
A kutatás célja, a kutatási program rövid ismertetése:

A kutatási program általános célkitűzése az ioncsatornák szerepének tisztázása volt az

immunrendszer sejtjeinek differenciálódásában és proliferációjában, különös tekintettel a

Kv1.3 és a Ca2+ aktivált K+ csatornák szerepére. Specifikus célként a munkaterv a következő

területeket jelölte meg: 1: A T sejtek membránjában található feszültségvezérelt Kv1.3

ioncsatornát specifikusan gátló peptid toxinok azonosítása és a toxin csatorna interakció

biofizikai karakterizálása. 2: A T sejtek membránjában található Ca2+ aktivált K+ csatornáit

specifikusan gátló peptid toxinok azonosítása és a toxin csatorna interakció biofizikai

karakterizálása. 3: A feszültség függő K+ csatornák térbeli elrendeződésének vizsgálata a T-

sejtek felszínen, a csatornák és T-sejt receptort involváló komplexek molekuláris

közelségének vizsgálata. 4: A dendritikus sejtek érése és az ioncsatornák plazma membrán

expressziója közötti kapcsolat vizsgálata. A kutatási program végrehajtása során mind a négy

területen jelentős eredményeket értünk el, melyeket tematikusan, a célkitűzéseknek

megfelelően tagolva mutatok be. A fentiekben vázolt specifikus célok eléréséhez sok esetben

új metodikai közelítések és előzetes kísérletek voltak szükségesek, amelyeket a jelen OTKA

támogatás segítségével valósítottunk meg és publikáltunk.

Az elért eredmények témakörönkénti ismertetése:

Ad 1./Ad 2. A T sejtek membránjában található feszültségvezérelt Kv1.3 ioncsatornát

valamint a sejtaktivációban szintén jelentős szerepet játszó Ca2+ aktivált K+ csatornát

specifikusan gátló peptid toxinok azonosításával párhuzamosan a toxinok az ioncsatornák egy

széles repertoárjával szembeni specificitását is meghatároztuk. Mivel a Kv1.3 csatornák nagy

affinitású és szelektivitású gátlószereinek terápiás jelentősége lehet, ezért a Kv1.3 csatornákra

hatékonynak bizonyult toxinokat affinitásuk szerint rendezve ismertetjük az alábbiakban. A

bemutatott peptid toxinokat különböző skorpiók venomjából több lépcsős HPLC tisztítással

izoláltuk mexikói kollaborátorunk laboratóriumában.

Az Anurotonus phaiodactylus nevű mexikói skorpió mérgéből új, eddig nem ismert

peptid toxint állítottunk elő, amelyet anuroctoxin–nak neveztünk el. Az új toxin35

aminosavból áll, molekulasúlya 4082.8, a molekula térbeli szerkezetét négy diszulfid híd

stabilizálja. Aminosav szekvenciája valamint a filogenetiakai-klaszter analízis alapján az

anuroctoxin az alfa-KTx skorpió toxinok hatos számú családjába sorolható be, szisztematikus

elnevezése alfa-KTx 6.12. Az anuroctoxin a Kv1.3 csatornák jó gátlószere, a dózis-hatás

görbe alapján számított egyensúlyi disszociációs állandó értéke 0,73 nM. A jelentős
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affinitásKv1.3 affinitás mellett a toxin igen érdekes farmakológiai tulajdonsága az, hogy a

természetes formájában igen jelentős szelektivitással rendelkezik más ioncsatornákkal

szemben. A szelektivitási profil meghatározásához a szív és keringési rendszer valamint a

központi idegrendszer szempontjából fontos ioncsatornákat rekombináns technikákkal

heterológ expressziós rendszerben fejeztük ki. Kimutattuk, hogy az anuroctoxin nem

blokkolja a limfocita aktivációban a Kv1.3 ioncsatornák mellett ugyancsak kitüntetett szerepet

játszó Ca2+ aktivált IKCa1 kálium csatornákat. A toxin továbbá nem blokkolja a Shaker IR,

mKv1.1, rKv2.1 csatornákat, míg a hKv1.2 ioncsatornához egy nagyságrenddel rosszabbul

kötődik mint a Kv1.3-hoz. Az anuroctoxin farmakológiai profilja és Kv1.3 iránti

szelektivitása az IKCa1-el szemben a hasznos immunmodulációs eszközök közé emelik az új

toxint (absztrakt: Biophysical Journal 86, (2004) 538a; közlemény: Molecular

Pharmacology 67 (2005) 1034-1044).

A Centruroides elegans Thorell nevű mexikói skorpió mérgéből öt peptidet izoláltunk

kromatográfiás eljárással, amelyek teljes aminosav sorrendjét meghatároztuk Edman

degradációval. Mind az öt peptid a Noxiustoxin félék családjába tartozik, szisztematikus

nevük alfa-KTx 2.8 – 2.12, triviális nevük Ce1-Ce5. 39 aminosavat tartalmaznak, kivéve a

Ce3, amelyik csak 38-at. Mindegyik toxin három diszulfid híddal rendelkezik, molekula

súlyaik 4255, 4267, 4249 és 4255. Patch-clamp kísérletek azt mutatták, hogy az öt peptid

közül a Ce1, Ce2 és a Ce4 hatásosan blokkolta a humán T limfocita Kv1.3 ioncsatornát,

azonban nem hatott T sejtek IKCa1 csatornáira. A Kv1.3 blokkot jellemző Kd-k a következők

voltak: Ce1- 0.70 nM; Ce2-0.25 nM; Ce4-0.98 nM. A Ce1, Ce2, Ce4 toxinok gyakorlatilag

nem hatottak a Shaker K+ csatornára és a Shab családba tartozó rKv2.1-re sem. A kísérletek

során tapasztalt IKCa1 csatornával szembeni Kv1.3 pozitív szelektivitás az az új toxinokat a

hasznos immunmodulációs eszközök sorába emelik (közlemény: Toxicon 46 (2005) 418-

429).

A fentiek mellett kromatográfiás módszerekkel több, 35-39 aminosavból álló peptid

toxint izoláltunk a Centruroides suffusus suffusus (Css) mexikói skorpió, valamint a Tityus

stigmurus (Tst) brazil skorpió mérgéből. A toxinok elektrofiziológiai vizsgálatát elvégeztük.

A Tst26 és Css20 jelű toxinokról megállapítottuk, hogy nagy affinitással gátolják a humán

limfociták Kv1.3 feszültségfüggő csatornáját. Az összes, gátlószerként azonosított toxin

szekvenciáját meghatároztuk. A Tst26 és Css20 toxinok szelektivitását egyéb kálium

csatornák széles körében megvizsgáltuk, és kísérleteink szerint a Tst26 igen szelektívnek

tűnik, mivel az eddig tesztelt csatornák közül (Kv1.1, Kv1.2, Kv1.5, hERG, IKCa1) egyikre

sem fejtett ki szignifikáns gátló hatást 10 nM-os koncentrációban. A Css20 nem tekinthető



szelektív Kv1.3 gátlószernek, hiszen legnagyobb hatékonysággal a Kv1.2 csatornát gátolta

(Kd < 1 nM), majd a Kv1.5 csatornát (Kd ≈ 3 nM), míg hatástalan volt a Kv1.1, IKCa1 és

hERG csatornákra.

Eredményeink alapján a Tst26 farmakológiai profilja fontos eszközzé teheti e toxint az

immunrendszer modulálásában, különösen olyan esetekben, amikor a Kv1.3 csatorna

szelektív gátlása szükséges, mint például a számos autoimmun betegség kialakulásában

szerepet játszó effektor memória T sejtek proliferációjának gátlása esetén. Ezzel szemben a

Kv1.5 csatornákat hatékonyan gátló Css20 a szív kísérletes elektrofiziológiai vizsgálatában

válhat jelentős eszközzé, hiszen a Kv1.5 csatornák kulcsszerepet játszanak a pitvari

repolarizációban, s máig nem ismert hatékony és szelektív gátlószere ennek a csatornának. E

toxin potenciálisan alapjául szolgálhat pitvari aritmiák kezelésére szolgáló gyógyszereknek,

hiszen a kamrai akciós potenciál alakításában szerepet játszó hERG csatornát nem gátolja. A

Css20 és Tst 26 toxinnal végzett kísérletes munkánk a végső stádiumában van, és rövid időn

belül közlemény beadására készülünk mindkét anyagból.

A csatorna-toxin kölcsönhatás karakterizálása során fontos, a kapuzási átmenethez

társuló konformáció változás miatt fontos jelenség az inaktiváció. A Shaker családba tartozó

ioncsatornák lassú inaktivációjának egyik lényeges meghatározója az extracelluláris tér

ionösszetétele, ezen belül az extracelluláris pH (pHo). A pHo csökkenése a csatornák nagy

részénél az inaktivációs kinetika gyorsulását eredményezi. Kivételt képez ez alól a Kv1.3,

ahol az áram inaktivációs kinetikája lassul a pHo csökkenésekor. Az eddigi vizsgálatok

valószínűvé tették, hogy a Kv1.3 esetén a 399-es pozícióban található hisztidin reverzibilis

protonációja lehet felelős az inaktiváció pH-függő szabályozásáért, melynek magyarázatára a

követekező modellt alkottuk. Az inaktiváció lassulásban döntő szerepet játszik a 399-es

pozícióban található hisztidin protonálódása, mely elektrosztatikus kölcsönhatáson keresztül

fokozza egy, az inaktiváció sebességét meghatározó K+ kötőhely betöltöttségét.

Elképzelésünk szerint a portonált hisztidinek (alegységenként egy His) elektrosztatikus tere

elektrosztatikus potenciálgátat alkot, akadályozva a K+ pórusból történő kijutását. Ez növeli a

K+-kötőhely telítettségét, s ezzel lassítja az inaktiváció sebességét. A kölcsönhatás

elektrosztatikus voltát magas ionerősségű oldat használatával és a Ba2+ gátlási kinetikájának

pHo-függő vizsgálatával igazoltuk. Kísérleteinkben a vad típusú Kv1.3 csatornák mellett

olyan mutáns csatornákat használtunk, melyek a pHo-tól függetlenül neutrális vagy permanens

pozitív töltéssel rendelkező aminosav-oldalláncokat tartalmaznak a kritikus 399-es pozícióban

(közlemény: Am.J.Physiol.Cell. Physiol 287 (2004) 1067-76; absztraktok: Biophysical J.

88 (2005) 278 A; Biophysical J. 90 (2006) 1127-Pos/B294).



További kísérleteink során a Shaker-típusú kálium ioncsatornák lassú inaktivációjáért

és aktivációjáért felelős fehérje régiók ún. inaktivációs és aktivációs kapuk közti csatolást

kívántuk feltérképezni. Kísérleteink során a csatornafehérje pórus régiójának cisztein-

mutációs módosításával tanulmányoztuk az aktivációs kapu állapotainak megváltozását az

ioncsatorna inaktivált állapotában. Kimutattuk, hogy az aktivációs kapu zárt és nyitott

állapotba történő átmenete az inaktivációs kapu állapotától függ:az inaktivációs kapu zárt

állapota az aktivációs kapu gyorsabb kinyílását és lassabb bezáródását eredményezi. Továbbá

azt is meghatároztuk, hogy a hiperpolarizáció során az aktivációs kapu még az inaktivációból

történő visszatérés előtt zárt konformációba kerül. Mivel a kálium csatornák hasonló

aktivációs és inaktivációs kapuzási mechanizmussal rendelkeznek, így valószínű, hogy az

aktivációs és inaktivációs kapu közötti csatolás alapvető tényező a sejtmembránon átáramló

ionfluxus szabályozásában (közlemény: J Gen Physiol. 128 (2006) 547-59).

A humán limfocita ioncsatornákkal kapcsolatos biofizikai és farmakológiai

vizsgálataink nyomán a Current Pharmaceutical Design folyóiratban felkérésre írt cikkünkben

összefoglaltuk a T sejtek domináns feszültség-függő kálium ioncsatornájának a Kv1.3-nak,

valamint az intracelluláris Ca2+ aktivált IKCa1 kálium ioncsatornájának élettani szerepéről

felhalmozott ismereteket, elért kutatási eredményeinket (review közlemény: Curr Pharm

Des. 12 (2006) 2199-220)

Ad 3. A különböző Kv1.3 csatorna gátlók indirekt hatása a Ca2+ jelre és a limfocita

proliferációra már régóta ismert. Kísérletes munkánk során azt a hipotézist vetettük fel, hogy

a Kv1.3 csatornák közvetlenül az immunológiai szinapszis funkciójának módosításán

keresztül is kifejthetik élettani szabályozó szerepüket, a csatornák részei lehetnek az

immunológiai szinapszisnak.

A Kv1.3 csatornák membránbeli lokalizációját T sejtek plazma membránjában FLAG

epitópot kódoló Kv1.3 csatorna gén alkalmazásával térképeztük fel. A FLAG epitóp

klónozása a csatorna génbe lehetővé tette az expresszált csatornák antitestekkel történő

specifikus jelölését az extracelluláris tér felől. A csatornák membránbeli eloszlását kolloidális

arannyal konjugált antitestek alkalmazását követően készített elektron mikroszkópos képek

analízisével határoztuk meg. Eredményeink arra mutatnak rá, hogy a csatornák eloszlása a

membránban nem véletlen szerű, karakterisztikus mintázatot mutat. Konfokális lézer-pásztázó

mikroszkópiás képeink azt mutatták, hogy a fluoreszcenciásan jelölt Kv1.3/FLAG csatornák

és a T sejt receptor integráns résészét képző CD3 molekulák átfedő membrán doménekben

helyezkednek el, amit a keresztkorrelációs számítással is igazoltunk. A Kv1.3/FLAG és CD3

molekulák áramlási citometriás fluoreszcencia rezonancia energia transzfer méréseink szerint



igen szoros kapcsolatban, molekuláris közelségben (2-10 nm) állnak egymással, amire a

jelentős energia transzfer hatásfok utalt. (közlemény: Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 100 (2003)

2592-2597). Az észlelés újszerűségére utal, hogy a cikk megjelenését követően a

Trends.Pharmacol.Sci. folyóirat Research News részlegében közöltek recenziót

eredményeinkről.

A kutatási téma kidolgozása során, különösen a korábbi részjelentésekben taglalt

ioncsatornákat és immun-receptorokat érintő sejtfelszíni topológiai meghatározásokhoz,

jelentős technikai fejlesztéseket kellett végeznünk. A Kv1.3 ioncsatornák sejtfelszíni

eloszlásának vizsgálatával kapcsolatosan igen nagy jelentőségűek voltak a Fluoreszcencia

Rezonancia Energia Transzfer (FRET) segítségével végzett távolság mérések. A mérési

eredmények kiértékelésére speciális számítógép programot fejlesztettünk ki (közlemény:

Computer Methods Programs Biomed. 75 (2004) 201-11). Ezen túlmenően további új

módszereket dolgoztunk ki 1./ a Fluoreszcencia Rezonancia energia Transzfer mérések

analizálására (közlemény: Cytometry Part A 67A (2005) 119-128); 2./ a csatorna közelség

meghatározására a toxin kötődés nanorészecskék általi lassítása alapján (közlemény: Eur.

Biophys. J. (2005) 127-143); 3./ receptor trimérek sejtfelszíni meghatározása áramlási

citometriás fluoreszencia energia homotranszfer mérésekkel (közlemény: Biochim. Biophys.

Acta 1744 (2005) 176-198); 4./ nanorészecske energia transzfer mérésére a sejtfelszínen

(közlemény: J. Mol. Recognit 18 (2005) 236-253).

E módszerek alkalmazásával a Kv1.3 csatornák lokalizációját vizsgáltuk citioxikus T

limfociták és target sejtek közötti interakció során. Az allogén aktivált citotxikus T limfociták

(CTL) ioncsatornáinak biofizikai és farmakológia karakterizálása alapján megállapítottuk,

hogy ezen sejtek nagy mennyiségben fejeznek ki Kv1.3 csatornákat (kb 1500 csatorna/sejt)

nyugvó, CD8+ citotoxikus sejtekhez képest (500-800 csatorna/sejt). Ennek megfelelően,

fluoreszcenciás úton, extracelluláris epitópon keresztül jelölhető Kv1.3/FLAG csatornák

transzfekciója az allogén aktivált CTL sejtekbe olyan csatornák expresszióját jelentette, mely

a natív (nem transzfektált) sejtekben is megtalálható. Konfokális lézer-pásztázó

mikroszkópiás képeink azt mutatták, hogy a fluoreszcenciásan jelölt Kv1.3/FLAG csatornák

egyenetlenül oszlanak el a CTL-ek felszínén, mely megfigyelés megerősítette korábbi, Jurkat

limfocitákon elvégzett kísérleteink eredményét. Citotxikus sejt és target sejt konjugátumok

vizsgálatakor azt tapasztaltuk, hogy a Kv1.3/FLAG csatornák a két sejt által képzett

immunológiai szinapszisba (IS) rendeződik át, a csatornák polarizált expressziót mutatnak. A

csatornák az esetek egy részében a két sejt közötti kontakt-felszínen halmozódnak fel, míg

más esetekben az IS-t övszerűen veszik körül. A kétfajta elrendeződés nagyon hasonlít az IS-t



kialakító egyéb molekulák a szinapszis érése során leírt dinamikus átrendeződésére. A Kv1.3

csatornák a Jurkat sejtekhez hasonlóan CTL sejtekben is a T sejt receptor integráns részét

képző CD3 molekulák átfedő membrán doménekben helyezkednek el, amit keresztkorreláció

számítással is igazoltunk. Akceptor fotokioltáson alapuló energia transzfer méréseink szerint a

két molekula igen szoros kapcsolatban, molekuláris közelségben (2-10 nm) áll egymással

kontaktust nem képző CTL sejteken. A CD3 és a Kv1.3/FLAG molekulák közötti energia

transzfer a szinapszist képző sejtekben csökken, ami a Kv1.3 csatornák és a T-sejt

receptor/CD3 egymáshoz képesti átrendeződését jelenti az immunológiai szinapszis

kialakítása során. A Kv1.3 csatornák dinamikus átrendeződésének egyik mechanizmusa a

Kv1.3 lipid mikrodomén (lipid raft) asszociációja lehet, melyet kísérletesen teszteltünk

Kv1.3/FLAG és lipid raft marker CTX (fluoreszcenciásan jelölt kolera toxin B alegység)

kolokalizációjának vizsgálatával. Megállapítottuk, hogy a lipid raftok és a Kv1.3 csatornák

fluoreszcenciás jele között szignifikáns keresztkorreláció van (~0.5), míg a lipid raftokhoz

nem asszociálódó transzferrin receptor sem a CTX-el sem pedig a Kv1.3/FLAG csatornákkal

nem mutat kolokalozációt (keresztkorreláció <0.1 mindkét esetben). (közlemény:

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 100:2592-2597, 2003; absztrakt: Biophys J 86:540A. 2004).

Eredményeink alapján olyan modellt állítottunk fel, melyben a Kv1.3 csatornák és T

sejt receptor (valamint a hozza asszociált potein kinázok és foszfatázok) molekuláris

közelsége az immunológiai szinapszisban lejátszódó antigén felismerési folyamat reciprok

szabályozását teszi lehetővé, azaz, a csatornák foszforilációs szabályozása mellett a membrán

potenciál (-változás) és a K+ fluxus a fehérjék térbeli orientációját is befolyásolhatja,

modulálva ezzel az IS funkcióját. (közlemények: 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 professzionális antigén prezentáló sejtek

speciális képviselői. Vizsgálatokat végeztünk KG-1 sejteken, amelyek morfológiai és

fiziológiai szempontból igen hasonlítanak a különböző érési fázisban lévő myeloid

dendritikus sejtekhez. Azt tapasztaltuk, hogy ezek a sejtek a minden érési fázisukban

kifejeznek idő és feszültségfüggetlen Charybdotoxin érzékeny, intracelluláris kalcium

koncentráció által szabályozott ioncsatornákat (közlemény: Immunol. Lett. 92 (2004) 97-

106). Vizsgáltuk továbbá a perifériás vérből nyert monociták érett dendritikus sejtté történő in

vitro differenciálódása és sejtfelszíni csatornák expressziója közötti kapcsolatot. A

monocitákat differenciálódását illetve stimulálását az irodalomból megismert módszerek

alapján végeztük. A sejtek ionáramait a patch-clamp technika teljes-sejt konfigurációjában,

feszültség-zár üzemmódban mértük. A sejtek immunfenotípusát jellemző sejtfelszíni



markerek eloszlását immunofluoreszcens módszerrel, áramlási citométer és konfokális

mikroszkóp segítségével végeztük.

A monocitákból nyert éretlen dendritikus sejteken feszültség kapuzott, tetrodotoxin

érzékeny (Kd=55 nM), gyorsan aktiválódó és inaktiválodó Na+ konduktanciát találtunk. Az

érett sejteken egy kifelé irányuló, feszültség kapuzott K+ áram jelent meg, mely jellemzőit

farmakológiai (margatoxinnal, tetraetil-ammóniummal és charybdotoxin-nal) és biofizikai

módszerekkel karakterizáltuk. RT-PCR segítségével sikerült alátámasztanunk, hogy az éretlen

dendritikus sejtek NaV1.7 nátrium, míg az érettek Kv1.3 kálium ioncsatornát fejeznek ki

(absztrakt: 51 Annu. Meeting of the Am. Biophys. Soc. Baltimore, USA. March 3-7,

2007)

Egyéb, módszertani jellegű eredmények: Fenti eredményeinkkel közvetlenül

összefügg az ioncsatornáknak az öregedés folyamatában játszott szerepét taglaló

közleményünk, a technikailag jelentős eredmény a hallás mechanizmusában alapvető szerepet

játszó Deiters és szőrsejtek biomechanikai és patch-clamp vizsgálata során, valamint az A2

adenozin receptor antagonisták farmakológiai vizsgálata (közlemények: 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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