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BEVEZETES

A fesziiltség-fiiggd kalium csatornak szerkezete és kapuzasa

A fesziiltség-fliggd ioncsatornak transzmembran fehérjék, melyek ionok szelektiv és szabalyozott
atjuttatasat valositjdk meg a sejtmembranon keresztiil. A membran két oldala k6zott mérhetd
fesziiltség, azaz a membranpotencial, értéke hatdrozza meg e csatorndk nyitdsdhoz vezetd
konforméacio-valtozas bekovetkezésének valoszinliségét. A csatorna nyitasat kovetden ionok
aramlanak a membran masik oldalara, ami viszont mddositja a membranpotencialt, igy lehetdséget
teremt visszacsatolasos szabalyozas megvaldsitdsara. Amennyiben a membranpotencial 0j értéke
eldsegiti az adott csatorna nyitasat, akkor pozitiv visszacsatolas révén az 6sszes csatorna gyors nyitasa
kovetkezik be, az adott ionra vonatkoz6 permeabilitas dramaian megnd és a membranpotencial rovid
1don beliil az adott ion egyensulyi potencialjat kozeliti meg. Ez torténik példaul ingerelhetd sejtekben
az akcids potencial kezdeti, depolarizacios szakaszaban a fesziiltség-fliggé Na* (Nav) csatornak
nyitdsa soran. Amikor viszont a membranpotencial 0j értéke csokkenti a csatorna nyitasi
valoszinliségét, negativ visszacsatolas valosul meg, ugyanis a nyitds hatdsara 4tdramlé ionok a
csatorna zarasahoz vezetnek, ami a membranpotencial stabilizdlasat eredményezi, mint példaul a
fesziiltség-fliggd K* (Kv) csatornak esetén.

A fesziiltség-fliggd ioncsatornak tehat igen hatékonyan és pontosan képesek szabalyozni a
membranpotencialt, és ennek révén szadmos sejtfunkcidban vesznek részt, mint példaul a proliferacio,
differencidcid, apopotozis, ozmo-regulacid, a sejtciklus, a hormon szekrécid és a sejtek
ingerelhetdségének szabalyozéasa, tovabba az akcids potencidl sejtre jellemzd tulajdonségainak
meghatarozasa. Bar e csatorndk legismertebb funkcidja az idegi vezetés és az izom O6sszehuzodas
megvaldsitasa, nyilvanval6, hogy a nem-ingerelhetd sejtek homeosztazisahoz is nélkiilozhetetlenek.

A membranpotencial altal kapuzott, kozeli rokonsagot mutaté K*, Na* és Ca?* csatornak mellett
ismertek fesziiltség-fiiggd C1” és H' csatornak is, ezek azonban szerkezetileg jelentsen eltérnek az
elobbi haromtél. E szdmos csatorna tipus koziil munkdm sordan Ky ¢és Nav csatorndkat
tanulmanyoztam, igy az aldbbiakban ezeket taglalom részletesebben.

A Kv, Nav és Cav csatornak nagyfokt szerkezeti és funkcionalis hasonldsagot mutatnak. A Ky

csatornak négy, egyenként hat transzmembranbol all6 hélixet tartalmazoé alegység (~ 600 aminosav)
nem-kovalens 0sszekapcsolodasabol allnak 6ssze, mig az Nay és Cav Csatorndk egyetlen folytonos
polipeptid lancbol éllnak (~2000 aminosav), melyek négy, a Kv csatorndk egy-egy alegységének
megfeleld, szintén hat transzmembran hélixbdl 4116, domént tartalmaznak.
A fesziiltség-fliggd kaliumcsatornakat kodolo gének terméke egy csatorna-alegység (Kvl.x-Ky12.x),
melybdl négy szerelddik Ossze a funkciondlis csatorna létrehozasdhoz. Egy adott sejtben tobb féle Kv
csatorna is kifejezddhet, ahol az egy csaladba tartozo alegységek homo-, vagy heteromultimereket
alkothatnak. Adott csatorna biofizikai paramétereit a multimer alegység Osszetétele és az esetleges
jarulékos alegységek pl.: Kvp fehérjék jelenléte befolyasolhatjak.
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A Kv csatorndkat tehat négy, azonos csaladba tartozo alegység alkotja, melyek elrendezddése
szimmetrikus az altaluk 1étrehozott porus koriil. Minden alegység 6 transzmembran a-helikalis
szegmensbdl ¢és az azokat 0sszekdtd intra- és extracellularis hurkokbdl tevédik Ossze. A csatorna
ionvezetésért felelds porus doménjét (PD) az 5. és 6. transzmembran szegmensek (S5 és S6) kozotti
extracellularis hurkok valamint az S6 szegmensek egyes részei egylittesen hozzak 1étre. A csatorna
porusrégié tartalmazza a K* szelektivitast biztositd kiilonosen konzervativ szelektivitasi sziird
(GYGD) szekvenciat is, melyen a dehidralt K™ ionok egyesével haladhatnak at. A szelektivitasi sziird
az intracellularis végén egy tiregbe szélesedik, ahol a K ionok még hidratalt allapotban vannak. Az
ireget az intracellularis oldalon az aktivacids kapu zarja le. A csatorndk pdrusa négy szekvencialis
K™ kot6helyet tartalmaz, valamint egy extracellularis rehidracios/dehidracios kotéhelyet is.

A Ky csatornakban a membranpotencial valtozasait a csatorna fesziiltség-szenzor doménje (VSD)
érzékeli, mely az S1-S4 hélixeket foglalja magaban. Ezen beliil is kiilonds jelentdsége van a tobb
pozitiv toltést hordozoé S4 hélixnek, melynek elmozdulasat indukélja a membran depolarizacidja, és
miutan a VSD konformécio-véltozasa csatolas (coupling) révén attevédik a PD-re, a csatorna
aktivacios kapuja megnyilik. A két domén mozgaséanak fiiggetlen ¢és egyidejii megfigyelését lehetove
tevO technika a fesziiltség-zar fluorometria (Voltage-Clamp Fluorometry): az ionaramokat két-
elektrodas fesziiltség-zarral mérhetjiik, mig a VSD mozgasat egy, az abba mutacioval behelyezett
ciszteinhez reagenssel kapcsolt fluorofor jelével kovethetjiik nyomon. A membranpotencial-valtozas
hatasara az S4-ben elmozdul¢ toltések hozzak 1étre a mérhetd ,,kapuzasi aramot”, melynek kinetikaja
jellemzi a kapuzasi konformacid-véltozasdnak sebességét, integralja, a ,.kapuzasi toltés” pedig az
elmozdulo toltés mennyiségével és a csatornak szdmaval aranyos.

Hosszan tart6 depolarizacid esetén a Kv csatorndk egy nem-vezetd inaktivalt allapotba l1éphetnek,
mely az un. A-tipust d&ramot 1étrehoz6 csatorndknal az intracelluléris oldalon torténik gyors N-tipusu
inaktivacidé révén. Sok Kv csatornanal létezik egy masik mechanizmusu, Uun. C-tipusu, lassabb
inaktivaciés mechanizmus, mely a szelektivitasi szlir6ben, a porus extracellularis végén gatolja meg
az ionaramlast. Ennek sebességét a porus kijaratanal talalhatdo aminosavak, az oldatok iondsszetétele
¢s pH-ja, valamint gatloszerek is erdsen befolydsolhatjak.

A Kv1.3 szerepe T sejtekben

A Kv csatorndk legismertebb funkcidja az ingerelhetd sejtekben az akcios potencidl repolarizacios
fazisanak létrehozasa, de szamos nem-ingerelhetd sejtben vesznek részt kritikus sejtfunkciokban,
mint példaul a sejt proliferacioban.

A T-sejtek specifikus antigénekkel torténd taldlkozasat klonalis proliferacio koveti, mely sordn az
osztodo sejtek effektor memoria, vagy hossza életli centrdlis memoria sejtekké differencidlonak,
biztositva az immunrendszer adaptivitisat. Az antigén felismerését a TCR/CD3 receptor komplex
biztositja, mely olyan intracellularis jelatviteli kaszkddot indit el, melynek eredménye az
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intracellularis szabad kalciumkoncentracidé kétfazisi megemelkedése. El0szor az intracellularis
hirvive, inozitol trifoszfat (IP3) szabadul fel, melynek hatasara az intracellularis kalciumraktarak
tiriilnek az endoplazmas retikulum membranjaban talalhat6 IP3 receptorokon keresztiil. Ezt kovetden
tovabbi Ca®* jonok aramlanak a sejtbe az extracellularis térbdl a plazmamembranban talalhat6, Ca?*
felszabadulas-fiiggé CRAC csatorndkon (Calcium Release Activated Channels) keresztiil.

A megemelkedett intracellularis Ca®* koncentracié hatdsara a sejtekben osztodashoz, illetve
differencidlodashoz sziikséges gének aktivalodnak. A kalcium bedramldsa a sejtmembrant
depolarizalja, mely nem kedvez a hosszan tartd Ca?" jel kialakulasanak. Ezt a depolarizalo hatast
kiiszobolik ki a plazmamembran kaliumcsatornai, melyeken keresztiil kiaramlé K* ionok az
osztddashoz sziikséges negativabb membranpotencialt stabilizaljak. A T-sejtekben kifejez6dd K*
csatornak a fesziltség-fiiggé Kv1.3, illetve a kalcium-fiiggd Kca3.1. A kaliumcsatornak
blokkoléasaval a sejtek depolarizalédnak, ennek kovetkeztében aktivacidjuk nem megy végbe.

A kiilonboz6 funkcidju T-sejteken a fesziiltség- és kalcium-fiiggd kaliumcsatorndk eltérd aranyban
expresszalodnak. Szamos autoimmun megbetegedés tlineteinek kialakitasaban az effektor memoria
T-sejtek jatszanak dontd szerepet. Az aktivalt effektor memoria T-sejtek a fesziiltség-fliggd Kv1.3
csatornakat nagy szdmban, mig az KCa3.1 csatorndkat kis mértékben fejezik ki, igy esetiikben a
Kv1l.3 a meghataroz6 eleme a membranpotencidl stabilizalasanak, ami sziikséges feltétele az
aktivacios program teljesiilésének. A naiv és a centralis memoria T-sejtek plazmamembranjanak
meghataroz6 kdliumcsatornaja a Kca3.1, mely mellett csak kis mennyiségben fordul eld a Kv1.3.
Ebbdl kovetkezik, hogy a Kv1.3 gatlasaval a Tem sejtek aktivacidja szelektiven gatolhato, ezért a
magukban. E lehetdség bizonyitékaul szolgalnak azon autoimmun betegségek allatmodelljei,
melyekben sikerrel alkalmaztak Kv1.3 gatloszereket a betegség tiineteinek enyhitésére.

A Ky csatornakat gatlo peptid skorpid toxinok

Szamos, allatok mérgeibdl izolalt peptid-toxin ismert, melyek kiilonb6z6 ioncsatornak, koztik a
fesziiltség-fliggd K* csatorndk nagy affinitasa gatloszereinek bizonyultak. A peptid-csatorna
ennek kovetkeztében megakadalyozzdk a csatornan keresztiili iondramlast. A kéalium csatornakat
gatlo peptid skorpio toxinokra jellemzd, hogy 35-39 aminosav hosszisaguak, egy a-hélixet és egy -
lemezt tartalmaznak, a szerkezetet pedig 3-4 diszulfid hid rogziti. Tobbségiik tartalmaz egy két,
altalaban egymastol 9 pozicionyira elhelyezkedd ,,esszencidlis diddnak™ nevezett aminosav part, mely
meghatarozo jelentdségll az affinitds és szelektivitds szempontjabol. Ezek egyike egy (,,centralis”)
lizin, melynek oldallanca benytlik a csatorna szelektivitasi sziirgjébe a gatlas sordn, a masik pedig
jellemzden egy aromds aminosav, tobbnyire tirozin.

A fesziiltség-kapuzott kaliumcsatornak nagyfoku szekvencia-homologiaval rendelkeznek, ezért az

izolalt természetes toxinok sokszor kis szelektivitassal birnak, azaz tobb, kiilonb6z6 ioncsatornat is
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blokkolhatnak, eltérd affinitdssal. Mivel a szervezet kiilonb6z0 széveteiben, legfoképp az ingerelhetd
sejtekben a Ky csatornak szerepe kulcsfontossagu a sejtek mitkodéséhez, a nem szelektiv gatloszerek
terapias alkalmazésa akar sulyos mellékhatasokkal is jarhat.

Invitro és in vivo kisérletek is kimutattak a Kv1.3 gatloszerek hatékonysagat és potencialis terapias
alkalmazhatosadgat. Mivel valoban szelektiv, nagy affinitdsu természetes gatloszerek ritkdn
izolalhatdk, irdnyitott mutaciok révén lehetséges javitani a toxinok farmakoldgiai tulajdonsagait. A
megfeleld mutaciok tervezéséhez elengedhetetlen a toxin-csatorna interakcié minél részletesebb
ismerete, melyhez az ujonnan izolalt skorpiotoxinok szerkezetének meghatarozasa és farmakologiai

karakterizalasa is segitséget nyujthat.

Motivacié a Kv csatornak kapuzasi mechanizmusanak €s a csatorna-toxin kélcsonhatas részleteinek

megismerésére

A fentiek alapjan lathato, hogy a szervezet legkiilonb6zobb sejtjeiben eléforduld Kv csatorndk a
sejtek alapvetd funkcioit, és igy szovetek vagy akdr szervek tulajdonsagait képesek befolyasolni.
Kritikus tehat megérteni a kapuzas torténéseit molekularis szinten, és azt, hogy ezen a szinten hogyan
hat ko6lcson a csatornafehérje az olyan kdrnyezeti tényezokkel, melyek e torténéseket modosithatjak.
Ilyen tényezOk példaul a tumorok koérnyezetében, vagy gyulladasos teriileteken a fizioldgias
értékektol jelentdsen eltérd lokalis ionkoncentraciok és pH.

A terdpias alkalmazassal kecsegtetd peptid toxinok csatorndkkal kialakitott kdlcsonhatasanak
részleteit ismerve lehetdség nyilik a kdlcsonhatast a kivant iranyba modositani példaul az affinitas
vagy a szelektivitas javitasanak érdekében. Ilyen iranyu kutatdsi eredményeink hozzajarulhatnak a
peptid toxinok jovObeni terapias célu felhasznaldsanak eldsegitéseéhez, illetve az ujabb nagy affinitast
és szelektiv Kv1.3 gatloszerek tervezésének sikerességéhez.

A fesziiltség-fiiggd Na* ioncsatornak kapuzasa

Bar Na* ionokat sok kiilonb6z6 csaladba tartozo ioncsatorna képes atengedni, igen kevés olyan
csatorna ismert, mely nagy Na*-szelektivitassal bir. Ingerelhetd sejtekben az akcids potencidlok
kivaltasaban szerepet jatszo ligand-kapuzott neurotranszmitter receptor csatornak, mint példaul a
nikotinos acetilkolin-receptor vagy az N-metil-D-aszpartat receptor, nem-szelektiv kationcsatornak,
melyek alegység-Osszetételiik fiiggvényében a Na+ mellett jellemzden K* és / vagy Ca?* ionokra is
permedbilisak, igy nem tekintheték Na* csatornidknak. Hasonloképpen Na'-permeabilisak, de nem
szelektivek az érzékszervek jelatvitelében is szerepet jatszo ciklikus nukleotidok altal kapuzott
csatorndk, €és az endo-lizoszomalis rendszerben expresszaldodd két-porusi csatorndk sem. Az

alabbiakban a nagy szelektivitasu fesziiltség-fiiggé Na* csatornakat mutatom be.

Fesziiltség-fligg6 Na* csatornak (Nav)
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Ez a legkorabban azonositott, és legjobban tanulmanyozott Na*-szelektiv ioncsatorna csalad, mely
kilenc tagjanak kozismert funkcidja az akcids potencial felszallo szaranak kialakitasa. Szinte minden
ingerelhetd sejt membranjdban megtalalhatok e csatorndk, melyeket az egyesitett nomenklatira
alapjan Nav1.1-1.9-nek neveziink. Az Nav1l.1-1.3 és 1.6 csatorndk els6sorban a kdzponti
idegrendszer neuronjaiban fejezddnek ki, de megtalalhatok periférids neuronokban is, mig a Nay1.7-
1.9 csatornak szinte kizarélag a periférias idegrendszer neuronjaiban expresszalodnak. Az Nav1.4 a
véazizom, az Nav1.5 pedig a szivizom fesziiltség-fiiggd Na* csatorndja. Az Nay csatornak jol ismert
gatloszere a gombhalban is megtalalhato tetrodotoxin (TTX), mely erés neurotoxin, ami mar 8 pg/
testsuly kg koncentracioban is halalt okozhat. Az Nay csatorndkat a TTX altal okozott gatlas
félhatasos koncentracidja alapjan (IC50) TTX-érzékeny és TTX-rezisztens csatorndkra oszthatjuk. A
TTX mellett szamos, Nay csatornak mitkddését modositd peptid toxin is ismert, melyek a csatorna
kiilonboz6 strukturalis elemeihez kotddhetnek, és a Ky csatorna-gatld skorpiotoxinokkal ellentétben
az egyszerl porusblokkon tul a kapuzast is erésen modosithatjak. Igen fontos, a klinikai gyakorlatban
is alkalmazott gatloszer csoportot jelentek a helyi érzéstelenitdk, melyek legismertebb képviseldje a
lidokain. E vegyiiletek a Nav csatorndk gétlasan keresztiil gatoljak az akcios potencial kialakulasat,

¢s igy az idegi vezetést.

A fesziiltség-fiiggd Na* csatornak szerkezeti sajatsagai és kapuzasa

A funkcionalis Nav csatorndk egyetlen porusformalod a-alegységbdl allnak, melyhez egy vagy
tobb B-alegység csatlakozhat. Az a-alegység négy homoldg, hat transzmembran hélixet tartalmazo
doménbdl all (DI-DIV), melyek a Ky csatornak egy-egy alegységeinek felelnek meg. Ezen domének
miikddése azonban messze nem olyan szimmetrikus, mint egy homotetramer Kv csatorna alegységei
esetén, egyedi funkcioik vannak a kapuzasi 1épések sordn. A csatornak szelektivitasi sziirdjét a Kv
csatornakhoz hasonldan a négy domén S5 és S6 szegmensei kozotti porushurkok egyiittesen alakitjak
ki, mindegyik domén egy-egy aminosav oldalldnccal hozzajarulva a DEKA szekvencidju szlir6hoz.
A porus tovabbi részét az S6 szegmensek hataroljak, és ezek alakitjak ki a porus intracellularis oldalan
az aktivacios kaput.

Az Nav csatornakra jellemz6 az aktivaciot rovid idon beliil kovetd gyors inaktivacio, mely
szorosan kontrollalja a sejtbe aramlé Na* ionok mennyiségét. A gyors inaktivaciot egy, a lll-as és
IV-es domént 6sszekotd intracelluldris hurkon elhelyezkedd, hdrom aminosavbol allo [FM-motivum
hozza létre a porus intracellularis oldalahoz bekdtddve és elzarva az iondramlas utjat.

Depolarizacio soran a DI-DIII fesziiltségszenzorok elmozdulasa kinyitja a csatorna poérusat, majd
a lassabb kinetikdji DIV elmozdulédsa olyan konformaci6-valtozast eredményez a pérus belsd vége
koriil, hogy kialakul egy ,,masodik nyitott allapot”, s ezzel a nagy affinitasti kotOhely az IFM-
motivum szamara. Ingerelhetd sejtekben a gyors inaktivacid kovetkeztében alakul ki az abszolut
refrakter periodus, mely alatt nem képz6dhet Gjabb akcids potencidl a Na* bearamlas hidnya miatt.
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Az inaktivacio soran kialakul a Kv csatornaknal is megfigyelheté kapuzasi toltés immobilizacio,
amit az inaktivacios IFM-motivum és a VSD-k ko6zott fellépd kolcsonhatas okoz. Patkany izom Nay
csatornan azt talaltak, hogy a repolarizacié soran lassan visszatéré toltés a DIII- és DIV-VSD-k IFM
altal akadalyoztatott visszatérésébol szarmazik, mig a gyorsan visszatéré hanyad a DI- és DII-VSD-
k toltését jelenti. Ezzel szemben human Nav1.5 csatornadkon csak a DIII-VSD szerepét mutattak ki az
inaktivaci6 altal okozott lassu toltés visszatérésben, mig a DIV-VSD visszatérését attol fiiggetlennek
talaltak. Az irodalmi adatok alapjan tehat az inaktivacios mechanizmusok kdlcsonhatéasa a fesziiltség-
érzékeld doménekkel a fesziiltség-fiiggd ioncsatorndk altalanos tulajdonsagénak tekinthetd, de a
kolcsonhatas részletei csatornanként valtozhatnak, igy egyedi kapuzasi modellek lehetnek

sziikségesek még azonos csaladba tartozé csatornak esetén is.

Nav1.5, a sziv fesziiltség-fliggd Na* csatornaja

A sziv kamrai és pitvari akcids potencialjait jelentds, depolarizacidt okozé Na* bearamlas inditja
el a fesziiltség-fliggd Nav1.5 csatornakon keresztiil. A csatorna a TTX-rezisztens csoportba tartozik,
amiért a porusban talalhaté C373 aminosav felelds, ugyanis a C373Y mutacié TTX-érzékennyé
valtoztatja a csatornat. Az akcios potencial kialakitasaban betdltott kozponti szerepe miatt az olyan
molekularis szintli koélcsonhatdsok, melyek interferdlnak az Nayl.5 miikddésével, konnyen
vezethetnek aritmiak kialakuldsahoz. Az Nay1.5 mutacioi 3-as tipusu hosszi QT szindromat (LQT3),
Brugada-szindromat, Sick Sinus szindromat és pitvari fibrillaciot okozhatnak. Sok esetben a
mutaciok az inaktivacio folyamatat befolyasoljak: LQT3 betegekben a csokkent inaktivacio funkcid-
nyeréses valtozast okoz, azaz fokozddik a Na™ bearamlas és ezzel megnylik az akcids potencial, mig
Brugada-szindroma esetén gyakran a felgyorsult inaktivacio okoz funkcid-vesztés miatt csokkent Na*

bearamlast és vezet aritmiahoz.

Motivacid a hNav1.5 csatorna kapuzasanak molekularis szintli megértéséhez

Az l-es tipusu antiaritmias szerek (pl. lidokain vagy flekainid) az Nav1.5 csatornan keresztiil
hatnak, és hatdsmechanizmusuktol fiiggéen kiilonboz6 tipust aritmidk kezelésére alkalmasak. E
csatorna kapuzasanak molekuléris szintli ismerte kritikus a potencidlisan életet is veszélyeztetd
betegségek kialakulasdnak megértéséhez, valamint a célzott terapiaban alkalmazhatd gatloszerek

hatdsmechanizmusanak finomhangolasahoz.

A Voltage-Clamp Fluorometry (VCF) technika meghonositasa

A fesziiltség-fliggd ioncsatornak egyszerli molekularis kapcsoloként miikodnek a
membranpotencial valtozasanak fliggvényében, de ezt a funkcidt szamos faktor médosithatja. Ennek
a ,,finom szabalyozasnak™ a megismeréséhez a klasszikus biofizikai modszereket (pl. patch-clamp,
két elektrodas voltage-clamp) ki kell egésziteni olyan funkcionalis szerkezetvizsgaldo mddszerekkel,
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melyek segitségével valos idoben kovethetok a szerkezeti atalakulasok, felderitheté a funkcionalis
domének kozotti kommunikacié. Igy lehetdség nyilik olyan fundamentélis események megértésére,
mint a fesziiltség-szenzor atrendez6dése és a csatornak aktivacids/inaktivacios kapui kozotti
kommunikécid vagy a lasst inaktivaciobol torténd visszatérés molekularis torténései. Ez utobbiak
pedig a cellularis neurobioldgiai rendszerek és neuronhalézatok finomhangoléasa szempontjabdl olyan
fontos jelenségeket befolyasolnak, mint az akciés potencidlok alakjinak és a Ca?* jeleknek a
valtozasa repetitiv akcids potencial tiizelés soran.

Amerikai tanulmanyutam soran elsajatitottam a fesziiltség-zar fluorometria (Voltage-Clamp
Fluorometry = VCF) technikat, mely éppen ilyen jellegii tobblet informaciot szolgaltat. A VCF egy
hatékony elektrofiziol6giai modszer, melyet a vilagon csak néhany tucat, itthon pedig — tudomasunk
szerint — rajtunk kiviil egyetlen laboratorium sem alkalmaz. E moddszer elénye, hogy egyidejlileg
vizsgalhato az ioncsatornakon atfolyd aram hagyoményos két-elektrodas fesziiltségzarral mérve,
valamint a fesziiltség-kapuzott csatorndk fesziiltség-szenzordhoz vagy a poérusformald részhez
kapcsolt fluoreszcens festék jelével e domének mozgasa. Ezaltal informaciot nyeriink ugyanazon
csatorna-populacié porusanak és fesziiltség-szenzoranak kapuzasi allapotardl, kovethetd e domének
kapuzasi kinetik4ja, és kovetkeztetéseket lehet levonni a két domén kozatti csatolasrol.

Mivel munkacsoportunk egy masik tagja is a VCF technika segitségével vizsgalt egy Uj
fesziiltség-érzékeny fehérjét egy amerikai laboratéoriumban, és e munkajat ¢ is folytatni kivanta
hazatérése utan, célunk volt létrehozni egy VCF mérdallomast a hozza tartozo infrastruktiraval
egylitt, hogy eszkoztarunkat bovitsiik, és kutatasainkat 01j irdnyokba fordithassuk.
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CELKITUZESEK

Munkam soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt, illetve célokat tliztem ki a fesziiltség-fiiggd
K™ és Na* csatornakkal kapcsolatban:

Milyen 0sszefiiggés van a fesziiltség-szenzor domén mozgasa €s a porus zarddasa kozott a Ky
csatornak hiperpolarizacio alatt 1étrejovo zarodasa soran, és hogyan modositjak ezt kiilonb6z6

permeabilitasu kationok?

Hogyan modositja a Kv csatornak kapuzasat az intra- és extracellularis pH csokkentése, és mi

ezen valtozasok molekularis alapja?

Milyen molekularis mechanizmus allhat annak a megfigyelésnek a hatterében, hogy a pH
csOkkentésére a Kv1.3 csatorna inaktivacidja a tobbi Kv csatornaval ellentétes valaszt mutat?

Uj, skorpid méregbél izolalt, Kv1.3 csatornat gatld peptid toxinok felkutatisa, valamint azok
biofizikai és farmakolodgiai karakterizalasa.

Egy azonositott Kv1.3-gatlo toxin szelektivitasanak javitasa célzott pontmutaciokkal.

Hogyan aktivalédnak és deaktivalédnak a human szivizom Nav1.5 ioncsatornajanak
kapuzasat vezérld VSD-k az ido6 és fesziiltség fliggvényében, és milyen valtozasok torténnek

ezekben a kapuzasi Iépésekben két, Brugada-szindromat okoz6 mutécio esetén?

Célunk volt a humén Nav1.5 csatorna inaktivacioja, foként a sziv akcios potencial hosszaval
0sszemérhetd iddtartam, sordn kialakulo kapuzasi 1épések feltarasa, kiilonds tekintettel a DIII-

¢s DIV-VSD szerepére, €s ez alapjan egy koherens inaktivaciés modell felallitasa.

A fesziiltség-fiiggd 1oncsatorndk kapuzasanak mélyebb megértéséhez segité VCF technika
meghonositasa.




dc_1498 17

ANYAGOK ES MODSZEREK

Nativ és rekombinans toxinok

A toxinokat skorpido mérgekbdl izolaltdk kollaboracids partnereink. A faj tobb ¢él6 egyedét
befogtak, majd megfeleld laboratoriumi koriilmények kozt tartva az allatok mérgét tobbszori,
elektromos stimulacioval kinyerték. Az Osszegyiijtott méregbdl a vizoldékony komponenseket
kioldottak, majd ebbdl a toxint HPLC technikéval, C18 forditott fazist oszloppal tisztitottak.

Anuroctoxin eloallitasa kémiai szintézissel

A vad tipusu anuroctoxint, illetve annak mutans valtozatait a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi
Vegytani Intézetben, Prof. Téth Gébor és munkatarsai allitottak el6 Fmoc/tBu stratégiaval TentaGel
R PHB, illetve Wang hordozén CEM mikrohullamu peptid szintetizatoron. A ciklizalt termékeket
szemipreparativ HPLC-n tisztitottak, analitikai jellemzésiiket retencios idejiik és molekulatomegiik
mérésével végezték.

Sejtek €és ioncsatorna expresszids vektorok
Human limfocitak

A toxinok hatdsat hKv1.3 csatornan, a csatornat expresszalo, egészséges donorokbol vett human
periférias T-limfocitdkon is mértiikk, melyeket Ficoll-Hypaque siirliség gradiens centrifugalassal
izolaltuk. A sejteket 2,5, 5 illetve 10 mg/ml phytohemagglutininnal aktivaltuk majd a Kv1.3 d&ramokat

az aktivaciot kovetd 2-7. napban mértik.
Sejtvonalak

A tsA201, L929, CHO és Sf9 sejtvonalakat a vendor utasitasai szerint a megfelelé6 médiumokban
novesztettiik.

Xenopus laevis oocitak elokészitése és injektalasa

A néstény békakbol eltavolitott oocitdkat Ca?*-mentes oldatban kezeltiik kollagenazzal, hogy a
follikularis réteget eltavolitsuk. Egészséges V. stadiumu sejteket valogattunk ki, majd Drummond

crer

kodold RNS-t injektaltunk a sejtekbe. Ezt kovetden a sejteket a mérések eldtt 1-2 napig inkubaltuk
18°C-on. Patch-clamp mérések el6tt a sejteket 5-10 percre hiperozmotikus oldatba helyezve a
zsugorodast kovetden csipeszekkel eltavolitottuk a vitellin membrant.

Tranziens transzfekcid

A sejteket (mind a CHO-t és a tsA201-et) Lipofectamine 2000 reagenst hasznalva transzfektaltuk
a gyarto (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) Utmutatasai szerint, standard feltételek kozott tenyésztve.
A csatornakat kodold vektorok egy része GFP (zold fluoreszcens fehérje) tag-gel latja el a
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csatornakat, igy a transzfektalt, csatornat expresszald sejtek fluoreszcens mikroszkdp segitségével
azonosithatok. A tobbi esetben a csatornat expresszald gént 10:1 aranyban kotranszfektaltuk a GFP
génjét kodold plazmiddal. A GFP pozitiv, transzfektalt sejteket Nikon TE2000U vagy TS100 invert

fluoreszcens mikroszkdppal azonositottuk.

Elektrofiziologia

Az elektrofiziologiai méréseket patch-clamp technikaval végeztiik, teljes-sejt, inside-out vagy
outside-out patch konfiguracioban, fesziiltség-zar iizemmodban. A mérések soran a tartofesziiltséget
¢s a fesziiltség-protokollok impulzus amplitudoit és iddtartamat a vizsgalt ioncsatorna jellemzbihez
igazitottuk.

A mérésekhez a sejteket 3,5 mm atmérdjii Petri csészében tartottuk, a mérdelektrodat a
mikropipettaval Burleigh PCS-PS60 mikromanipulator segitségével juttattuk a sejtekhez. A
méréseket személyi szamitogép vezérelt Axon Axopatch 200A, Axopatch 200B, Multiclamp 700B
vagy HEKA EPC-9 erdsitével és Axon Digidata 1200 vagy 1440 digitalizaloval rogzitettiik. Az
adatok grafikus megjelenitéséhez és kiértékelés¢hez a pCLAMPS-10 és a Pulse programcsomagot
hasznaltuk. A mikropipettakat boroszilikat kapillarisokbdl készitettiik, melyek belsé oldattal feltdltve
3-5 MQ ellenallast mutattak a kiils6é mérdoldatba helyezve. A pH-méréseknél hasznalt gyors
oldatcserét egy két-csovil, 20 uM atmérdji téta-iiveggel oldottuk meg, melynek gyors mozgatasarol
egy piezo meghajté gondoskodott.

Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt oldatok Osszetételét mindig a mérés céljaihoz
igazitottuk, de jellemzden a kdvetkezd oldatokat hasznaltuk:

Sejtvonalak: kiilsé oldat:145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCly, 2,5 CaCly, 5,5 gliikéz,10 HEPES (pH 7,35); és
bels6 oldat: 140 KF, 2 MgClz, 1 CaClz, 10 HEPES és 11 EGTA (pH 7.22).

Xenopus oocitak: kiils6 oldat: 1.8 CaCl,, 10 HEPES + 115 KCI, NaCl, RbCl, CsCl vagy Tris-Cl; és
bels6 oldat: 1.8 EGTA, 10 HEPES + 115 KCI, NaCl, RbCl, CsCl vagy Tris-Cl

A mérb-oldatok pH-jat HCI illetve N-metil-D-glukamin oldatokkal allitottuk be. A tesztelt
toxinokat mindig a kiils6 oldatban oldottuk fel a mérni kivant koncentraciokban, ezért a kiilsé oldatok
minden esetben 0.1 mg/ml koncentracioban BSA-t (bovine serum albumin) tartalmaztak, hogy
elkertiljiik peptid toxinok esetleges kikotddését a miilanyag feliiletekhez. Az oldatok cseréjét a sejtek
kornyezetében gravitacio altal hajtott perfuzios rendszer segitségével valdsitottuk meg, folyamatos

elszivas mellett.

Az elektrofiziologiai mérések kiértékelése

A toxinok adott koncentracidban mért hatdsat megmaradd dramhényad formaban tiintettiik fel
(M.A.H. = I/lo, ahol I a toxin jelenlétében mért aram amplitadé, Io pedig a toxinmentes kontroll

oldatban mért &ram amplitado).

11



dc_1498 17

A dozis-hatds gorbén a kiilonb6z6 koncentraciokban mért adatpontokra kétparaméteres Hill-
egyenletet illesztettink (M.A.H. = I1Cso™/(1Cs0"+[Tx]"), ahol ICsp a félhatasos dozis, H a Hill-
koefficiens, [Tx] pedig a toxin koncentracio).

Fesziilség-zar fluorometria (Voltage-clamp Fluorometry = VCF)

Az oocitdkon az aramméréseket egy Warner TEV-700 két-elektrodas fesziiltség-zar
munkadllomason végezziik (OC-725 erdsitdvel). A fluoreszcencia méréséhez az oocitdkat 10 uM
metanszulfonat-karboxitetrametilrodaminnal (MTS-TAMRA) vagy Alexa488-maleimiddel jeloljiik
depolarizalo oldatban jégen 20 percig. A megvilagitast 470 nm és 530 nm-es LED fényforrasok
biztositjak. A méréseket egy Nikon Eclipse Fnl mikroszképon végezzikk 40x vizimmerzids
objektivvel. A fluoreszcencia intenzitasat fotodiddaval mérjiik (PIN-040A; United Detector
Technology), melyre egy gyljtélencsével fokuszaljuk a beérkezd fényt. A didda aramat egy patch-
clamp erdsitével mérjiik.

A Cut-open Oocyte Vaseline Gap fesziiltség-zar technika (COVGQG)

A TEVC technika egy bonyolultabb, de tobb szempontbol eldnydsebb valtozata a Cut-open
Oocyte Vaseline Gap fesziiltség-zar technika (COVQ). Ennek soran az oocita membranjat térben
harom elszigetelt részre osztjuk (itt alkalmazhatd a vazelin a szigetelés javitdsa érdekében), és az
ioncsatornak aktivitasat csak a fels6 ,,sapkabol” mérjiik, mely a teljes membranfeliilet 1/10-1/6-o0d
része. A sejt alsé részét jellemzden szaponinnal permeabilizaljuk, és az alsd, intracellularis oldat
potencialjat allitjuk foldpotencidlra. A fels6, extracellularis oldat potencialjat valtoztatjuk az
intracellularis nulldhoz képest, melynek értékét egy, a felsd sapkaba szurt pipettaval ellendrizziik. A
kozEépsd rész a két sz€lsd tartomany még hatékonyabb elszigetelését hivatott megvalositani. Mivel
egy kisebb membrandarab fesziiltségét kontrollaljuk, és az intra- és extracellularis oldatok
potencidljat kis ellenallasti agarhidakkal allitjuk be, mind a soros ellenallassal, mind a
membrankapacitassal kapcsolatos problémak minimalizalédnak, csakitgy, mint a ,,space clamp”
problémak. Ezéltal a beallitott membranpotencial joval gyorsabban elérhetd, mint TEVC esetén, és a
passziv kapacitiv dramtiiskék is kisebbek, konnyebben kompenzalhatok lesznek. Ezek az eldnyok
lehetdvé teszik olyan gyors kinetikdji aramok mérését, mint példaul a fesziiltség-fiiggd Na* csatornak
arama, vagy kapuzasi aramok.

12
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES

A Ky csatorndk kapuzasanak vizsgalata

A fesziiltség-szenzor domén és az aktivacios kapu kolcsonhatasanak vizsgalata kiilonb6z6 kationok

segitségével.

A Ky csatornakban a membran depolarizaciojat kovetden a VSD konformacio-valtozasa attevodik
a porus doménre, €s a csatorna nyitasat eredményezi. A hiperpolarizacié soran végbemend mozgasok
sorrendje azonban kevésbé egyértelmii: elészor mozdul a VSD és okozza a poérus zarddasat, vagy a
pérusnak kell el6szor zarodnia mielStt a kapuzasi toltés nagy része visszatérhet a nyugalmi allapotba?
Az is kérdéses volt, hogy a permedld ionok befolyasoljak-e ezeket a konformacid-valtozasokat.

Kisérleteinkben inside-out konfiguracioban vizsgaltunk Shaker Kv csatornakat, és a csatornak
nyitasat kovetden ndvekvd idStartamt hiperpolarizaciés pulzusokkal mértilk a farokarambol a
csatorndk zarodasi kinetikdjat és a kapuzédsi aram integraljabol a kapuzasi toltés visszatérési
kinetik4jat, mely a VSD mozgasat jellemezte. Eredményeink azt mutattdk, hogy a vad-tipusu
csatorndkban a porus zarddasi kinetikaja Iényegesen gyorsabb, mint a kapuzasi toltés visszatérése.
Cs", Rb" és K" ionok felhasznalasaval vizsgalva e folyamatokat azt talaltuk, hogy a csatorna zarodasi
kinetikdja érzékeny volt az ion fajtdjara, de a toltés visszatérés sebességét nem befolyasolta. Ebbol
megallapitottuk, hogy a kapuzasi toltés visszatérését nem hatraltatja a porus zardédasa, mivel az
minden kation esetén gyorsabb volt. A hiperpolarizaciot kdvetd, a csatorna nyugalmi allapotaba
visszavezet$ folyamat soran tehat a sebesség-meghatarozo 1épés a VSD mozgasa.

Amikor azonban megismételtiik e kisérleteket a W434F mutdns csatorndval, melyben a
szelektivitasi szlir6hoz kozeli muticid egy permanensen inaktivalt dallapotd, minimalis
vezetOképességli csatornat hoz létre, dramaian kiilonb6z6 eredményeket kaptunk. Ebben a
csatornaban a kiilonbozd kationok esetén a kapuzasi toltés kiillonbozd sebességgel tért vissza, arra
utalva, hogy ebben az esetben a porus a kation fajtajatol fliggd zarddasa valik a sebesség-meghatarozo
1épésseé. Tovabbi vizsgalataink sordn kidertilt, hogy az eddig nem-vezetdnek hitt csatorna minimalis
mértékben képes a K* ionok ateresztésére, viszont a vad-tipust csatornaval ellentétben a Cs™ és Rb*
ionokat egyaltalan nem vezeti. A K" ionok aramldsa a poruson keresztiil akadalyozta a kapu
zarodasat, és igy lassitotta a deaktivacios kinetikat, ezen keresztiil pedig a VSD nyugalmi allapotba
torténd visszatérését. A két nem permedlo kation esetén ez nem volt megfigyelhetd, igy a kapuzasi
toltés 1ényegesen gyorsabban tért vissza.

Hipotézisiink szerint az inaktivacié folyamata megvaltoztatja az aktivacios kapu és a VSD
kapcsolatat, oly modon, hogy a porus zarodasa Iényegesen lelassul, és az valik sebesség-meghatarozo
1épéssé. E hipotézis ellenérzésére vad-tipust csatorndkat is vizsgaltunk K*-mentes, Na* ionokat
tartalmazo oldatokban, mivel ismert, hogy ezen Kv csatorndk az inaktivaciot kovetéen K* ionokat
nem, de Na* ionokat képesek vezetni az atalakult szelektivitasi sziir§ miatt. Azt tapasztaltuk, hogy

rovid, inaktivaciot nem indukald impulzusokat kdvetden a csatorna zarddasa gyorsabb volt, mint a
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VSD visszatérése, hasonloan a K* ionok jelenlétében megfigyeltekhez. Amikor azonban a
depolarizacio kelléen hosszu volt az inaktivacio kivaltasahoz, a W434F mutanshoz hasonloan a
csatorna zarddasa lelassult, és hatraltatta a VSD visszatérését.

Ezen eredményeink tehat ramutattak arra, hogy hiperpolarizaciot kdvetden az aktivacios kapu
zarddasa minden esetben megeldzi a VSD visszatérését. Fiziologids koriilmények kdzott az aktivacios
kapu minimalis tltést hordozva, de igen gyorsan, és a permeald ion fajtajatol fliggd sebességgel
zarddik be, és a VSD visszatérése joval lassabban ezt kdvetden torténik meg. Hosszl depolarizaciot
kovetéen azonban az inaktivacid hatasdra a csatorna zarddasa lassuva, s ezzel sebesség-

meghatarozova valik, ezaltal hatraltatva a VSD visszatérését a nyugalmi allapotba.

Az intra- és extracellularis pH csokkentésének hatasa a Ky csatornak kapuzasara

Az intra- és extracellularis kdzeg savasitasanak a Kv csatornak kapuzasara gyakorolt hatasat mar
tobb tanulmany jelezte, azonban mi végeztiik el az elsd szisztematikus vizsgalatot, melynek soran a
hattérben alld6 mechanizmusokat is feltartuk. Kisérleteinket Xenopus oocitakbdl tépett inside-out és
outside-out membran darabokon mértiik gyors-perfuzios rendszerrel.

Kimutattuk, hogy az intracellularis pH csokkenése mar a fiziologids tartoméanyon beliil is jelentds
mértékben csokkenti a K* csatorndkon atfolyd adramot a csatorndk blokkolasa révén. A gatlas pK
értéke 6,5 volt, ami azt mutatja, hogy mar a fiziologias pH 7,2-7,4 tartomanyban is az d&ram jelentds
hanyadat gatoljak a protonok. Emiatt a kisérletek tovabbi részében pH 8,0 oldatot hasznaltunk
kontrollnak.

A gatlas fesziiltség-fiiggetlen volt, ami arra utal, hogy a protonok nem hatolnak mélyen a
szelektivitasi szlir6be, ahol a transz-membran potencial nagy része esik. A gatlas kinetikajat gyors
perfuzidval vizsgaltuk, mely lehetévé tette az oldat cseréjét < 2ms id6 alatt. Eredményeink azt
mutattak, hogy a gatlas a rendszerilink iddbeli feloldasi hataran beliil kialakult, azaz igen gyors. A
kimosas kinetikdja szintén gyors volt, viszont konzisztensen lassabb, mint a gatlds kialakuldsdnak
kinetik4ja. Bar nem bizonyitottuk tovabbi kisérletekkel, ennek lehetséges magyarazata, hogy tobb
proton kotShely van a szelektivitasi szlird intracellularis bejaratanal, melyek koziil egy betdltottsége
elegendd a gatlas kialakuldsahoz.

Zaj-analizist alkalmazva megallapitottuk, hogy az aram csékkenésének oka elsdsorban az egyedi
csatorna vezetOképesség csokkenése, €s kisebb mértékben a nyitasi valdszinliség csokkenése. Ezek
alapjan a gatlas mechanizmusat az extracelluldrisan alkalmazott tetraetil-ammonium (TEA)
gatlasdhoz hasonlonak gondoljuk, mely olyan nagy sebességii asszocidcios és disszociacios lépéseket
jelent, ami a mérdrendszer feloldoképességét meghaladja, s igy egy latszolag csokkent egyedi
csatorna vezetOképesség figyelhetd meg.

Erdekes modon az intracellularis alacsony pH gyorsitotta a farokaramok kinetikajat, ami nem
lehetett felszini toltés-arnyekolasi effektus (surface charge screening) eredménye, mivel annak éppen
ellenkezd iranyba kellett volna valtoztatnia a kinetikat. Feltételezéslink szerint a protonok
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kompetalnak a csatornaba belépd K ionokkal, melyek akadalyozzak az aktivacios kapu zarodasat. A
proton jelenléte a csatorna bejaratanal megfigyeléseink alapjan viszont lehet6vé teszi a kapu
az inaktivacio sebességét nem modositotta az intracellularis pH. Ez a megfigyelés nem meglepd
annak fényében, hogy az inaktivaci6 a szelektivitasi sziird extracellularis végéhez kozel megy végbe.

Az extracelluléris oldali savasitas teljesen mas hatassal volt a csatornak kapuzéasara. Megfigyeltiik
a mar ismert toltés-arnyékolasi effektust, aminek hatasara pH 8,0-r61 pH 5,0-ra valtva a VSD mintegy
45 mV-tal negativabb fesziiltséget érzékel, s igy ennyivel eltolédik a nyitashoz sziikséges
membranpotencidl a pozitiv iranyba, valamint felgyorsul a farokdram a latszélag negativabb
fesziiltség miatt. Az extracellularis pH fiziologias tartomanyon beliili cs6kkenése nem blokkolta a
csatornakat, csak joval alacsonyabb értékek esetén okozta a csatorndk lassu inaktivaciojanak
gyorsulasat. A gyorsulds mértéke igen nagymértéki volt: pH 4,0-nal 200-szor gyorsabb volt az
inaktivacié, mint ph 8,0-nal. A do6zis-hatas gorbe alapjan pKa = 4,7/alegység értéket kaptunk, ami
aszpartat, mely a szelektivitasi szlir6 extracellularis végéhez kozel helyezkedik el, éppen ahol az
inaktivacidval kapcsolatos konformécio-valtozasok mennek végbe. Csatorna-gatlast még befelé folyo
aramok esetén sem figyeltiink meg, ami azt bizonyitja, hogy a protonok nem tudnak belépni a
szelektivitasi sziir6be, €s nincsen proton permeabilitds a Kv csatorna porusan keresztiil. Ezt pH 2
értekig ellendriztiik.

Osszességében tehat megallapitottuk, hogy intracellularisan a protonok gatoljak a Kyv csatornakat
mar fiziologias pH tartomanyban is, aminek élettani relevanciaja is lehet. Az extracellularis oldalrol
viszont csak joval alacsonyabb pH tartomanyban befolyasoljak az inaktivacid mechanizmusat,
felgyorsitva azt. Ez a hatds mégis relevans lehet alacsony extracellularis pH-j, pl. gyulladasos
teriileteken, mivel a tdltés-arnyékolasi effektussal egylitt a csatornak aktivaciojat hatraltatva,
inaktivacidjat pedig felgyorsitva lényegesen csokkentheti a K™ konduktanciat.

A Kv1.3 csatorna inaktivacidjanak extracellularis pH-fliggése

A Shaker csaladba tartozo Kv csatornak fent leirt inaktivacidja a ,,l1ab az ajtoban” (foot-in-the-
door) mechanizmusnak megfeleléen csak akkor mehet végbe, ha egy K™ ion kothely a pdrusban
kitiriil, vagyis az ott 1évé ion tavozik. A lassu inaktivacid sebességét erdsen befolyasolja az
megfeleld helyen taldlhaté aminosav. Ezen feliil az inaktivacio sebessége modosithato gatloszerekkel
(pl. tetraetil-ammoénium), valamint az extracellularis oldat kation Osszetételének ¢és pH-janak
valtoztatasaval.

Az irodalombol ismert, hogy tobb, a Shaker csaladba tartozo csatorna inaktivacios kinetikajat
modositja az extracellularis pH. Kiilonosen figyelemreméltd, hogy mig minden mas csatornanal a
kinetika el6z06 részben leirt gyorsulasa figyelhetd meg a pH csokkenésével, addig a human T-sejtek
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domindns, és a proliferacioban kulcsszerepet jatsz6 Kv1.3 csatorndjanak esetében lassul a lassu
inaktivacid. Fontos és egyediilalld tulajdonsaga a pH érzékenység szempontjabol, hogy a kritikus
(Shaker 449-cel ekvivalens) pozicidoban egy titralhaté hisztidin talalhato (H399).

A lassu inaktivacio pH-fliggése fontos szabalyoz6 mechanizmus lehet példaul gyulladasos
terlileteken, ahol a kornyezet pH-ja jelentOsen eltérhet a fiziologias értékt6l. Mivel a human
limfocitdk membranpotencialjat elsdsorban a Kv1.3 csatorndk hatarozzék meg, ezek miikodésének a
pH valtozasa altal okozott modosulasa befolyasolja a sejtek membranpotencialjat és ezen keresztiil
szamos sejtfunkciot. Nevezetesen, gyulladdsos, alacsony pH-ju teriileten a Kv1.3 csatornak lassabb
inaktivaciéja miatt atlagosan hosszabb ideig tartanak nyitva e csatornak. Ez negativabb
membranpotencidlt eredményez, ami kedvez a limfocitak aktivacidja soran kialakulo jelatviteli

Feltételeztiik, hogy alacsony pH mellett a protonalt hisztidin elektrosztatikus tere befolyasolja az
inaktivaciot moduldlé K™ kotbhely betoltottségét. Ezt alatdmasztotta, hogy a hisztidint mas
aminosavra mutalva a tobbi csatornanal is megfigyelt gyorsulds kdvetkezett be az inaktivacioban,
valamint hogy a protonalt hisztidin elektromos terét learnyékold6 magas ionerdsségii oldatot
alkalmazva, a vad-tipusti (WT) csatornaban is az inaktivaci6 gyorsulasa volt megfigyelhet6 alacsony
pH-n. Az inaktivaciot kontrollalo K* kotéhelyre kotédé gatlé Ba?* ion be- és kimosodasi kinetikaja
is lelassult alacsony pH esetén, arra utalva, hogy a kialakult potencialgat akadalyozza a kothely

------

cre

aminosav. Amennyiben a kot6hely elsGsorban az extracellularis tér feldl telitédik K* ionnal, mint
példaul magas extracellularis K™ koncentracid és/vagy befelé iranyuld aramok esetén, a porus
extracellularis bejaratanal elhelyezkedd protondlt hiszitidin altal 1étrehozott potencialgat
feltételezhetden a kiviilrdl a porusba belépd kationokat is akadalyozza. Ezzel 6sszhangban, alacsony
pH mellett az inaktivacio gyorsuldsa volt megfigyelhetd a 40-150 mM extracellularis K*
koncentracio-tartomanyban, ami mar alacsonyabb, 20 mM-0s extracellularis K* koncentracional
megfigyelhetd volt befelé folyd dramok esetén.

Meérési eredményeink alapjan felallitottunk egy modellt, mely szerint a Kv1.3 csatorna inaktivacio
kialakuld elektrosztatikus tér gatolja a K* ionok mozgasat mindkét irdinyba a porus bejaratanal. Emiatt
az alacsony pH hatasa az inaktivacids kinetikara attol fligg, hogy a kotShely betdltddése elsdsorban
melyik oldalrdl torténik az aramirany és K* koncentracio fiiggvényében, fiziologias koriilmények
kozott lassulast okoz.

Osszefoglalasképpen egy egyszerii modellel sikeriilt megmagyardznunk a Kv1.3 csatorna
szokatlan inaktivacios kinetika valtozasat alacsony extracellularis pH esetén.

Kv csatornakat gatlo skorpio toxinok vizsgalata
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Uj Kv1.3 csatornat gatld peptid toxinok felkutatasa és karakterizalasa

A korabbi években munkacsoportunk szamos ujonnan izolalt skorpidtoxin farmakoldgiai
karakterizalasat végezte el, pl.: Pi2, Pi3 , Ce toxinok, Css20 , TsT26 , anuroctoxin ¢és Vm24. A
bevezetésben emlitett potencidlis terdpias felhasznalhatosag reményében keresiink a Kv1.3 csatornat
minél hatékonyabban és minél szelektivebben gatl toxinokat. A toxinokat mexikdi kollaboratorunk,
Lourival D Possani laboratériumaban izoldljak és hatdrozzak meg szerkezetiiket. Ezt kovetden
elvégezziikk biofizikai vizsgdlatukat: a Kyv1.3 irdnti affinitdas meghatdrozasa utan vizsgaljuk az
illetve egyes esetekben végeztiink dokkolasi szimulaciokat a csatornaval kolcsonhatdé aminosavak
meghatarozasara. Végiil pedig a szelektivitds meghatarozasa torténik a toxint kiprobalva a
rendelkezésiinkre all6, mintegy 15 ioncsatornabdl allo bankunkon.

Ezen toxinokon feliil részletesen vizsgaltuk a koradbban izolalt, sokak altal a Kv1.3 csatorna
szelektiv gatloszereként ismert és alkalmazott margatoxin hatdsat 13 kiilonboz6 ioncsatornan. Annak
ellenére, hogy a margatoxin a kaliumcsatornak vizsgalataban széles korben hasznalt, kereskedelmi
forgalomban 1év6 molekula, olyan tanulmany, mely azonos feltételek mellett (expresszids rendszer,
affinitds meghatarozasanak modja, stb.) keletkezett adatok alapjan adna felvilagositast a margatoxin
receptorara még nem ismert. Egy ilyen atfogd tanulmany hianyaban t6bb munkacsoport, mely e toxint
alkalmazta eszkozként, téves kovetkeztetéseket vonhatott le kiillonbozo sejttipusok altal kifejezett
ioncsatornak meghatarozéasa soran.

E tanulmanyban megallapitottuk, hogy a margatoxin hatékonyabban gatolja a Kv1.2 csatornat,
mint a Kv1.3-at, és bar lényegesen kisebb affinitassal, de a Kv1.1 csatornat is. fgy a konkluzionk
szerint a margatoxin nem tekintheté Kv1.3-szelektiv gatloszernek.

A fent felsorolt toxinok koziil tobb hatékony (Kg¢ a nM vagy alacsonyabb koncentracid
tartomdnyban), és tobbé-kevésbé szelektiv gatloszere a Kv1.3 csatornanak. Itt a legjobb tulajdonsagu
Vm24 toxint mutatom be.

A Vm24 egy 36 aminosavbdl allo toxin, mely a Vaejovis mexicanus smithi skorpiéo mérgébdl
szarmazik. Méréseink szerint a jelenleg ismert egyik legpotensebb Kv1.3 csatorna gatloszer,
disszociacids allandoja 2,9 pM. A nagyon alacsony alkalmazott koncentracidk ¢€s a rendkiviil lasst
kimoso6dasi kinetika miatt tobb kisérletet végeztiink annak megerdsitésére, hogy a csatornaval fellépd
valodi specifikus kolcsonhatas révén alakul ki a gatlas. A blokk kialakulasa soran, a vartnak
megfelelden, a bemosasi idéallando reciproka egyenesen aranyos volt a koncentracioval. Végeztiink
kompeticids kisérletet charybdotoxinnal (ChTx), mely egy jol karakterizalt porus-blokkoldja e
csatornanak, és azt tapasztaltuk, hogy novekvé ChTx koncentraciok mellett lassult a Vm24
bemosoddasi kinetik4ja, mely arra utalt, hogy azonos kotohelyért kompetalnak, azaz a Vm?24 is a

hagyomanyos toxin gatlasi mechanizmust koveti.
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Egy ilyen affinitdsu toxinnal kiilonosen érdekes a csatorna-szelektivitds, ezért 10 egyéb
ioncsatornan is teszteltiik gatld képességét. 1 nM koncentracioban csak a Kv1.2 csatornan mutatott
kis mértékli gatlast. Ez legalabb 1500-szoros szelektivitast jelent a Kyv1.3 iranyaba, ami bdven
meghaladja a terapias alkalmazashoz javasolt minimum 100-szoros kiilonbséget.

Tovébbi kisérletekben kimutattuk, hogy a Vm24 pM-os koncentracidéban gitolja a T-sejtek CaZ*
reakciot in vivo. A demonstralt tulajdonsagok alapjan a Vm24 az eddigi ismert egyik legjobb
tulajdonsagu Kvl1.3 csatorna gatldészer, mely kiindulasi molekulaként szolgéalhat a terapias célua

felhasznalas irdnyaba.

Az anuroctoxin szelektivitasdnak javitasa célzott pontmutaciokkal

Ebben a projektben célunk egy ismert Kv1.3-gatld toxin, a korabban munkacsoportunk altal az
Anuroctonus Phaiodactylus mexikéi skorpid mérgébdl izolalt, 35 aminosavbol allé anuroctoxin
szelektivitasanak javitasa volt. El6z6leg kimutattuk, hogy bar e toxin tobb ioncsatornan hatastalan
volt, a Kv1.3 mellett a Kv1.2 csatornat is nagy affinitassal gatolta. Mivel a Kv1.2 csatorna szamos
idegsejtben megtalalhatd, ez er0sen korlatozza a potencidlis terdpias alkalmazas lehetdségét. Ezért
célunk az volt, hogy a toxin affinitdsanak megtartdsa mellett annak szelektivitdsan javitsunk.

A szelektivitas javitdsa érdekében 1étrehozott pontmutaciok helyét két technikdval hataroztuk meg.
Egyrészt ismert szelektivitast toxinok szekvencijat hasonlitottuk Gssze, és a toxinokat a Kyv1.2 és
1.3 iranti disszociacios allandojuk hanyadosa alapjan 1.2, 1.3, vagy atmeneti szelektivitasuként
csoportositottuk. A szekvencidk alapjan sok hasonlosag mellett (pl. a gatlashoz sziikséges centralis
lizin) tobb kiilonbség is észrevehetd az 1.2 ¢és 1.3-szelektiv toxinok kozott. A legfontosabb, hogy a
irant magasabb szelektivitast mutatd toxinokban polarosabb aminosav van itt jelen.

A masodik mddszer egy masik skorpidtoxinnal, a Css20-szal, mely szintén gatolta e két csatornat,
végzett szamitdgépes modellezés eredményének analizise volt. A toxin dokkoldsat szimuléltuk a
Kv1.2 és 1.3 csatornakhoz, és igy meghatarozhattuk a legvaldszinlibb kolcsonhatd partnereket,
melybdl kovetkeztethettiink a szelektivitast befolyasolé aminosavakra.

Ezen analizisek alapjan a kovetkezd mutéaciokat terveztiik meg: N17A, F32T, €s a két mutaciot
egylittesen tartalmaz6o N17A/F32T dupla mutanst. A anuroctoxin vad tipust (kontroll) és mutans
valtozatait szilard fazisi kémiai szintézissel allitotta el kollaboracios partneriink Prof. Téth Gabor
¢s munkacsoportja a Szegedi Tudoméanyegyetem Orvosi Vegytani Intézetében. Ezen toxinok hatésat
vizsgaltuk Kv1.3 és Kyv1.2 csatornakon.

Elészor a nativ és a szintetikus vad-tipusu toxint hasonlitottuk ossze, és azt talaltuk, hogy mind a
Kv1.3, mind a Kv1.2 csatornakat hasonl6 affinitassal gatoltak, igy a szintézis sikeresnek bizonyult.
Az egyszeres mutans toxinok nem mutattak jelentds javulast a WT toxinhoz képest. A dupla mutans
anuroctoxin viszont, mely mindkét mutaciot egyiittesen tartalmazza (N17A/F32T), 1C50 = 0,6 nM
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félhatasos koncentracidval gatolta a Kv1.3 csatornat, mely mind a természetes és a szintetikus vad
tipusu toxin hatasdval megegyezik, ugyanakkor a Kv1.2 csatornat csak 9,6 uM félhatasos
koncentracioval gatolta, azaz 16000-szeres szelektivitassal bir a Kv1.3 irant. Megvizsgaltuk a toxinok
hatasat még két masik csatornara is: a legkdzelebbi rokon Kv1.1 és a T sejtekben megtalalhaté masik
K csatornara, az Kca3.1-re is, és a mutansok ezeken is hatastalanok voltak.

Osszességében tehat sikeriilt a toxin Kv1.3 irdnti szelektivitasat nagy mértékben javitani, az
affinitas megtartdsa mellett, s ezzel egy Iényegesen jobb tulajdonsagh toxint eldallitani . E toxin tehat
kivalo alapja lehet a T sejt-medialt autoimmun betegségek kezelésére kifejlesztendd gyogyszereknek.

A sziv fesziiltség-fliggd Nav1.5 csatorna kapuzasanak vizsgélata
A fesziiltség-szenzor domének mozgasanak vizsgalata

Az Nav1.5 csatorna kapuzasanak molekularis szintli vizsgalatdhoz fesziiltség-zar fluorometriat
alkalmaztuk, melyet a csatorna igen gyors kapuzasi kinetikdja miatt a moddszerek leirdsaban
részletesen ismertetett cut-open (COVGQG) technikdval kombindltunk. Az Nay csatorna egyes
doménjeit megjeldlve, a VCF technikdval jol vizsgalhatok e domének egyedi konformacio-
valtozasai, melyekrdl az ionaram vagy a kapuzdsi aram mérése nem szolgaltat informaciot. Ilyen
mérések korabban sziilettek az izom Nav1.4 csatornaval kapcsolatban, az aritmiak kialakulasanak és
a szivre szelektiv gatlészerek hatasmechanizmusanak megértéséhez azonban sziikségesek a csatorna-
specifikus vizsgalatok, mivel jelentds eltérések lehetnek a két csatorna kapuzasaban. A mérések
elvégzésének elso feltétele a VCF mérésekhez sziikséges cisztein-mutansok eléallitasa volt, ami a
Na* csatorna esetében négy kiilonbozé mutans eldallitasat jelenti a négy domén jelolhetéségéhez. A
cisztein mutdciot (melyek az adott domén S3-S4 extracellularis 0sszek6td szakaszan taldlhatok)
hordoz6 mutansokat DI-LFS, DII-LFS, DIII-LFS, és DIV-LES jeloléssel illettik (LFS = Large
Fluorescence Signal).

Az ) mutansok funkcionalis tesztelését két mérési protokoll futtatasaval végeztiik el. Els6ként a
vezetOképesség fesziiltség-fliggését (G-V) hataroztunk meg egy depolarizaldo impulzus-sorozat alatt
mért aramamplitidokat osztva a hajtéerdvel. A masodikkal az egyensulyi inaktivacid (steady-state
inactivation = SSI) fesziiltség-fliggését hataroztuk meg rovid, -20 mV-os impulzusokkal, melyek eldtt
kiilonbozd fesziiltségeken tartottuk a membrant 200 ms idStartamig.

A festékkel jelolt csatorndkon futtatva a fentebb leirt fesziiltség-protokollokat lehetdvé valt az
aram mérésével egyidejlileg a VSD-k konformacié-valtozasait is nyomon kovetni. A G-V protokollal
mért fluoreszcencia jelekbdl megkonstrualhatd az F-V gorbe, mely a jelolt domén VSD
aktivacidjanak fesziiltség-fliggését jellemzi. Az SSI protokoll alatt regisztralt fluoreszcencias jelekbdl
pedig az SSI F-V gorbéket hataroztuk meg. Amennyiben mindkét gorbe egy egyszerii kétallapota
rendszer nyugvo ¢€s aktivalt allapotai kozott végbemend atmenet fesziiltség-fiiggését irja le, ugy azok
egymas tiikorképei lesznek, és az 50%-0s y-tengely értéknél metszik egymast. Mivel azonban az SSI
protokoll sordn egy adott teszt-fesziiltségen 1ényegesen hosszabb 1d6t tolt a csatorna, lehetdség nyilik
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lassabban betolthetd ,,mélyebb”, jellemzden, inaktivalt allapotok elérésére, igy a két gorbe
egymashoz képest eltolddhat.

A homotetramer Ky csatornakkal ellentétben méréseink alapjan az Nayv1.5 egyes doménjeinek a
VSD-i nagyon kiilonb6z0 fesziiltség-fliggéssel és kinetikaval aktivalédnak: aktivacidjuk tobb, mint
50 mV-os fesziiltségtartomanyt fed le. A DIII VSD aktivalodik a legnegativabb membranpotencialnal
(V12=-106,0 £ 3,2 mV), melyet DI kdvet (-83,9 £ 2,8), majd DIV (-66.8 + 3,4), és végiil DII (-51.4
+ 2,4). Mind a négy VSD negativabb fesziiltségnél aktivalodik, mint az dram aktivaciojat jellemzo
G-V gorbe (V12=-39.9 £ 2,9 mV).

A DI, DII és DIII VSD-k hasonl¢ kinetikaval aktivalodtak de az ionaram aktivacios kinetikajanal
lassabban. Azonban az aram szigmoid aktivacidja altal okozott késlekedés miatt az aram és
fluoreszcencia jelek felfutasa idoben atfedett. Ez a megfigyelés egybevag a Hodgkin-Huxley féle
modellel, mely az Nav csatornak aktivaciojat 3 aktivacios ,,kapuval” jellemzi, ami alapjan az aram
szigmoid felfutdsa varhato, mivel az csak mindhdrom VSD aktivacidja utdn kdvetkezhet be. Szintén
egybevag a HH modellel a DIV-VSD Iényegesen lassabb aktivacidja, mivel ez a domén felelds a
gyors inaktivacio kialakuldsaért, és csak a masik harom VSD aktivacidjat kovetden aktivalodhat.

Egyéb érdekes megfigyeléseket is tettlink az egyes domének esetében. A DII F-V gorbéjének
kozéppontja negativabb a G-V gorbéjénél, mutatva, hogy a DII-VSD az aram aktivaciojat
megeldzden kezd mozogni, viszont enyhébb meredeksége miatt késobb telitddik a gorbe, mint a
konduktancia gorbéje, ami arra utal, hogy a két folyamat kozott nincs szoros csatolas —a porus nyitasa
megelézheti a DII-VSD teljes aktivacidjat. Hasonloképpen, a DII SSI és SSI-FV gorbéinek
Osszehasonlitdsdbol kideriil, hogy az é4ram inaktivacidja negativabb membranpotencidloknal
megtorténik, mint a DII-VSD aktivacidja, és az inaktivacios gorbe lényegesen meredekebb is, mint a
DI1-VSD aktivacioé. Ez azt jelenti, hogy olyan tartoéfesziiltségeknél, melyeknél teljesen megsziinik a
vezetOképesség az inaktivacid révén (V>-50 mV), a DII-VSD még tavol van a teljesen aktivalt
allapotatdl, ami alapjan valoszinli, hogy nem vesz részt a zart allapota inaktivacio kialakuldséban.

A Dll-vel ellentétesen, a DIII-VSD aktivacidja nagy fesziiltség-kiilonbséggel megeldzi a porus
nyitasat, és inaktivacid soran is a VSD mozgis dontd része megtorténik, még mieldtt a
konduktancidban észrevehetd csokkenés 1épne fel az inaktivacid miatt.

Kiilonb6z6 hosszisdgi  depolarizaldé impulzusokat kovetéen visszatérve a negativ
tartofesziiltségre, megmértiik az egyes VSD-k visszatérési, azaz deaktivaciods kinetikajat. Ismert,
hogy Nav csatornakban hosszabb depolarizaciot kovetéen a kapuzasi toltés egy része
~immobilizaloédik”, azaz lassabban tér vissza, mint rdvid depolarizacié utdn, az inaktivacio
kialakulasa miatt. Késdbbi VCF mérések a patkany izom rNav1.4 csatornan a DIII és DIV VSD-k
lassabb visszatérésének tulajdonitottak az immobilizacio jelenségét. Méréseink alapjan a DI és DII
VSD-k gyorsan, és a depolarizacid hosszatdl fliggetlen sebességgel térnek vissza az aktivalt
allapotbol. Ezzel szemben a DIII-VSD deaktivacidja mar rovid depolarizaciot kovetden is Iényegesen
(legalabb 10-szer) lassabb a masik két doménhez viszonyitva, de még ehhez képest is szignifikansan
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lassul hossza depolarizaciot kovetéen. A DIII-VSD deaktivacidjanak hossza depolarizaciot kovetd
jelent6s lassuldsat az okozhatja, hogy a csatorna ,,mélyebb” inaktivalt allapotokat ér el, melyek
stabilizaljak a DIII-VSD aktivalt konformaciojat. A DIV-VSD deaktivacioja jelentdsen lassabb volt
a DI és DII-es doméneknél, de 2-3-szor gyorsabb, mint a DIII-¢. A DIV inaktivacidban jatszott
kulesszerepének ismeretében meglepd modon a DIV-VSD deaktivacio nem lassult szignifikansan a

névekvd impulzushosszal, ami immobilizacidjanak hidnyéra utal az Nav1.4 csatorndval ellentétben.

Brugada-szindroma mutans csatornak kapuzasa

A tovabbiakban molekularis szinten vizsgaltuk két Brugada-szindromat (BrS) okozdé, a DII-VSD-
ben pontmutaciot hordozé Nav1.5 csatornat, az A735V és G752R mutansokat. A Brugada-szindroma
egy orokletes szivbetegség, melyet harom tipus, jellegzetesen megvaltozott EKG egyike €s a hirtelen
szivhalal emelkedett kockdzata jellemez. A haldl oka BrS esetén kamrai fibrillacié. Tobb gén
mutécidja is felelés lehet a BrS kialakulasaért, de az esetek mintegy 20 %-aban az Navl.5
porusformalé a-alegységét kodoldo gén funkcidvesztéses mutdcidja okozza, azaz csokkent Na*
bearamlassal jar.

Az A735V mutansban a DII-VSD fesziiltség-fiiggése gyengiilt, depolarizaltabb iranyba tolodott,
¢s aktivacios kinetik4ja lassult. Ezen feliil az &ram aktivacidja, azaz a porus nyitésa is szignifikadnsan
lassult. Kideriilt tovabba, hogy a DII-VSD aktivacidja csak facilitdlja a csatorna nyitasat egy
allosztérikus mechanizmuson keresztiil, és nem eléfeltétele a porus nyitasanak. Ez a jelenség a DII-
LFS-nél is megfigyelhetd, bar joval kisebb mértékben, ami arra utal, hogy ez az Nav1.5 inherens
tulajdonsaga, amit az A735V mutacid jelentdsen felerdsit.

A G752R mutansban a mutaciét hordozé DII-VSD aktivacidjanak dramai lassulasat figyeltiik
meg. Depolarizalé impulzus hatasara a DII-VSD aktivacidja a mutansban mintegy 7-szer lassabb,
mint a DII-LFS csatornaban. Az ionaram aktivacios kinetikaja is szignifikansan lassult a G752R
mutansban: a -40 — +30 mV fesziiltségtartomanyban a nyitasi kinetika 1,7 — 2,9-szer bizonyult
lassabbnak, mint a DII-LFS csatornanal.

A DIII- és DIV-VSD szerepe az inaktivacioban, az inaktivacids mechanizmus modellje

A sziv Nay csatorna DIlI- és DIV-VSD-jének az inaktivacio, illetve az abbol valo visszatérés
folyamataban betoltott szerepét olyan mutans csatorndkon vizsgaltuk, melyekrdl ismert volt, hogy
sériilt az inaktivacié folyamata. E mutaciok a DIII-DIV 6sszekotd région, és a DIII és DIV S4-S5
0sszekoto régidiban helyezkedtek el. Az S4-S5 0sszekotd jelenti a kozvetlen kapesolatot a VSD és a
porus kozott az egyes doménekben, s igy a VSD konformacio-valtozéasainak tovabbitdjaként
tekinthetd a PD felé.

Az inaktivacios motivumot (részecskét), jelentd, a DIII-DIV 6sszekoton elhelyezkedd IFM
szekvenciaban az F1486Q (IQM) mutaciot hoztuk 1étre, mely jelentdsen gatolja az inaktivaciot az
Nav1.5 csatorndban: hossz depolarizald impulzusok alatt is csak kis mértékli inaktivaciot
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tapasztalatunk. E mutanson korabbi eredményekkel 6sszhangban azt talaltuk, hogy az inaktivacio
soran nem immobilizalédé DI- és DII-VSD-k nem jatszanak szerepet az inaktivacioban. A DIII-VSD
vad-tipust csatornanal megfigyelheté immobilizacidja viszont gyakorlatilag megsziint a mutacio
hatasara, jelezve a mély inaktivalt allapotok betoltottségének csokkenését illetve megsziinését.
Megfigyeléseinkbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a mutacio hatasara az inaktivacios motivum erésen
csokkent affinitassal képes modulalni a DIII-VSD mozgasat és immobilizacigjat indukalni.

Az IQM mutaci6 hatdsara sem jelentek meg immobilizaciot okozd mélyebb allapotok a DIV-VSD
esetén. A DIV-VSD deaktivacios kinetikaja az IQM hatdsara 1ényegesen felgyorsult, ami arra utal,
hogy az IFM motivum a vad-tipusban a DIV-VSD-vel kolcsonhatva stabilizalja annak aktivalt
allapotat, mig e kdlcsonhatas a mutansban séril.

A tovabbiakban a DIII S4-S5 0sszekotdjében taldlhato N1325S LQT3-mutans csatornat
vizsgaltuk, melyr6l kimutattak, hogy megndveli a késéi Na® aramot. A fluoreszcencids gorbék
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy e mutansban csokkent a mélyebb inaktivalt allapotok
DIII-VSD altali betoltottsége a DIII-LFS-hez képest. Mivel az N1325S csak az FV, az IQM pedig
csak az SSI-FV gorbét modositotta, valdszinisithetd, hogy mindkét mutacio az DIII-VSD —IFM
kolesonhatést gyengiti, de méas-mas dtmenetekre hatva.

Tovabbi kiilonbséget talaltunk a WT és az N1325S kozott: a mutans csatornanal eltlint az iondram
inaktivaciobol vald visszatérésének lassi komponense. A WT csatornandl a visszatérés 1ényegesen
lassabb 200 ms-os depolarizacié utan, mint 10 ms utan, ami valdsziniileg a hosszi impulzus alatt
benépesitett mélyebb inaktivalt allapotoknak tudhato be. Ezzel szemben, az N1325S csatornanal a
visszatérés sebessége azonos volt 10 és 200 ms utan, mutatva, hogy a mutacié megsziintette a mély
inaktivalt allapot betoltottségét.

A DIV-VSD szerepének vizsgalatahoz a DIV S4-S5 6sszekotdjében taldlhatd N1659A mutans
csatornaval végeztiink kisérleteket, mely poziciorol feltételezhetd, hogy kdlcsonhat az inaktivacios
IFM motivummal. Az IQM mutdnshoz hasonldan a DIII-N1659A csatorna arama is erdsen csokkent
inaktivaciot mutatott és SSI-FV gorbéje is jelentdsen pozitiv irdnyba tolddott. A DII-VSD
deaktivacidja szignifikansan felgyorsult, ami arra utalhat, hogy a DIII-VSD deaktivéacioja fiigg a
DIV-VSD konformaciojatol. A DIII-hoz hasonldan, de a DIII-IQM mutéanssal ellentétben, a DIII-
N1659A deaktivacidja lassul hosszu depolarizald pulzusokat kovetden, ami azt jelzi, hogy a DIII-
VSD tovabbra is kolcsonhat a DIII-DIV 6sszekotovel. Az IQM és a DIV-N1659A mutansokban
hasonloképpen jobbra tolodott a DIV FV gorbe és felgyorsult a DIV-VSD deaktivacio, ami
alatamasztja a DIV-VSD és a DIII-DIV 6sszekotd kozvetlen kolesonhatasat.

A fenti kisérletek eredményei alapjan megfigyeltiik, hogy szoros korrelacié all fent az aram
inaktivaciobol vald visszatérésének (az amplitudd tilnyomo részét kitevd) gyors komponense és a
DIII-VSD deaktivacios sebessége kozott 200 ms-0s impulzusok utan, de nem 10 ms-0s impulzusok
utdn. Ez a szoros Osszefliggés arra utal, hogy a DIII-VSD meghatdrozd szerepet jatszik az
inaktivaciobol vald visszatérésben hosszabb, a sziv akcidos potencidljanak megfeleld idétartamu,
depolarizaciokat kovetden.
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Kisérleti eredményeink alapjan felallitottunk egy modellt, mely a jelenleg széles korben elfogadott
inaktivaciés modell tovabbfejlesztése, elsdésorban az eddig figyelmen kiviil hagyott DIII-VSD
szerepének hangstlyozasaval. A depolarizacio elején a DI-DIII VSD-k gyorsan aktivalodnak, nyitjak
a csatornat, melyet késleltetve kovet a DIV-VSD aktivacigja. A DIV-VSD aktivalt konforméacidja
lehetévé teszi a DIII-DIV 0sszekoton talalhatdo IFM motivum kotédését a DIV-VSD-hez, mellyel
egytttal elzarja a porust, és megakadalyozza a Na* ionok aramldsat. A sziv akcios potencidljanak
hosszahoz mérhetd, >100 ms hossziisagu depolarizacidk esetén az IFM kdlcsonhatasba 1ép a DIII-
VSD-vel is, igy stabilizalva mindkét VSD aktivalt allapotat. Repolarizacio soran az IFM eldszor a
DIV-VSD-tdl valik el, lehetové téve annak visszatérését a nyugalmi allapotba, majd joval késobb a
DII-VSD-t6l, melynek visszatérését jellemzo deaktivacids kinetika lassabb, mint a DIV-¢, és a
depolarizacio hosszatol fiigg.

A modell alapjan megfigyeléseink a kovetkezOk szerint magyardzhatok. Az IQM mutacid
akadalyozza az inaktivaciés motivum kdlcsonhatasat mind a DIII-, mind a DIV-VSD-vel, igy sériil
az inaktivacio, és mindkét VSD deaktivacios kinetikaja gyorsul, de a DIII-VSD esetében csak hosszu
depolarizaciok utan, mivel csak ilyenkor alakul ki a kolcsonhatas. Az DIV 0sszekotében levo
N1659A mutacié gatolja az IFM kotddését a DIV-VSD-hez, igy annak deaktivécidja gyorsabb lesz.
A DIII-VSD visszatérése is 1ényegesen gyorsabb lesz, viszont az id6filiggd kdlcsonhatés tovabbra is
kialakulhat, amit a depolarizacié hosszatol fliggd deaktivacios kinetika megmaradasa jelez. A DIII-
VSD-ben levé N1325S mutacié akadalyozza az IFM - DIII-VSD ko6tddést, igy megszlinik a DIII-
VSD deaktivacidjanak impulzushossz-fiiggése, valamint az dram inaktivaciobol valo visszatérése is
gyorsabb és egy komponensi lesz.

Osszességében modelliink szerint a sziv akcios potencial alatt a DIV-VSD hatirozza meg az
inaktivacid kialakuldsat, mig a DIII-VSD szabdlyozza az abbol torténd visszatérést. Ezek alapjan a
DIII-VSD fogja meghatarozni a rendelkezésre all6 Na® csatornak szamat az akcids potencialt
kovetden, s ezaltal kontrollalni a refrakter periodus hosszat, ami egy kritikus meghatarozoja az

aritmiak kialakulasanak.

A Voltage-Clamp Fluorometry (VCF) technika meghonositasa

A hNav1.5 csatornardl sziiletett eredmények jol illusztraljak a VCF technikaval megszerezhetd
adatokat €és az azokbol levonhato kovetkeztetéseket. Mivel kutatasi irdnyainkat bdviteni kivantuk
»elektromosan néma”, azaz aramot nem vezetd, de mégis fesziiltség-érzékeny fehérjék vizsgalatanak
iranyaba, valamint kihasznalni ezt az ioncsatornakrol is tobb informaciot nyujtdé modszert,
vezetésemmel 1étrehoztunk egy VCF laboratoriumot. A Nemzeti Agykutatasi Program keretén beliil
elnyert tdmogatassal megalakitottuk az MTA-DE NAP B ,loncsatorna funkcionalis
szerkezetvizsgalé laboratoriumot” a DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai intézetében.

A laboratérium 2015. évi létrehozasat kovetden beilizemeltiik a VCF mérdallomast a sziikséges
kiegészitd berendezésekkel €és eszkozokkel egylitt, mint példaul a mikroinjektor, sejtinkubator, gél-
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futtatd és megvilagité. Optimalizaltuk a technikdhoz sziikséges protokollokat, tigy, mint cisztein
mutans csatornak eldallitasa, RNS készités €s sejtinjektalas. A létrejott kutatdsi infrastruktira
felhasznalasaval a kovetkezd, a fesziiltség-érzékeny fehérjék kapuzasaval / konformacio-
valtozasaival kapcsolatos struktara-funkcié vizsgalatokat végezziik:

1. Vizsgaljuk, hogy hogyan hat a membranban a koleszterin és analdgjai szintjének valtozésa a Kv
csatornak kapuzasara, és hogy a csatorna melyik doménje a hatasok elsddleges célpontja. Korabban
azt talaltuk, hogy a koleszterin és a 7-dehidrokoleszterin szintjének valtozasa a human limfocitak és
sejtvonalak membranjaban erdsen befolyasolja a Kv1.3 ioncsatorna kapuzasanak mind fesziiltség-
fliggd egyensulyi, mind kinetikai paramétereit. A VCF technikaval azt kivanjuk meghatarozni, hogy
a hatds a VSD-n vagy a pérus doménen keresztiil nyilvanul-e meg, és ezaltal a hatdismechanizmust
probaljuk megérteni. Vizsgalni kivanjuk a szterolok kiilonb6zé VSD-PD csatolastt Ky csatornak
kapuzasara gyakorolt hatdsat, és ezaltal a szterol-hatas csatorna-specificitasat.

2. Szekvencia homoldgia alapjan azonositottak egy fehérjét, mely a fesziiltség-fiiggd ioncsatornak
VSD-jéhez hasonld szerkezetli, de ionok atjutdsat biztosit6 PD-nel nem rendelkezik.
Munkacsoportunk egyik tagja, Papp Ferenc, az NIH laboratériuméaban kezdte meg ennek az NVS-
nek (Novel Voltage Sensor) nevezett molekulanak a vizsgalatat VCF-fel, és ez a projekt folytatodik
Uj laboratoriumunkban is. Célunk bizonyitani az NVS valdodi fesziiltség-érzékeld funkcigjat, és
felderiteni szerepét a sejt miikddésében. Eldzetes eredmények alapjan a membranpotencial
valtozasait kozvetitheti intracellularis jelatviteli utvonalak felé.

3. Vizsgaljuk az agyban és a human tumorok tobbségében eléfordulé Kv10.1 ioncsatorna
szerkezetét és kapuzédsat. A csatorna kozelmultban publikalt krio-EM szerkezete szdmos, a
konvencionalistdl eltéré elemet tart fel, és német kollaboratoraink munkaja alapjan kapuzasanak
vizsgalata is varatlan felfedezéseket eredményezett. Kisérleteinkben a szerkezet alapjan alkotott
predikciokat kivanjuk kisérletesen ellendrizni, illetve a nem-konvencionalis kapuzasi elemek
részleteit feltarni. Ehhez a VCF-en feliil bevezettiik a laborban Substituted Cysteine Accessibility
Method modszert, ahol a fehérje célzott aminosavat ciszteinre cserélve, metantioszulfonat MTS)
reagensekkel vizsgaljuk annak a vizes oldatok feldli hozzaférhetdségét a fehérje kiillonbozo
konformaécios allapotaiban.
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OSSZEFOGLALAS
A fesziiltség-fiiggd K* és Na* csatorndkkal kapcsolatosan az alabbi Gj megéllapitisokat tettiik:

e A Ky csatornakban a hiperpolarizaciot kovetden az aktivacids kapu zarédasa minden esetben
megeldzi a VSD visszatérését. Fiziologids koriilmények kozott az aktivacios kapu minimalis
toltést hordozva, de igen gyorsan, €s a permealo ion fajtajatol fiiggd sebességgel zarodik be,
és a VSD visszatérése joval lassabban ezt kovetden torténik meg. Hosszi depolarizaciot
kovetden azonban az inaktivacié hatdsdra a csatorna zarddasa lassuva, s ezzel sebesség-
meghatarozova valik, ezaltal hatraltatva a VSD visszatérését a nyugalmi allapotba.

e Intracellularisan a protonok gatoljak a Kv csatorndkat mar fiziologias pH tartoméanyban is,
aminek ¢élettani relevancidja is lehet. Az extracellularis oldalrél viszont csak joval
alacsonyabb pH tartomanyban befolyasoljak az inaktivacié mechanizmusat, felgyorsitva azt.
Ez a hatas mégis relevans lehet alacsony extracellularis pH-j0, pl. gyulladasos teriileteken,
mivel a toltés-arnyékolasi effektussal egyiitt a csatorndk aktivacidjat hatraltatva,
inaktivaciojat pedig felgyorsitva Iényegesen csokkentheti a K* konduktanciat.

e Egy egyszerii modellel sikeriilt megmagyardznunk a Kv1.3 csatorna szokatlan inaktivacios
kinetika valtozasat alacsony extracellularis pH esetén: az alacsony pH-n protonalt H399-es
aminosav gatolja a K* ionok mozgasat mindkét iranyba a porus bejaratanal. Emiatt az
alacsony pH hatasa az inaktivacids kinetikara attdl fligg, hogy a kotohely betdltodése
elsdsorban melyik oldalrol torténik az dramirany és K* koncentracio fiiggvényében.

e Tobb Kv1.3 csatornat gatldé skorpid toxint azonositottunk, melyek koziil a legjobb
tulajdonsag Vm24 Kq = 2,9 pM hatékonysaggal gatol. Tovabba gatolja a T-sejtek Ca?* jelét,
reakciot in vivo. A demonstralt tulajdonsagok alapjan a Vm24 az eddig ismert egyik legjobb
tulajdonsagu Kv1.3 csatorna gatloszer.

e (Célzott mutaciokkal sikeriilt az anuroctoxin Kv1.3 iranti szelektivitasdt nagy mértékben
javitani az affinitds megtartasa mellett, s ezzel egy lényegesen jobb tulajdonsagl toxint
eldallitani.

e FElsoként irtuk le a humén szivizom akcios potencidljanak alakitasaban kulcsszerepet jatszo
Nav1.5 csatorna fesziiltség-¢érzékeld doménjeinek fesziiltség-fiiggését, aktivacids &s
deaktivacios kinetikdjat €s ezek fiiggését az inaktivacido mértékétél a VCF technika
segitségével. Megallapitottuk, hogy a VSD-k nagyon széles fesziiltség-tartomanyban
aktivalédnak, és nem sziikséges az Osszes VSD teljesen aktivalt allapota a csatorna
nyitasahoz.

e Karakterizaltuk két, Brugada-szindromat okozdé hNavl.5 mutans defektiv kapuzasi

mechanizmusat domén szinten.
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o Tisztaztuk a DIII- és DIV-VSD-k eddig ellentmondésos szerepét az Nav1.5 inaktivacidjaban.
Megallapitottuk, hogy a sziv akcios potencidljanak idétartomanydban elsésorban a DIII-VSD
hatarozza meg az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikdjat, és felallitottunk egy modellt az
inaktivacio kialakuldsdnak és az abbdl valo visszatérésnek a mechanizmusarol.

e Létrehoztuk vezetésemmel az MTA-DE NAP B ,,loncsatorna funkciondlis szerkezetvizsgalo
laboratériumot” a DE AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai intézetében. A létrejott kutatasi
infrastruktara felhasznalasaval a fesziiltség-kapuzott K* csatorndk doménjeinek izolalt
mozgésat, ill. a domének kozotti kommunikacidt vizsgaljuk a fesziiltség-zar fluorometria

modszerrel elséként az orszagban.

GYAKORLATI JELENTOSEG

Figyelembe véve, hogy a fesziiltség-fliggd K* és Na* csatornak az emberi szervezet szinte minden
sejtjében jelen vannak, és a membranpotencidlon keresztiil kihatnak a sejtfunkciok széles skaldjara,
nem kérdéses, hogy e csatorndk kapuzdsat befolyasold tényezok megértése talmutat a molekula
mikodésének egyszerli biofizikai leirdsdn. A koros folyamatokban el6forduld lokalis
ionkoncentraci6 vagy pH valtozasok, illetve a csatornagénben eléforduld mutéciok nagy mértékben
modosithatjak a csatornak kapuzasat, melyek részben magyarazhatjadk példaul az ilyen teriileten
mikodo idegsejtek tiizelési valaszaban, vagy az immunsejtek proliferacidos képességében beallt
valtozasokat. A mechanizmusok részletes ismerete megteremtheti a lehetdségét a késobbi
farmakoldgiai beavatkozasoknak, illetve betegség-specifikus csatornamodulator molekulak

tervezésének.

A T-sejtek Kyv1.3 ioncsatornajanak nagy affinitast és szelektivitast peptid toxin gatloszerei
kiindulé molekulaként szolgalhatnak bizonyos autoimmun betegségek kezelésére fejlesztendd
gyogyszerek szamara. In vivo allatkisérletek mar bizonyitottak az ilyen toxinokbdl fejlesztett, de
kémiailag stabilabba tett és csokkentett immunogenecitasii molekulak hatékonysagat a T-sejt medialt
autoimmun korképek tiineteinek enyhitésében.
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