kielégitden a hatdsmechanizmust, az

affinitas €és az akcesszibilitds kiilonbségeit egyszerre



sziikséges tanulmanyozni. Két példat mutatok be erre az
altalanos elvre, az a7-es altipusu nikotinos acetilkolin
receptor (a7nAChR) pozitiv allosztérikus modulatorainak
¢s agonistainak interakciojat, illetve a natriumcsatornat
gatld gydgyszerek hatdsmechanizumusanak sokféleségét.
Elektrofiziologiai mérési eredményeinket —mindkét
esetben kinetikai modellezés segitségével értelmeztiik.

A kognitiv funkcidkat javitdé hatéanyagok az
utobbi években egyre inkdabb a gyogyszerkutatas
fokuszaba keriilnek. Az egyik legigéretesebb célpontnak
a kolinerg rendszer a7-es altipusi nikotinos acetilkolin
receptora bizonyult. Az ezeken a receptorokon hatd
pozitiv allosztérikus modulatorok (PAM-0K) nagy elénye
az agonistdkkal szemben, hogy nem aktivaljadk és
deszenzitizaljak valogatas nélkiil a receptorokat a teljes
kozponti idegrendszerben, mivel Onmagukban nem
képesek aktivalni a receptort, csupan az agonista hatasat
modulaljak. Ennek kovetkeztében a fizioldgias neuralis
aktivitas térbeli és iddbeli mintdzata megdrzddik, csupan
a valaszok mérete nd meg. Ezek a vegyiiletek igéretes
gyogyszer-jelolt molekuldk a  kognitiv  funkcidk
romlasaval jaréo korképekben, elsésorban Alzheimer-
korban és skizofrénidban. A legtobb PAM vegyiiletet
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csak nemrégiben fedezték fel. Keveset tudunk arrdl, hogy
ezek a vegyliletek milyen modon hatnak az a7nAChR-ra.
Az egyik legkiterjedtebben tanulmanyozott Il-es tipust
PAM a PNU-120596 vegyiilet. Az utébbi évek szolgaltak
néhany fontos eredménnyel ezen vegylilet
hatdsmechanizmuséara vonatkozdan, igy tobbek kozott a
vegyliletnek a single-channel viselkedésre kifejtett
hatasara, a hatas sztochiometridjara és
hémérsékletfliggésére vonatkozoan. Mindemellett
azonban a PNU-120596 vegyiilet hatasmechanizmusanak
néhany alapvetd  aspektusa, mint példaul az
allapotfiiggés, vagy az agonistdval valdo kolcsonhatés
természete még nem tisztdzottak, ezért ezek felderitését
tliztlik ki célul munkank egyik részében.

A fesziiltségfiiggd  natriumcsatornak  hibas
muikodeésének kovetkezményeként kialakulo — talzott
ingerelhetdség szamos korképben jellemzd, a csatornak
véltozatos  elhelyezkedésiiknek és  funkciojuknak
koszonhetden $Zdmos korkeépben valnak
gyogyszercélpontta (pl. epipelszia, neurodegenerativ
korképek, izomgorcsok, fajdalom, szivritmuszavarok
stb.). A kilenc natriumcsatrona altipus

gyogyszerkotohelyei kozotti magas szerkezeti-  és
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szekvenciahomologia miatt a gatloszerek altipus-
szelektivitasa elhanyagolhat6. Ezért nem teljesen
tisztazott, hogy a 1ényegében ugyanazon a célponton hatd
vegylletek terapids hatdsa hogyan mutathat ilyen
diverzitast. Azt gondoljuk, hogy a terapias diverzités
legfontosabb eleme az eltéré hatdsmechanizmus lehet. Ez
azonban egy nagyon kevéssé kutatott kérdés a
szakirodalomban, mivel a tudoményos kozvélemény a
natriumcsatorna gatlok hatasmechanizmusat lényegében
azonosnak tekinti (kevés kivétellel). A jellegzetes gatlasi
tulajdonsagok  (fesziiltség-fliggés,  hasznalat-fiiggés,
frekvencia-fiiggés, stb.) magyarazatira két alternativ
magyarazatot javasoltak: a ,,modulalt receptor hipotézis”
az affinitasbeli kiilonbségeket hangstlyozza, mig a
Lrejtett  receptor  hipotézis” az  akcesszibilitasbeli
kiilonbségekkel magyarazza az allapotfiiggést. Munkank
masik részének az volt az alapgondolata, hogy a két
hipotézis nem egymast kizar6, hanem valosziniileg egyiitt
létez0 mechanizmusokat ir le. Olyan moddszer
kidolgozasat tiztiik ki célul, amellyel a két hipotézist
k6zos elméleti rendszerbe foglalhatjuk, és amelynek
segitségével az egyes gatldoszerek hatdsmechanizmuséhoz

val6 hozzéjarulasukat kvantifikalhatjuk.
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2. Célkitizések

Munkam sordan a  PNU-120596 vegyiilet
a7nAChR-on kifejtett hatdsanak mechanizmusat, illetve
Ot natriumcsatorna gatld vegyiilet hatasmechanizmusat
kivantam megvizsgalni kinetikai modellezés segitségével.
A hatdsmechanizmus-vizsgélatokban jellemzden nem
vizsgaljak, hogy a kotohely affinitasanak, vagy
akcesszibilitdsdnak  megvaltozasa 4all-e a  hatas
kialakulasanak hatterében. A két folyamat elkiilonitése a
gyogyszerfejlesztés szempontjabdl is igen fontos lehet.
Mindkét problémat ebbdl az aspektusbol kozelitettem

meg.

2.1. Az affinitas és akcesszibilitds szerepe a PNU-

120596 vegyiilet és az agonistak kolcsonhatasaban

A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen mechanizmus 4ll a kolin és a PNU-120596
vegylilet egyiittes perfuzidja soran megfigyelhetd
bifazikus aram kialakulasanak hatterében?

e Rendelkezik a modulator allapotpreferenciaval: van
kiilonbség a PNU-120596 vegyliilet kiilonb6z6

receptor-konformacidkhoz valo affinitadsaban?
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Vitatott, hogy a PAM noveli-e az agonista affinitasat.
Latszolagos novekedés megfigyehetd, de ez nem feltétlen
jelent valodi affinitds-novekedést. A csatorna kapuzasi
kinetikaja ugyanis olyan gyors, hogy a leggyorsabb
oldatcseréld rendszerrel sem lehetett még idében
feloldani. Ezért az agonistaval kivaltott aramokbol
eléallitott koncentracio-valasz gorbe torzitott; mégpedig
minél nagyobb a koncentracid, annal nagyobb a torzitas.
Mivel a PAM lelassitja a kinetikdt, a nagyobb
koncentraciok hatisa is torzitatlanul mérhets. Igy
lehetséges, hogy a modulator nem az affinitast noveli,
csupan felfedi a valos koncentracio-valasz gorbét. Ezért a
kovetkezo kérdéseket is tisztazni kivantuk:
e Van kooperativitds az agonista €s a modulator k6zott?
e Ha van kooperativitas, akkor kolcsonds az?
(Megnoveli a PNU-120596 vegyiilet a kolin
affinitdsat vagy csokkenti annak akcesszibilitasat?

Hatéssal van az agonista a PAM kotohelyére?)



2.2. Az affinitds és akcesszibilitds szerepe a natrium-

csatornat  gatld  vegviletek hatdsdnak allapot-

fiiggésében

Ot kiilonbozé nétriumcsatorna gatld  vegyiilet
(lidocaine, bupivacaine, phenytoin, riluzole és flecainide)
hatdsdnak allapotfiiggését vizsgaltuk. A kovetkezd
kérdésekre kerestlink valaszt:

e Hogyan tudnank a  kérdést mddszertanilag
megkozeliteni? Lehetséges a ,,modulaltsag” (vagyis
allapotfiiggd affinitds) ¢és a ,rejtettség” (vagyis
allapotfiiggd akcesszibilitds) mértékét kvantifikalni
egy adott gatloszer esetében?

e Kiilonboznek az ismert natriumcsatorna gatlo
gyogyszerek abban, hogy az affinitds valtozasanak
vagy az akcesszibilitds valtozasdnak van nagyobb
szerepe hatdsmechanizmusukban?

e Meg tudjuk hatdrozni a csatorna egyes konformacios
allapotaihoz tartoz6 affinitast és akcesszibilitast? Ez
a  hatdsmechanizmus teljes leirdsaval lenne

egyenértéki.



3. Médszerek

A kisérleteket a patch-clamp technika egészsejtes
("whole-cell") illetve kitépett membranfolt ("outside-out
patch") konfiguracioiban végeztilk patkany a7nAChR-t
kifejez6 ~ GHA4ClI sejtekben, illetve rNav1l.2
natriumcsatornakat kifejez6 HEK-293 sejtekben. Az
aramok regisztralasdhoz Axopatch 200B erdsitét és a
pClamp szoftvert hasznaltuk. Az aramokat 20 kHz-el
mintavételeztik és 10 kHz-es alulatereszd sziirdvel
sztirtik. Az a7nAChR-ok esetében a tartofsziiltség -70
mV volt. A natriumcsatorndk esetében -150 mV
tartofesziiltségrol 0 mV-ra torténd depolarizaciokkal
valtottuk ki az aramokat. A depolarizéciét minden 55 ms-
ban megismételtiik, 0sszesen 600-szor, a 200-adiktol a
400-adik  depolarizaciéig tortént a  gyogyszerek
perfiizidja. Ot kiilonbozé protokollt hasznaltunk, amelyek
csak a depolarizaciok részardnyaban tértek el egymastol;
ezek a teljes ciklus 5, 19, 50, 81, és 95%-at tették ki.

Az oldatcserét az a7 nAChR-ok esetében ,,liquid
filament switch” moddszerrel, Un. theta csovek
segitségével oldottuk meg, amelyeket piezoelektromos
egység (Burleigh LSS-3200 system) mozgatott. Ez a
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modszer rendkiviil gyors anyagadast tesz lehetévé. Az
oldat kicserélddési iddket minden sejtnél junkcids
potencial alapu kalibracioval hatdroztuk meg, tipikusan
0,5 -2 ms 10-90 % os kicserélodési idoket hasznaltunk.
A natriumcsatornak esetében nyomasvezérelt (DAD-12
rendszer) kettds U-cs6 rendszerrel tortént az oldatcsere.
A 10 - 90 % oldatkicserélddési idok a kalibraciok alapjan
10 — 50 ms kozott voltak.

A gyogyszereket a Sigma-tol (choline, lidocaine,
bupivacaine, phenytoin, riluzole) illetve a Tocris-tol
(PNU-120596, flecainide) szereztiik be.

Munkam soran a differencial-egyenlet-
rendszereket a Berkeley Madonna v8.0.1. ¢és a
Mathematica 9.0 nevii programok segitségével oldottam
meg. Mindkét program negyedrendii Runge-Kutta
modszert hasznalt a megoldds soran. A szamitogépes
optimalizaciét a Mathematica nevii programmal

végeztem.



4. Eredmények

4.1. Az affinitas és akcesszibilitas szerepe a PNU-120596

vegviilet és az agonistak kolcsOnhatasaban

Az a7 nAChR esetében a kisérletek sordan 10 mM
kolin és 10 uM PNU-120596 egyiittes perfuzidja esetén
bifazikus aram kialakuldsat figyeltiik meg, melyet egy
kezdeti gyors aramcsucs ¢és egy azt kdvetd hosszabb,
elnyult aktivacié jellemzett. A bifazikus aram két
komponense még viszonylag ~magas modulator
koncentraci6 esetén is (10 pM PNU-120596) jol
elkiiloniilt egymastol.

Az els6 aramkomponens lefutdsa  pontosan
megegyezett a csak kolin altal kivaltott araméval, vagyis
ezt a komponenst a PNU-120596 jelenléte nem
befolyasolta, még hosszabb el6-inkubacio esetén sem. Ez
arra utal, hogy a modulator csak a deszenzitizalt
allapotban 1évd receptorhoz képes asszocidlni, a
nyugalmi allapotban 1€évé receptorhoz nem. Az
eldinkubacid hatasa ugyanakkor jol latszott a masodik
komponens gyorsabb felfutdsan, amit feltételezésiink

szerint az okozott, hogy a vegylletnek volt ideje
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particionalédni a membranba, illetve eljutni a kotohely
kozelébe. Kinetikai szimuldcidkban teszteltiik, milyen
mértékli preferencidval sziikséges a modulatornak
rendelkeznie a deszenzitizalt allapot irdnyaban. Ahhoz,
hogy a kisérletben tapasztalthoz hasonl6 mintazatot
kapjunk, legalabb 44-szeres preferenciat kellett
definialnunk.

A kiilonbozd deszenzitizalt allapotokra gyakorolt
hatast agonista el0kezeléssel vizsgaltuk. Az eredmények
azt mutatjadk, hogy tobb kiillonboz6 deszenzitizalt
allapotnak kell 1éteznie és a PNU-120596 vegyiilet foleg
a mélyebb deszenzitizalt allapotbél mar nem képes a
receptorokat Gjra aktivalni.

Az dram lecsengését 10 mM kolin és 10 pM
PNU-120596 egyiittes perfuzigjat kovetden harom
kiilonb6z6 esetben vizsgaltuk: i.) az agonistait és a

modulatort is  eltavolitottuk, 1ii.) a modulatort

crer

crer

agonistat  eltavolitottuk, a modulator perfuzidjat
folytattuk. Azt tapasztaltuk, hogy a PNU-120596

vegyiilet radikalisan csOkkentette a kolin

------
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Az aram lecsengésének modellezése soran enyhe
(1,25 - 2,1-szeres) affinitas-novekedés mellett hatarozott
(100 - 1000-szeres) akcesszibilitas-csokkenést kellett
feltételezniink a kisérleti gorbék reprodukalasahoz.

Az affinitas latszolagos novekedését
szimuldciokban  reprodukaltuk a  mikroszkopikus

affinitasra gyakorolt hatas teljes hianyaban is.

4.2. Az affinitds és akcesszibilitds szerepe a natrium-

csatornat gatld  vegyiiletek hatdsdnak allapot-

fiiggésében

A natriumcsatorna gatlok hatdsanak megértése
érdekében olyan modellt dolgoztunk ki, amelyben a
paraméterek  kozvetleniil jellemezték az  egyes
allapotokhoz tartozd affinitast és akcesszibilitast. gy a
"modulélt-"  és  "rejtett  receptor  hipotézisek"

A lidocaine és bupivacaine esetében elég volt
egyszerl inaktivalt allapot preferenciat feltételezni olyan
moédon, hogy az affinitds-ndvekedést az asszociicio
felgyorsulasa okozza, mig a disszociacid sebessége nem

valtozik. Az irodalmi adatok ismeretében és a kinetikai
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modellezés eredményei alapjan ezt ugy interpretaltuk,
hogy a disszociaci6 valoszintileg lelassul, de ezt egy vele
azonos mértékili akcesszibilitds-ndvekedés kompenzalja.

A phenytoin és a riluzole esetében jellegzetes
mintazatot figyeltiink meg: az 6t protokoll koziil az els6
haromban nagyjabol azonos, kismértékii gatlast mutattak,
majd a gatlas hirtelen megnétt a 4. és 5. protokollokban.
Ezt a mintazatot legjobban ugy lehetett reprodukalni, ha
feltételeztiink egy alacsony affinitassal, akcesszibilitdssal
¢s allapotfiiggéssel rendelkezd kotohelyet, amely az 1. —
3. protokollokban latott gatlasért volt felelés és
feltételeztiink egy ettdl eltérd, nagy Aallapotfiiggéssel
jellemezhetd kotOhelyet, amely azonban nem jart
csatorna blokk mechanizmust gatlassal, a gatlast tisztan
modulécioval okozta.

A két vegyiilet altal okozott gatlas ugyanakkor
markansan kiilonbozott; a phenytoin esetében az affinitas
valtozasa volt a legszembetiindbb, mig a riluzole
esetében a kinetika gyokeres atalakulésa.

A flecainide altal okozott gatlas szinte teljesen
reprodukéalhaté  volt a nyitott allapothoz  vald
akcesszibilitas nagymértéki (~1000-szeres)

megnovelésével.
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5. Kovetkeztetések

A PNU-120596 vegyiilet a7nAChR miikddésére
kifejtett modulalé hatasanak vizsgalta soran a kovetkezo
legfobb kovetkeztetésekre jutottunk:

I. A PNU-120596 affinitasa a nyugalmi allapota
receptorokhoz alacsony, a vegyiilet els6sorban a
deszenzitizalt receptorokhoz asszocial.

ii. A PNU-120596 drasztikusan lelassitja a kolin
akcesszibilitas csokkenése all.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a fiziologidshoz

hasonld koriilmények kozott, amikor a modulator

folyamatos jelenlétében az agonista pulzusokban érkezik,

a kovetkez6 eseménysor jatszodik le: az agonista-pulzus

érkezése eldtt a PNU-120596 a nyugalmi allapothoz valo

alacsony affinitdsa miatt nem tud kotddni az agonsitatol
mentes, nyugalmi 4allapot receptorhoz. Amint az

agonista megérkezik, az konnyen tud asszocidlni a

modulatortél mentes receptorhoz és deszenzitizalja azt,

ezzel hozzaférést biztositva a moduldtor szamdara annak
kotéhelyéhez. A modulator kotése konforméacio-

valtozasok sorozatat inditja be, melynek soran a nyitott
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allapot  energetikailag  kedvezébb  és  melynek
lelassul: a modulétor ,,csapddba ejti” az agonistit a
kotéhelyén. Ez a receptor elnyujtott aktivitasat
eredményezi, az agonista hatasat felerdsiti és elnyujtja.
Miutdn az agonista végiil disszocidl, a modulator is
disszocial és a receptor ujra felveheti kezdeti nyugalmi
kozott ez a mechanizmus kiilondsen hatékony modjat
jelenti a jel felerdsitésének.

A kooperativitds tehat létezik, de nem
szimmetrikus, és a két kotOhely nem elsésorban egymas
affinitasara hat. Az akcesszibilitasra gyakorolt hatas, és a
kotési és kapuzasi folyamatok interakcidjanak specialis
dinamikaja felelds a funkcionalis kooperativitasért.

A natriumcsatorna gatlokkal végzett kisérleteink
legfontosabb  kovetkeztetése, hogy a latszélagos
hasonlésdg ellenére az egyes natriumcsatorna gatld
szerek hatasmechanizmusa alapvetden ¢s gyokeresen
kiilonbozhet mind az affinitds VS akcesszibilitas
allapotfiiggésben betdltott szerepében, mind pedig a
kiilonb6zé konformacids allapotoknak a molekuldk

hatasdban vald kozremiikddésében, s6t még magaban a
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kotéhely helyzetében is. A natriumcsatornat gatld
vegyiiletek ~ hatdsmechanizmusaban  megfigyelhetd
diverzitds jelentdsége az, hogy a hatasmechanizmusuk
meghatarozhatja a  terdpids  alkalmazhatdsagukat.
Terapias szempontbol kiilonleges jelentdsége van az
altalunk  talalt  "csatorna-blokk-mentes-modulator-
kotéhelynek". A kiilonbozé gatloszerek hatasmechaniz-
musainak feltérképezésével megtudhatjuk, hogy egy
adott terapids indikaciéra milyen hatdasmechanizmusi
gatloszert érdemes fejleszteni, ami 1ényegesen novelheti a

gyogyszerfejlesztés hatékonysagat.
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