Valasz Dr. Enyedi Péter opponensi véleményére

Készoném Dr. Enyedi Péternek, az MTA doktordnak doktori értekezésem birdlatdt, konstruktiv
megjegyzéseit és kérdéseit, melyekre az aldbbiakban valaszolok:

1/ A muténs csatornan (melyrél kimutattak, hogy bizonyos kériilmények k6zott azért K+-ot vezet) a
porus zarédas lelassul, ez esemény egyben a toltésmozgas sebességmeghatarozéjava valik. Mas ionok
(Cs+ és Rb+) esetében azonban a mutédns permeabilitdsa "elenyész&", amit bizonyit a depolarizaciéra
és repolarizaciora kapott daramok szemre azonos mérete. A 30c abra, azonban a kiilonb6z6 ionok
esetében mért farokdramok idéallandéit mutatja be. Mi képezte e szamitasok alapjait?

A 30c abra tengelyfelirata és abraszévege valoban félrevezets, mivel ionvezetés hidnyaban nem
beszélhetiink farokaramrol. Tris* esetén egyaltalan nem, mig Cs* és Rb* esetén elenyész8 iondram alakult
ki. fgy csak a K* ionok esetén helytall6 a farokdram lecsengési kinetikdjar6l beszélni, mig a masik harom
nem permealé ion esetén az OFF, azaz a hiperpolarizacié soran kialakulé kapuzasi dram kinetikajarol
beszélhetiink. Mind a farokdram, mind az OFF kapuzési dram idéallandéjat egy-exponenciélis illesztéssel
hatdroztuk meg, és azt tapasztaltuk, hogy a permeald K* ion esetén ez lényegesen lassabb volt, mint a
nem permedld ionok esetén.

2/ Az eredmények meggydzdek arra vonatkozéan, hogy az aktivaciés kapu teljes zaréddsa minden
esetben meg kell, hogy el6zze a VSD visszatérését. Nem nyilvanvalé azonban szimomra, hogy maga az
aktivacids kapu a hordozéja annak a "minimalis t6ltésmozgasnak" ami a zarédasahoz sziikséges. Nem
lehetséges-e, hogy a disszertacibban kordbban megemlitett masik mechanizmus érvényesiil,
nevezetesen, a VSD részleges/minimalis elmozduldsa a feltétele a kapu mozgdsanak.

Valéban, bar az eredmények ismertetésénél mindkét lehetGséget bemutatom, az 6sszefoglaldsban
hibdsan, csak az aktivaciés kapu minimalis toltését emlitem, mint a zarddas fesziiltségfliggésének
lehetséges forrasat. Bar mind a kapuzasi toltés, mind a VCF-b&l szdrmazé fluoreszcencias jel globalis
kinetikaja lassabb, mint az egyidejlileg mért iondram lecsengése, ezek a mérések nem zarjak ki annak
lehet8ségét, hogy a hiperpolarizacié el6szor kis mértéki toltésmozgassal jaré VSD elmozdulast okoz, ami
aztdn lehet6vé teszi a kapu zarodasat. A disszertacioban emlitett, lazabb VSD-PD csatoldssal rendelkez8
Kv csatornaknal, mint pl. a Kv7.1, nincs olyan merev kapcsolat a domének kozo6tt, mint az altalunk vizsgélt
Shaker csatornéban, igy e csatorna allosztérikus kapuzasi modellje alapjan el6fordulhat, hogy a pérus
kinyit még az 6sszes VSD aktivacidjat megeléz6en. igy létrejohet olyan csatorna konformécié, ahol a VSD-
k kapuzasi toltésének egy része a nyugalmi allapotban van a pdrus nyitott allapota mellett. Mivel
azonban az allosztérikus modell szerint is né a porus nyitott allapotanak valdszinlisége az aktivalt
allapotban levé VSD-k szamaval (abra lentebb), minimdlis az esélye annak, hogy ez a téltésmennyiség a
teljes kapuzasi téltés nagy részét kitegye. A Kv7.1 VCF-es vizsgalata soran le is irtak egy kis amplitidéju
fluoreszcencia komponenst, ami szorosan kéveti a porus nyitasat, és ezt az S4 egy kés6i konformacios
valtozasénak tulajdonitottak, ami kdzvetleniil a csatorna nyitasahoz kothet6. llyen fluoreszcencia
komponenst mi magunk is megfigyeltiink a disszertacio elkésziilte 6ta a Kv10.1 csatornan végzett VCF-es
méréseinkben is. Tovabbd, hasonld, a pdrus nyitdsdhoz kothetd kis mértékii VSD mozgast irtak le a
Shaker csatorna tugynevezett ILT muténsaban is, amely a VSD-PD csatolast Iényegesen lazabba tette, mint
a vad-tipusu csatornaban, igy elkiilonilten vizsgalhatova véltak a konforméciévaltozasok.
Osszegezve tehdt, valészinlibbnek tiinik, hogy hiperpolarizacié sorén kis toltésmozgdssal jaré VSD
elmozdulas torténik el8szér, ami aztan lehet6vé teszi a pdrus zarédasat, és a VSD toltésének nagy része
csak ezt kovetSen tér vissza a nyugalmi allapotba.
A Kv7.1 csatorna allosztérikus kapuzdsi
sémdja.

A jobbra torténd lépések az egyes VSD-k aktivaciéjat
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3/ A Shaker csatorndt befolydsolé IC és EC pH-valtozasok elemzését kovetéen a limfocitak
legfontosabb FF K+ csatorndjanak, a Kvl.3-nak a pH érzékenységét vizsgaltak. Kimutattak, hogy
fiziolégidshoz kozeli ionkoncentraciok esetén a megnoévekedett EC protonkoncentracio csokkenti a
csatornan folyé aramot, viszont - szemben a Shaker csatorndval- lassitja az inaktivaciét. Az utébbi
hatdsnak fiziolégids jelentéséget is tulajdonitanak, mely szerint az inaktivacié lassuldsa szerepet
jatszhat a limfocitdk negativ membranpotencidljanak fenntartasidban, elGsegitve a proliferaciéhoz
vezetd fokozott Ca2+ bedramlast gyulladasos elsavanyodott kérnyezetben. Kérdésem, hogy véleménye
szerint ez a hatdas jelentésebb lehet-e annal, hogy acidézisban a nyitott csatornakon folyé aram
nagysaga csokkent. Tehdt gyulladasos koriilmények kozétt varhaté pH-n hogyan viszonyulhat
egymashoz a két ellentétes részhatas, mi lehet az eredéjiik?

Az extracelluldris pH (pHe) csokkentésének valéban komplex hatasa van a Kv csatornak kapuzdsara.
Amint az a Shaker csatornan végzett tanulmanyunkbdl, és a mutdns Kv1.3 csatornakon végzett
kisérletekbdl latszik, a savas pHe jellemz8en csokkenti az aramamplitudét és gyorsitja a C-tipusu
inaktivaciot. E két hatas természetesen az idGegység alatt a csatorndkon ataramlé toltés mennyiségének
csdkkenését eredményezi. A Kv1.3 kiilénleges tulajdonsaga, hogy a pdrus extracellularis végénél négy, a
fiziolégids pH tartoményban titralhaté hisztidin taldlhats, mely a pHe. cs6kkentése esetén a C-tipusu
inaktivacio lassuldsat eredményezi, bar az amplitudé csokkenése tovabbra is fennmarad.

Kvl.3 esetén a C-tipusu inaktivacié dltal okozott aram lecsengés jol kozelithet6 egy exponencialis
fiiggvénnyel. Mivel egy egykomponens(i exponencidlis fliggvény integréljat az amplitudo és az id6allando
szorzata adja, ezért a hosszu id6 alatt dtaramlé toltés szamolhatd az Axt szorzattal. Méréseink szerint a
Kv1.3 dram amplituddja 91,2 %-ra cs6kkent és idGallanddja 117,2 %-ra nétt pH 6,5 esetén, mig pH 5,5
esetén ezek az értékek rendre 67,1 % illetve 138,1 % voltak. A parokat 6sszeszorozva egyhez igen kozeli
értékeket kapunk, ami azt mutatja, hogy az ataramlott t6ltés mennyisége nem valtozott jelentésen, azaz
a két részhatas kozel semlegesiti egymast.

A disszertdcidoban valdban nem megfelel6en fogalmaztam, ugyanis ugy kellett volna helyesen a
jelenséget hangsulyozni, hogy a gyulladdsos kérnyezetben fellépé pH csokkenés altal kivaltott amplitido
csokkenést a Kv1.3 hisztidinjei kompenzaljak az inaktivacié lassitasaval. Azaz a Kv1.3 e specidlis
tulajdonsaga ,megmenti” a limfocitak hatékony aktivdlhatésdgat még a savas kdrnyezetben is azdltal,
hogy az inaktivécid lassitdsa révén megmarad a K* kidramldssal mozgatott toltésmennyiség.

4/ A skorpiétoxinokkal végzett vizsgdlatok jelentGségét az is kiemeli, hogy a Kv1.3 csatorndra
specifikusan, nagy affinitdssal haté gatlészerek a terdpias felhaszndlds lehet6ségét is magukban
hordozzdk. E toxinok kétédésének, hatdsmechanizmusanak megértése ezért kiilonos jelentéségl. A
Kv1.2-vel szemben (Kv 1.3nél) nagyobb affinitdsi Css20 toxin esetében érdekes megfigyelés volt Kv1.2
esetében lassabban kialakulé gatlas parhuzamosan a gatlas megsziinésének megnytildsaval. Az utébbi
nagyobb mértéke lehet a hatterében a Kv1.2-héz valé nagyobb affinitasnak. E szokatlan jelenség
héatterében lévé lehetséges folyamatokat, a kotSdés és gatlds kialakulasanak Iépéseit modellezték,
értelmezték és dokkoldsos vizsgalatokkal alatamasztottak. A magyarazathoz egyéb toxinok (és toxin
kimérak) irodalombdl szarmazé szerkezeti és affinitasi adatai is segitségiil szolgaltak. E toxinok vilagat
kevésbé ismerd olvasé/biralé dolgat megkonnyitette volna néhany extra dbra, ami egyértelmiien
szemléltette volna az kiilonboz8 toxinok egyes csatomakhoz valé kapcsolédasanak, affinitdsanak és
hatékonysaganak fontos szerkezeti meghatarozdit.

A toxin-csatorna kolcsdnhatds és szelektivitds meghatarozé aminosavainak analizise valéban elég sok
informaciét zudit az olvaséra, kiilondsképpen, hogy mind a csatornak, mind a toxinok aminosav
szamozasa eltér, azaz az egymassal ekvivalens poziciokban lev6é aminosavakhoz mas-mds szam
rendelhetd. Egy abra tényleg segitett volna. Készitettem egy abrat, amely feltiinteti a targyalt aminosav
pozicidkat az anuroctoxin és a Kv1.3 modelljén (ez utébbi csak a pérusdomént alkoté S5-linker-S6 régiét
mutatja két szemkozti alegységbél az atlathatésag kedvéért). A kék nyilak a targyalt toxin aminosavakat
mutatjak, a diad kritikus lizinjének pozitiv toltésli oldallancat feltiintettem, amely a kot6dés sordn
benyulik a negativ téltésii szelektivitdsi szlir6be. A piros szaggatott vonal vélasztja el a targyaldsban
emlitett N- és C-termindlis szakaszokat, melyeket a kiméra toxinok elGéllitasakor cseréltek az egyes
toxinok kézétt. A piros nyilak jelzik az irodalombdl vagy sajat dokkolasi szémoldsainkbdl ismert



kolcsénhatd partnereket. Bar az eltér6 szamozasok miatt kissé nehézkes, de az abra és a tablazat
egyiittes hasznalatdval igy azonosithatéak a szévegben emlitett toxin és csatorna pozicidk, illetve

kélcsénhatasok.
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5/ A Vm24 toxin idedlisnak tiinik a Kvl.3 gatldsara. Affinitasa pikomoélos tartomanyban van,
specificitdsa Vizsgélt Kv csatorndk vonatkozdsaban 3 a nagysagrendet is meghaladja. Ennek tiikrében
mi indokolta a sokkal kevésbé elényds eredeti tulajdonsagokkal rendelkezé anuroctoxinbdl kiindulni az
egyébként braviros eredménnyel jaré peptid—szerkezet médositasos kisérletsorozatban?

A Css20 és AnTx toxinokndl leirt szelektivitdst meghatdrozé tényez6k alapjan megvizsgalva a Vm24
szekvenciajat a kévetkez6ket taldljuk: A Vm24-ben az AnTx 16 és 17-es pozicidjanak megfelel6 18 és 19-
es pozicibkban A illetve Q szerepelnek. A disszertacibban bemutatott tablazat alapjan a 18-asnak
megfeleld poziciéban alanin az dtmeneti szelektivitasu toxinokban taldlhatd, mig a 19-esnek megfeleld
pozicidban glutamin a Kv1.2-szelektiv toxinokra jellemzé. A diad mésodik pozicidjaban Y34 taldlhaté, azaz
a Kv1.2-szelektiv toxinokra jellemzé tirozin.

Természetesen egy-egy mutdcid funkcidra valé hatasa nem josolhaté egyértelmiien, és ez kiilénosen igaz
a mutéaciék kombinacidjara, de a Vm24 fenti tulajdonsédgai, szekvenciaanalizisiink, és az AnTx-en
sikeresen végrehajtott mutacidk alapjan dgy tiinik, hogy b6ven van potencidl a Vm24 Kv1.3 iranti
szelektivitdsanak javitasara példaul az A18D, Q19A és a Y34T mutécidk létrehozdsaval, vagy ezek
kombindldsaval. Eredményeink szerint ugyanis a Vm24 szekvencidja e mutécidkkal jobban hasonlitana a
nagy Kv1.3-szelektivitasu toxinokéra.

Harom dolog magyarazza, hogy mégsem a Vm24-en hajtottuk végre ezeket a szelektivitas javitasat célzo
mutacidkat:

1. AVm?24 2.9 pM-os disszociaciés dllandéval gatolta a Kv1.3 csatornat, mig a Kv1.2 csatornan még 1 nM-
os koncentréacidban is csak 19 %-os gatlast okozott. Ez legalabb 1500-szoros szelektivitast jelent a Kv1.3
irdnyaban a Kv1.2-h6z képest, ami béven meghaladja a terapias alkalmazashoz javasolt minimum 100-
szoros kiilénbséget. A tébbi vizsgalt csatorna iranyaban ez az ardny még nagyobb volt, igy nem éreztiik
sziikségességét a toxin szelektivitdsanak tovabbi javitasat. Ezt a gyakorlatban az egereken elvégzett
toxicitdsi tesztek bizonyitottak, melyekben sem a teljes méreg, sem a tisztitott toxin nem okozott
toxicitdsi tiineteket még 10 mg / kg koncentracié esetén sem, melyek mas csatornakkal torténd
keresztreakciok esetén felléphetnének.

2. Id6rendben 2005-ben jelent meg az eredeti, vad-tipust anuroctoxint leiré kézleményiink, 2008-ban
pedig a Css20 toxint leiré kdzleményiink, melyben részletesen osszehasonlitottuk ismert toxinok
szekvenciajat, és azonositottunk a Kv1.2 és 1.3 csatornak kozotti szelektivitdst meghatéarozé jellemzéket.
Bar ebben az id6ben mar folytak a kisérletek a Vm24 toxinnal is, kézenfekvébbnek tlint a , proof of
concept” kisérleteket egy olyan toxinon elvégezni, melyr6l mar léteztek publikalt eredmények, és
hasonlé nagysagrendben gétolta a Kv1.2 és 1.3 csatorndkat. Ezen feliil a Vm24 toxinnal épp az extrém
magas affinitasa, és az emiatt alkalmazott nagyon alacsony koncentraciék miatt igen kériilményes és



hosszadalmas volt a munka, mivel mind a bemosddasi, mind a kimosddasi kinetikak nagyon lasstak
voltak.

3. A Vm24-re a mexikdi Prof. Possanival nemzetkozi szabadalmat nyujtottunk be, mely jellemzéen sok
éven 4t elh(iz6dd folyamat, és a kutatasi eredmények nyilvanossa tételét erésen korlatozza. igy nem tiint
célszeriinek e toxinnal végezni a szelektivitési kisérleteket. Emellett, a potencialis gyakorlati felhasznalast
hangsulyozando, a Vm24-nél inkdbb az in vivo kisérletekre koncentrdltunk.

6/ A Nav1l.5 négy eltéré VSD-jének fluoreszcens jeldlésével lehetdvé valt az egyes VSD-k mozgasainak
kévetése a ms-os idGtartomanyban és ezek oOsszehasonlitisa a csatorna vezetGképességének
valtozasaval. A fluoreszcencia valtozds eredményei értelmezheték-e tgy, hogy az l-es és ll—es VSD
esetében a depolarizaciora, ill. az azt kdvetd repolarizaciora kapott fesziiltségfiiggd valtozasnak nincs
hiszterézise, mig lll-as VSD esetében a steady state inaktivacids (SSI) mérési koriilmények kozott van,
és a visszatérés sebességét befolyasolja a depolarizalt dllapotban eltoltétt id6?

Valdban errél van szd. A kapuzasi toltés immobilizacidjat mar 40 éve leirtdk Nav csatornakban, ami azt
jelenti, hogy kell6en hosszu, inaktivéciot okozé depolarizaciot kovetGen a repolarizacié soran a kapuzasi
toltés egy része lassabban tér vissza. A hagyomanyos arammérés azonban nem alkalmas arra, hogy
ennek okat a VSD-k szintjén feltarja. VCF méréseinkkel viszont megmutattuk, hogy mig a DI és DIl VSD-k
gyorsan, a depolarizacié hosszatdl fiiggetleniil térnek vissza a nyugalmi allapotba, addig a DIll Iényegesen
lassabban, és a depolarizacié id6tartamatdl fiiggs sebességgel tér vissza. Erdekes médon a DIV, ami az
inaktivacio kialakuldsaért felel6s domén, bar lassan, de a depolarizacid tartamatol fiiggetlen sebességgel
tért vissza. Ez a megfigyelésiink eltér az izomban taldlhaté Nav1.4 csatornan masok altal tapasztaltakkal,
mely szerint mind a DIl és DIV domének mutatjak az inaktivacidé okozta hiszterézist.

Felallitott modelliink szerint a sziv Nav1.5 csatorndjaban a DIl VSD lassu visszatérése hatarozza meg az
inaktivaciobol torténd visszatérést, és igy a reftakter periddus hosszat.

7/ A jelélt amerikai tanulmanyutj an elsajatitotta a voltage clamp fluorimetria megkozelitést, és
hazatérését kévetGen e technikat a Debreceni Egyetemen is beallitotta/meghonositotta. A disszertacio
Eredmény/Megbeszélés részének 5.4—es pontjdban e folyamatban Iévé és tervezett kisérleteket
hdrom pontjat ismerteti vazlatosan. E pontok koziil az egyikrdl néhany elGzetes eredményt is bemutat
(melyek a membran koleszterin tartalma és a Kv csatornak kapuzasa kozotti kélcsonhatasra vilagitanak
réd). A masik két pont csak emlités szintjén szerepel 8-10 sorban, és mindéssze olyan kevéssé
informativ megallapitast tartalmaz, mely szerint az el6zetes eredmények szerint a NSV (novel voltage
sensor) a membranpotencidl valtozasait kozvetiti intracellularis jelatviteli utvonalak felé. Valamint
csak megemlit egy - a disszertaciéban nem szerepl6 Gjonnan beallitott médszert a ,,substituted cystein

accessibility method"-ot. Véleményem szerint az értékes disszertacio végérdl ezek a pontok nem
hianyoztak volna.

A réviden bemutatott projektek valéban nem illeszkednek szorosan a disszertacié témdjahoz, és talan
nem adnak hozzd az értékéhez. Célom ezekkel a rovid szekcidkkal az volt, hogy bemutassam a VCF
technika sokoldali hasznalhatdsagat akar a mar vizsgalt Kv csatorndk, akar az ,,elektromosan néma”, azaz
fesziiltség-érzékeny, de iondaramot nem vezet§ fehérjék miikodésének vizsgdlata soran. Azdta
elfogadasra keriilt a réviden bemutatott, a koleszterin Kv csatorndk kapuzasara kifejtett hatdsanak VCF-
fel torténd vizsgalatardl szolé kdzleményiink, valamint a birdlatok megvélaszoldsdt koévetSen
visszakuildésre keriilt az NVS vizsgalatarol sz616 kézleményiink.

Végezetiil ismét szeretném megkoszonni Professzor Ur értékes birdlatdt, kérdéseit, és kérem Professzor
urat vdlaszaim elfogadasara.
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