A kutatds célja, a kutatasi program rovid ismertetése:

A Kkutatasi program altalanos célkitiizése az ioncsatornak szerepének tisztazasa volt az
immunrendszer sejtjeinek differencialodasaban és proliferacidjaban, kilénds tekintettel a
Kv1.3 és a Ca** aktivalt K* csatornék szerepére. Specifikus célként a munkaterv a kovetkezs
teruleteket jelolte meg: 1: A T sejtek membranjaban talalhatd fesziltsegvezérelt Kv1.3
ioncsatornat specifikusan gatlé peptid toxinok azonositdsa és a toxin csatorna interakcio
biofizikai karakterizaldsa. 2: A T sejtek membrénjaban talalhaté Ca** aktivalt K* csatornait
specifikusan gatlé peptid toxinok azonositasa és a toxin csatorna interakcio biofizikai
karakterizalasa. 3: A fesziiltség fliggé K" csatornak térbeli elrendezédésének vizsgalata a T-
sejtek felszinen, a csatorndk és T-sejt receptort involvalo komplexek molekuléris
kozelségének vizsgalata. 4: A dendritikus sejtek érése és az ioncsatornak plazma membran
expresszidja kozotti kapcsolat vizsgalata. A kutatasi program végrehajtasa soran mind a négy
teruleten jelentés eredményeket értink el, melyeket tematikusan, a celkittizéseknek
megfelelen tagolva mutatok be. A fentiekben vazolt specifikus célok elérésehez sok esetben
Uj metodikai kozelitések es elézetes kiserletek voltak szikségesek, amelyeket a jelen OTKA

tdmogatéas segitségével valositottunk meg és publikaltunk.

Az elért eredmények témakoronkénti ismertetése:

Ad 1./Ad 2. AT sejtek membranjaban talalhaté fesziltsegvezérelt Kv1.3 ioncsatornat
valamint a sejtaktivacioban szintén jelentés szerepet jatsz6 Ca’* aktivalt K" csatornat
specifikusan gatl6 peptid toxinok azonositasaval parhuzamosan a toxinok az ioncsatornak egy
széles repertoarjaval szembeni specificitasat is meghataroztuk. Mivel a Kv1.3 csatornak nagy
affinitasu és szelektivitasu gatldszereinek terapias jelentésége lehet, ezért a Kv1.3 csatornakra
hatékonynak bizonyult toxinokat affinitasuk szerint rendezve ismertetjiik az alabbiakban. A
bemutatott peptid toxinokat kiilénb6zé skorpidk venomjabdl tébb Iépcsés HPLC tisztitassal
izolaltuk mexikoi kollaboratorunk laboratoriumaban.

Az Anurotonus phaiodactylus nevii mexikdi skorpié mérgeébdl Gj, eddig nem ismert
peptid toxint allitottunk el6, amelyet anuroctoxin—nak neveztiink el. Az (j toxin35
aminosavbol all, molekulasulya 4082.8, a molekula térbeli szerkezetét négy diszulfid hid
stabilizdlja. Aminosav szekvencidja valamint a filogenetiakai-klaszter analizis alapjan az
anuroctoxin az alfa-KTx skorpid toxinok hatos szamu csaladjaba sorolhato be, szisztematikus
elnevezése alfa-KTx 6.12. Az anuroctoxin a Kv1.3 csatornak jo gatldszere, a ddzis-hatas

gorbe alapjan szamitott egyensulyi disszociaciés allandé értéke 0,73 nM. A jelentds



affinitasKv1.3 affinitas mellett a toxin igen érdekes farmakoldgiai tulajdonsaga az, hogy a
természetes formajaban igen jelentds szelektivitdssal rendelkezik mas ioncsatornékkal
szemben. A szelektivitasi profil meghatarozasahoz a sziv és keringési rendszer valamint a
kdzponti idegrendszer szempontjabol fontos ioncsatornakat rekombinans technikakkal
heterolog expresszios rendszerben fejeztlk ki. Kimutattuk, hogy az anuroctoxin nem
blokkolja a limfocita aktivacioban a Kv1.3 ioncsatorndk mellett ugyancsak kitiintetett szerepet
jatsz6 Ca* aktivalt IKCal kalium csatornakat. A toxin tovabba nem blokkolja a Shaker IR,
mKv1.1, rKv2.1 csatorndkat, mig a hKv1.2 ioncsatorndhoz egy nagysagrenddel rosszabbul
kotédik mint a Kv1.3-hoz. Az anuroctoxin farmakologiai profilja és Kv1.3 iranti
szelektivitasa az IKCal-el szemben a hasznos immunmodulacids eszkdzok kdzé emelik az U
toxint (absztrakt: Biophysical Journal 86, (2004) 538a; kozlemény: Molecular
Pharmacology 67 (2005) 1034-1044).

A Centruroides elegans Thorell nevii mexikaéi skorpié mergébél 6t peptidet izolaltunk
kromatogréafias eljarassal, amelyek teljes aminosav sorrendjét meghataroztuk Edman
degradacioval. Mind az 6t peptid a Noxiustoxin félék csaladjaba tartozik, szisztematikus
nevik alfa-KTx 2.8 — 2.12, trivialis neviik Cel-Ce5. 39 aminosavat tartalmaznak, kivéve a
Ce3, amelyik csak 38-at. Mindegyik toxin harom diszulfid hiddal rendelkezik, molekula
sulyaik 4255, 4267, 4249 és 4255. Patch-clamp kisérletek azt mutattak, hogy az 6t peptid
koziul a Cel, Ce2 es a Ce4 hatasosan blokkolta a human T limfocita Kv1.3 ioncsatornét,
azonban nem hatott T sejtek IKCal csatornaira. A Kv1.3 blokkot jellemzé Kd-k a kovetkezok
voltak: Cel- 0.70 nM; Ce2-0.25 nM; Ce4-0.98 nM. A Cel, Ce2, Ce4 toxinok gyakorlatilag
nem hatottak a Shaker K* csatornara és a Shab csaladba tartozé rkv2.1-re sem. A kisérletek
sorén tapasztalt IKCal csatornaval szembeni Kv1.3 pozitiv szelektivitas az az Uj toxinokat a
hasznos immunmodulécids eszk6zok soraba emelik (kdzlemény: Toxicon 46 (2005) 418-
429).

A fentiek mellett kromatografias modszerekkel tébb, 35-39 aminosavbdél allé peptid
toxint izolaltunk a Centruroides suffusus suffusus (Css) mexikoi skorpid, valamint a Tityus
stigmurus (Tst) brazil skorpié mérgébol. A toxinok elektrofizioldgiai vizsgalatat elvégeztik.
A Tst26 és Css20 jela toxinokrol megallapitottuk, hogy nagy affinitassal gatoljak a human
limfocitdk Kv1.3 fesziltségfiiggé csatornajat. Az 0Osszes, gatloszerként azonositott toxin
szekvencigjat meghataroztuk. A Tst26 és Css20 toxinok szelektivitasat egyéb kalium
csatornak széles korében megvizsgaltuk, és Kisérleteink szerint a Tst26 igen szelektivnek
tanik, mivel az eddig tesztelt csatornak kozil (Kv1.1, Kvl1.2, Kv1l.5, hERG, IKCal) egyikre

sem fejtett ki szignifikans gatlo hatast 10 nM-os koncentracioban. A Css20 nem tekinthet6



szelektiv Kv1.3 gatloszernek, hiszen legnagyobb hatékonysaggal a Kv1.2 csatornat gatolta
(Kd < 1 nM), majd a Kv1.5 csatornat (Kd = 3 nM), mig hatastalan volt a Kv1.1, IKCal és
hERG csatornékra.

Eredmenyeink alapjan a Tst26 farmakologiai profilja fontos eszkdzzé teheti e toxint az
immunrendszer modulélasaban, kuléndsen olyan esetekben, amikor a Kv1.3 csatorna
szelektiv gatldsa szlkséges, mint példaul a szamos autoimmun betegség kialakuldsaban
szerepet jatszd effektor meméria T sejtek proliferacidjanak gatlasa esetén. Ezzel szemben a
Kv1.5 csatorndkat hatékonyan gatlé Css20 a sziv kisérletes elektrofizioldgiai vizsgalataban
valhat jelent6s eszkdzzé, hiszen a Kv1.5 csatornak  Kkulcsszerepet jatszanak a pitvari
repolarizacioban, s maig nem ismert hatékony és szelektiv gatloszere ennek a csatornanak. E
toxin potencialisan alapjaul szolgélhat pitvari aritmidk kezelésére szolgald gyogyszereknek,
hiszen a kamrai akcios potencial alakitasaban szerepet jatsz0 hERG csatornat nem gatolja. A
Css20 és Tst 26 toxinnal vegzett kiserletes munkank a végsé stadiumaban van, és révid idén
belul kozlemény beadasara készilink mindkét anyagbol.

A csatorna-toxin kolcsonhatas karakterizalasa soran fontos, a kapuzasi atmenethez
tarsuldo konformacid valtozas miatt fontos jelenség az inaktivacio. A Shaker csaladba tartozo
ioncsatornak lassu inaktivaciojanak egyik lényeges meghatarozéja az extracellularis tér
iondsszetétele, ezen belil az extracellularis pH (pH,). A pH, csokkenése a csatorndk nagy
részénél az inaktivacios kinetika gyorsulasat eredményezi. Kivételt képez ez aldl a Kv1.3,
ahol az aram inaktivacios kinetikdja lassul a pH, csokkenésekor. Az eddigi vizsgalatok
valdsziniive tették, hogy a Kv1.3 esetén a 399-es pozicidban talalhato hisztidin reverzibilis
protonacidja lehet felelds az inaktivacio pH-fliggé szabalyozasaért, melynek magyarazatara a
kovetekezé modellt alkottuk. Az inaktivacid lassulasban donté szerepet jatszik a 399-es
pozicidban talalhaté hisztidin protonalodasa, mely elektrosztatikus kdlcsonhatason keresztil
fokozza egy, az inaktivicid sebességét meghatarozd K* kétdhely betoltottségét.
Elképzelésiink szerint a portonalt hisztidinek (alegységenként egy His) elektrosztatikus tere
elektrosztatikus potencialgatat alkot, akadalyozva a K* porusbdl torténd kijutasat. Ez noveli a
K*-kotohely telitettségét, s ezzel lassitja az inaktivacio sebességét. A kolcsonhatas
elektrosztatikus voltat magas ionerdsségii oldat hasznéalataval és a Ba®* gatlési kinetikéajanak
pHo-fliggé vizsgalataval igazoltuk. Kisérleteinkben a vad tipusd Kv1.3 csatornak mellett
olyan mutans csatornakat hasznaltunk, melyek a pH,-tol fliggetlentl neutralis vagy permanens
pozitiv toltessel rendelkezé aminosav-oldallancokat tartalmaznak a kritikus 399-es pozicidban
(k6zlemeny: Am.J.Physiol.Cell. Physiol 287 (2004) 1067-76; absztraktok: Biophysical J.
88 (2005) 278 A; Biophysical J. 90 (2006) 1127-Pos/B294).



Tovabbi kiserleteink soran a Shaker-tipust kalium ioncsatornédk lassu inaktivaciojaért
és aktivaciojaért felelos fehérje régiok un. inaktivacios és aktivacids kapuk kozti csatolast
kivantuk feltérképezni. Kisérleteink soran a csatornafehérje porus régidjanak cisztein-
mutacios mddositasaval tanulmanyoztuk az aktivacios kapu allapotainak megvaltozasat az
ioncsatorna inaktivalt allapotaban. Kimutattuk, hogy az aktivacios kapu zart és nyitott
allapotba torténé atmenete az inaktivacios kapu allapotéatol fligg:az inaktivacids kapu zért
allapota az aktivacios kapu gyorsabb kinyilasat és lassabb bezarodésat eredményezi. Tovabba
azt is meghataroztuk, hogy a hiperpolarizacio soran az aktivacios kapu meg az inaktivaciébdl
torténé visszaterés elott zart konformacioba kertl. Mivel a kalium csatornak hasonld
aktivacids és inaktivacios kapuzasi mechanizmussal rendelkeznek, igy valdszini, hogy az
aktivacios és inaktivacios kapu kozotti csatoléds alapveté tényezé a sejtmembranon atdramlé
ionfluxus szabalyozasaban (kézlemény: J Gen Physiol. 128 (2006) 547-59).

A human limfocita ioncsatornakkal kapcsolatos biofizikai és farmakologiai
vizsgalataink nyomén a Current Pharmaceutical Design folydiratban felkéréesre irt cikkiinkben
osszefoglaltuk a T sejtek dominans fesziltség-fliggé kalium ioncsatorngjanak a Kvl.3-nak,
valamint az intracellularis Ca** aktivélt IKCal kalium ioncsatornajéanak élettani szerepérdl
felhalmozott ismereteket, elért kutatasi eredmenyeinket (review kozlemény: Curr Pharm
Des. 12 (2006) 2199-220)

Ad 3. A kiilénb6zé Kv1.3 csatorna gatlok indirekt hatésa a Ca®* jelre és a limfocita
proliferaciora mar régota ismert. Kiserletes munkank soran azt a hipotézist vetettik fel, hogy
a Kv1.3 csatornak kozvetlenil az immunoldgiai szinapszis funkcidjanak maodositasan
keresztll is Kkifejthetik élettani szabalyozé szerepiiket, a csatorndk részei lehetnek az
immunoldgiai szinapszisnak.

A Kv1.3 csatorndk membranbeli lokalizaciojat T sejtek plazma membranjaban FLAG
epitopot kodolé Kvl1.3 csatorna gén alkalmazasaval térképeztik fel. A FLAG epitop
klonozésa a csatorna génbe lehetévé tette az expresszalt csatorndk antitestekkel torténo
specifikus jelolését az extracellularis tér fel6l. A csatorndk membranbeli eloszlasat kolloidalis
arannyal konjugélt antitestek alkalmazasat kovetéen készitett elektron mikroszkopos kepek
analizisével hataroztuk meg. Eredményeink arra mutatnak ra, hogy a csatornédk eloszlasa a
membranban nem véletlen szerii, karakterisztikus mintazatot mutat. Konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszkdpias képeink azt mutattdk, hogy a fluoreszcenciésan jelolt Kv1.3/FLAG csatornak
és a T sejt receptor integrans résészét képz6 CD3 molekulak atfedé6 membran doménekben
helyezkednek el, amit a keresztkorrelacios szamitassal is igazoltunk. A Kv1.3/FLAG és CD3

molekulak aramlasi citometrias fluoreszcencia rezonancia energia transzfer méréseink szerint



igen szoros kapcsolatban, molekularis kozelségben (2-10 nm) allnak egymassal, amire a
jelentds energia transzfer hatasfok utalt. (kézlemény: Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 100 (2003)
2592-2597). Az észlelés Ujszertiségére utal, hogy a cikk megjelenését kovetéen a
Trends.Pharmacol.Sci.  folyoirat Research News részlegében kozoltek recenziot
eredményeinkrol.

A Kkutatasi téma kidolgozasa soran, kilondsen a korabbi részjelentésekben taglalt
ioncsatorndkat és immun-receptorokat érinté sejtfelszini topologiai meghatarozasokhoz,
jelent6s technikai fejlesztéseket kellett végeznink. A Kv1.3 ioncsatornak sejtfelszini
eloszlasanak vizsgalataval kapcsolatosan igen nagy jelentéségiiek voltak a Fluoreszcencia
Rezonancia Energia Transzfer (FRET) segitségével végzett tdvolsag mérések. A mérési
eredmeények kiértékelésére specialis szdmitogép programot fejlesztettiink ki (kozlemény:
Computer Methods Programs Biomed. 75 (2004) 201-11). Ezen talmenden tovabbi Uj
modszereket dolgoztunk ki 1./ a Fluoreszcencia Rezonancia energia Transzfer mérések
analizalaséra (kozlemény: Cytometry Part A 67A (2005) 119-128); 2./ a csatorna kdzelség
meghatdrozasara a toxin kotédes nanorészecskék altali lassitdsa alapjan (kozlemény: Eur.
Biophys. J. (2005) 127-143); 3./ receptor trimérek sejtfelszini meghatarozasa aramlasi
citometrias fluoreszencia energia homotranszfer merésekkel (kézlemény: Biochim. Biophys.
Acta 1744 (2005) 176-198); 4./ nanorészecske energia transzfer mérésére a sejtfelszinen
(k6zlemény: J. Mol. Recognit 18 (2005) 236-253).

E modszerek alkalmazasaval a Kv1.3 csatornak lokalizacidjat vizsgaltuk citioxikus T
limfocitak és target sejtek kozotti interakcio soran. Az allogén aktivalt citotxikus T limfocitak
(CTL) ioncsatornainak biofizikai és farmakologia karakterizalasa alapjan megéllapitottuk,
hogy ezen sejtek nagy mennyiségben fejeznek ki Kv1.3 csatornakat (kb 1500 csatorna/sejt)
nyugvo, CD8" citotoxikus sejtekhez képest (500-800 csatorna/sejt). Ennek megfelelden,
fluoreszcencids aton, extracellularis epitopon keresztll jeldlheté Kv1.3/FLAG csatornak
transzfekcioja az allogén aktivalt CTL sejtekbe olyan csatorndk expresszidjat jelentette, mely
a nativ (nem transzfektalt) sejtekben is megtalalhaté. Konfokalis lézer-pasztazd
mikroszkopias kepeink azt mutattak, hogy a fluoreszcenciasan jelélt Kv1.3/FLAG csatornak
egyenetlenil oszlanak el a CTL-ek felszinén, mely megfigyelés megerésitette korabbi, Jurkat
limfocitdkon elvégzett Kisérleteink eredményét. Citotxikus sejt es target sejt konjugatumok
vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a Kv1.3/[FLAG csatorndk a két sejt &ltal képzett
immunologiai szinapszisba (1S) rendezédik at, a csatornék polarizalt expressziot mutatnak. A
csatornak az esetek egy részében a két sejt kozotti kontakt-felszinen halmozodnak fel, mig

mas esetekben az IS-t dvszeriien veszik koril. A ketfajta elrendezédeés nagyon hasonlit az 1S-t



kialakito egyéb molekuldk a szinapszis érése soran leirt dinamikus atrendezédesere. A Kv1.3
csatornak a Jurkat sejtekhez hasonléan CTL sejtekben is a T sejt receptor integrans részét
képz6é CD3 molekuldk atfedé6 membran doménekben helyezkednek el, amit keresztkorrelacio
szamitassal is igazoltunk. Akceptor fotokioltason alapul6 energia transzfer méréseink szerint a
két molekula igen szoros kapcsolatban, molekularis kozelségben (2-10 nm) all egymassal
kontaktust nem képzé CTL sejteken. A CD3 és a Kv1.3/FLAG molekuldk kozotti energia
transzfer a szinapszist képzé sejtekben csokken, ami a Kv1.3 csatorndk és a T-sejt
receptor/CD3 egymashoz képesti atrendezodését jelenti az immunoldgiai szinapszis
kialakitasa soran. A Kv1.3 csatornak dinamikus atrendezédésének egyik mechanizmusa a
Kv1.3/FLAG és lipid raft marker CTX (fluoreszcenciasan jeldlt kolera toxin B alegység)
kolokalizaciojanak vizsgalataval. Megallapitottuk, hogy a lipid raftok és a Kv1.3 csatornak
fluoreszcencias jele kozott szignifikans keresztkorrelacio van (~0.5), mig a lipid raftokhoz
nem asszociélodoé transzferrin receptor sem a CTX-el sem pedig a Kv1.3/FLAG csatornakkal
nem mutat kolokalozaciot (keresztkorrelacié <0.1 mindkét esetben). (kdzlemény:
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 100:2592-2597, 2003; absztrakt: Biophys J 86:540A. 2004).

Eredmenyeink alapjan olyan modellt allitottunk fel, melyben a Kv1.3 csatorndk és T
sejt receptor (valamint a hozza asszocialt potein kindzok és foszfatazok) molekularis
kozelsége az immunoldgiai szinapszisban lejatszodo antigén felismerési folyamat reciprok
szabalyozasat teszi lehetéve, azaz, a csatornak foszforilacios szabalyozasa mellett a membran
modulélva ezzel az IS funkciojat. (kdzlemények: Immunol.Lett. 92 (2004) 55-66 ; Trends
Immunol. 25 (2004) 565-569; Mol Intervent 4 (2004) 251-254).

Ad. 4. A myeloid dendritikus sejtek a professzionalis antigén prezentalo sejtek
specialis képvisel6i. Vizsgalatokat végeztink KG-1 sejteken, amelyek morfologiai és
fiziologiai szempontbdl igen hasonlitanak a kulonb6z6 érési fazisban 1évé myeloid
dendritikus sejtekhez. Azt tapasztaltuk, hogy ezek a sejtek a minden érési fazisukban
kifejeznek id6 és fesziiltsegfuggetlen Charybdotoxin érzékeny, intracellularis kalcium
koncentracid altal szabalyozott ioncsatornakat (k6zlemény: Immunol. Lett. 92 (2004) 97-
106). Vizsgaltuk tovabba a periférias vérbol nyert monocitak érett dendritikus sejtté térténd in
vitro differencialodasa és sejtfelszini csatorndk expresszidja kozotti kapcsolatot. A
monocitakat differencialodasat illetve stimulalasat az irodalombdl megismert modszerek
alapjan végeztiik. A sejtek iondramait a patch-clamp technika teljes-sejt konfiguraciojaban,

fesziultség-zar Uzemmddban mertik. A sejtek immunfenotipusat jellemzé sejtfelszini



markerek eloszlasat immunofluoreszcens modszerrel, aramlasi citométer és konfokalis
mikroszkop segitségével végeztiik.

A monocitakbol nyert éretlen dendritikus sejteken fesziltség kapuzott, tetrodotoxin
érzékeny (Ky=55 nM), gyorsan aktivalodé és inaktivalodd Na® konduktanciat talaltunk. Az
érett sejteken egy kifelé iranyulo, fesziiltség kapuzott K* aram jelent meg, mely jellemzéit
farmakoldgiai (margatoxinnal, tetraetil-ammoniummal és charybdotoxin-nal) és biofizikai
modszerekkel karakterizaltuk. RT-PCR segitségével sikerilt alatdamasztanunk, hogy az éretlen
dendritikus sejtek NaV1.7 natrium, mig az érettek Kv1.3 kalium ioncsatornat fejeznek Ki
(absztrakt: 51 Annu. Meeting of the Am. Biophys. Soc. Baltimore, USA. March 3-7,
2007)

Egyeb, modszertani jellegi eredmények: Fenti eredmeényeinkkel kbzvetlendl
0sszefligg az ioncsatorndknak az 6regedés folyamataban jatszott szerepét taglald
kdzleményink, a technikailag jelentés eredmény a hallds mechanizmusaban alapvet6 szerepet
jatszo Deiters és szérsejtek biomechanikai és patch-clamp vizsgalata soran, valamint az A2
adenozin receptor antagonistak farmakoldgiai vizsgalata (k6zlemények: Exp. Gerontol. 38
(2003) 231-236; Pflugers Arch. 447 (2003) 328-336; J. Pharmacol. Sci. 93 (2003) 356-363;
Pflugers Arch. 452 (2006) 332-41).
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