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Roviditések jegyzéke

Akci0s potencial — AP

Beiiltethet6 kardioverter defibrillator (Implantable Cardioverter Defibrillator) - ICD
Brugada-szindroma - BrS

Domain I-IV — DI-IV

Elektrofiziologiai vizsgalat (Electrophysiological Study) - EPS
Elektrokardiogram — EKG

Extracellularis — EC

Fesziiltségkapuzott kapuzott kaliumcsatorna — Ky

Fesziiltségkapuzott natriumcsatorna — Nay

Fesziiltségszenzor domén (Voltage Sensor Domain) - VSD
Funkciévesztd (Loss of Function) — LOF

Hirtelen szivhalal — HszH

Intracellularis — IC

Jobb kamra kidramlési traktus (Right Ventricular Outflow Tract) - RVOT
Jobb Tawara-szar blokk —JTSZB

Kalcium/Kalmodulin-fiiggd protein kinaz II - CaMKII

Kamrai extrasystolia (Ventricular Extrasystole) — VES

Kamrafibrillacié (Ventricular Fibrillation) - VF

Kamrai tachycardia (Ventricular Tachycardia) - VT
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Korai utédepolarizacio (Early Afterdepolarisation) - EAD
Késdi utddepolarizacio (Delayed Afterdepolarisation) — DAD
Na*/Ca?" exchanger - NCX

Porusdomén - PD

Radiofrekvencia — RF

Sodium channel protein type 5 subunit alpha — Nay1.5
Sodium voltage-gated channel alpha subunit 5 — SCN5SA
Szarkoplazmatikus retikulum - SR

Szelektivitasi filter — SF

Tetrodotoxin - TTX

Transzmembran helikalis szegmentumok — S1-S6

1,4-Dithiotreitol - DTT



1. Bevezetés és irodalmi attekintés
1.1. Ioncsatornak

Az ioncsatorndk a plazmamembranban ¢s a sejtorganellumok membranjaban
megtalalhato specialis transzmembran fehérjék, melyek a membranon keresztiil egy hidrofil
porust képezve biztositjak az ionok extracellularis €s intracellularis terek kozotti, elektrokémiai
gradiens altal hajtott, passziv aramléasat. A kiilonb6z6 ioncsatorndk az emberi szovetek minden
sejttipusaban kifejezOdnek, ezaltal szamos élettani folyamat szabdlyozdsiban részt vesznek.
Egyik fontos tulajdonsaguk a szelektivitds, vagyis a pdruson keresztiil csak meghatarozott
méretli/toltésli ionok hatolhatnak keresztiil. A szelektivitas mellett fontos tulajdonsdguk a
kapuzas is, mely sordn a csatorna zart allapotbdl valamilyen specifikus inger, példaul
fesziiltség, mechanikai inger, ligand beko6tddése stb., olyan konformacidvaltozdsokon megy
keresztiil, melynek hatdsara nyitott, vezetoképes allapotba keriil. Az ioncsatornak inaktivacidja
soran a  csatorna  kiilonb6z6  molekularis  valtozdsok  kdvetkeztében  olyan
konformdciovaltozasokon megy keresztiil, amelynek eredményeképpen az aktivacios kapu
nyitott allapotatol fliggetlentiil a csatorna nem vezet ionaramot. Az inaktivacionak nagy szerepe
van az akcids potencidlok egyeniranyitasaban, illetve koordinalasdban, ezaltal kiemelt
fontossagh ingerelhet6 sejtek funkcidinak szabalyozasaban. Erdekl6désiink kozéppontjaban a
fesziiltség-kapuzott natrium és kalium csatorndk allnak, ezért ezek felépitését és miikodéset

disszertacidmban részletesen bemutatom.
1.2. Fesziiltségkapuzott kaliumcsatornék (Ky)

A fesziiltségkapuzott kaliumcsatorndk (Ky) az esetek nagy részében négy alfa-
alegységbdl felépiilé homoteramerek, melyek egyiittesen alakitjdk ki a csatorna két fo
funkciondlis egységét, a fesziiltségszenzor domént — voltage sensor domain (VSD) és a

pérosdomént (PD). Az egyes alegységek hat transzmembran helikélis szegmentumbol épiilnek



fel (S1-S6), melyeket intra-és extracellularis aminosav hurkok tartanak 6ssze. Az S1-S4 hélixek
alkotjak a csatorna fesziiltségszenzor doménjét (VSD), mig a csatorna porusdomeénjét az S5-S6
szegmentumok ¢és az ezeket 6sszektd hurok hozza létre. Ezen hurokszekvencidban talalhato
tobbek kozott a K* szelektivitast biztosito Gly-Tyr-Gly-Asp (GYGD) szekvencia, ami a
csatorna szelektivitdsi sziirdjének (SF) felépitéséért felelds [Doyle és mtsai., 1998]. A
szelektivitasi szlird alapjan ezek a csatorndk elkiilonithetéek mas ionokra szelektiv
ioncsatornaktol. A membranpotencial érzékeléséért a VSD-, mig az iondram koordindlasaért a
PD-ben taldlhat6, Un. aktivacios kapu, valamint a szelektivitdsi szlird (SF) felelések. Az S6

szegmentumok egymas felé konvergald részei adjak az aktivacios kaput (V-kapu) (1. abra).
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1. abra: A fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak (K,) felépitése. Bal feliil egyetlen alegység
sematikus képe lathato oldalrol, jobb feliil a homotetramer szerkezet feliilnézetbol,
alul a fesziiltség szenzort és a porus domeént szemlélteto rajz oldalnézetbol (keét
szemkozti alegység esetén). Az S4 szegmensben taldlhato pluszjelek a pozitiv toltésii

fesziiltsegérzékel6 aminosav-oldallancokat jelolik.



A membran depolarizaciojat a VSD érzékeli a benne taldlhatdo pozitiv toltésti aminosav
oldallancok (dontéen arginin) révén, ami az S4 szegmensek extracellularis irdnyba torténd
elmozdulasat és kovetkezményesen az aktivacios kapu nyildsat eredményezi, igy az ioncsatorna
képessé valik a K ionok szelektiv kondukcidjara. A fenntartott depolarizacio kovetkeztében a
csatorna egy funkcionalisan nem vezetd, inaktivalt allapotba keriilhet (2. abra). Depolarizacio
hatasara a zart allapotban 1év6 csatorna aktivacids kapuja kinyit, igy funkciondlisan vezetd
allapot jon 1étre, majd ha a depolarizaci6 tovabbra is fennall, az inaktivacios kapu bezarodasa
nem vezetd, inaktivalt allapotot hoz létre. Amennyiben a csatornat kell6 ideig negativ
membranpotencialon tartjuk, Iétrejon az inaktivacidobol valo visszatérés allapota (recovery from

inactivation), azaz a csatorna ismét zart, ingerelhetd allapotba kertil.

aram
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)

id6 ——
2. abra: Az inaktivaciot szemlélteto rajz. Amennyiben a depolarizalo impulzust fenntartjuk,

az inaktivacio kévetkeztében az ioncsatornan atfolyo aram fokozatosan megsziinik.

Az inaktivacid pontos mechanizmusainak bemutatisa nélkiilozhetetlen eredményeink
megfeleld értelmezéséhez. Ez alapvetden két mechanizmus révén mehet végbe Ky csatornak
esetén. A csatornak alegységeinek N-termindlis részén egyenként talalhato egy kozel 40
aminosavbol all6 szekvencia, melyet az irodalomban inaktivacids labdaként emlitenek. Az N-
tipusu inaktivaci® sordn ezen inaktivacios labddk koziil az egyik a Brown-mozgas
kovetkeztében a porusba bekotdédve egyszeriien lezarja a permeécids utvonalat [Kurata és

rom

mtsai., 2006]. Ettdl eltéréd mechanizmus révén jon 1étre a C-tipusu inaktivacio, ami szerkezetileg



a szelektivitadsi szlird konformacidvaltozasaihoz kotddik és az alegység C-terminusédhoz
kozelebb esd, C-tipust inaktivacios kapu zarédasanak révén jon 1étre [Kurata és mtsai., 2006].
Ezen kapu alkotésaban részt vesz a szelektivitasi sziird, melynek kdlcsonhatasai a porust alkoto
hélixekkel és a SF mogotti térben elhelyezkedd un. ,,inaktivacios” vizmolekuldknak is nagy
szerepet tulajdonitanak mind a C-tipusu inaktivacio-, mind az inaktivaciobol vald visszatérés
folyamataihoz kapcsol6dé molekularis atrendezddések szabalyozasaban [Cordero-Morales és
mtsai., 2011]. Az N-tipusi inaktivacid 1étrejottéhez elégséges egyetlen inaktivacios labda
bekotddése, ezért ez milliszekundumos iddskalan alakul ki. Ezzel szemben a C-tipust
inaktivacidt a csatorna négy alegysége kooperativ médon hozza létre, ezért kinetik4jat tekintve
Iényegesebben lassabb folyamatrol beszéliink, melynek pontos molekularis mechanizmusa a
mai napig nem tisztazott. A Drosophila melanogaster Shaker kaliumcsatorndja hasonld
felépitésii és kapuzdsu, mint bizonyos humdn K, csatorndk (pl. Kyl1.1, Ky1.2, Ky1.6). A
kisérleteim soran haszndlt mutdns Shaker kaliumcsatorndk nem tartalmaztak az N-tipust
inaktivacioért felelds ,labda szekvenciat” (Shaker-IR), mely széles korben elfogadott
modellcsatorna a Ky ioncsatorndk C-tipusu inaktivacidjanak szelektiv tanulmanyozasahoz
[Kurata ¢és mtsai., 2006]. A C-tipusu inaktivacid szempontjabol kiemelt jelentdségli a 449-es
pozicioban 1évé treonin oldallanc. Ha ezt az aminosavat alaninra cseréljiik, akkor az inaktivacio
felgyorsul, mig ha aromas aminosavakkal, példaul hisztidinnel végezziik ugyanezt, az lassitja a
folyamatot [Lopez-Barneo és mtsai., 1993]. A kisérleteim sordn T449A, illetve T449A/1470A
mutacidkat tartalmazo, ezaltal eltérd sebességgel, de a vad tipusti Shaker-IR csatornahoz képest
gyorsabban inaktivalodo Shaker mutansokat hasznaltam a folyamat vizsgalhatosaga érdekében.
A csatorndk lehetséges funkcionalis és strukturalis allapota alapjan négy f6 kapuzasi allapotot
kiilonboztetiink meg: zart (C), nyitott (I), nyitott-inaktivalodott (OI) és zart-inaktivalodott (CI)
allapotot (3.4bra, Szanto és mtsai., 2020). A depolarizacié hatdséara kinyilo aktivacios kapu

lehetdvé teszi az ionok aramlasat a csatornan keresztiil (I), majd az elnyujtott depolarizacio6 az
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inaktivacids kapu zarddasa révén a C-tipusu inaktivacio kialakuldsahoz vezet (OI), ennek
kovetkeztében az atfolyd ionaram csokkenését €s egy nem vezetd allapot kialakuldsat
eredményezi. Ezt kovetden a negativ membranpotencial eldszor az aktivacios kapu zarddasat
(CI), majd az inaktivacios kapu nyilasat és a kezdeti zart allapot (C) kialakulasat eredményezi.
Az inaktivaciobol valo visszatérés tobb szekundumos folyamatanak sebességmeghatarozo

1épése Shaker-IR csatorndkban a CI->C atmenet, azaz az inaktivacids kapu nyilésa.
<_
>

<+
—>

Cl Ol

C

1

3. abra: A Shaker-IR csatornak négylépéses kapuzasi modellje. A porusdoméneket szemlélteto
rajzon négy fo kapuzasi allapot lathato az aktivacios (sotétzéld) és az inaktivdcios (piros
gombok) kapuk allapotatdl fiiggéen. A zart (C), nyitott (O), nyitott-inaktivalt (OI) és zart-
inaktivalt (Cl) allapotok koziil csak a nyitott allapot vezetoképes. Az egyes kapuzasi allapotok
kozott lehetséges atmeneteket nyilak jelolik (a jobbra és lefelé mutato nyilak a depolarizaciot-,

mig a balra és felfelé mutato nyilak a repolarizaciot jelolik).
1.2.1. Ky csatornak C-tipust inaktivaciojat stabilizalé molekularis tényezdk

Ismert, hogy a C-tipusu inaktivalt allapotot a szelektivitasi filter mogotti régidban
kialakul6 hidrogénkdtés-haldzat stabilizalja (4. abra). Ezt a haldzatot el6szor a Streptomyces
lividans-bol szadrmazd, bakteridlis, pH-kapuzott KcsA kaliumcsatornaban irtdk le, amely
nagyfoku szekvenciahomologiat mutat a Shaker-tipusu kaliumcsatornakkal [Cordero-Morales

és mtsai.,, 2011]. Bizonyitast nyert, hogy KcsA-ban ezen kotések koziil a legnagyobb
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inaktivacids stabilitdst a W67-D80 kozt kialakuld, illetve az D80-E71 kozott 1étrejovo
hidrogénkotés biztositja. Amikor a 67-es pozicioban 1évé triptofant helyettesitették
fenilalaninnal (W67F), egy C-tipusu inaktivaciora képtelen mutanst kaptak, mivel a fenilalanin
nem képes hidrogénkotést kialakitani az aszpartat oldalldnccal. Ha nem fenilalaninnal, hanem
tirozinnal helyettesitették a triptofant (W67Y), akkor egy gyors és robosztus moddon
inaktivalodé6 mutanst kaptak, ugyanis ebben az esetben az oldallincok kozott erds
hidrogénkotések alakulnak ki [Cordero-Morales és mtsai., 2011]. Ezen hidrogénk&tés-halozat
jelen van a Shaker fesziiltségfliggd kaliumcsatornak szelektivitasi filtere mogotti régidban is,
hasonl6 m6don, mint KcsA-ban [Cordero-Morales €és mtsai., 2011]. A W67-D80 kotésnek itt a
W434-D447 kotés felel meg. Ez a legfontosabb kotés Shakerben az inaktivalt allapot
stabilitdsanak szempontjabol (4.4bra).

Shaker-IR: 434 438 447

6|7 71 80

KcsA ITYPRALWWS 3ITATTVGY LYPVT
Shaker KSIPDAFWWA TVGY PVG

halozat és az inaktivalt allapotot stabilizalo vizmolekuldk. Az abra bal oldalan a viz molekula

piros gombkeént van jelélve, jobb oldalan a z6ld korok a kalium kotohelyeket, a vilagoskékek
pedig a glicin oldallancokat jel6lik, ami a szelektivitasi sziiré legsziikebb része. Az abra tetején
lathato szekvencia a hidrogénkotések szempontjabol legfontosabb aminosav oldallancok
elhelyezkedését mutatia KcsA és Shaker csatorndkban. [Cordero-Morales és mtsai., 2011;

Ostmeyer és mtsai., 2013].
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Molekularis dinamikai modellszamitasok szerint a szelektivitasi filter mogotti régioban
vizmolekuldk is talalhatoak, amelyek az inaktivalt allapot 1étrejottében és stabilizalasaban
jatszanak kulcsszerepet (Ostmeyer €s mtsai. 2013). Ezen vizmolekuldk az inaktivalt csatorna
struktardjanak integralis részét képezik (4. abra). Ha ezek a vizmolekuldk eltavolitasra
keriilnek, akkor a csatorna visszatér az inaktiv allapotbdl a nyugalmi allapotba. Az inaktivalt
allapotbol val6 visszatéréshez tehat sziikség van az inaktivacios vizmolekulak eltavozasara a
szird mogotti régiobol, igy az inaktivacids vizmolekuldk egyfajta ,.kapudr” szerepet jatszanak.
Az irodalomban kordbban mar beszamoltak az inaktivacios vizmolekulak kisérleti iton térténd
eltavolitasanak az inaktivalt allapotbol valo visszatérést gyorsitd hatdsarol, nagy viszkozitdsu

(2 M) szachardz oldat segitségével, KcsA csatorndkban (Ostmeyer és mtsai. 2013).

1.3. Fesziiltségkapuzott natriumcsatornak (Nay)

Az emlésokben megfigyelhetd fesziiltségkapuzott natriumcsatorndk (Nay) egy porus-
formald, pszeudotetramer felépitésii alfa-alegységbdl és egy vagy két reguldtor funkcioval bird
béta-alegységbdl épiilnek fel. A csatornak alfa-alegysége egyetlen hatalmas polipeptid lanc,
amely négy domént tartalmaz (DI-DIV). Ezen domének egyenként 6 transzmembran helikalis
szegmentumbol tevédnek Ossze (S1-S6), melyeket intracellularis- és extracellularis hurkok
kapcsolnak Ossze (5. abra). Ezen szegmentumok koziil S1-4 alkotja a csatorna fesziiltség-
szenzor egységét (VSD), melynek f6 eleme az S4 hélix a benne taldlhatd pozitiv toltéssel
rendelkezd oldallancai kovetkeztében, melyek a depolarizacio hatdséra 1étrejové konformacid
valtozast szabalyozzak, ami a csatorna nyitasdhoz és ennek kovetkeztében a sejtbe torténd rapid
Na" bearamlashoz vezet. A négy domén S5-S6 szegmentumai, és az ezeket Osszekotd
extracellularis hurok régiok alkotjak a csatorna porusat (PD) és a szelektivitasi filtert (SF) [de
Lera Ruiz és mtsai., 2015]. Az emberi genomban Osszesen 9 féle Nay alfa-alegységet kodold
gén talalhatd, ennek megfeleléen Nay1.1-Nay1.9 altipusokat lehet megkiilonboztetni. Ezen

csatornak szovetspecifikusan fejezédnek ki: Nayl.1-1.3 az agyszovetben, Nay1.7-1.9 a
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periférias idegrendszerben, Nayl.6 az agyban és a periférids idegrendszerben, Nayl.4 a
harantcsikolt izmokban, illetve az érdeklédésiink kdzéppontjaban allo Nay1.5 pedig dontden a
szivizomban fejezddik ki [Caterall és mtsai., 2005]. Az egyik legszélesebb korben hasznalt Nay
gatloszer a tetrodotoxin (TTX). A Nay csaladon beliil a Nay1.1-1.4, Nay1.6 €s Nay1.7 csatornak
esetében 1-25 nM koncentracidoban alkalmazott TTX gatl6 hatast fejt ki a csatorna miikddésére,
ezért ezeket az altipusokat TTX szenzitivnek nevezziik. Ezzel szemben a Na,1.8, Nay1.9 és az
altalunk vizsgalt Nay1.5 csatornak esetében csak sokkal magasabb, pm nagysagrendi
koncentracioban alkalmazott TTX képes képes gatlo hatést kifejteni, ezért ezeket a csatornakat
TTX rezisztensnek nevezziik [de Lera Ruiz és mtsai., 2015; Cestéle és mtsai., 2000]. Az
SCNSA gén altal kodolt kardialis, gyors fesziiltségfiiggd natriumcsatorna (Nay1.5) az elmult
évtizedekben szamos kisérleti kutatas célpontjava valt, ugyanis ezen gén mutacidit egyre tobb
primer elektromos szivbetegséggel hoztdk Osszefliggésbe. Disszertdciomban egy Brugada-
szindromaban szenvedd betegben felfedezett SCNSA mutéaciot fogok bemutatni (R893C,
5.4bra), annak teljes klinikai és biofizikai jellemzésével, bizonyitva ezen mutaci6 patogén voltat

¢és feltarni a funkcidvesztés molekularis részleteit.

DI

D II D III DIV

qp R893C qp -

1(2 3is H 1 2‘3i5 6 1‘2‘3i5 6 1 2’3i5 H

} L T\.-./ [ v - \ / o’ | IC

NH, , \ 7 COOH
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wr Inaktivacios
Fesziiltség szenzor oo/ forilacis hely motivum (IMF)

S5.abra: Az SCN5A gén altal kodolt Nay 1.5 felépitését bemutato sematikus abra. A csatorna négy
domeénbol (DI, DII, DIII és DIV) all, amelyeket intracellularis linker régiok kapcsolnak dssze.
Mindegyik domén hat transzmembran a-hélix szegmenst (S1-S6) tartalmaz. Az S4 szegmensben
talalhato pluszjelek a pozitiv toltésii fesziiltségeérzekelot jelolik. A DIII és DIV doméneket
osszekoto intracellularis hurok tartalmazza az inaktivacios kaput, amelyet egy hidrofob triplet
(IFM motivum) alkot, és korlatozza az ionaramlast a csatorna porusan keresztiil. A piros pont

az altalunk vizsgalt mutaciot (R893C) jeloli.
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1.4. Brugada-szindroma — bevezetd, epidemioldgia

A Brugada-szindroma (BrS) egy genetikailag meghatarozott, potencidlisan halalos
szivritmuszavarok kialakuldsara hajlamosit6, meglehetdsen ritka ioncsatorna betegség. Az
entitas eldszor 1992-ben keriilt leirasra a Brugada fivérek altal, egy, az elektrokardiogramon
(EKG) inkomplett vagy komplett jobb Tawara-szar blokkal (JTSZB), jobb precordialis (V1-2)
ST-elevacidval és hirtelen szivhalallal (HszH) jar6 szindroma formdajaban [Brugada and
Brugada; 1992]. Az elmult 30 évben a tudomany fejlodésével egyre nagyobb betekintést
nyertlink ezen entitdas molekularis ¢és genetikai hatterébe, sulyos kovetkezményeinek
koszonhetden pedig egyre tobb klinikai €és alapkutatds témdjava valt. A Brugada-szindroma
prevalenciija meglehetdsen alacsony, minden 10.000 egyénbdl nagyjabol 1-5 érintett, az dsszes
hirtelen szivhaldlon atesett beteg koriilbeliil 4%-a szenved ebben a betegségben. A
strukturdlisan €p szivii, hirtelen szivhalalt halt populacidban a prevalencia sokkal magasabb,
megkozeliti a 20%-ot, ezaltal ebben az alcsoportban a BrS a haldlos szivritmuszavarok
leggyakoribb oka [Antzelevitch és mtsai., 2005]. A betegség prevalencidja regionalis
kiilonbségeket is mutat, leggyakoribb Azsidban, majd ezt koveti Eurdpa és az Egyesiilt
Allamok. A diagnosztizalt esetek 80-90%-a férfiakat érint, a fenotipusos megjelenés pedig
Osszefligg az életkorral, bizonyos ritka eseteket kivéve a betegség mindig felndtt korban
jelentkezik [Antzelevitch és mtsai., 2005; Chen and Priori, 2008; Juang and Horie, 2016]. A
BrS miatt hirtelen szivhalalt halt betegek atlag életkora 41 év, a haldlos kimenetelli
szivritmuszavarok gyakrabban jelentkeznek az ¢éjszakai orakban, alvas kozben, illetve
provokal6 tényezd lehet a lazas éllapot, kiillonb6zd natrium-csatorna blokkolo gyogyszerek €s
a fokozott vagotoniaval jaro allapotok. Figyelembe véve az alacsony prevalenciat és a sulyos

klinikai kimenetelt, a BrS tovabbra is egy meglehetdsen aluldiagnosztizalt korkép.
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1.4.1. Brugada-szindroma — genetikai hattér, patofiziologia

Tobb, mint 10 kiillonb6zoé génben talalt eltéréseket hoztak mar 6sszefiiggésbe Brugada-
szindromaval, ezek koziil a leggyakoribb az SCNSA, mely a s talalhatd gyors, fesziiltségfiiggd
natrium csatona (Nayl.5) primer alfa alegységét kodolja. A genetikailag feltérképezett
Brugada-szindrémas betegek nagyjabol 10-30%-4aban megtalalhato az SCN5SA gén valamely
funkcid veszté mutacidja, melyet autoszomalis dominans oroklésmenet jellemez [Wang és
mtsai., 1996; Juang and Horie, 2016]. A valtozé expresszivitas és inkomplett penetrancia miatt
egy patogén mutacid kiilonbozd egyénekben eltérd klinikai lefolyasu és stilyossagt korképet
okozhat. A tudomdny jelen allasa alapjan tobb, mint 300 kiilonb6z6 SCNSA mutaciot
azonositottak Brugada-szindromas betegekben, melyek a Nay1.5 fehérje barmely strukturalis
egységét érinthetik. Ezek dontd tobbsége funkcidvesztéses mutacid (LOF — loss-of-function)
melyek eredményezhetik a plazmamembranban elérhetd Nay1.5 fehérjék szamdnak-, illetve a
csatornan atfolyd ionaram mennyiségének a csokkenését, illetve modosithatjdk a fehérje
kapuzasi paramétereit, aktivacios é€s inaktivacios kinetikdjat és ezek fesziiltségfiiggését is
[Antzelevitch and Nof, 2008; Zimmer and Surber, 2008; Kapplinger és mtsai., 2010]. A Nay1.5
csatorndk funkciovesztésének kovetkezményeképpen csokkent az akcids potencidl (AP) soran
a sejtbe bearamld Na™ dram mennyisége, ami az AP felszallo szaranak lassulasahoz vezet (6.
abra). Kisérleti modellezés alapjan a Nayl.5 funkcié Osszefiiggést mutat a kornyezet
hémérsékletével, ami még kifejezettebbé valik a kiillonb6zé LoF SCNSA muténs csatornak
esetében [Keller és mtsai., 2005], ami magyarazatul szolgalhat a 1azas allapot indukalta hirtelen
szivhaldl bekdvetkezésére a BrS betegpopulacidban. Az aritmogenezis pontos mechanizmusa
ezen korképben a mai napig vita targyat képezi a szakért6k korében. A legszélesebb korben
elfogadott mechanizmus szerint a Nay1.5 diszfunkcié kovetkeztében a Na® konduktancia
csokkenésének kovetkeztében az AP felszallo szaranak meredeksége csokken, ez pedig a pitvari

¢s kamrai ingeriiletvezetés lassulasahoz, illetve endo-epicardialis potencialkiilonbség
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kialakulasahoz €s a jobb kamrai aktivacio késéséhez vezet (6. abra). A fenti mechanizmusok
eredményeképpen specifikus EKG eltérések jonnek 1étre: 1.) az ingeriiletvezetés lassuldsa a
PQ-szakasz nytlasdhoz és QRS szélesedéséhez vezethet. 2.) az endo-epicardialis potencial
kiilonbség €s a jobb kamrai aktivacio késésének kovetkezményeképp V1-2 elvezetésekben jobb
Tawara-szar blokk (JTSZB) morfologia ¢és haztetdszeri ST-elevacio lathaté. 3.) A
depolarizacio lassuldsa a jobb kamra kiaramlasi traktusban — right ventricular outflow tract
(RVOT) a legkifejezettebb, itt a repolaridcio €s depolarizacié irdnya megegyezové valik, az
EKG-n negativ T-hullamokat okozva a V1-2 elvezetésekben [Coronel és mtsai., 2005; Postema

¢€s mtsai., 2008] (6. abra).

Na“_dram Normal Brugada

Na* current l

Szivizom akcids potencial

Cardiac AP \

EKG

6. abra: A bedramlé Na'-dram csokkenése és a kovetkezményes valtozasok az egyedi Na+

ionaramban, a kardialis akcios potencidalban és a felszini EKG-n BrS betegek esetében

[Mizusawa és mtsai.,2012].

1.4.2. Brugada-szindroma — klinikai manifesztacio

A Brugada-szindroma klinikailag leggyakrabban prodroma nélkiili eszméletvesztés és
hirtelen szivhaldl formdajdban manifesztalodik, mely leginkdbb gyors, polimorf kamrai

tachycardia (VT) és kamrafibrillaci6 (VF) kovetkezménye. A tartdos kamrai ritmuszavarokat
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legtobb esetben rovid kapcsoldsi idejii kamrai extraszisztolé (VES) inditja, az elsd ilyen
epizodot a betegek altalaban 30 és 50 éves kor kozott szenvedik el, ritka kivételektol eltekintve
[Krahn és mtsai., 2022]. A diagnodzis feldllitdsanak idején a betegek 1/3-a legalabb egy
alkalommal szenvedett el eszméletvesztést, 2/3-a pedig panaszmentes volt. A BrS a betegek
4%-aban a hirtelen szivhalal elszenvedését kovetden keriil felfedezésre, ezen stlyos klinikai
kimenetel létrejottére hajlamosit a lazas allapot, a nagy mennyiségii étel- €s alkohol fogyasztas,
illetve bizonyos natriumcsatorna blokkolé gyogyszerek. A kamrai ritmuszavarok mellett a BrS
betegpopulacidban a pitvari tachyaritmidk el6fordulasa is magasabb, ezen betegek koriilbeliil
10%-aban alakul ki élete folyamadn valamilyen szupraventrikularis tachycardia [Krahn és
mtsai., 2022]. Mivel a natrium-csatorndk kulcsfontossagu szerepet jatszanak az exctiacidoban és
kontrakcioban, nem meglepd, hogy az SCN5A pozitiv egyénekben és csaladokban BrS mellett
egy¢€b entitdsok is jelen lehetnek, melyeket Un. ,,overlap szindroméanak” neveziink: hossza-QT
szindroma, sick-sinus szindréma, pitvarfibrillacié ¢és kiilonb6z6 atrio-ventrikularis- és
intraventrikuléris ingeriiletvezetési zavarok [Makiyama és mtsai., 2005; Meregalli és mtsai.,

2009].

1.4.3. Brugada-szindroma — diagnozis

Brugada-szindromas betegeknél 3 tipusos EKG eltéréssel talalkozhatunk, melyek koziil
az 1-es tipusu Brugada-jel diagnosztikus a betegségre nézve: 2 mm-t eléré vagy meghalado,
haztetd-szeri ST elevacid ¢€s negativ T-hullam jelenléte az EKG jobb precordilis
elvezetéseiben (V1-2), melyek a jobb kamra kidramlasi traktust (RVOT) reprezentaljak (7.

abra) [Chen and Priori, 2008].
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7. abra: Brugada-szindromaban szenvedo betegeknél megfigyelt EKG-eltérések [Antzelevitch

és mtsai., 2005]. A nyilak az 1-es, 2-es, illetve 3-as tipusu Brugada-jelre mutatnak.

A betegség diagnozisa sokat fejlodott az elmult évtizedekben. Kordbban a spontdn, vagy
provokacié hatdsdra kialakuldo 1. tipusi Brugada-jel jelenléte egyet jelentett a BrS
diagnozisaval. Napjainkban az ujonnan publikalt Shanghai-pontszdm alapjan allithato fel a
diagnozis, amely az EKG eltéréseken kiviil figyelembe veszi a klinikai tiineteket, csaladi
anamnesist és a genetikai eredményt is [Krahn és mtsai., 2022]. A spontan I. tipusi BrS EKG
tovabbra is diagnosztikus a betegségre nézve, azonban a provokacid hatasara kialakuld
Brugada-jel esetében tovabbi diagnosztikus 1épésekre van sziikség [Krahn és mtsai., 2022]. A
elvezetéses EKG vizsgalat szenzitivitasa akdr 1.5-szorosére is novelhetd a V1-2 elvezetések
magasabbra, masodik vagy harmadik bordakozbe valé athelyezésével. Tekintettel a fenti EKG

eltérések dinamikusan fluktudlé megjelenésére, a natriumcsatorna-blokkold gyogyszerekkel
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végzett provokacids teszt egyre nagyobb szerepet kap a betegség diagndzisaban. Kordbban mar
leirtdk, hogy az egészséges kontrollhoz képest BrS betegeknél bizonyos natrium-csatorna
blokkolo gyogyszerek képesek provokalni a tipusos ST-T eltéréseket [Miyazaki és mtsai.,
1996], ennek megfelelden ezt a diagnosztikus 1€pést ajanlott elvégezni azon betegek esetében,
akiknél spontédn II. vagy III. tipust Brugada-jel lathat6 az EKG-n, illetve azon egyéneknél is,
ahol a klinikai tiinetek és csaladi anamnézis alapjan megalapozott a gyant a BrS jelenlétére. A
vildgon legjobban elterjedt gydgyszerek ilyen célra a Vaughan Williams klasszifikacié alapjan
la tipusu ajmalin és prokainamid, illetve az 1c tipusu flekainid és pilsicanidine. Amennyiben
spontan vagy provokacio hatasara I. tipusi BrS-jel lathaté az EKG-n, javasolt genetikai
vizsgalatot is elvégezni a betegségre jellemzd, potencidlisan 6rokletes genetikai varidnsok
detektalasanak céljabol, bar az inkomplett penetrancia miatt egyazon genetikai eltérést hordozo
csaladtagok esetében csak koriilbeliil 50%-ban alakulnak ki klinikai tiinetek [Juang és mtsai.,
2016]. Mindezeket figyelembe véve a genetika pozitivitas nem jelent egyet a BrS diagnozisaval,
és az elséfoku rokonok szlirésében a genetikai vizsgalaton kiviil nagy szerepet kap a klinikai
utankovetés is. Végiil, de nem utolsé sorban, szivultrahang vizsgalattal a strukturalis
szivbetegségek kizarasa is nélkiilozhetetlen a diagnozis felallitdsa soran, bizonyos komplex
esetekben sziv MR sziikségessége is felmeriil az RVOT régio strukturalis és funciondlis

megitélésére [Krahn és mtsai., 2022].

1.4.4. Brugada-szindroma — terapia

A Brugada-szindromaban szenvedd betegek kezelésében jelenleg 4 f6 modalitast
kiilonboztetink meg: életmodbeli tanacsok, gyogyszeres kezelés, eszkozos kezelés,
katéterablatio és ezek kombinacidja. Ezen terapids alternativakat mindig egyénre szabottan,
megfeleld rizikobecslést kovetden hatarozzuk meg. Minden betegnél fontos a gyors és hatasos
lazcsillapitds, nagy mennyiségli alkohol és kabitoszer fogyasztas keriilése. A betegek és
kezel6orvosaik figyelmét érdemes felhivni a BrS-ra jellemzd EKG eltéréseket és
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ritmuszavarokat provokald gyogyszerek keriilésére (https://brugadadrugs.org), illetve a

metabolikus eltérések mieldbbi korrekciojara (acidozis, hypo és hyperkalaemia). Az eszk6zos
kezelés ebben a betegcsoportban a beiiltethetd kardioverter defibrillaitor — implantable
cardioverter defibrillator (ICD) implantaciojat jelenti. Az ICD egy specialis pacemaker, amely
képes felismerni a potencidlisan ¢letveszélyes kamrai ritmuszavarokat ¢és azokat
fajdalommentesen feliilvezérelni, ennek sikertelensége esetén pedig elektromos shock
leadasaval megszlntetni. ICD beiiltetése torténhet un ,,szekunder prevencids” indikacioval
azon BrS betegeknél, akik tartos kamrai ritmuszavaron vagy hirtelen szivhalalon estek at, illetve
un. ,,primer prevencios” indikéacioval azon betegeknél, akiknek még nem volt dokumentalt
aritmia esemeényiik, de ennek a kockézata magas. Az ajanlas primer prevencios ICD beiiltetését
jelenleg azon betegek esetén javasolja, akik spontdn vagy provokalt I. tipusti Brugada-jellel
rendelkeznek és tipusos kardialis eszméletvesztésen estek at [Krahn és mtsai., 2022]. A primer
prevencids ICD beiiltetése mindig alapos rizikofelmérést kovetden, egyedi mérlegelés alapjan
kell torténjen. A gyodgyszeres kezelés szempontjabdl korlatozottak a lehetdségek, az egyetlen
bizonyitottan hatdsos szer az aritmia megelézésre a Kinidin (VW la szer), amely
natriumcsatorna gatlas mellett fesziiltségkapuzott kalium csatorna blokkold hatassal is
rendelkezik, ezaltal az akcios potencidl leszallo szdranak meredeksége csokken, igy a refrakter
fazis nyujtasaval éri el antiaritmis hatésat. Evtizedekkel ezelStt széles korben alkalmaztak
elsdsorban pitvarfibrillacio kezelésére, azonban szedése mellett nem ritkan kialakul6 proaritmia
(Torsades de Pointes) miatt klinikai haszndlata visszaszorult. Elsdsorban ICD beiiltetés
kontraindikécioja, illetve visszatéré ICD shock leaddsat igényld kamrai ritmuszavarok
eléfordulasa esetén alkalmazzuk. Terdpia refrakter elektromos vihar esetén BrS begeknél a
katekolamin Izoproterenol alkalmazisa is megfontolandé [Krahn és mtsai., 2022]. Azon
betegeknél, akiknél megfeleld gyogyszeres €és eszk6zos kezelés ellenére is gyakran visszatéro,

ICD shock leadasat igényld aritmia epizodok fordulnak eld, katéterablatio elvégzése is szoba
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jon. Ezen invaziv beavatkozas célja a jobb kamra kiaramléasi palyaban (RVOT) talalhaté
epikardialis aritmia szubsztrat radiofrekvencids energia leaddsaval torténd roncsolésa.
Amennyiben katéterablatiot kdvetden natriumcsatorna blokkolo gyogyszer adasaval a korabban
jelen 1évé Brugada-jel mar nem provokalhato, a beavatkozast sikeresnek tekintjiik. A kamrai
ritmuszavarok tirggereként szolgéld, korai kapcsolasi ideji kamrai extra iitések (VES-ek)
endokardialis radiofrekvencias ablatiojaval a hosszu tavu sikeresség tovabb novelhetd [Krahn
¢s mtsai.,, 2022]. A Brugada-szindromas betegek esetében a megfeleld terapias modalités
megvalasztdsa mindig egyéni elbirdlas alapjan, megfeleld rizikobecslést kovetéen kell

torténjen.

1.5. Brugada-szindroma — esetismertetés

Vizsgalatunk kdzéppontjaban egy 41 éves férfibeteg all, akit mellkasi fajdalom miatt
esetkocsi referalt klinikank felé, slirgds koronaria intervenci6 céljabol. Az eset klinikai részletei
mar publikalasa keriiltek [G. Sandorfi és mtsai., 2013], igy itt csak a legfontosabbakra térek ki.
Az esetkocsi altal kiildott transztelefonikus EKG-n (TTEKG) a koradbban részletezett 1. tipusu
Brugada-jel volt lathat6 (9. abra A), mely a beteg érkezésekor készitett 12 elvezetéses EKG-n
mar nem volt megfigyelhetd (9. abra B). Laborokban korrekciot igényld ioneltérés nem volt
lathatd, a szivizomkarosodasra utald biomarkerek szintje tobb mérés soran is normal
taromanyban volt. Szivultrahang vizsgéalat megtartott bal kamra pumpafunkciot mutatott
szegmentalis falmozgaszavar nélkiil, CT angiografids vizsgalattal aorta disszekcio ¢és
tiidéembolia is kizarasra kertilt, igy a dinamikus EKG eltérések hatterében BrS gyantja mertilt
fel. A beteg kortorténetébdl gyermekkora ota visszatérd eszméletvesztéses epizodok
emelhetéek ki, mely miatt tobb alkalommal tortént elektroenkefalogafia (EEG), negativ
eredménnyel. A beteg szamdra tobb kiilonb6z6 antiepileptikum kertilt felirdsra az elmult 25
évben, azonban a kezelés ellenére évente 5-10 alkalommal, fleg az éjszakai drakban, a beteg
gorcsrohammal jar6 eszméletvesztéses epizodokat szenvedett el. Invaziv szivelektrofiziologiai
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vizsgalat soran 400 mg intravénds prokainamid adasaval, illetve jobb kamrabol végzett
programozott extrastimulacioval egyarant gyors, spontan sziind, polimorf kamrai tachycardia
(VT) volt indukalhato, a gyogyszer adasat kovetden pedig 1. tipusa Brugada-jel jelent meg a 12
elvezetéses EKG-n (10. abra), alatdmasztva ezzel a BrS diagndzisat. Figyelembe véve a beteg
kortorténetét, felmeriilt, hogy a gyermekkora ota visszatérd eszméletvesztéses epizodok
valojaban a megfigyelt spontan sziind kamrai ritmuszavarok kovetkezményei, igy beiiltethetd
kardioverter defibrillaitor (ICD) kezelés mellett dontottiink. A beiiltetést kovetden
eszméletvesztései tovabbra is elofordultak, ezek alatt az ICD azonban ritmuszavart nem
rogzitett. Ennek fényében a Brugada-szindroma klinikai jellemzdinek jelenléte ellenére a tobb

évtizede ismétlodo rosszullétek hatterében agyi elektromos betegség, az epilepszia allhat.
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9. abra: (A) Az esetkocsi altal kiildott transztelefonikus EKG (TTEKG), melyen I. tipusu
Brugada-jel lathato. (B) A beteg érkezésekor késziilt 12 elvezetéses EKG, melyen a Brugada-

jel mar nem lathato
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10. abra: /2 elvezetéses EKG regisztratum a beteg invaziv szivelektrofiziologiai vizsgalata
soran. (A) Az intravéndsan adott 400 mg prokainamid (11:34:25 AM) hatasara gyors kamrai
tachycardia lép fel, majd termindcio utan I tipusu Brugada-jel jelenik meg a VI-2
elvezetésekben. (B) A jobb kamrabol végzett programozott extrastimulacio (10:53:30 AM)

hatasara gyors (250/min), polymorph VT lép fel.
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1.6. Nyitott kérdések, dilemmak a C-tipust inaktivacioval és a Brugada-szindroma

klinikuméval kapcsolatban

A bevezetOben emlitett, szelektivitdsi filter mogotti régioban 1évo ,,inaktivacids
vizmolekuldk™ jelenlétének bizonyitasara korabban munkacsoportunk a nehézviz inaktivaciora
kifejtett hatasat vizsgalta (8. dbra, Tibor G. Szanto; Szabolcs Gaal és mtsai., 2021). Bizonyitast
nyert, hogy a nehézviz lassitja ezen csatorndk inaktivacidjat, illetve kiilonbozd klonokat
hasznélva a hatds nem marad el, tehat mutaciéfiiggetlen, azonban a pontos mechanizmus még

nem bizonyitott.

+50 mV +50 mV T449A/1470A
-120 mv| . -120 mV
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"é' 11 . HO ' 2 £ 100 -
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8. abra: A nehézviz hatdsa Shaker-IR csatornak inaktivacios kinetikajara (I/0 konfiguracio)

A Brugada-szindréma klinikai lefolyasa és progndzisa betegenként rendkiviil nagy
valtozatossagot mutat, igy a patogén SCNS5A mutacidk azonositasa €s biofizikai karakterizalasa
kulcsfontossagi a ritmuszavarok kialakuldsanak megértéséhez ezen betegpopulacidban. Az
ujonnan felfedezett patogén mutéaciok és klinikai lefolyas kozotti kapcsolat feltardsa hasznos
gyakorlati informaciokat szolgaltat a betegek rizikobecslése soran, illetve a mutans Navl.5
fehérje szerkezeti és funkciondlis eltéréseinek ismerete el0segitheti 1) és hatékonyabb terapids

alternativak kifejlesztését SCN5SA channelopatidkban szenvedd betegek szamara.
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2. Célkitiizés

A nehézviz inaktivaciot lassito specifikus hatasainak kimutatisa kozvetlen
arammérésekkel gyakorlatilag lehetetlen, ezért indirekt bizonyitasi stratégiat valasztottunk.
Azaéltal, hogy kizarjuk a nem specifikus hatdsokat, indirekt modon probaltuk bizonyitani a
specifikus hatdsok érvényesiilését. Shaker-IR csatorndkon végzett kisérleteim célja igazolni,
hogy a nehézviz nem a normal vizhez képest nagyobb viszkozitdsa miatt fejti ki az inaktivaciot
lassitd hatasat. A viszkozitds hatdsanak tanulmdnyozdsara glicerin, illetve szacharéz

jelenlétében végeztem cellularis elektrofiziologiai méréseket.

Ezt kovetden transzlaciods jellegli vizsgélatokat végeztem, melynek célja egy sajatos
klinikai jellemzdket mutatd, Brugada-szindroméval diagnosztizalt beteg genetikai vizsgalata
soran egy SCN5SA mutacidé (R893C) detektdlasa, majd ezen mutans Nay1.5 csatorndk teljes
strukturdlis és funkciondlis karakterizalasa, ezéltal a patogénnek vélt mutacié és ioncsatorna
mitkddés kozotti Osszefiiggés bizonyitasa volt. Az R893C mutacid karakterizaldsa sordn széles
korben vizsgaltam az érintett beteg és csaladtagjainak klinikai jellemzdit, a mutans csatorna
szerkezeti valtozasait, illetve funkciondlis eltéréseit patch-clamp technikaval végzett

elektrofiziologiai és farmakologiai vizsgélatok altal.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Etikai engedély

Kutatasunk 6sszhangban all a Helsinki Nyilatkozatban rogzitett etikai iranyelvekkel és
jovahagyasra kertilt az Orszagos Tisztiféorvosi Hivatal és a Debreceni Egyetem helyi Etikai
Bizottsaga altal. A vérmintak levétele minden esetben szdbeli és irdsbeli tajékoztatast kovetden,

irasos beleegyez0 nyilatkozat aldirdsa utan tortént.

3.2. Genetikai analizis

A genetikai elemzést teljes genom szekvenalassal végeztiikk, amelyet a Novogene
(Cambridge, UK) hajtott végre. Az adatelemzés Genom Analysis Toolkit (GATK pipeline)
segitségével tortént. Az észlelt lehetséges patogén varians (SCNSA R893C) megerositésre
keriilt Sanger szekvenalassal a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing készlet (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével, a gyarto protokollja szerint.

3.3. Célzott mutagenezis

A vad tipust (WT) human SCNSA (Uniprot referencia: Q14524-1) gén eldszor
alklonozasra kertilt és N-termindlis GFP-jelolést kapott [vektor: pcDNA3.1/Zeo (+)]. Ezt a
konstruktot H. Abriel biztositotta szamunkra (University of Bern, Svéjc). A vizsgalataim
kozéppontjaban allo R893C és R893H Nay1.5 mutéiciok célzott mutagenezissel, un. ,,overlap
extension” PCR segitségével késziiltek. Az R893C mutéciot az UD-GenoMed Kft. (Debrecen,

Magyarorszag) végezte el és a mutans klont direkt szekvenaléassal erdsitették meg.

A mutans DNS-fragmentumot az EcoRI és Kpnl restrikcios enzimek segitségével illesztettiik
be a human WT-Nayl.5 csatornat kodold plazmidba. A mutans klon direkt szekvenaldsaval

ellendriztiik a kivant mutacid jelenlétét és mas variaciok hianyat.
3.4. A T449A ¢és 1470A mutans Shaker-IR fesziiltségfiiggd kaliumcsatornak
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Az IR roviditése az ,,Inactivation Ball Removed” kifejezésnek. Ez azt jelenti, hogy a
vad tipust Shaker csatornarol eltavolitasra kerliltek az N-tipusu inaktivacioért felelés 6-46-os
pozicioban 1évé aminosavak, igy nem talalhaté meg a fehérjében az ,inaktivacios labda”. gy
azonban az inaktivacié annyira lassiva valna, hogy nehézkes lenne dolgozni vele. Ezért ezen a
modositason kiviil az altalam felhasznalt csatorndkban taldlhatdo egy vagy két C-tipusu
inaktivaciod kinetikajat befolyasold mutacio. A 449-es pozicidban 1év0 treonin cseréje alaninra,
amely gyorsitja a C-tipusi inaktivaciot, ezaltal az egy néhdny masodperces iddablakban
kényelmesen vizsgalhatova valik. Az altalam hasznalt mésik mutans ezen a valtoztatdson kiviil
tartalmaz még egy 470-es pozicidban 1évé izoleucin-alanin cserét is. A tovabbiakban ezekre a

csatorndkra ugy fogok hivatkozni, mint T449A, illetve T449A/1470A muténsok.

3.5. Sejtkultirak és transzfekcio

A vizsgalataim soran hasznalt kinai horcsog ovarium (CHO) és huméan embrionalis
vesesejteket (HEK) magas gliikdz tartalmu tapoldatban tenyésztettem (10% FBS, 2 mM L-
glutamin, 100 U/ml, penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin). A sejtek tenyésztése 37°C-os,
5% CO2 -ot és 95%-o0s paratartalmat biztositdé termosztatban, 25 cm2-es tenyésztdflaskdban
tortént. A sejteket hetente kétszer passzaltam. A letapadd sejteket a passzalas soran 5 percig
tarto 0,2 g/l EDTA-t tartalmaz6 PBS oldattal torténd inkubacioval valasztottam le a
tenyésztoflaska aljardl. A transzfekcidt megel6z6 napon a sejteket 60x15 mm-es Petri-
csészékbe helyeztem, higitasi sort készitve. Masnap a transzfekciohoz mindig egy 50-75 %-os
konfluenciaju Petri-csészét valasztottam. A Shaker-IR csatorndkon végzett mérésekhez a
sejteket Ca-foszfat precipitacios modszerrel ko-transzfektaltam a T449A, illetve T449A/1470A
mutans ioncsatornat kodolod plazmiddal (10 pg), illetve EGFP plazmiddal (1 pg). A Nayl.5
mérésekhez a sejteket az N-termindlis GFP tagget tartalmazé vad tipusu human Nay1.5 (WT-
Nay1.56rr), az N-terminalis GFP tag nélkiili vad tipustt human Nay1.5 (WT-Nay1.5), illetve
R893C vagy R893H mutaciot tartalmazo, N-termindlis GFP taggelt human Nay1.5 (R893C-
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Nayl.5grr / R893H-Nay1.5Grp) csatornat kodold plazmiddal tranziensen transzfektdltam,
melyhez Lipofectamine 2000 kit-et hasznaltam a gyartd protokollja szerint (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Az elektrofiziologiai méréseket mindig a transzfekciot kovetd 24-36 oOras
id6ablakban végeztem el. A transzfekciot kdvetden a sejteket 35 mm atmérdjii, a folyamat elott
egy oraval elozetesen poly-L-ornitinnel kezelt, majd desztillalt vizzel atmosott Petri-csészékbe
helyeztem, 2 ml tapoldat kiséretében. Kozvetleniil a mérés megkezdése elott az adott Petri-
csészében levo sejteket kétszer 1 ml kiilso oldattal (150 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CacCl2,
1 mM MgCl12, 10 mM HEPES; pH= 7,38) mostam, majd végiil a sejteket 2 ml kiilsé oldatban
inkubaltam. A sejtek tenyésztése soran, illetve a transzfekcidohoz Sigma Aldrich gyari

készitményeket hasznaltam (Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag).

3.6. Fluoreszcens ¢és konfokalis mikroszkopia

Fluoreszcens mikroszkopos méréseknél az EGFP pozitiv transzfektalt sejtek
azonositdsdhoz Nikon Eclipse TS-100 fluoreszcens mikroszkopot (Nikon, Tokyo, Japan)
hasznaltam. Az excitacios szir0 a 455-495 nm-es, az emisszids szird az 515-555 nm-es
hullamhossz tartomany szamara volt atjarhatd. A transzfekcios protokoll biztositotta, hogy az
EGFP pozitiv sejtek tobb, mint 60%-a kifejezte a transzfektalt mutans ioncsatornat a mérési
idésavban. Az elektrofiziologiai méréshez mindig olyan sejtet igyekeztem valasztani, amely
fluoreszcens jelet ad, a tobbi sejttdl valamelyest elkiiloniil, illetve letapadt sejtekre jellemzd

nyulvanyos morfologiat mutat (11. abra).
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11. abra: Fluoreszcens mikroszkopos kép a sejtekrol dteso fényben (A), illetve epifluoreszcens

megvilagitdssal (B)

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatokhoz a CHO sejteket 24 6raval a transzfekcid elott
egy 8-kamras feddlemezre (7 000 sejt/’kamra, ibidi GmbH, Grifelfing, Németorszag) helyeztiik.
0,4 ul FuGene HD (Promega, Madison, WI) és kamranként 120 vagy 140 ng DNS szérum- és
fenolvords-mentes Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) oldatban kertilt
hozz4dadasra a sejtekhez. A sejtekés mtsaiexa Fluor™ 647 NHS (szukcinimidil) észterrel
jeloltik meg, amelyet 1x TBS-ben (Tris-pufferolt sooldat; 25 mM Tris—HCI, 150 mM NacCl,
pH = 7,5) oldottunk fel a mérések eldtt 20 perccel jégen. A konfokélis mikroszkopos mérések
48 oraval a jelolést kovetden torténtek szobahdmérsékleten. A konfokalis képeket Al tipusu
konfokalis mikroszkoppal készitettiik (Nikon, Tokio, Japan). A GFP és az Alexa Fluor™ 647
NHS-¢észter fluoreszcens intenzitdsa alapjan a jelek atfedd tertileteit az Imagel szoftver
Intensity Plot Profile eszk6zének segitségével értékeltiik. Az intenzitasértékeket a maximalis

intenzitashoz viszonyitva normalizaltuk.

3.7. Cellularis elektrofiziologia

Az elektrofiziologiai méréseket patch-clamp technika segitségével végeztem, Nayl.5

esetében teljes sejt-, Shaker-IR esetében pedig dontéen outside-out konfiguracidban.
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mérésekhez Axopatch 200B patch-clamp erdsitdt (Axon Instruments, Foster City, CA, USA)
hasznaltam, fesziiltség-zar lizemmoddban, amely biztositotta a  vizsgalt sejt
membranpotencidljanak alland6 értéken tartasat, mikozben a sejtmembranon atfolyd aram
nagysaga meghatarozhato. A mérések soran Burleigh PCS5000 (Thorlabs Inc., Newton, New
Jersey, USA) mikromanipuldtort hasznaltam. Az ingerlé fesziiltség-impulzusokat és az
adatgyljtést személyi szamitogép vezérelte Axon Digidata 1550A (Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen keresztiil a GraphPad Prism 8 (GraphPad, CA) és
pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) segitségével. Az
aramgorbéket 3 polust Boxcar sziirdvel szlirdztem. A tartofesziiltség altalaban -120 mV volt, a
soros ellendllasbol fakado hibak 70-80%-at elektromos kompenzacidval kiiszobdlem ki, az
elfogadhatd soros ellenallas felsd hatarértéke 15 MQ volt. Amennyiben az adott
tartofesziiltségen az Un. szivargasi dram nagysaga meghaladta a maximalis dramerdsség 10%-
at, a mérést elvetettem. A natriumaram mérések soran online szivargési korrekciot végeztem
P/4  szubsztrakcioval. A mintavételezési frekvenciat az aktudlisan alkalmazott
fesziiltségprotokollnak megfelelden allitottam be. A mikropipettakat GC150F-7.5 boroszilikat
iivegkapillarisokbol (Harvard Apparatus Co., Holliston, MA) 4 fazisban készitettem a Flaming
Brown automata pipettahuzé segitségével (Sutter Instruments, San Rafael, CA). A pipettahegy
atmérdje 0.5-1 pm, ellendllasa az alkalmazott oldatok esetén 2-8 MQ volt. A méréseket minden

esetben szobahdmérsékleten (20 - 24°C) végeztem.

3.7.1. Felhasznalt oldatok és perfiizids rendszer

A Shaker-IR mérésekhez a pipettaban 1év6 intracellularis oldat (ICS) egy 150 mM K -
ot tartalmazo bels6 oldat volt (105 mM KF, 35 mM KCl és 10 mM HEPES, pH =7.36 — 7.38).
A perflzios rendszer 4ltal a sejtekre vezetett natrium alapt kiilsé oldat (ECS) pedig 5 mM K™ -
ot tartalmazott (150 mM NaCl, 2 mM KClI, 1,5 mM CaCl2, I mM MgCI2 és 10 mM HEPES,
pH = 7.36 — 7.38). A kisérleteimhez felhasznaltam ezen kontroll kiilsé ECS oldatot, illetve
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ennek az 5- vagy 10 tomegszazalék (%(m/m)) glicerint, vagy 10 tomegszdzalék szacharozt
tartalmazo valtozatat. A méréseimhez felhasznalt kiils6 oldat normal viz, illetve nehézviz alapu
volt, ezek pontos viszkozitas értékeit az 1. tablazatban foglaltam Gssze. Az eredményeim
ismertetésekor kiilon fel vannak tiintetve azok a mérések, amelyek nehézvizes kornyezetben
késziiltek. A teljes-sejt konfiguracioban végzett Nay1.5 mérések esetén az ECS Osszetétele a
kovetkezo volt: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 2.5 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES ¢és
5.5 mM gliikéz. Az endogén K* aramok kikiiszobolésének céljabdl a ICS ezen méréseknél Cs'-
alapu: 10 mM NaCl, 105 mM CsF, 10 mM HEPES ¢és 10 mM EGTA (pH = 7.2, CsOH-al
titrdlva), ozmolaritdsa pedig 295 mOsm/L volt. Az extracelluldris oldatokat egy a gravitacid
altal hajtott, mikroperfuzios rendszer segitségével vezettem az adott sejtre/kitépett patchre, 0.2-
0,5 ml/perces litemben, folyamatos elszivas biztositdsa mellett. A tetrodotoxin (TTX), 1.4-
dithiotreitol (DTT) ¢és prokainamid tartalma kiils6 oldatok a mérést megelézden frissen
késziiltek. Az oldatok elkészitése soran Sigma Aldrich gyari készitményeket hasznaltam
(Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A vizsgalt vegyiiletek adott koncentracidoban
kifejtett hatasat a normalizalt aram (I/1o) értékkel jellemeztem, ahol Io és I rendre a csticsaramot
jeloli a vegyiilet tavollétében, illetve jelenlétében az adott koncentracié mellett. Perfuzios
kontrollként hasznalt ECS 0sszetétele a kovetkezo volt: 145 mM Kolin-Cl, 5 mM KCI, 10 mM
HEPES, 5.5 mM gliik6z, 2.5 mM CaCl2, és ImM MgCl2. Ezen kolin alapt ECS hatéséra a Na-
aram amplitdddjadban létrejovoé prominens valtozas jelezte a sikeres transzfekciot és fehérje

expressziot, illetve a perfuzios rendszer megfeleld miikédését.

3.7.2. A Shaker-IR mérések sordn hasznalt fesziiltség protokollok

A kisérleteim soran ugynevezett ,,kétlépcsds” protokollt hasznaltam. A kitépett patch-
et elobb -120 mV tartéfesziiltségen tartottam, majd ezt kovetden egy 2 masodperces, +50 mV
membranpotencidl  értékre torténd  depolarizald6 impulzus kovetkezett. Ezen a
membranpotencidl értéken az altalam hasznalt mutans csatorndk eldzetes biofizikai
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karakterizalasa alapjan az 0sszes csatorna nyitott allapotban van. A depolarizacio utan a patchet
45 s-ig -120 mV-0s membranpotencidlon tartottam. A kovetkezd depolarizald impulzus el6tt 2
masodperccel megtortént az oldatcsere, €s az alkalmazni kivant oldat folyt a kitépett patch-re.
Ez a mésik oldat a fentebb mar emlitett, kontrollnal nagyobb viszkozitas oldat volt, mivel ez
tartalmazta vagy a szachardzt, vagy pedig a glicerint. Az ismételt depolarizaciot egy ijabb
mérés kovette a nagyobb viszkozitasu ECS oldat kornyezetében €s ezen aramgorbék keriiltek
késObb Osszehasonlitasra. Az inaktivacio kinetikai vizsgéalatahoz ezeket a fentebb részletezett,
2 s hosszu depolarizalé impulzusokat alkalmaztam +50 mV-ra, =120 mV-os tartofesziiltségrol
kiindulva. A kifel¢ iranyuld aram gyors aktivacidjat az aram lecsengése kovette, amely a
csatorndk C-tipusi inaktivacidjanak felelt meg. Az inaktivaciés iddallandd (ti)
meghatarozasdhoz egy exponencialis fiiggvényt illesztettem az dramgorbék leszallo részére
[I(t) = Lo x exp(—t/ti) + C], ahol Ip az 4&ram inaktivalddé komponensének amplitidoja, i a Shaker
csatorndk inaktivacids idéallanddja, és C a depolarizdld impulzus végén megfigyelhetd
egyensulyi aram. Egy adott Shaker-IR mutans esetében legalabb n > 4 sejtet vizsgéltam, és az
inaktivacios iddallandok atlagértékét hasznaltam az inaktivacios kinetika jellemzésére. Az

alabbi tablazatrol leolvashatd a nehézviz, illetve a szachar6z/glicerin vizben oldott, 5 és 10

%(m/m)-os elegyének viszkozitasa 20°C-on.

D20 1.245

H20 1.005 1. Tablazat: A Shaker-IR kisérletek
soran alkalmazott oldatok

5% glicerin H20-ban 1171 viszkozitds értéekei 20°C-on, mPas

egységekben

10% glicerin H20O-ban 1.31

10% szachar6z H20O-ban | 1.336
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3.7.3. A Nay1.5 mérések soran hasznalt fesziiltség protokollok

A kiilonboz0 Nayl.5 varidnsok alapvetd biofizikai karakterizalasahoz teljes-sejt
konfiguracioban végeztem méréseket. Vizsgéaltam a csatorndk aktivacids és inaktivacios
kinetikajat, az inaktivalt allapotbol valo visszatérés kinetikajat, illetve az egyensulyi aktivacid
¢s inaktivacio fesziiltségfiiggését. Az aktivacid és inaktivacié vizsgalatdhoz a sejteket 5
masodpercenként -120 mV tartofesziiltségrol, 15 ms-ig 0 mV-ra depolarizaltam (20 kHz
mintavételezési frekvenciaval). Az aktivacio kinetikajat a ,.time-to-peak” valtozdval
értekeltem, amely fiiggetlen az alkalmazott kapuzasi modelltdl és szintén hasznélatos az
aktivacios kinetika jellemzésére (Keller és mtsai., 2005). Az atlagos time-to-peak értékét egy
adott sejt esetében 4-5 0 mV-ra depolarizalé impulzus time-to-peak értékeinek atlagaként
hataroztam meg. Az adott sejtre vonatkozo, pA/pF-ben kifejezett aramstiriiséget ugy
hataroztam meg, hogy a legalabb harom, 5 masodpercenként ismételten alkalmazott
depolarizdldo pulzus soran, a megfeleld tesztpotencidlokon mért csucsdramok atlagat
elosztottam a sejt kapacitasaval. Amennyiben a depolarizalé impulzust fenntartjuk, Nay1.5
esetében a gyors aktivacidt gyors inaktivacid koveti. Az inaktivacidés iddallandd (ti)
meghatarozasahoz egy exponencialis fiiggvényt illesztettem az dramgorbék leszalld részére
[I(t) = o x exp(—t/ti) + C], ahol Ip az dram inaktivalodé komponensének amplitidoja, t; az
inaktivacios idéallandd, és C a depolarizaldé impulzus végén megfigyelhetd egyenstlyi aram.
Nay1.5 esetén az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggésének meghatarozasahoz a sejteket -120
mV tartofesziiltségrol -70 és +70 mV kozotti tesztpotencidlokra depolarizaltam, 5 méasodperces
1dokozonként, 10 mV emelkedéssel (50 kHz mintavételezési frekvenciaval). A kiilonb6zd
tesztpotencidlok esetén az aktudlis konduktanciat a kovetkezd képlettel hatdroztam meg:
G(V) = Ipeak / (Vm — Vna), ahol Ipeak a csticsaram egy adott tesztpotencidlnal, Vi, a tesztpotencial,
és Vna a Na' egyensulyi potencialja (+68.7 mV, a Nernst-egyenlet, illetve a bels6 és kiilsd oldat

ionOsszetétele alapjan). A G(V) értékeket ezutdn normalizaltam a maximalis konduktanciara
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(G/Go), ¢és a tesztpotencidl fliggvényében abrazoltam a legjobban illeszkedd Boltzmann-
figgvénnyel (G/Go=1/ (1 +exp [~ (Vm — Vu) / s]), ahol Vi az aktualis tesztpotencial, Vi, a
félaktivacios fesziiltség ¢és s a fliggvény meredeksége. Az egyensulyi inaktivacio
fesziiltségfliggésének (hoo) meghatdrozaséhoz a nem-inaktivaldédott csatornak frakcidjat
szamoltam ki minden tesztpotencialndl az I/I-120 segitségével, ahol .20 a -120 mV-os
tartofesziiltségrol torténd depolarizacid soran kapott maximalis aramerdsség, I pedig az aktudlis
tartofesziiltségrol torténd azonos depolarizaldé impulzus altal kivaltott maximalis aramerdsség.
A Vi és s értékeket az adatpontokra egy Boltzmann-fiiggvény illesztésével hatdroztam meg.
A késOi Ina értékeléséhez a 15 ms id6tartamu, 0 mV-ra torténd depolarizald impulzusok utolséd
5 ms-a soran mért egyensulyi Na'-dramot elemeztem. A TTX-érzékeny kés6i Na*-dram a 0,5
puM TTX jelenlétében ¢€s hidnydban, azonos iddablakban mért egyensulyi aram értékek
kiilonbségeként lett definidlva. Az inaktivalt allapotbol vald visszatérés kinetikdjanak
vizsgalatahoz -120 mV tartofesziiltségrdl, 0 mV-ra torténd, 100 ms hosszusagu depolarizald
impulzusparokat hasznaltam (20 kHz mintavételezési frekvencidval). Az elsé impulzus sordn
megmértem az adott csticsaramot (I;). Az inaktivaciot kdvetden egy Un. ,,recovery” periddus
kovetkezett -120 mV tartofesziiltségen, melyet interpulzus intervallumként (ipi) definidltam.
Ezt kovette az elsOvel megegyezd, masodik depolarizald impulzus, majd ismét megmértem az
aktudlis csucsaramot (I2). Az interpulzus intervallum (ipi) hossza -120 mV tartéfesziiltségen
0.25 és 60 ms kozott valtozott. Az Un. ,.fractional recovery” (FR) az adott ipi érték mellett a
kovetkezd képlet segitségével keriilt meghatarozasra: FR = (I2) / (I1). Az FR vs ipi értékeket
egy exponencialis fiiggvénnyel illesztettem, az inaktivalt &llapotbdl valod visszatérés
idéallandojat (tr) pedig a kovetkezd Osszefliggés alapjan szamoltam ki: FR(t) = 1-exp(—t/t;). A
nemlinedris, legkisebb négyzetek illesztését a Levenberg-Marquardt algoritmus segitségével

végeztem.

3.8. A fehérjeszerkezet modellezése
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A szerkezeti modellezést az emberi Nayl.5 csatorna krio-elektronmikroszképos
szerkezete alapjan végeztikk (PDB: 7DTC; Li és mtsai., 2021b). A fentebb emlitett konzervalt
régiok, koztiik az R893C mutacio és kdrnyezete 3,30 A felbontassal sikeresen rekonstrualhato
volt. A kristalyszerkezés mtsaiapjan az R893 aminosavat ciszteinre cseréltiik az UCSF Chimera
X szoftver segitségével (Meng €s mtsai., 2023), majd protonalasi €s energiaminimalizalasi
Iépéseket hajtottunk végre (GAFF er6tér alkalmazéasaval). A feltételezett ligandum—fehérje

kolcsonhatasokat a LigPlot programmal abrazoltuk (Laskowski és Swindells, 2011).

3.9. Adatértékelés és statisztikai elemzés

Az eredmények értékeléséhez a pClampl0 program csomagot hasznaltam (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA). A mérés soran kapott aramgorbéket kiértékelés soran
el6szor korrigaltam az adott impulzus el6tti -120 mV-os tartofesziiltség mellett meghatarozott
ohmikus szivargési aram értékével. A szovegben feltiintettem a kiilonb6z6 sejtekre vonatkozo
mérések szamat (n), a mérési adatok kozlésénél az adatokat atlag + SEM formaban adtam meg,
az egyedi adatpontokat az oszlopdiagramokon jeloltem. A fliggetlen transzfekciok/biologiai
ismétlések szdma (n) a kisérletek tobbségeében legalabb 4 volt. A mérési eredményeket
reprezentald abrak szerkesztéséhez, valamint a statisztikai analizishez a GraphPad Prism 8
szoftvert (8.0.1 verzio, La Jolla, CA) hasznaltam. Az adatok normalitdsanak vizsgélatara
Shapiro—Wilk-probat alkalmaztam. Két csoport 6sszehasonlitasara Student-féle dnkontrollos t-
probat, illetve nem normalis eloszlas esetén Mann—Whitney-féle rangdsszeg-probat
hasznaltam. Tobb csoport Osszehasonlitdsa esetén one-way ANOVA varianciaanalizist
alkalmaztam Tukey-féle post hoc teszttel. A statisztikai szignifikanciat P-értékekkel jeloltem.
Amennyiben P<0,0001 értéket adtam meg, a statisztikai program a pontos P-értéket nem tudta
meghatarozni, ezért ezekben az esetekben P<0,0001 szerepel. A szignifikans eltéréseket

értekezésemben csillaggal (*) jeloltem.
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4. Eredmények
4.1 A 10 % (m/m) szachar6z hatdsa Shaker-IR kaliumcsatornak lassu inaktivacidjara

Korabban mar emlitettem, hogy az irodalom beszdmol az inaktivacids vizmolekulak
kisérletes eltavolitasarol nagy viszkozitasu (2 M) szacharoz oldat segitségével, illetve ennek az
inaktivalt allapotbol valo visszatérést gyorsitd hatasarol (Ostmeyer €s mtsai. 2013), ezért az
altalam végzett kisérletek koziil ezt mutatom be elsonek. A korabban részletezett protokoll
szerinti, oldatcsere el6tti elsd depolarizacio hatésara a 1étrejové makroszkdpikus kdlium aram
inaktivacids iddallandojanak atlaga 144 + 6.6 ms-nak adodott (n = 6), mig az oldatcsere utani
masodik depolarizald impulzus esetében ez az atlag 159 + 17.4 ms volt (n = 6). Abban az
esetben tehat, amikor 10%(m/m) szachar6zt alkalmaztam a 2. szamu oldatban az eredmények
azt mutattak, hogy nincs szignifikans hatas az inaktivacids idéallanddkra annak ellenére, hogy
a szacharo6z viszkozitasa még a nehézviznél is nagyobb (P >0.05). A kisérleteket T449A mutans

Shaker-IR kaliumcsatornan végeztem.

+50 mV +50 mv
| |
-120mV, -120mv, 190 my

10% szacharoz

A kisérlet soran mért

inaktivaciosidéallandok
200
3| 1sp P=0,05188
160
140
120
100
80
60
40
20

I
E 7: 145,8 ms
s
©

Tinakt (mS)

Atlag

W Kontroll m10% szacharodz
idd(s)

12. abra: 10% szacharoz hatasa T449A Shaker-IR csatornak inaktivacios kinetikajara. Az
inaktivacios idoadllando meghatdrozdsahoz hasznalt fesziiltség-protokoll a 3.7.2 fejezetben

részletesen leirasra keriilt.

37



A 12. abrarol leolvashato a kisérleti protokoll, amely idérendileg megfeleléen van abrazolva az
alatta 1évé aramgorbék és a szachard6z hozzdadasdhoz képest. A bal als6 abran két altalam
kivalasztott, reprezentativ aramgorbe lathaté kontroll koriilmények kozott (bal) illetve
szachar6z jelenlétében (jobb). A jobb als6 abra pedig az inaktivacios idéallandok atlagat és
annak kozepes hibdjat (SEM-et) szemlélteti kontroll koriilmények kozott, illetve szachardz
jelenlétében. A kisérletek alapjan meghatarozott inaktivacios idéallandokban szignifikéns

eltérés nem tapasztalhato.

crer

A kovetkezo kisérlet soran az 5 tomegszazalékos glicerin hatasat vizsgaltam (13. abra)
a fentivel (4.1 pont) teljesen megegyez6 fesziiltség-protokoll alkalmazéasaval. A kontroll
kortilmények kozott meghatarozott inaktivacios idéallandok atlaga 485 + 16.6 ms volt (n = 6),
mig glicerin expozicid hatasara ez az atlag 517 + 17.4 ms-nak adodott (n = 6). Ezen eredmények
alapjan, mikor 5% (m/m) glicerint alkalmaztam a viszkozitas novelésének céljabol, szintén nem
adddott szignifikans kiilonbség az inaktivacios idéallandok atlagaban (P > 0.05). Ezeket a
kisérleteket a valamivel lassabban inaktivalodo T449A/1470A mutanson végeztem, ez volt az

oka az inaktivacids idéallandok az el6z6 mérésekkel szembeni nagyobb voltanak.

+50 mV +50 mV
| |
-120mV, -120 mV, 120 mV
5% glicerin Akiserlet soran mert
1o inaktivaciosidoallandok
’ 600
p=0,051747
500
08 - p—
_ g 400
<
£ 7: 404 ms 1:452,5 ms ~. 500
E £
& 04 S
o W 200
100
0,0 -wwwam ||
0
. . . : : Atlag
0 2 4 50 52 54 M Kontroll m5%glicerin
idé(s)
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13. abra: 5% glicerin hatasa T449A4/1470A4 Shaker-IR csatorndk inaktivacios kinetikdjara. Az
inaktivacios idoallando meghatarozasahoz hasznalt fesziiltség-protokoll az elozo kisérlettel

megyezo volt.

4.1.2 A 10% (m/m) glicerin hatdsa Shaker-IR kaliumcsatornak lasst inaktivaciojara

Vizsgaltam a glicerin hatdsanak koncentracio fiiggését is, igy kisérleteket végeztem
10%(m/m) glicerint tartalmazé ECS alkalmazéaséaval is. Ezeket a méréseket a T449A mutans
csatorndkon végeztem. Ebben az esetben a protokoll szerinti elsé +50 mV-os depolarizacio
hatasara kialakuldo aramgorbékrél leolvashatd inaktivacios iddéallandok atlaga kontroll
kortilmények kozott 157 + 6.6 ms volt (n = 6), mig ez az atlag 10%(m/m) glicerin hatasara 225
+ 12.5 ms-ra emelkedett (n = 6). Ezen szignifikans kiilonbség (P = 0.0011) azért volt nagyon
meglepd, mert 5%(m/m) glicerint alkalmazva nem lattuk ezt a hatast, masrészt pedig a
10%(m/m) glicerin viszkozitasa vizes kdzegben 1.31 mPas, mig a 10%(m/m) szachar6zé 1.336
mPas. A nagyobb viszkozitasu szachar6zos oldat esetén pedig nem tapasztaltam az inaktivacio
szignifikans lassulasat. Ugyan ez még nem bizonyitott, de vélhetden a 10%(m/m) glicerin nem
a viszkozitasanak koszonhetéen, hanem specifikus molekularis kdlcsonhatasok révén okozza

ezt a valtozast a csatorndk inaktivacios kinetikajaban.
+50 mV +50 mV

| |
-120 mV/ -120mV] 120my
_ A kisérlet sordn mért

inaktivacios idéallanddk
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*p=0,001181
6 200
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z
g 3 = 100
S i
‘© 3]
50
0 ) 0
0 2 48 50 Atlag
id6é (S) H Kontroll W 10%glicerin

14. abra: 10% glicerin hatisa T449A Shaker-IR csatorndk inaktivacios kinetikajara, az
alkalmazott fesziiltség-protokoll a korabbiaknak megfelelo volt.
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A fenti jelenség fényében sziikségessé valt egy ujabb kisérlet megvalositasa, amely képes
bizonyitani, hogy nem a megnovekedett viszkozitas, hanem valamilyen specifikus molekularis
kolcsonhatds okozta az inaktivaciés iddallandok ndvekedését 10%(m/m) glicerin
alkalmazasakor. Igy megvizsgaltam, hogy a nehézviz és a 10%(m/m) glicerin inaktivaciot
lassitdé hatasa additiv-e. Ha a viszkozitds jelentds novekménye mellett az inaktivacios
idéallandok atlagénak kiilonbsége nem szignifikans, az arra enged kovetkeztetni, hogy nem a
megnovekedett viszkozitas okozta a 10%(m/m) glicerin fentebb bemutatott hatasat. Ebben az
esetben a kontroll ECS oldat nehézviz-alapu volt, a glicerint tartalmaz6 ECS pedig nehézvizet
¢s 10 tomegszazalék glicerint. A kisérleteket T449A muténs csatorndkon végeztem. Az 15.
abran feltiintetett protokoll szerinti, oldatcsere eldtti elsé depolarizacid hatasara az
aramgorbeékrdl leolvashato inaktivacios idéallandok atlaga 370 + 23.6 ms nak adodott (n = 5),
mig az oldatcsere utani masodik depolarizalé impulzus esetében ez az atlag 422 + 22 ms volt

(n=Y5).

+50 mV +50 mV

-120mV, -120mV, 120 mv

A kisérlet soran mert
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<< Ir:’_ 200
150
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0 e
50
j J (J " " j 0
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1dé (s) M Kontroll

W D20+10%glicerin
14. abra: 10% glicerin hatasa T449A4 Shaker-IR csatornak inaktivacios kinetikajara Az abrarol

leolvashato a kisérleti protokoll, amely idorendileg megfeleléen van abrazolva az alatta lévé
dramgorbék és a nehézviz alapu, 10%(m/m) glicerint tartalmazo oldat hozzaaddsdhoz képest.

A bal also abran egy dltalam kivalasztott reprezentativ aramgorbe lathato nehézvizes kontroll
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(bal) és nehézvizes 10%(m/m) glicerint tartalmazo (jobb) kézegben. A jobb alsoé grafikonrol

leolvashato az inaktivacios iddallandok atlaga és annak kozepes hibaja (SEM).

A kiilonbség az inaktivacios idéallandok atlaga kozott nem volt szignifikans (P > 0.05). Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a nehézviz és a glicerin hatdsa nem additiv, ez pedig alatamasztja a
hipotézisiinket mely szerint a 10%(m/m) glicerin inaktivacios kinetikara gyakorolt hatdsa nem
a nagyobb viszkozitasanak koszonhetd. Ebben a fejezetben bemutatott atlagok tobb mérés
adatainak Osszegzésébdl szarmaznak (lasd Anyagok és modszerek fejezet). Az egymassal
Osszehasonlitott aramgdrbék és ezekbdl szdrmazo inaktivacios idéallandok mindig ugyanazon
a patch-en végzett kisérlet eredményei, a statisztikai elemzéseket Onkontrollos t-probéaval

végeztem.

4.2. Egy potencialisan patogén Nay1.5 mutaci6 detektalasa

A korabban részletezett kortorténetli, Brugada-szindromaban szenvedd betegiinknél
teljes genom szekvenalds soran egy heterozigdta pontmutaciot sikeriilt detektalni az SCNSA
gén 2677-es pozicigjdban (¢.2677C>T). Ezen ,,missense” mutacio a fehérje szerkezetében, a
893-as pozicidban 1évd arginin cseréjét eredményezte ciszteinre (R893C). A kiilonbozo
pontmutéciok fehérje szerkezetre €s funkcidra gyakorolt hatasat eldrejelz6 algoritmusok (SIFT,
PolyPhen-2, Align-GVGD) alapjan ezen mutdciod potencialisan patogén, diszruptiv hatasu a
Nayl.5 fehérje miikodésére nézve. Az irodalmi adatok alapjan, egy nagy szamu (6500)
egeészséges kontroll populacion végzett genetikai analizis soran az SCN5SA R893C mutéacio nem
volt megtalalhato [Kapplinger és mtsai., 2010], illetve nem taldlhaté meg a human génmutacios
adatbazisban [HGMD, Stenson és mtsai., 2020], az Ensembl, HapMap ¢és az 1000 genom
projekt adatbazisaban sem. Ezek alapjan az R893C, mint potencialisan patogén Nay1.5 mutacio
szerepe feltételezhetd a betegség kialakuldsdban. Bar az R893 pontos szerepe a Nayl.5
miikodésében még nem teljesen tisztdzott, az Arginin jelenléte ebben a pozicidoban evolucios

szempontbol elényds. Az aminosav szekvencidk dsszehasonlitasa alapjan az R893 magas foku
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konzervaltsdgot mutat kiillonb6z6 human Nay, izoformakban, illetve a Nay1.5 fehérje
szerkezetében is kiilonb6z6 fajokban (15. abra) [Zimmer és mtsai., 2002]. A 893-as pozici6 a
Nay1.5 fehérje maésodik doménjében (DII) 1€évé transzmembran S5-S6 szegmentumokat
0sszekotd extracellularis hurok régidban taldlhatod, amely része a csatorna porusanak és kozel
talalhato a szelektivitasi sziir6hoz (5. abra), mely egy mutacios forropontnak tekintheté BrS
szempontjabol [Kapplinger és mtsai., 2010]. A beteg epilepszias rohamait magyarazo patogén

natriumcsatorna mutaciot nem sikeriilt detektalnunk, illetve nem volt kimutathatdé mutaci6 a

szivizomban kifejez6dd kalium- €s kalciumcsatornak esetében sem.

(@)

9MIASDCQLPQRWHMNDFFHSFLIVFRVLCGEWIETMWDCM Najl.l
913 I SNDCELP-RWHMHDFFHSFLIVFRVLCGEWIETMWDCM Nal.2
914 INDDCTLP-RWHMNDFFHSFLIVFRVLCGEWIETMWDCM Nal.3
732IALDCNLP-RWHMHDFFHSFLIVFRILCGEWIETMWDCM Nal.4
869 - DSDSGLLPRWHMMDFFHAFLIIFRILCGEWIETMWDCM Nal.5
7INQDCELP-RWHMHDFFHSFLIVFRVLCGEWIETMWDCM Nal.6
BB INDDCTLP-RWEMNDFFHSFLIVFRVLCGEWIETMWDCM Nal.7
B1I9I SAPHEDWPRWHMHDFFHSFLIVFRILCGEWIENMWACM Nal.8
(b)

HRISDSGLLPRWHMMDFFHAFLIIFRILCG 899 SCNSA-EGER
HRISDSGLLPRWHMMDFFHAFLIIFRILCG 900  SCNSA-PATKANY
D--SDSGLLPRWHMMDFFHAFLIIFRILCG 897  SCN5A-EMBER

15. abra: A DII §5-S6 régio szekvencia osszehasonlitasa, a 893-as poziciot nyilak jelolik. Ebben
a pozicioban az Arginin nagy foku konzervaltsagot mutat a human Na, izoformdkban (a) és

kiilonbozo fajokban (egér, patkany, ember) is (b).

* *

0+0
Ko 0O
i
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16. abra: Fenotipusos és genotipusos informaciokat tartalmazo csaladfa. A férfiakat négyzetek,
a noket korok jelolik. Betegiinket nyilhegy jeloli, a ,,+” szimbolum jelzi az SCN5A ¢.2677C>T
varians hordozoit. A ,,-"" szimbolum a mutaciot nem hordozo, az keresztbe huzott szimbolum az
elhunyt csaladtagokat jeloli. Azon csaladtagokat, akik nem estek dat genetikai vizsgalaton, a ,, *”

szimbolum jelzi.

Betegiinknek két fia van (16. abra III-1 és III-2), mindketten teljesen panaszmentesek,
szivultrahang vizsgalat strukturalis eltérést nem mutatott. Nyugalmi 12 elvezetéses EKG-n az
egyikiiknél (ITI-1) teljesen normal mintazat, a masik esetében (III-2) pedig egy inkomplett
JTSZB morfologia volt lathatdé Brugada-jel nélkiil. Genetikai vizsgélat sordn a patogénnek vélt
mutacié egyik utdodban sem volt megtalalhatd, illetve mindketten elzarkoztak
gyogyszerprovokacios teszttdl és invaziv szivelektrofizioldgiai vizsgalattol. A beteg egyik
testvére fiatalon elhunyt, haldlat azonban hepatocellularis karcindma szévédményei okoztak,

nem szivritmuszavar.

4.3. A vad tipusu Nay1.5crp biofizikai karakterizalasa

Els6ként a vad tipusu Nay1.5 N-terminalis végén talalhaté GFP-jeldlés biofizikai hatasat
vizsgaltam (WT-Nay1.5Grp), amely soran dsszehasonlitottam a csatorna mitkodését annak GFP
jeloletlen valtozataval (WT-Nayl.5). Ezen méréseket CHO sejteken végeztem, teljes-sejt
konfiguracioban. Egy 15 ms hosszl, 0 mV-ra depolarizalé impulzus leadaséat kovetéen a WT-
Nay1.5 plazmiddal transzfektalt sejtek esetében a maximalis aramsfirliség atlaga 311.8 + 31.8
pA/pF-nak addédott (n = 15), mig WT-Nay1.5Grp esetében ez 340.6 + 36.2 pA/pF (n=31) volt
(17. dbra A és B; 3. tablazat), igy az aramsiiriiség értékekben nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget (P = 0.6150). Az dram csticsanak eléréséig eltelt id6 (time-to-peak) értékek szintén
nem mutattak szignifikans kiilonbséget: WT-Nay1.5 esetén 0.413 +0.019 ms (n=15), mig WT-
Nay1.56rp esetén 0.493 + 0.018 ms (n = 31) adodott (17. abra B, P = 0.008). Az inaktivacios
idéallandok (t;)) WT-Nay1.5 esetén 0.719 £ 0.065 ms-nak (n = 15), WT-Nay1.5grp esetén pedig
0.869 £ 0.047 ms-nak adddott (n = 26) (17. abra B, P = 0.0658). Az N-terminalis GFP jelolés
szintén nem okozott szignifikdns kiilonbséget az egyensulyi aktivacio fesziiltségfliggésében és
a fliggvény meredekségében (s) sem: a a félaktivacios fesziiltség (Vi) és meredekség a

43



jeloletlen csatornakat kifejezo sejteknél —30.1 = 2.4 mV-nak, s = 5.8 £ 0.4 mV-nak (n = 6), mig
WT-Nay1.5Grp esetén a Vi, =-34.2 + 1.8 mV-nak, s = 6.1 = 0.3 mV-nak adédott (n =23) (17.
abra C, P = 0.2846; P = 0.6591; Vip ¢és s esetén). Az egyensulyi inaktivacio
fesziiltségfliggésében szintén nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. A Vi értek WT-
Nay1.5 esetén —54.2 £ 2.9 mV, az s faktor -8.4 + 0.5 mV, (n = 10), WT-Nay1.5crp esetén pedig
aVip—+2.1mV,azspedig—9.5+0.5mV (n=12) volt (17. d&bra D, P = 0.1676; P = 0.1461,
Vin és s esetén). Végiil az inaktivalt allapotbol valo visszatérés kinetikdjat vizsgaltam: WT-
Nayl.5 esetén az inaktivalt allapotbdl valo visszatérés iddallanddja (tr) 3.2 + 0.40 ms (n = 9),
mig WT-Nay1.5grp esetén 3.40 + 0.20 ms (n =22) volt (17. abra E, P = 0.6283). A GFP jelolés

hatasainak ebben a bekezdésben részletezett vizsgalatat a 17. abra és 2. tablazat foglalja 6ssze.
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17. abra: (A) Reprezentativ teljes-sejt aramgorbék vad tipusu Na,1.5 (szaggatott vonal) és WT-
Na,1.5GFP (folytonos vonal) csatornak esetében. A mérés soran alkalmazott
fesziiltsegprotokoll az aramgorbék felett lathato. (B) Bal: a 0 mV-on mért aramstiriiségek.
Koézépen: az aktivacio kinetikdjat az (A) panelen bemutatott INa csucsaramanak eléréséig eltelt
ido (time-to-peak) meghatarozasaval jellemeztem. Jobb: az inaktivacio idédllandojat (ti) az (A)

panelen lathato dramgorbék leszallo szakaszara illesztett exponencidlis fiiggvénnyel

44



hataroztam meg. (C) Az egyensulyi aktivacio fesziiltsegfiiggése: a pontok az egyensulyi
aktivacio félaktivacios fesziiltségének (V1/2) egyedi adatpontjait jelolik. (D) Az egyensulyi
inaktivacio fesziiltségfiiggése: az adatpontok az adllandosult inaktivacio félinaktivacios
fesziiltsegenek (V1/2) egyedi értékeit jelolik. (E) Az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikajat
kétimpulzusos protokollal vizsgaltam, amelyben az impulzusok kézétti idot (interpulse interval,
ipi; 0,25—40 ms) fokozatosan noveltem. Az adatpontok az inaktivaciobol valo visszatérés
meérteket mutatjiak az impulzusok kozotti ido (ipi) fiiggvényében, az idoallandot (tr) az
adatpontokra illesztett exponencialis fiiggvénnyel hataroztam meg. A teli korék a WT-Na, 1.5,
mig az tires korok a WT-Nayl.5GFP esetében kapott egyedi adatpontokat jelolik. Az abran az
adott paraméterek dtlag + SEM értékeit tiintettem fel. A kiilonbségeket szignifikansnak
tekintettem P <0,01 esetén, mig az ns jelolés nem szignifikans kiilonbséget jelez (P > 0,05) a

WT-Nay1.5GFP-hez viszonyitva.

A vad tipust Nay1.5 esetében, az N-terminalis GFP jel6lés nem okozott szignifikans valtozast
az aramslriiségben, az aktivacios és inaktivacios idéallandokban, a steady-state aktivacio €s

inaktivacio fesziiltségfiiggésében, illetve az inaktivalt allapotbol valo visszatérésben sem.

4.4. A Nay1.5 R893C mutacid biofizikai karakterizalasa

Betegiinkben felfedezett patogénnek vélt heterozigota SCNSA mutacié (R893C) koroki
szerepének feltarasat, biofizikai karakterizalasat szintén patch-clamp technikaval, teljes-sejt
konfiguracioban végeztem, amelynek célja a vad-tipusi (WT-Nayl.5grp) €és a mutdns
ioncsatorndk (R893C-Nay1.5crp) kapuzasi paramétereinek Osszehasonlitdsa volt. Elséként a
mutans csatornakat kifejez6 CHO sejteket -120 mV tartofesziiltségrdl, 0 mV-ra depolarizaltam
15 ms-ig, mely sordn a WT-Nay1.5GFP csatorndkhoz képest dramai dramsiirliség csokkenést
tapasztaltam, a reprezentativ aramgoOrbéket a 18. abran tiintettem fel (WT-Nayl.5grp — A,

R893C-Nayl.56rp — B). A 0 mV membranpotencidlon meghatdrozott aramstriiség WT-
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Nay1.5grp esetén 340.6 = 36.2 pA/pF-nak (n = 31) -, mig R893C-Nay1.5crp esetén 15.8 £ 2.2
pA/pF-nak adddott (n = 19) (18. abra C és D, 3. tablazat, P <0.0001). Ezen eredmények alapjan
megallapithatd, hogy az R893C mutacid funkcidovesztéses mutacio, és okozati 0sszefiiggésben

allhat betegiink BrS fenotipusaval.

Ismert, hogy a CHO sejteken gyakran fejezodnek ki endogén natriumcsatornak is [Lalik
PH és mtsai., 1993]. Kisérleteink soran ugyan a nem transzfektalt sejteken minimalis natrium
aramot mértiink (0 mV-ra depolarizalva 4.6 = 1.2 pA/pF, n = 15), mégis sziikségess¢ valt annak
a kizarasa, hogy a mutans csatornakkal transzfektalt sejteken mért, vad tipusuhoz képest joval
kisebb aramstrtiség nem a CHO sejtek altal kifejezett endogen natrium aram kovetkezménye.
Ennek céljabodl az extracellularisan hozzaadott 0,5 mM tetrodotoxin (TTX) hatasat vizsgaltam,
ugyanis a CHO sejtek endogén natriumcsatornai TTX-szenzitivek (ICso = 3—5 nM) (Lalik és
mtsai., 1993), a Nay1.5 azonban TTX rezisztens (Gellens és mtsai., 1992; Lee and Ruben,
2008). A TTX jelenlétében és hianydban 0 mV-ra torténd depolarizacid soran rogzitett
aramgoOrbék gyakorlatilag fedték egymast mind a WT-Nay1.56rp-, mind az R893C-Nay1.5Grp-
A ¢és B). A normalizalt aram (I/Io), ahol Io a TTX hidnyaban mért csticsairam, mig [ a 0,5 uM
TTX altal 1étrehozott egyensulyi blokk mellett mért csicsdram, WT-Nay1.5Grp esetén 0,927 +
0,013 (n =4), mig R893C-Nay1.5crp esetén 0,913 + 0,025 (n = 6) volt (P = 0,7029) (18. abra
E). A TTX érzékeny dramként definialt késdi Ina értékekeket pA/pF-ban hatdroztam meg: WT-
Nay1.56rp esetén 3,3 = 0,9 (n = 4), mig R893C-Nay1.5grp esetén 1,8 + 0,5 (n = 6) volt (P =
0,1680) (18. abra F). A vad tipust ¢és mutans csatorndkat HEK sejtekbe transzfektalva is
végeztem méréseket, ebben az esetben R893C-Nayl.5crp-t expresszalo sejteket 0 mV-ra
depolarizdlva még kisebb aramstriiséget tapasztaltunk (5.4 = 0.7 pA/pF, n = 9), vagyis

eredményeink nem korlatozodnak CHO expresszios rendszerre. A fent részletezett, CHO
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sejteken végzett kisérletek eredményeit, egy-egy reprezentativ aramgdrbével a 18. dbra foglalja

0ssze.
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18. abra: 4 vad tipusu és R§893C mutans ioncsatornakon mért aramstiriiség osszehasonlitasa.
Kiilonbozo kiilso oldatokkal kezelt sejtek 0 mV-ra térténd depolarizacidjat kévetden mért
dramsiiriiség, reprezentativ dramgorbék és késoi Ina értékek WT-Nayl.56rp és R893C-
Navl.56rp esetén, illetve kiilonbozo tesztpotencialokon mért daramsiriség WT és mutans
csatorndk esetén. Az alkalmazott fesziiltség-protokollok a 3.7.3. fejezetben részletesen leirasra
keriiltek. Az abran minden egyes egyedi adatpontot dbrazoltam, illetve az adott paraméterek

atlag + SEM értékeit tiintettem fel.

A fent részletezett dramai aramstiriiség csokkenés mellett, a mutans ioncsatornat kifejezo
sejtek esetében a kapuzasi paraméterek jelentds valtozasat is tapasztaltam. A mutans csatornak
esetében az aktivacio lassuldsa volt lathatd: a csucsaram elérésének ideje (time-to-peak) WT-
Nay1.5grp esetén 0.493 + 0.018 ms-nak (n=31), R893C-Nay1.56rp esetén pedig 0.779 + 0.079
ms-nak (n = 20) adodott (P <0.0001, 19. abra A). Ezzel ellentétben, az inaktivacios
id6éallandokban (ti) nem tapasztaltam szignifikdns kiilonbséget: vad tipusu csatorndk esetén

0.869 + 0.05 ms (n = 26), mutans csatornak esetén pedig 0.933 + 0.08 ms (n = 20) volt lathato

(P =0.4892, 19. dbra A). Az egyensulyi aktivacid és inaktivacio fesziiltségfiiggésében a vad
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tipushoz képest a mutans csatorndk esetén egyarant ~10 mV eltolodas volt megfigyelhetd a
pozitivabb membranpotencidlok irdnyaba a fiiggvény meredekségének szignifikans
emelkedésével: a WT-Nay1.5crp konstrukt esetén Vip=-342+ 1.8 mV,s=6.1+0.3mV (n=
23), R893C-Nay1.5crp esetén pedig Vip=-249 £ 2.1 mV,s =89 + 0.7 mV (n=12) (P =
0.0033; P=0.0002, V1/2 és s esetén, 19. abra B). Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggését
tekintve a vad tipus esetén (WT-Nay1.56rp) V1/2=-59.1£2.1 mV,s=-9.5£0.5mV (n=12),
R893C mutans csatornak esetén pedig a Vip =474 £3.0 mV,s=-11.3 £ 0.7 mV (n =10)
adodott (P = 0.0037; P = 0.0455, V1/2 és s esetén, 19. abra C). Az inaktivalt allapotbdl valo
visszatérést kinetik4jadban nem tapasztaltam szignifikdns kiilonbséget. WT-Nay1.5Grp csatornak
esetén 1, = 3.38 £ 0.19 ms (n = 22), R893C-Nay1.56rp csatornaknal pedig 1. = 3.65 + 0.36 ms
(n=12) volt (P =0.4798, 19. abra D). A fent részletezett kisérletek eredményeit foglalja 6ssze

a 19. abra és 2. tablazat.
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19. abra: Az R893C mutdcio hatdsa a csatorna aktivacios és inaktivacios kinetikdjara (A), a
steady-state aktivacio (B) és inaktivacio (C) fesziiltségfiiggésere, illetve az inaktivalt allapotbol
valo visszatérésre (D). Az alkalmazott fesziiltség-protokollok és az adott paraméterek

meghatarozasa a 3.7.3. fejezetben részletesen leirasra keriilt. Az abran minden egyes egyedi
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adatpontot abrazoltam, illetve az adott paraméterek atlag + SEM értékeit tiintettem fel. *, **

*AE o5 XX jelzik a szignifikans kiilonbsegeket P <0,05, P <0,01, P <0,001, illetve P <0,0001

eseten.
Inaktivacids SSA SSI
Aktivacids kinetika Visszatérés
kinetika feszliltségfiiggése fesziiltségfiiggése
csucsaram
i 0 mV- V12 V12
ideje 0 mV- n n s (mV) n s (mV) n Tr (Ms) n
nal (ms) (mV) (mV)
nal (ms)
5.8+ -8.4 1
0.413 0.719 -30.1¢ -54.2 + 32+
15 15 0.4 6 0.5 10 9
0.019 0.065 2.4 2.9 0.40
6.1+ 95+
0.493 0.869 + -34.2 ¢ -59.1+ 34+
31 26 0.3 23 0.5 12 22
Navl.56rp 0.018 0.047 1.8 2.1 0.20
89+ -11.3
0.779 0.933 ¢ -249 + -47.4 3.65¢+
20 20 Q.7*** 12 0.7* 10 12
Navl.5arr 0.079**** 0.085 2.1%* 3.0%* 0.36
7.6t 9.7+
0.532 + 1.082 -29.4 + -52.1+ 3.90+
46 47 0.3 44 0.5 27 45
0.013 0.045* 1.5 2.2 0.19

2. Tablazat: 4 CHO sejtekben kifejezett, kiilonbozo Navl.5 konstruktok kapuzadsi paraméterei.

SSA — Steady-state aktivacio, SSI — Steady-state inaktivicio

4.4.1. Membranexpresszios vizsgalatok

A fent részletezett funkcidvesztés hatterében felmeriilt, hogy ezen mutans csatornak
nem helyezOdnek ki a plazmamembranba, vagy egyszerlien nem megfeleld mértékben
szintetizalddnak vagy szerelddnek 0Ossze. Ennek vizsgalatara konfokalis mikroszkopos
méréseket, illetve a transzfektalt vad tipust és R893C mutans sejtek membranjabdl kinyert
fehérjék western blot vizsgalatat végeztiik el. Ezekben a kisérletekben kihasznaltuk a vad tipusu
¢s mutans konstruktjaink N-terminalis GFP jelolését. A GFP-vel jelolt csatorndk
plazmamembranbeli lokalizaci6jat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, az Alexa Fluor™ 647

NHS észter altal kibocsatott, plazmamembranbol szarmaz6 fluoreszcencia intenzitas alapjan. A
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WT-Nay1.5grp-vel €s R893C-Nayl.5grp-vel transzfektalt sejtek pixelrdl pixelre torténd
normalizalt intenzitasprofil-analizise megerdsitette, hogy a GFP expresszidé mindkét konstrukt
esetében azonos modon tortént (20. abra). Negativ kontrollként nativ, azaz nem transzfektalt
CHO sejtekés mtsaikalmaztunk, amelyek esetében nem volt kimutathatdé GFP jel. Tovabba az
intenzitasprofilok azt is mutatjak, hogy a két csatornavarians hasonlo sejten beliili lokalizaciot
mutat (20. abra), amely szintén a megfeleld ,,folding” és ,.trafficking” mellett sz6l. A fentiek
alapjan elmondhat6, hogy a mutdns csatorndk esetében tapasztalt dramstlriiség csokkenés a

csatorna hibas miikodésének eredménye, nem pedig az elégtelen szintézis vagy membranba

val6 kihelyezédés kovetkezménye.
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20. abra: Konfokalis mikroszkopos felvételek WT-Na,1.5GFP (A) és R§893C-Na,1.5GFP (B)
plazmiddal transzfektalt CHO sejtekben. A képek a CHO sejtek GFP fluoreszcenciajelét
mutatjak (A1, Bl, z6ld), valamint ugyanazon sejtek plazmamembranjanak Alexa Fluor™ 647
NHS Ester fluoreszcenciajelét (A2, B2, kek). (A3, B3) - Az egyes csatornak osszeolvasztott
konfokalis fluoreszcencia mikroszkopos képei. (A4, B4) - GFP-jelolt WT vagy R893C Nayl1.5
csatornat expresszalo sejtek vilagos latoteres (fénymezo) képei. A skalavonal minden panelen
10 um. A két fluorofor pixelrol pixelre normalizalt intenzitasprofil-analizisét kiilonbozo
képeken kijelolt linearis szakaszok mentén végeztem el a WT (A5) és az R893C Nay1.5 (BS)
esetében. Az intenzitasprofil-analizis a WT és az R893C Nay 1.5 hasonlo membranlokalizaciojat

jelzi.

4.4.2. R893C mutans csatornak hatasa a vad tipusu csatornak mikodésére

Betegiink heterozigéta statuszdnak modellezésére, illetve az R893C mutans csatornak
altal, vad tipusi csatorndkra kifejtett lehetséges negativ-dominans hatas vizsgalatara, a
korabbiakhoz hasonl6 patch-clamp méréseket végeztem a WT és R893C mutans csatornak 1:1
aranyl kotranszfekcidjaval (Kevert). Ebben a kisérletsorozatban 1 pg WT és 1 nug R893C
plazmidot ko-transzfektaltam a CHO sejtekbe, igy a ,.kevert” konstruktok ugyanannyi DNS-t
(WT és R893C egyarant) tartalmaztak, mint amennyit az egyedi transzfekcios kisérletek soran
hasznaltam. Eredményeim alapjan az R893C mutans csatorndk nem fejtenek ki negativ-
dominans hatast a vad tipusii csatornak milkddésére. A sejteket 0 mV-ra depolarizalva, a
maximalis dramsiliriiség (pA/pF-ban) 340.6 + 36.2 volt (n =31) WT-Nay1.5grp és 373.4 +33.9
volt (n=47) a Kevert csatornapopulacid esetén (P =0.7560) (21. &bra; 3. tdblazat). A vad tipust
(WT-Nayl.56rp) €s kotranszfektalt sejtek esetében nem lattunk szignifikdns kiilonbséget sem
az egyensulyi aktivacid-, sem az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggésében (WT-Nay1.5Grp:
Vip=-342+18¢és=6.11£03mV,n=23;Kevert: Vin=-294+15¢éss=7.6+0.3mV,
n =44; Pvi2=0.0520, P; = 0.047 az egyensulyi aktivacio esetén; WT-Nay1.56rp: Viz =-59.1
+2.1¢8ss=-9.5+0.5mV,n=12; Kevert: Vi,=-52.1£2.2¢ss=-9.7+0.5mV,n=27; Pvin

=0.0578 és Ps=0.7522 az egyenstlyi inaktivacio esetén) (21. abra; 2. tdblazat). Az aktivacios
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kinetikaban szintén nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget, a csucsaram eléréséhez
sziikséges 1d0 (time to peak) 0.493 + 0.018 ms-nak adodott (n = 31) WT-Nay1.5crp esetén, a
Kevert sejtpopulédciora pedig 0.532 £+ 0.013 ms adodott (n = 46) (P=0.0515) (21. abra; 2.
tablazat). Ezzel ellentétben, az inaktivacios idoallandoban szignifikans, azonban az inaktivalt
allapotbol val6 visszatérést jellemz6 idéallandoban nem szignifikdns novekedést tapasztaltam:
a kotranszfektalt sejtek esetén t; = 0.869 + 0.05 ms (n = 26) volt WT-Nay1.5grp és ti = 1.082 +
0.05 (n = 47) volt a kotranszfektalt sejteknél (P = 0.0457); t. = 3.38 £ 0.20 (n = 22) volt WT-
Nay1.5grp és tr = 3.90 £ 0.19 (n = 45) a Kevert csatornapopulaciéra (P = 0.1020) (21. abra; 2.
tablazat). Ebben a fejezetben részletezett kapuzasi paramétereket és aramsiirtiség értékeket a

21. 4bra foglalja dssze.
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21. abra: CHO sejtek depolarizacioja soran lathato reprezentativ aramgérbék WT-Na,1.5GFP
(4), R893C-Na,1.5GFP (B) és 1:1 aranyban kotranszfektalt sejtek esetén (C). Az dbra D-részén
lathato a maximalis dramstiriiség eloszlasa, a time-to-peak értékeket és inaktivacios
idoadllandokat az abra E-részén, a steady-state aktivdcio fesziiltségfiiggeséet az F, mig az
inaktivalt dallapotbol valo visszatérést az abra G-részén tiintettem fel. Az alkalmazott fesziiltség-
protokollok és az adott paraméterek meghatarozasa a 3.7.3. fejezetben részletesen leirdsra
keriilt. Az abran minden egyes egyedi adatpontot abrazoltam, illetve az adott paraméterek dtlag
+ SEM értékeit tiintettem fel. A kiilonbségeket szignifikansnak tekintettem (**** ha P <0,0001),

kivéve a D panelt, ahol varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztam.
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Aramsiiriiség
pA/pF n
WT-Nayl.5 311.8 +31.8 15
WT-Nayl.5Grp 340.6 = 36.2 31
R893C-Navl.5Grp 15.8 £ 2. 2%%** 19
Kevert 373.4+33.9 47
R893H-Nav1.5crp 17.3 £ 3.5%%*x* 28

3. Tablazat: 4 CHO sejtekbe transzfektalt kiilonbozé Nayl1.5 konstruktok esetén mért maximalis

aramstiriség értékek 0 mV-ra toérténd depolarizaciot kovetoen

4.4.3. Ditiotreitol (DTT) hatadsa az R893C mutans csatorndk miikodésére

A fenti kisérleteim bizonyitjak, hogy a betegben azonositott SCNSA mutéci6 (R893C)
a Nayl.5 funkcidvesztését okozza. Ezt kovetden a kovetkezd 1épés a pontos molekularis
mechanizmus bizonyitasa volt. Feltételezésiink szerint, a 893-as pozicidban 1étrejové Arg->Cys
egy erds redukald agens, ditiotreitol (DTT) jelenlétében végeztem patch-clamp méréseket. A
kivalasztott sejteket elsként DTT hidnyéaban, kontroll kériilmények kozott, majd ezt kovetden
I mM DTT jelenlétében 0 mV-ra depolarizaltam, majd normalizalt ionaramot szdmoltam a
kovetkezd képlés mtsaiapjan: I(t)/lo, melyben Ip a DTT hianyaban mért csticsaram, (1) pedig a
DTT modifikécios id0 (t) utan mért csicsaram. WT-Nay1.56rp csatornékat kifejezé CHO sejtek
esetén, 2-3 perc DTT kezelést kovetden Ina nem mutatott jelentds valtozast, a normalizalt &ram
1.02 £ 0.01-nek (n = 8) adodott (22. abra A). Ezzel szemben, az R893C-Nay1.5crp csatornakat
kifejez6 CHO sejtek esetében, DTT applikaciot kovetéen az Ina rendkiviili novekedését

tapasztaltam: a normalizalt &ram 1.39 £+ 0.03 (n = 8) volt (P <0.0001, 22. abra B, C). A fenti
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eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a 893-as pozicidoban 1évd cisztein a poérus régidban
talalhatd nativ ciszteinekkel diszulfid hidak képzodéséhez, és ezaltal a csatorna nyitési
képtelenségéhez vezethet. DTT hozzaadésa bontja ezeket a diszulfid hidakat és javitja a mutans

csatornak mukodését.

WT-Nay1.56rp R893C-Nay1.5gp
omVv 0mV ok kk
120 mJ [L120mv -120 m\ |-120 mv £ '_"
© 1.51
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0 it e fensn G, ©
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g. g_ /~"”' L qo0d-ay--oo---.
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O |
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22. abra: Reprezentativ teljes-sejt dramgorbék kontroll koriilmények kozott (fekete/sziirke), Na+
mentes kiilso oldattal (zold) és DTT jelenlétében (narancs) WT-Nayl.56rp (A) és R893C-
Nayl.56rp esetében (B). Az abra C-részén a normalizalt Iy, lathato mindkét esetben. Az
alkalmazott fesziiltség-protokollok és az adott paraméterek meghatarozdsa a 3.7.3. fejezetben
részletesen leirdsra keriilt. Az abran minden egyes egyedi adatpontot abrazoltam, illetve az

adott paraméterek atlag + SEM értékeit tiintettem fel.

4.4.5. A prokainamid mutéciofiiggetlen hatdsa a Nay1.5 mitkodésére

Betegiink eset¢ben a BrS-ra tipusos EKG eltérések reprodukélhatdéak voltak
prokainamid alkalmazasaval, ezért sziikségesnek lattuk igazolni, hogy az R893C mutéciod
esetén, a vad tipushoz hasonldan, a prokainamid érzékenység perzisztal. 1 mM prokainamiddal
tortént perfuzié hatasaira WT-Nayl.5crp €s R893C-Nayl.56rp esetén egyarant az Ina teljes
gatlasa volt lathatd (23. dbra A és B). Ezen méréseket megismételtem a ,kevert” csatornak
esetében is, ahol a WT-Nayl.5grp és az R893C-Nayl.5crp egylittesen expresszalodott. A
prokainamid jelenlétében az Ina géatlasa ebben az esetben is teljes volt (23. abra C). A 23. dbran
bemutatott kvantitativ analizis szerint az 1 mM prokainamid jelenlétében visszamarado

csucsaram-frakcio 0,12 alatt maradt, fliggetleniil a transzfektalt konstrukttol; a normalizalt
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aramértékek rendre 0,018 £ 0,005 (n = 3), 0,117 £ 0,028 (n = 3, P = 0,0198), illetve 0,069 +

0,015 (n=4, P=0, 1796) volt a WT-Nay1.5grp, R893C-Nay1.5crp, illetve kevert csatornak

esetében.
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23. abra: Extracellularisan alkalmazott 1 mM prokainamid hatisa a kiilonozo Nayl.5
konstruktokra (A — WT-Nay1.56rp; B—R893C-Na,1.56rp;, C— Kotranszfektalt (kever) csatornak
esetén) 0 mV-ra torténd depolarizaciot kévetoen. Az alkalmazott fesziiltség-protokollok és az
adott paraméterek meghatarozdasa a 3.7.3. fejezetben részletesen leirasra keriilt. Az abran
minden egyes egyedi adatpontot abrazoltam, illetve az adott paraméterek atlag + SEM értékeit

tiintettem fel.

4.4.6. Arg893 jelentdsége a Nay1.5 miikodésében

A 893-as pozicioban l1évo arginin (R893) evollcids szempontbdl elényds €s nagy foka
konzervaltsagot mutat (15. dbra). Ezen arginin jelentéségének bizonyitasara elektrofiziologiai
méréseket végeztem az R893H varianssal is. Amennyiben a funkciovesztés oka nem a 8§93-as
pozicidban 1évé aminosav oldallanc toltésének valtozasa, ugy R893H mutans csatornak
esetében is tapasztaltunk kell a korabban latott aramsiirliség csokkenést. R893H mutans
csatornakat kifejez6 CHO sejteken, teljes-sejt konfigurdcidban végeztem patch-clamp
méréseket, mely sordn a mutdns csatorndk jelentds funkcidvesztése volt tapasztalhatd: az
R893H csatornat kifejezd sejteket 0 mV-ra depolarizalva az aramsiirtiség-értekekre (pA/pF-

ban) a WT-Nay1.5grp esetén 340.6 £ 36.2 (n = 31) -, mig R893H-Nay1.56rp esetén 17.3 £ 3.5
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(n=28) adodott (P <0.0001, 24. abra, 3. tablazat). Ezen eredmények alapjan elmondhato, hogy

R893 jelenléte esszencidlis a csatorna mitkddésének szempontjabol.

A B
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24. abra: Az R893H mutacio hatdsa a Nayl.5 miikodésére.
(A) Reprezentativ teljes-sejt dramgérbék —70 és +50 mV kozotti tesztfesziiltségeken, 10 mV-os
lépésekben. (B) A 0 mV-ra torténd depolarizdcio soran mért dramstiriiség-értékek. Egy adott
sejt csucsaram-suriséget legalabb harom, egymast 5 s-onként koveté depolarizalo impulzus
soran kapott aramstiriiség-értékek atlagaként hataroztam meg. Az dbran minden egyes egyedi
adatpontot dabrdzoltam, az eredményeket atlag + SEM formdban adtam meg. **** jelzi a

szignifikans kiilonbséget (P <0,0001)

4.4.7. R893C Nay 1.5 strukturalis modellezése

Az R893 aminosav oldallanc ioncsatorna szerkezetet befolydsolo szerepének megértése
érdekében megvizsgaltuk a huméan Nay1.5 krio-elektronmikroszkdpos felépitését (PDB:
7DTC). Ez alapjan az R893 kulcsfontossagl szerepet jatszik a porus hélixének stabilizalasaban,
mivel harom hidrogénkotést alakit ki az E898 €s E901 glutaméat-oldallancokkal (25. 4bra, A),
ezaltal ezek negativ toltésti oldallancait a poOrus irdnyaba orientdlja (25. abra, B). Ez a
koordinacid nagy valoszinliséggel hozzajarul egy negativ toltésti elektrosztatikus kornyezet
fenntartasahoz (25. 4bra, C), amely eldsegiti a Na*" permeabilitast. Ezzel szemben az R893C
mutans esetében hidnyzik az arginin térkitoltd oldallanca, amely sziikséges lenne ezen

koordinacidhoz, igy a fenti interakciok megsziinnek (25. abra, D-E). Ennek kovetkeztében a
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negativ toltéssiirliség ezen a teriileten jelentdsen csokken (25. abra, F), ami gatolhatja a Na*

ionok athaladésat a poruson.
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B c
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25. abra: Az R893 nélkiilozhetetlen a Nayl.5 csatorna normadl miikodéséhez. A szerkezeti
jellemzok az (A—C) paneleken a WT-Nay1.5GFP, mig a (D-F) paneleken az R8§93C-Na,1.5GFP
esetében keriilnek bemutatasra. (A, D): Az R893, illetve R893C két-dimenzios ligandum-
interakcios abrdi. A fekete, piros, kék és sarga pontok rendre a szén-, oxigén-, nitrogén- és
kénatomokat jelolik. Az atomokat és aminosav oldallancokat koriilvevo bibor sugaras jelolés a
kornyezeti expoziciot mutatja. A hidrogénkotések zold szaggatott vonalakkal jelennek meg,
feltiintetve a kotéshosszakat (4). (B, E): Az R893, illetve R893C aminosav 3D-s interakciéi a
DII §5-S6 hurokban (kék szalagrésziet). Az atomokat gombként, a kornyezo oldallancokat
pedig palcikaként abrazoltuk. A nyilak az E898 és E901 glutamat oldallancokra mutatnak,
amelyek a porus iranyaba orientalodnak. (C, F): A 893-as pozicio kornyezetérdl (R893 és
R893C) keszitett felszini potencialtérkép pillanatfelvételei, a csatorna porusa felol nézve. A

negativ toltés piros, a semleges feher, a pozitiv pedig kék szinjelolést kapott.
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5. Megbeszélés

5.1. A Shaker-IR K'-csatorndk lasst inaktivaciojanak vizsgalata soran nyert
eredmények értékelése

Ugyan a C-tipusu inaktivacid pontos mechanizmusa nem teljesen feltart, ma mar egyre
biztosabbnak tiinik, hogy a folyamat stabilizalasaban a szelektivitasi sziird mogotti régioban
kialakul6 hidrogénkotés-halozat is fontos szerepet jatszik. Molekularis dinamikai
modellszamitasok alapjan feltételezik, hogy a C-tipusu inaktivacid soran az inaktivalt allapotot
a szelektivitasi filter mogé bejutd, ugynevezett inaktivaciés vizmolekuldk stabilizaljak
[Cordero-Morales és mtsai., 2011]. Ezen vizmolekulak jelenlétének kisérletes bizonyitasara
munkacsoportunk a nehézviz inaktivacios kinetikara kifejtett hatdsait vizsgalta [Tibor G.
Szanto; Szabolcs Gaal és mtsai., 2021]. A nehézviz el6zéekben kifejtett inaktivaciot, illetve az
inaktivalt allapotbol torténd visszatérést lassitdo hatasanak oka a mai napig tisztazatlan.
Felmeriilt, hogy a jelenség hatterében specifikus molekularis kdlcsonhatdsok, vagy nem
specifikus hatasként a nehézviz normal vizhez képest magasabb viszkozitasa, illetve a K*-
ionok megvaltoz6 hidratacidos energidja all. Ezen utobbi nem specifikus hatést
munkacsoportunk korabban mar sikeresen kizarta [Tibor G. Szant6; Szabolcs Gaal és mtsai.,
2021]. Specifikus hatasokként felmeriil az elsddleges, illetve masodlagos kinetikus
izotopeffektus. A deutérium izotopeffektusai fesziiltségfiiggd csatornakon mar korabban
bizonyitast nyertek. A normalviz 99,8%-anak extra- illetve intracellularis nehézvizre vald
cseréje egyarant csokkentette a Na“ és K'- konduktanciat tintahal (Meves, 1976; Conti és
Palmieri, 1968) ¢s Myxicola (Schauf és Bullock, 1979) 6rias axonokon egyarant. Késdbb azt is
megfigyelték, hogy bizonyos fesziiltségfiiggd natriumcsatorndk aktivacids és inaktivacios
kinetikaja is lassabb nehézviz jelenlétében, a normal vizhez képest (Starkus és mtsai., 1990). A
kinetikus izotopeffektus altal a protonacid/deprotonacid és/vagy H'- transzfer reakciok

egyarant érintettek, foleg amikor a H" kozvetleniil részt vesz a reakcié sebességmeghatirozo
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Iépésében. A nehézviz altal kialakitott hidrogénkotések a normal vizhez képest erdsebbek,
mivel a hidrogén €s deutérium kotések relativ energiai kozotti kiillonbség, a zéro-pont vibracios
energia vagy molekularis disszociacids energia (ZPVE) csokken. A zérd-pont vibracios energia
a kotések erdsségének mérésére hasznalhatd. Az O-H nytjtasi vibraciora jelentds hatassal van
a deutérium jelenléte: a Hooke-torvény értelmében a hidrogént a vizmolekulaban a nehezebb
deutériumra cserélve a vibracios frekvencia csokkenése, ezaltal egy kisebb ZPVE tapasztalhato.
Azonban, amikor egy atomot egy molekuldaban az izotdpjara cseréliink, az eréallandé (k) nem
valtozik. Tehat nehézvizben, ahogyan a hidrogénkoétések is a molekulak kozott rovidebbé, ugy
erdsebbé is valnak. Mivel a fent leirt specifikus hatasok érvényesiilésének bizonyitdsa direkt
arammeérésekkel gyakorlatilag lehetetlen, kisérleteim soran a viszkozitas hatdsdnak kizarasaval
indirekt mdodon igyekeztem ezt megtenni. Eredményeim alapjén a viszkozitas hatasat ki lehet
zarni, ugyanis a 26. abrarol leolvashato, hogy csak a 10%(m/m) glicerin vizes kdzegben volt
képes szignifikans valtozast okozni az inaktivacids idéallandokban. A legnagyobb viszkozitasu
10%(m/m) szachardzt tartalmazé oldat esetében és a valamivel kisebb viszkozitdsu 5%(m/m)
glicerint tartalmazé oldat esetében sem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget. A nehézvizes
kontroll és a benne oldott 10%(m/m) glicerin hatdsa pedig nem mutatkozott additivnak, annak

ellenére, hogy a viszkozitasuk kiilonb6zd volt.
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Ezen informdaciok aldtdmasztjak korabbi feltevésiinket, mely szerint a nehézviz a sziiré6 mogotti
régidba bejutva, molekularis kélcsonhatasok révén stabilizalja az inaktivalt allapotot. Ezaltal
egyfajta bizonyitékot nyertiink a kordbban bemutatott inaktivacios vizmolekuldk jelenlétérol a
szelektivitasi filter mogott. Ha a nehézviz képes ebbe a régioba bejutni és direkt molekularis
kolcsonhatasokat 1étrehozni, akkor valdsziniileg a normal viz is hasonloképpen hat ebben a
régidban és stabilizalja az inaktivalt allapotot. Ezen tudas a késébbiekben hozzasegithet minket

a C-tipusu inaktivacido mechanizmusanak részletesebb megismeréséhez.

5.2. Nay1.5-R893C biofizikai karakterizalasa soran nyert eredmények értékelése

Tudomanyos munkam soran egy 41 éves, sajatsagos fenotipusos jellemzoket mutato,
Brugada-szindrémaval diagnosztizalt férfibeteg genetikai vizsgalata sordn egy SCNSA
mutacidt (c.2677C>T, R893C) sikeriilt azonositani, majd elektrofiziologiai modszerekkel
karakterizaltam ezen mutans fehérje biofizikai tulajdonsagait. Betegiink esetében mind a
korabban részletezett prokainamid teszt, mind invaziv elektrofiziologiai vizsgéalat soran
polimorf kamrai tachycardia (VT) volt indukalhat6. Tekintettel a spontan és provokalt 1. tipusu
Brugada-jelre, a visszatérd ¢jszakai eszméletvesztéses epizddokra, illetve a VT
indukalhatésagra, primer prevencids ICD beiiltetése mellett dontottiink, ugyanis ezen klinikai
jellemzok magas hirtelen szivhalal rizikot jelentenek (Krahn és mtsai.,, 2022). Mindezek
ellenére a beteg hossztavu ritmuszavar mentessége alatdmasztja, hogy sziikség van 1j,
megbizhatd prognosztikai markerek bevezetésére ezen betegpopulacioban. Az SCNSA
mutaciot hordozdkban a klinikai kimenetel rendkiviil széles skéalan véltozik a
panaszmentességrol, a hirtelen szivhalalig (Yan és Antzelevitch, 1999). Ezen kiviil a betegség
lefolyésat genetikai és kornyezeti faktorok is befolyasoljak (Hilber és mtsai., 2001; Tarradas és
mtsai., 2013). A fentieket, és a betegség rendkiviil valtozatos prognozisat figyelembe véve az

crer

tovabbi rizikostratifikacidhoz.
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A ¢.2677 C>T nukleotid csere, a 893-as pozicidban arginin cisztein szubsztituciot
eredményez (R893C). Ez a pozici6 az Nayl.5 ioncsatorna II. doménjében, az S5-S6
szegmentumai k6zott 1évo extracellularis hurok régioban talalhato (5. abra), amely részt vesz a
csatorna porusanak alkotasaban ¢€s a szelektivitasi sziird (SF) kozvetlen kozelében helyezkedik
el. Ez a régi6 egy un. mutacios “hotspot”-nak tekintheté a BrS mutaciokat tekintve, ugyanis
szamos patogén variacio keriilt mar leirasra (Kapplinger és mtsai., 2010). Az altalunk detektalt
heterozigota R893C mutacio patogén voltat a kdvetkezok alapjan feltételeztiik: 1) a szekvencia
Osszehasonlitds alapjan az R893 oldallanc evolicidos szempontbdl rendkiviil konzervalt a
kiilonb6z6 emlds fajokban €s human Nay izoformakban egyardnt (15. abra), ami feltételezi az
arginin esszencialis voltat a normal csatornamiikodés szempontjabol; 2) az R893C irodalmi
adatok és génmuticids adatbazisok alapjan potencidlisan patogén voltdnak megfeleléen
rendkiviil alacsony allélfrekvenciaval rendelkezik [Kapplinger és mtsai., 2010; HGMD,
Stenson ¢és mtsai., 2020]; 3) R893C-Nay1.5grp csatorndkon a vad tipushoz képest dramai
mértékll aramsiirliség csokkenést figyeltiink meg, amely aldtdmasztja ezen muticid patogén
voltat. BrS betegpopulacidban a DII S5-S6 régioban szamos mutéciot irtak mar le, beleértve a
893-as poziciot is, azonban ez az elsd olyan vizsgalat, amely teljes biofizikai karakterizalas

révén funkcionalis informéciokat szolgéltat ezen mutans fehérjék miikodésérdl.

Kisérleteimben az N-termindlison GFP-vel jelolt Nay1.5 konstruktokat hasznaltam,
ezaltal nyomon lehetett kovetni az ioncsatorndk sejtfelszini expressziojat. Elsoként
karakterizaltam a WT-Nay1.5¢rp biofizikai paramétereit, majd 0sszehasonlitottam a vad tipusu,
jeloletlen valtozattal (WT-Navl.5). Ezek a kisérletek igazoltdk, hogy az N-terminalis GFP
jelolés nem befolyasolja az Nay1.5 normal funkcidjat (17.abra). R893C-Nay1.56rp csatornakat
CHO ¢és HEK293 sejtekben kifejezve dramai aramsiiriség-csokkenést €s a csatornamikodést
jellemzd biofizikai paraméterek valtozasat is tapasztaltam, bizonyitva ezzel, hogy a fenti

mutaci6 a Nay1.5 csatornak funkciovesztését okozza (18. és 19.abra). Altalanossagban a BrS-
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val Osszefiiggésbe hozott Nayl.5 mutdciock LOF mutacidknak tekinthetdek, melyek
leggyakrabban a csatorndk kapuzasi paramétereinek valtoztatdsa révén elégtelen ioncsatorna
aktivaciot, illetve az inaktivalt allapotbol vald visszatérés zavarat okozhatjak (Tan és mtsai.,
2003; Viswanathan és Balser, 2004). A befelé iranyul6 natrium aram redukcidja az akcids
potencial felszallo szaranak meredekségét csokkenti, ezaltal a pitvari €s kamrai ingervezetés
lassulasat, ami az EKG-n a PQ-szakasz megnyulasat ¢s QRS szélesedését eredményezi (6.
abra). Heterozigdta BrS mutacidk esetén az elérhetd funkcioképes Nay1.5 csatornak szamanak
a csOkkenése endo-epikardialis potencialkiilonbség kialakulasahoz és a jobb kamrai aktivacio
késésehez vezethet, ezaltal létrehozva a betegségre jellemzd EKG eltéréseket a jobb
prekordialis (V1-2) EKG elvezetésekben (Coronel és mtsai., 2005; Postema és mtsai., 2008) (6.
abra). Ezen endo-epikardialis fesziiltség, illeve a repolarizacié kovetkezményes heterogenitasa
adja a betegség ,.elektrofiziologiai aritmia szubsztratjat”. A csokkent Na® konduktancia
hosszabb akcids potencidlhoz vezet, igy az sebezhetébbé valik a kiilonb6zd korai és késdi
utddepolarizaciok (Early Afterdepolarization - EAD ¢és Delayed Afterdepolarization - DAD)
szamara, amelyek a tartds, akar fatdlis ritmuszavarok triggerei lehetnek. Amennyiben ezen
depolarizald impulzusok elérik a kiiszob potencidl értékét, ujabb akcids potencidlt képesek
létrehozni, amely az un. ,,R on T” jelenség révén polimorf kamrai tachycardiat (VT) vagy
kamrafibrillaciot (VF) okozhat. Ezen kiviil az AP plat6 (2.) fazisanak megnytlasa fokozott
diasztolés intracellularis (ic.) Ca*" bearamlashoz, ezaltal a szarkoplazmatikus retikulum (SR)
Ca?" tultdltottségéhez és ezen keresztiil gyakoribb korai és késéi utddepolarizaciok (EAD és
DAD) megjelenéséhez vezethet [Gyorke and Terentyev, 2008]. A fenti eltéréseken kiviil az
R893C mutans csatorndk esetében lassabb aktivacids kinetikat és az egyensulyi aktivacio
fesziiltségfliggésének kisebb eltéréseit is megfigyeltem (19. abra A és B). Meglepd modon, az
R893C mutéci6 az Nay1.5 egyensulyi inaktivacio fesziiltségfligésében is egy koriilbeliil 10 mV

eltolodast okozott a pozitivabb membranpotencidlok felé (19. dbra C). Ezt a jelenséget mar
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koradbban is leirtdk egy masik LOF Nayl.5 mutacio (T18571-Nay1.5) esetében egy, a
katekolaminerg polimorf kamrai tachycardia (CPVT) egy malignus fenotipusat mutato
csaladban (Ghovanloo és mtsai., 2020). A pozitiv membranpotencialok felé¢ vald eltolodas
noveli az elérhetd, aktivalhatd csatorndk szamat, ezaltal a csokkent aramsuriiség miatti
kompenzatorikus mechanizmusként jatszik szerepet a mutans csatornak mukodésében. Ez azt
jelenti, hogy egy adott membranpotencidlon a mutadns csatorndk inaktivacios valdsziniisége
csokken, ami az ingerlékenység fokozodasahoz vezet. Ezen elektrofiziologiai szubsztrat mellett
BrS betegeken végzett invaziv elektrofiziologiai vizsgalatok soran a jobb kamrai kifolyd tractus
(RVOT) epikardialis részén makroszkdpos hegszovet képzddés is megfigyelhetd volt, mely a
betegség “‘strukturdlis aritmia szubsztratjanak” tekinthetd, ugyanis ezen teriiletek
radiofrekvencids katéterablacidja csokkenti a tartds ritmuszavarok indukalhatésagat és
el6fordulasat (Krahn és mtsai., 2022). A fentiek értelmében az R893C mutécio altal okozott
funkciovesztés és a kovetkezményes abnormalis Na® homeosztazis egyarant triggere és

szubsztratja is a tartds ritmuszavaroknak.

Vizsgalataink soran szamos kisérletben CHO sejteket hasznaltam expresszids
rendszerként. Ezen sejtek kivaloan alkalmazhatéak a legtobb ioncsatorna biofizikai
karakterizalasara és farmakologiai vizsgalatokhoz annak ellenére, hogy gyakran fejeznek ki
endogen natrium csatornakat is, melyek kicsiny, befelé irdnyulé hattér aramot
eredményezhetnek (Lalik és mtsai., 1993). Ezek tiikrében fontos volt annak a kizarasa, hogy a
vad tipushoz képest, az R893C mutans Nay1.5 csatornakon mért, kifejezetten alacsony Ina
valojaban nem a CHO sejtekre jellemzdé endogén, hanem az R893C-Nay1.5grp-re specifikus
ionaram. Az endogenités kizarasa a kovetkez6 szempontok alapjan tortént: 1) Kisérleteim sordn
rendkiviil alacsony hattér Na'-dramot mértem. 2) R893C mutins csatorndkat endogén
natriumcsatorndkkal nem rendelkez6 HEK293 sejtekbe transzfektdlva, 0 mV-ra torténd

depolarizaciot kovetden mért Ina nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a CHO sejtekben
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torténd expresszidhoz képest. 3) Fluoreszcens konfokalis mikroszkopidaval kimutattuk az
R893C-Nay1.56rp csatornak sejtmembranban térténd expresszidjat. 4) A tetrodotoxin (TTX)
inszenzitiv (ICso = 5.7 mM, (Gellens ¢és mtsai., 1992; Lee and Ruben, 2008)) Nayl.5
csatornakkal ellentétben, az endogén natriumcsatornak TTX szenzitivek [5 nM
koncentracioban alkalmazott TTX az Ina 60%-0s csokkenését eredményezte (Lalik és mtsai.,
1993)]. Kisérleteimben az R893C-Nay1.5crp csatornakhoz adott 0.5 uM TTX nem fejtett ki
szignifikans hatast az aramstriiségre (18. abra). A fentiek értelmében arra kovetkeztethetiink,
hogy a CHO sejtekbe transzfektalt, R893C mutans csatorndkon mért Ina csokkenés nem a CHO
sejtek endogén natriumcsatorndinak, hanem a membréanban kifejez6dd, a megvaltozott kapuzasi

tulajdonsagai miatt funkciojat vesztett Nay1.5 csatornak jelenlétének kdvetkezménye.

e ey

WT-Nayl.56rp €s R893C-Nay1.5grp hatasat is a két varians CHO sejtekben torténd 1:1 aranyt
kotranszfekcidjaval (mindkét konstrukt esetén 1 ug plazmidot hasznaltam), amely soran
meghataroztam az dramstiriséget €s a csatornak kapuzasi paramétereit (21. abra). Mivel minden
kisérletben ugyanannyi DNS-t (azaz 1 pug WT csatornakodolo plazmidot) hasznaltam, hasonld
aramslriiséget és kapuzasi paramétereket vartam a vad tipusu és kevert csatornak esetében. A
mutans csatorndk jelenléte nem fejtett ki dominans negativ hatdst a WT csatornak miikodésére,
ugyanis a kotranszfektalt (R893C-Nay1.5crp + WT-Nay1.56rp) €s a WT csatornak esetében nem
volt szignifikans kiilonbség sem az aramsilriiség-értékekben, sem pedig a kapuzasi
paraméterekben. Eredményeink hasonléak négy, kordbban mar karakterizalt heterozigota
SCNSA mutacidhoz (T1871, D356N, K1678fs/52 ¢és R1623X), melyeket ok-okozati
Osszefliggésbe hoztak familiaris BrS, sick sinus szindroma (SSS) és AV blokk esetekkel:
(Makiyama és mtsai., 2005). A fenti mutaciok mindegyike funkcidképtelen Nay1.5 csatornak
jelenlétéhez vezetett a vad tipustu csatornakra kifejtett domindns negativ hatds nélkiil,

feltételezve ezzel, hogy a funkciovesztés az SCNSA muticio altalanos kovetkezménye.
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Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy az R893C-Nay1.5Grp €s WT-Nay1.5Grp esetén is
hasonlé a membranexpresszio, vagyis az R893C ioncsatornak is kijutnak a membranba, de
funkicoképtelenek (20. &bra). Tekintettel arra a tényre, hogy betegiink esetében elvégzett
prokainamid teszt sikeresen provokalta a BrS-ra jellegzetes EKG eltéréseket, vizsgaltuk az
extracellularisan alkalmazott 1 mM prokainamid hatasat is, mely a mutaciotol fiiggetlentil teljes

Ina gatlast okozott (23. &bra).

Az R893C-Nay1.5crp csatorndk funkcidvesztésének pontos molekularis mechanizmusa
teljesen még nem tisztazott. Az extracellularisan alkalmazott 1 mM DTT részben helyreallitotta
a mutans csatornak mitkodését (22. abra). A krio-elektronmiktoszkoépos modellezés arra enged
kovetkeztetni, hogy a 893-as pozicioban 1év0 cisztein diszulfid hidakat képezhet a
kornyezetében 1évo ciszteinekkel, példaul a C896-tal és C906-tal, illetve a Nayl.5 mas
doménjeiben talalhatd, azonos régidban 1€vo ciszteinekkel, mint példaul a C373 (DI), C1272
(DII) vagy C1703 (DIV). Ezek a kotések megakadalyozhatjdk a Nayl.5 nativ
Hasonl6 mechanizmust mutattak ki az R878C mutans Nayl.5 esetében, mely teljes
funkcidvesztést €s familiaris sick sinus szindromat (SSS) okozott egy kinai csaladban (Zhang
¢s mtsai., 2008). Az utobbi idOben egyre tobb irodalmi adat all rendelkezésre, miszerint a Nay
csatornak a-alegységei nem csak fizikai kdlcsonhatasba 1épnek egymassal, hanem dimerként
szerelddnek 6ssze €s mitkddnek (Clatot és mtsai.). Bar néhany szabalyoz6 régiot mar sikertiilt
feltarni (Clatot és mtsai.), a dimerizacios folyamat minden 1épése még nem teljesen tisztazott.
Ahogy korabban mar emlitésre keriilt, ezen pozici6 a csatorna II. doménjének S5-S6
szlird (SF) kozvetlen kozelében talalhato és rendkiviil nagy evolicids konzervaltsagot mutat a
kiilonb6zé Nay i1zoformak kozott. A porus régioban talalhatdé mutacidk konzisztensen

befolyésoljak a csatorna kapuzéasi paramétereit: a szelektivitasi sziird (SF) kozelében 1€vo
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mutaciok tobb, mint 90%-a hatassal van az aramsiiriiségre, a csatorna funkcidvesztését okozva.
Az SF mogotti régioban taldlhatdo konzervalt argininek, mint az R367, R383, R878, R893
sohidakat hoznak 1étre egyéb, negativ toltésii aminosav oldallancokkal (Ahangar és mtsai.,
2023). Ezen poziciokban 1évd argininek mutacidi a fent emlitett kotések megszakadéasahoz,
ezaltal a SF konformacié valtozasdhoz és a csatorna Na' permedbilitasinak zavardhoz
vezethetnek (Ahangar és mtsai., 2023). Ennek megfelelden, a 893-as pozicidoban 1évo arginin,
két kdzelben 1évo glutamattal (E898 és E901) képez kritikus sohidakat. Szerkezeti modellezés
alapjan az R893 a negativ toltésli glutamatokat a poérus felé¢ irdnyitja, ezaltal kedvezd
szemben az R893C mutacié megzavarja a negativ toltésslirliséget ebben a régidban, illetve a
fent emlitett kotések megszakadasahoz, ezéltal a SF konformacio valtozasan keresztiil pedig a

Na" permeabilitas csokkenéséhez vezet.

A konzervalt R893 kritikus szerepének megerdsitésére, egy szintén BrS-ban szenvedd
betegekben detektalt misszensz mutacio, az R893H hatasat is vizsgaltam (Kapplinger és mtsai.,
2010; Kapplinger ¢s mtsai., 2015). A hisztidin az argininhoz hasonld fizikokémiai
tulajdonsagokkal bir, ugyanis mindkét aminosav rendelkezik pozitiv toltésii oldallanccal, bar a
hisztidin fiziologids pH-n csak részben protonalt. A mutacid funkcionalis kovetkezményeinek
vizsgalatara, az R893H-Nay1.56rp konstrukt biofizikai tulajdonsagait tanulmanyoztam CHO ¢és
HEK293 expresszios rendszerekben. A WT-Nayl.5grp-vel 0Osszehasonlitva, az R893H-
Navl1.5crp-vel transzfektalt sejteket 0 mV-ra depolarizdlva nem sikeriilt makroszkopikus Ina-t
detektalni (24. dbra). Ezen eredmények aldtamasztjdk a fent részletezett, konzervalt arginin
oldallanc jelentdsségét a csatorna miikddésének szempontjabdl (Kapplinger €s mtsai., 2010).
Ennek megfelelden, a hasonldképp konzervalt R878 oldallanc mutacidi (R878C és R878K), az
irodalmi adatok alapjan szintén funkcioképtelen csatornakat eredményeztek, a pozitiv toltésti

oldallancok jelenlétének ellenére (Zhang és mtsai., 2008).
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Osszegzésképp elmondhatd, hogy egy BrS-val diagnosztizalt, fiatal férfibeteg genetikai
analizise soran, egy Nay1.5 pérus mutaciot azonositottunk (R893C). Ez a mutacié a Nayl1.5
funkcidvesztéséhez vezetett az Ina dramai csOkkenésén keresztiil, illetve az egyensulyi
aktivacié ¢€s inaktivacio fesziiltségfiiggésében egy pozitiv eltolodast eredményezett, az
inaktivalt allapotbol vald visszatérés kinetikajanak kismértékli valtozasai mellett. A mutacio
altal kivaltott biofizikai hatasok, aritmogén kornyezetet teremtve, megalapozzak a betegnél
megfigyelt fenotipusos jellemzdket. Habar az R893C mutacid ioncsatorna funkciora gyakorolt
hatasa jelentds, nem zarhatjuk ki, hogy kiilonb6z6 élettani szabalyoz6é mechanizmusok miatt,
ezen valtozasok nativ kardiomiocitdkban masképp mennek végbe, mint az altalunk hasznalt
CHO ¢és HEK293 expresszios rendszerekben. Eredményeim kiemelik a DII S5-S6 hurok régio
jelentdsségét a Nay1.5 kapuzéasaban, illetve tovabb erdsitik a felvetést, miszerint az ioncsatorna
szerkezet, a mutaciok funkcionalis hatasai és a klinikai kutatasok kozotti korrelaciok feltarasa
segiti a kiilonb6z0 ioncsatorna betegségek mechanizmusdnak megértését. Ezen kiviil a Nay1.5
szerkezet-funkcid6 megértése kulcsfontossagli prognosztikai informacidt szolgaltathat a
klinikusok szamara, segitve ezzel a megfeleld betegszelekciot ICD beiiltetésre, illetve 1)
megvilagitasba helyezheti a hatékony gyogyszerek kifejlesztését a kiilonbozé SCNSA

ioncsatorna-betegségekben szenvedd betegek részére.
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6. Osszegzés

Munkam soran kiilonboz6, vad tipust és mutans, fesziiltségkapuzott K™ és Na* csatornak
biofizikai karakterizalasat végeztem el cellularis elektrofizioldgiai vizsgalatok révén. Célom
egyrészt a szivizomban kifejezddo, gyors, fesziiltségfiiggd natriumcsatornat (Nay1.5) kodolo
SCNS5A gén mutacidival 6sszefliggd, genetikailag meghatarozott aritmia entitdsok molekularis
mechanizmusanak feltarasa, illetve a C-tipusu inaktivacié molekuldris mechanizmusaban

szerepet jatszo tényezok azonositasa révén a folyamat jobb megértése volt.

Kutatdsom elsd részében a fesziiltségfiiggd kaliumcsatornak C-tipust inaktivacidjat
stabilizalo, szelektivitasi filter mogé bejutd, tigynevezett ,,inaktivacios vizmolekuldk™ altal
kialakitott hidrogénkotés-haldzat jelenlétére kerestem kisérleti bizonyitékokat. Ennek céljabol
munkacsoportunk kordbban a nehézviz inaktivacidt lassitdé hatasat vizsgalta, mely
feltételezésiink szerint specifikus molekuldris kdlesonhatasok révén jon létre. Ezen specifikus
hatasok bizonyitdsa direkt rammérésekkel lehetetlen, igy az aspecifikus hatasok kizarasaval
ezt indirekt modon kivantuk megtenni. Munkam sordn a Shaker-IR csatornakon végzett
mérések segitségével a nehézviz magasabb viszkozitdsanak inaktivacidt lassitd hatasat
sikeresen kizartam, mely tovabb erdsiti a feltevést, hogy a nehézviz, és ennek megfelelden a

normadl viz is bejut a szelektivitasi filter mogé, stabilizalva a C-tipusu inaktivaciot.

Kutatdisom masodik részében egy Brugada-szindroméval diagnosztizalt betegnél
felfedezett 1) mutacio teljes biofizikai karakterizalasat végeztem el. A klinikai diagnosztikus
algoritmust kovetden az azonositott R893C mutaciot CHO és HEK sejtekben kifejezve patch-
clamp technikdval bizonyitottam annak patogén voltat, majd farmakologiai vizsgalatok és
konfokalis mikroszkopia segitségével feltartam a funkcidvesztés egy lehetséges
mechanizmusdnak molekularis részleteit, tovabba igazoltam a DII S5-S6 régio és bizonyos

konzervalt arginin oldallancok kiemelt jelentdségét a csatornamiikddés szempontjabol.
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Summary

In our present study, we performed biophysical characterization of various wild-type and
mutant, voltage-gated potassium and sodium channels through cellular electrophysiological
studies. Our goal was to explore the molecular mechanisms of genetically determined
arrhythmias associated with mutations in the SCN5A gene, encoding the cardiac, fast, voltage-
dependent sodium channel (Nay1.5), and on the other hand, to better understand the process of

C-type inactivation by identifying the factors involved using patch-clamp technique.

In the first part of our research, we were looking for evidence of the presence of a
hydrogen bond network formed by ,,inactivation water molecules” behind the selectivity filter,
that stabilize the C-type inactivation. For this purpose, our research group previously examined
the inactivation slowing effect of heavy water on voltage-gated potassium channels, which we
hypothesized to be caused by specific molecular interactions. Proving these specific effects
through direct current measurements is impossible, so we aimed to do this indirectly by
excluding nonspecific effects. In my work, through measurements conducted on Shaker-IR
channels, I successfully ruled out the effect of heavy water's higher viscosity on slowing
inactivation, which further strengthens the hypothesis that heavy water, and consequently

normal water, enters behind the selectivity filter, stabilizing C-type inactivation.

In the second part of our research, we performed full biophysical characterization of a
novel mutation discovered in a Brugada syndrome patient. After the clinical diagnostic
protocol, we performed genealogical study and genetic testing, then expressed the detected
mutation in CHO and HEK cells and confirmed its pathogenicity through patch-clamp studies.
Subsequently, through confocal microscopy and pharmacological studies, we uncovered the
molecular details of the loss of channel function, further confirming the critical importance of

the DII S5-S6 region and certain conserved Arginine residues in channel function.
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7. Uj tudomanyos megallapitasok

1. A nehézviz magasabb viszkozitasanak inaktivaciot lassitd hatdsat Shaker-IR csatorndkon
sikeresen kizartam, mely tovabb erdsiti a feltevést, hogy a nehézviz, és ennek megfelelden a

normal viz is bejut a szelektivitasi filter mogé, stabilizalva a C-tipusu inaktivaciot.

2. Brugada-szindromédban szenvedd beteglinknél genetikai vizsgadlat soran egy

karakterizalatlan, potencialisan patogén Nay1.5 porus mutaciot sikertilt detektalni (R893C).

3. Az R893C mutans ioncsatorndkon a vad tipust csatornakhoz képest szignifikansan kisebb

aramsiiriség volt mérhetd, mely a mutacioé patogén voltat feltételezi.

4. Konfokalis mikroszkopos mérések soran az R893C mutans ioncsatornak megtartott membran

expressziojat mutattam ki.

5. Az R893C muténs ioncsatornak jelenléte nem fejt ki negativ domindns hatéast a vad tipusu

csatornak mukodésére.

6. Az extracellularisan alkalmazott DTT részben helyreéllitotta az R893C mutans csatornak
muikodeését, mely a porus régioban kialakulo Cys-Cys hidak jelenlétét feltételezi a

funkcidvesztés hatterében.

7. Az evolucids szempontbol konzervalt 893-as pozicidban 1€vé Arg oldallanc kritikus a Nay1.5
miukodeésének szempontjabol, melyet a csatorna strukturalis modellezése, illetve az R893H

mutans csatornak funkcidvesztése egyarant igazolt.
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New scientific achievements

1. I successfully excluded the possibility that the retarded inactivation induced by heavy water
on Shaker-IR channels is due to its higher viscosity, which further supports the hypothesis that
heavy water and consequently lightwater as well, can access the region behind the selectivity

filter, thereby stabilizing C-type inactivation.

2. In our patient, diagnosed with Brugada syndrome, a previously uncharacterized, potentially

pathogenic Nay1.5 pore-region mutation (R893C) was identified by genetic analysis.

3. R893C mutant ion channels exhibited significantly reduced current density compared to

wild-type channels, supporting the pathogenic nature of the mutation.

4. Confocal microscopy measurements demonstrated preserved membrane expression of the

R893C mutant ion channels.

5. The presence of R893C mutant ion channels did not exert a dominant-negative effect on the

function of wild-type channels.

6. Extracellular application of DTT partially restored the function of R§93C mutant channels,
suggesting that the formation of Cys—Cys disulfide bonds in the pore region underlies the

observed loss of function.

7. The evolutionarily conserved arginine at position 893 is critical for Navl.5 function, as
supported by structural modeling of the channel and the loss of function observed in R§93H

mutant channels.
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