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1. Bevezetés

1.1. A transzmembran jeldtvitel szerepe az €16 rendszerek miikodésében

Az €10 szervezetben a sejtek kozotti kommunikacidt extracellularis
szignal-molekuldk  kozvetitik. Ezek kozé tartoznak a  hormonok,
neurotranszmitterek és a novekedési faktorok is. Bar néhany szignil-molekula a
plazmamembranon keresztiil diffunddlva, a citoszolban taldlhat6 fehérjéhez
kotddik, a legtobbjiik sejtfelszini receptorhoz kapcsolddva fejti ki hatasat [1-3].

A jelatveli folyamat sordn egy ilyen kiilsé kémiai inger valt ki valamilyen
sejtvalaszt az intracelluléris térben bekdvetkezd anyagcserevaltozasok révén. A
receptorokhoz specifikusan kotodd természetes vegyiiletek a ligandok [4], azok
strukturdlis analdgjai pedig az agonistdk vagy antagonistdk [5]. Az el6bbi a
természetes ligandhoz hasonld hatdsu, az utobbi pedig nem idéz eld bioldgiai
valaszt, viszont kompeticié révén gatolni képes az agonistdk illetve ligandok
hatasat.

A ligandok sejtfelszini receptorokhoz torténd kotddése a receptorban
konformicids valtozast 1déz eld, események sorozatat inditva el, amely a
receptor €s mas fehérjék foszforilaciojahoz €s masodlagos hirvivok
felszabaduldsahoz vezethet [6,7]. Sok esetben a receptorok indirekt hatdsat G-
proteinek kozvetitik, amelyek a sejtmembran belsd rétegében helyezkednek el,
és Osszekottetést jelentenek a receptorok és azon enzimek kozott, melyek a
masodlagos hirvivok szintézisét katalizaljak [8,9].

A jelatviteli utvonalakat két nagy csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy
masodlagos hirvivok szintjének véltozdsa vagy receptor-foszforilacios
folyamatok aktivicidja a meghataroz6 a kezdeti 1épésekben. Az eredmény
mindkét esetben intracelluléris, sejtspecifikus fehérjék foszforilacioja.

A maésodlagos hirvivok kozé tartozik a ciklikus adenozin-monofoszfat
(cCAMP). A cAMP szintjét meghatdrozé adenilat-cikldz enzim regulacigjat

kéttéle G-protein szabalyozza: A G, stimuldlja, mig a G; gétolja az enzim



mikodését [10,11]. Az eldbbit a kolera-toxin permanensen aktivélja, az utdbbit
pedig a pertussis toxin inaktivdlja, igy mindkét toxin a cAMP-szint
novekedéséhez jarul hozza. Hasznalatukkal megallapithatd, hogy egy adott
stimulus hatdsdra a G; vagy a G, éltal mediélt jelatviteli utvonal aktivalédott-e
[12,13].

A cAMP-n kiviil a masodlagos hirvivok csalddjaba tartozik a cGMP, az
intracelluldris Ca** és a lipid hidrolizis termékei (IP3, DAG, arachidonsav) [1,2].
Szerepiik vizsgélatira a jelatvitelben alkalmasak lehetnek a megfeleld
gatloszereik.

A receptor-foszforilacié révén megvaldsul6 jelétvitel soran a receptorhoz
extracellularis oldalrol torténd kotodés az intracellularis doménhez tartozo
tirozin-kindz funkciét aktivdlva a receptor és mads, citoplazmikus fehérjék
foszforilacigjdhoz vezet. A novekedési faktor-receptorok ilyen tirozin-kinaz
aktivitds utjan kozvetitik a jelet a sejt belseje felé, igy a sejtmag irdnydba is a
MAP kindz utvonalon keresztiil [14,15]. Ezen tutvonalak szerepét egy adott
funkcio kivéltasaban tirozin-kindz gatlokkal vizsgalhatjuk (pl. Geldanamycin,
Herbimycin A, Genistein) [16,17].

A két kiilonbozd jellegli utvonal (masodlagos hirvivok és receptor-
foszforilacio altal kozvetitett) nem fiiggetlen egymastol, kozottiik csatolds 1€phet
fel: példaként hozhat6 erre az a tény, hogy bizonyos sejtekben a megemelkedett

cAMP-szint a MAP kinaz utvonal gatlasahoz vezet [18-19].

1.2. A jeldtviteli folyamatok hatiasa a sejtmembran ioncsatornainak
miikodésére

A jelatviteli folyamatok sordn bekovetkezd foszforilacids események
befolyasolhatjdk az ioncsatorndk funkciondlis tulajdonsagait [20]. Az
ioncsatorndk ilyen moédon megvalosuld modulacidjat sok csatorna-tipussal
kapcsolatban leirtdk, igy kdlcium-aktivalt kaliumcsatornak [21], fesziiltségfiiggd

kalciumcsatornak [22], kloridcsatorndk [23] és natriumcsatornak [24] esetében.



A funkciondlis valtozasok a csatorndk 4ltal képviselt d&ram kinetikai paramétereit
(aktivacio, inaktivacio), az aktivacio fesziiltségfiiggését és az dram amplituddjat
1s érinthetik, illetve ezek kombindcidjat, komplex mukodésbeli  valtozast
létrehozva [25,26]. Szamos esetben kimutattdk, hogy az ioncsatorndk fenti
reguléaciojat a csatornafehérje direkt foszforilacidja okozza [27].

A limfocitdkban nagy szamban expresszalodd Kvl1.3 fesziiltségfiiggod
kaliumcsatorna foszforilacié éaltali modulédcidja kiterjedt vizsgalat targyat
képezte az elmult évtized sordn. A PKC dltali foszforilacié noveli a Kvl1.3-
aramot [28], a csatorndkon taldlhat6 szerin-helyek foszforildcidjanak
kovetkeztében [29]. A Kv1.3 tirozin foszforilacidja a csatorna inaktivaciojahoz
vezet. Az epidermdlis novekedési faktor (EGF) receptor €s inzulin receptor
tirozin kinazok altal indukalt foszforilacié csokkenti a csatorna-aramot [30]. Az
aramszint modulécidja 10-20 perc alatt kovetkezik be, EGF vagy inzulin-kezelés
hatdsara, patch-clamp felvétel alatt. A v-Src nonreceptor tirozin-kindz szintén
inaktivdlja a Kvl1.3 ioncsatorndkat [31]. A csatorndn elvégzett mutécids
vizsgalatok szerint az daramamplitudé €s kinetika kiillonb6z6 modulécidja
kiilonboz0 tirozin-helyek foszforilacigjdnak eredménye a csatorndn. A kivaltott
aramszint-valtozast részben, vagy teljesen meg lehetett sziintetni, amikor tirozin-
kindz gatloszereket alkalmaztak, vagy tirozin-helyek mutéaciojat hoztak 1étre a
csatornan.

Egy extracellularis szignal altal kivaltott jelatviteli folyamat nem csak
liganddal tortén6d kezelés (pl. inzulin, EGF) esetén képes csatornamodulaciot
kivaltani, hanem antitest-receptor kolcsonhatds révén is [32]. A CD95
antigénhez torténo antitest-k6tddés csokkenti a Kv1.3 csatorndk dramat, amikor
az antitestet whole-cell konfigurdcioban, perfuzioban adjdk a sejthez. A
konduktanciavaltozds kozvetitésében a p56™* tirozin-kindz jelentSs szerepet
jatszik, mivel annak deficiencidgja, vagy a Herbimycin A kindz-gatlo

alkalmazasa csokkentette a Kv1.3-modulaciot.



Egyes ioncsatorndk miikodésére a G-proteinek kozvetleniil is hatést
gyakorolhatnak, vagyis a jelatvitelt membranbeli komponensek kozvetitik,

abban citoplazmikus fehérjék nem vesznek részt [33].

1.3. Az adenozin altal Kkivaltott jelatviteli folyamatok hatidsa a
membranpotencialra és az ioncsatorna-aktivitasra

Az adenozin a szervezet minden sejtj€ében megtaldlhaté vegyiilet.
Meghatéarozott fiziologids koriilmények kozott keriil az extracelluléris térbe,
megnovekedett oxigénsziikséglet/oxigénellatas arany esetén [34]. Az adenozin
szamos szovetben és sejtben sokféle hatés kifejtésére képes: A szivben csokkenti
a pacemaker-aktivitast [35], lassitja az atrioventrikuldris csomén keresztiil
torténd vezetést [36], antiarritmids hatdsu [37]. A koszoruereket tagitja [38],
csokkenti a periférias érellenallast [39]. A kozponti idegrendszerbeli hatdsai
ko6z€ tartozik a neurotranszmisszi6 gatlasa [40].

Az adenozin a hatdsat a sejtmembrian specifikus receptoraihoz
kapcsolodva fejti ki. Az adenozin-receptorok kozott megkiilonboztetnek A, A,
€s Aj; receptorokat, az A, receptorok pedig az A,, €s A,, altipusokba sorolhatok
[41]. Ezen receptorok mindegyike G-protein-csatolt [42]. Az A;-receptorok altal
medidlt jelatvitel a G; és G, proteineken keresztiil torténik, ennek megfeleléen
gatolja az adenilat-ciklaz enzim aktivitasat (€s ezzel a cAMP-szintet csokkenti),
valamint az Aj-en keresztiil kifejtett hatds blokkolhaté pertussis-toxinnal
[43,44]. Az A,-receptorok ezzel szemben Gs-protein-csatolt receptorok [45], igy
stimuldljak az adenilat-ciklazt. Az Ajs-receptorok Gi-csatoltak. Az Ajx és Asp

kozott strukturdlis és farmakoldgiai kiillonbségek vannak [46].
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1. Abra Az adenozin receptordhoz torténd kotédése nyomén kialakul6 jelatviteli folyamatok
sematikus dbrazoldsa. Az A; adenozin-receptor a G; proteinen keresztiil gitolja az adenilat-
ciklaz enzim aktivitdsat, ami az intracellularis cAMP-szint csokkenéséhez vezet. Az A,
adenozin-receptorhoz torténd kotddés ezzel szemben a G protein kozvetitésével stimulélja az
adenilat-ciklazt és igy a cAMP termel0dését segiti eld. A tényleges sejtvalasz a PKA rendszer
aktivacidja és tovabbi fehérjék foszforildciéja nyoman alakul ki. Az adenozin-receptorok G-
proteinek kozvetitésével a foszfolipdz-C (PLC) enzim miikodését is befolydsolhatjak,
melynek megnovekedett aktivitidsa az IP; termelésén keresztiil az intracelluldris raktarakbol
torténd Ca* felszabaduldsat eredményezheti. Az adenozin hatdsit kifejtheti mésodlagos
hirvivok nélkiill is: Az A; receptorok aktivaciéjat kovetd kalium-csatorna-aktivaciot
kozvetitheti egy — a membranban taldlhaté — G-protein (az dbrdn ezt Gy-val jeloltiik).

Szamos szelektiv adenozin-receptor agonista, illetve antagonista létezik,
melyek eltéré affinitdssal kotddnek az egyes receptor-tipusokhoz [47]. Ez
lehetdséget ad a receptorok farmakoldgiai modszerrel torténd azonositdsdra.
Viszonylag nagy affinitdsi A;-agonista az N6-ciklopentil-adenozin (CPA), A;a-
agonista a 2-[p-(2-karbonil-etil)-feniletilamino]-5’-N-etilkarboxamidoadenozin
(CGS) [48], Asg-agonista az 5’-N-etil-karboxamidoadenozin (NECA) [49,50].
Aj-antagonista az 1,3-dipropil-8-ciklopentilxantin (DPCPX) [51]. Nonszelektiv
adenozin-receptor antagonista a koffein, a teofillin, illetve a 8-fenil-teofillin (8-

PT) [52].
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2. Abra Adenozin-receptor agonistdk kémiai szerkezete. Nagy specificitdssal bir az A,
receptorral szemben a CPA, a CHA és az R-PIA, ezzel szemben A,-szelektiv a CGS 21680 és
az APEC. A NECA kozel azonos mértékii agonistdja az A és az A, receptoroknak.

Az adenozin az agyi erek és a vazizmok relaxdcidjat is kivdltja [53-56],
valamint véd az agy €s a vazizomzat oxigénhidnyos dallapotiban bekovetkezo
kérosodasa ellen. Tengerimalac pitvari szivizomzatban csokkenti a kontraktilis
erdt, az aortdban pedig relaxaciot valt ki [57]. A tiidd artéridiban ezzel szemben
kontrakci6t indukdl az adenozin, ami a 1€gz€si ritmust befolydsolja [58].

Bar az adenozin-receptorok legismertebb jelatviteli dtvonala az adenilat-
ciklaz-aktivitds gatlasa vagy aktivacigja, az adenozin szdmos hatédsa
konduktanciabeli valtozdsokkal jar, kiilonosen a K' és Ca’*-csatornik
modositasdval, amely természetesen a membranpotencidl megvaltozasat is maga

utén vonja [59-62]. Ismert, hogy a membranpotencidl alapvetd szerepet jatszik a
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jelatvitelben, azonban a membréanpotencidl megvaltozdsanak lehetséges szerepét
a sejtek adenozin-receptor-aktivaciora torténd valaszaban még nem vizsgaltdk

részletesen.

1. tablazat Egyes adenozin-receptor tipusok éltal kozvetitett folyamatok kiilonboz6 fajokban.

Szovet/szerv  Faj Hatas A A,
Agy patkany szivritmuscsokkenés +
Sziv tengerimalac antiadrenerg +
Koszoruér humén vazodilaticid +
Vese kutya renin felszabadulas | +
Tiido human hisztamin felszabadulds | +
Hasnyalmirigy patkdny inzulin-termelés | +
Vas deferens  patkany neurotranszmitter-felszabadulas | +

Az adenozin érfal-simaizomzatot relaxalé hatdsa olyan mechanizmusok
révén val6sul meg, melyek az intracelluldris Ca**-szintet csokkentik illetve a
kontraktilis appardtus Ca**-érzékenységét redukaljdk [63]. A K'-csatornik
fontos szerepet jatszanak a relaxdcid kozvetitésében [64-66]: Megnovekedett
aktivitdsuk hiperpolarizdlja a simaizomsejtet, és igy a fesziiltségfiiggd Ca*-
csatorndkon 4t kevesebb Ca’** tud bedramlani a sejtbe, ezaltal csokken a
simaizom-kontrakci6. Ebben a folyamatban szerepet jitszanak a Ca**-aktivilt
K*-csatorndk, és az ATP-fiiggd K'-csatorndk is: A nagy konduktivitdsid Ca*-
aktivalt K'-csatornak gatldsa blokkolja az adenozin 4ltal indukalt koszordér-
dilataciét [67], az ATP-fiiggé K'-csatorndk adenozin hatdsdra torténd
aktiviciGja pedig az artéria elernyedését eredményezi [68]. Ujabban
fesziiltségfiiggd kdliumcsatorndkra is leirtdk az érfal-izomtonust befolyasold

funkciét [63]. Ezért 4j vagy ismert adenozin-szarmazékok hatdsanak vizsgdlata
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izomsejtek kaliumédramaira egy alkalmas modszer lehet a szarmazék
funkcionalis vizsgalatéra.

A pozitron-emisszios tomografia (PET) segitségével vizsgdlhaté az
adenozin-receptorok eloszlasa a kdozponti idegrendszerben és a szivizomzatban.
Ilyen vizsgalatok elvégzésére az elmult évtized sordn tobb protokollt is
kidolgoztak, kiilonbozd ligandok haszndlatival. Ezen technika radioaktivan
jelolt  ligandok alkalmazisat igényli, amelyek nagy aktivitdssal és
szelektivitassal rendelkeznek. A 18F-NECA az A, adenozin-receptor agonista
NECA radioaktivan jelolt szarmazéka, ahol egy pozitron-emittalé fluor-atomot
kotnek az eredeti molekuldhoz. Az F-NECA a 18F-NECA nem-emittdl6
valtozata. A 18F-NECA mar bizonyitottan alkalmas radioligand az adenozin-

receptorok eloszldsdnak PET-tel tortén0 megjelenitésére [69,70].

1.4. Az ozmdzis, mint a spermiumok motilitasat befolyasolé tényezé. A
fesziilés-szabalyozott csatornak szerepe a jelatviteli folyamatban.

Mind az édesvizi, mind a tengeri halak spermiumsejtjei immotilisak a him
szaporitoszervben vagy olyan oldatokban, amelyeknek az ozmolaritasa hasonlo,
mint a szemindlplazmaé. A spermiumok mozgdsa azonnal megindul, amint
olyan kiils6 kozegbe keriilnek, ahol az ivas torténik [71]. Az édesvizi halak
spermiumsejtjei motilisakka valnak, amikor hipoozmotikus oldatba keriilnek
[72-76]. A tengerben €l60 halfajok sperma-motilitisat is meginditja a
hiperozmotikus tengervizbe torténd keriilésiik [71,72,77,78]. Mind az édesvizi,
mind a tengeri halak esetében kimutattdk, hogy az intracelluldris K* és Ca**-
koncentraciobeli véltozasok a kornyezet hiper- vagy hipoozmotikus irdnyba
torténd valtozasdnak eredménye [72,78].

A Ciona zsdkdllat szemindlplazmdjdnak ozmolaritdsa hasonlé a
tengervizéhez, vagyis nincs valtozds az ozmolaritdsban az {vdsndl. A spermat

aktival6 és vonzo anyag, az SAAF, mely a petébdl szarmazik, a felelds a Ciona
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spermédjanak aktivdldsaért, kivaltva a Ca**-ionok Ca**-csatorndkon torténd
bearamlasat [79,80].

Szamos tanulmany kimutatta, hogy az emlOsok spermiumsejtjeiben a
motilitds szabdlyozdsiaban szerepet jitszanak a ciklikus nukleotidok,
bikarbonatok, koleszterin €s fehérje-foszforilacio, viszont eddig még nem
talaltak ozmolaritas-fiiggést a folyamatban [81-83].

A kiilonboz0 fajok spermiumsejtjeiben ko6zos, hogy a sejtek viselkedését
elsddlegesen a Ca**-ionok hatdrozzdk meg [84]. A spermiumok tobb olyan
csatorndt expresszdlnak, melyek a Ca**-ionok szdmdra atjarhaték és ezek a
csatorndk  nélkiilozhetetlen  szerepet  jatszanak a  sperma-motilitds
szabdlyozdsdban. Fesziiltségfiiged Ca®*-csatorndk (Ca, 1.2, 2.1, 2.2, 2.3),
ciklikus nukleotid-vezérelt csatorndk (CNG), tranziens receptor-potencial-
vezérelt csatorndk [85-88], R-, N- és T-tipusi fesziiltségvezérelt Ca**-csatorndk
mind megtaldlhaték a spermiumokban [89-92], bar a spermiumok Ca®'-
csatornainak molekuldris felépitése és miikodési tulajdonsdgai még nem teljesen
tisztazottak.

A fesziilés-aktivalt, mechanikailag érzékeny csatorndk egyarant
megtaldlhatok a novényi és allati sejtekben [93,94]. Ezek a csatorndk sokféle
mechanikai hatdsra adott vélaszban szerepet jatszanak, igy a sejttérfogat
szabalyozisaban, az intracelluldris Ca**-koncentricié megemelkedésében és a
sejtek proliferdcidjdban [95,96]. Ezek a csatorndk nagymértékben érzékenyek a
membrdn mechanikai fesziiltségére, szamos membranfehérje aktivitasat
befolydsoljdk [97], ezért szerepet jitszhatnak a halak spermiumsejtjeinek
motilissd véalasidban. A mechanikailag érzékeny csatorndk a leggyakrabban
kation-szelektivek, a Ca**-ionokat és az egyértékii kationokat egyarant tengedik
[94]. A gadolinium, amely egy haromértékt lantanida, tobbféle ioncsatornat
blokkol, tobbek kozott az alacsony és magas fesziiltség-aktivalt Ca**-csatorndkat

[98] és késleltetett egyeniranyité kaliumcsatorndkat [99]. Azt is igazoltdk, hogy
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a gadolinium blokkolja a fesziilés-aktivalt csatorndkat, és igy tobb fizioldgids
folyamatot gatol [100,96].

A spermiumok kiilonbozd érzékenységet mutatnak a koOrnyezet
ozmolaritdsanak megvaltozdsaval szemben. Ez felveti azt a kérdést, hogy az
ozmolaritds altal szabalyozott mechanoszenzitiv kalcium-csatorndk szerepet
jatszanak-e abban a mechanizmusban, amely a spermiumok motilissd valasat
eredményezi €desvizi és tengeri halfajok esetében. Ezeken a csatorndkon
keresztiil dramolhat ugyanis be a sejtbe a Ca**-ionok donté hdnyada, amely
sziikséges a spermiumok motilitdsdnak kialakulasdhoz [95].

Bar a spermiumok motilitdsdnak aktivacigjat és kemotaxisat mdr
vizsgaltdk tengeri siin6k [101], zsdkallatok [102], pisztrangok [103] és emldsok
[84,92] esetében, a transzmembran jelatvitel, amely a sperma-motilitds
ozmoOzisnyomds dltali szabalyozdsiban szerepet jatszik, még nem teljesen

ismert.

1.5. Csatorna-kozelség mérése toxin-kotédés nanorészecskék altali
késleltetésével

Az immunoldgiai szempontbdl fontos jelatviteli molekuldk sejtfelszini
egyiittillasaibol adodd szuperstrukturak 1€tezésére és lehetséges biologiai
szerepére a kozelmultban tobb kisérleti eredmény is felhivta a figyelmet [104,
105, 106, 107, 108, 109, 110]. Ezen molekulak kozé tartoznak az I.-es és Il.-es
osztidlyba sorolt F6 Hisztokompatibilitdsi Antigének (MHC I és MHC 1I), az
Interleukin-2 citokin receptor-komplex (IL-2R), és az Intercellularis Adhézios
Molekula 1 (ICAM-1). Az ilyen molekuldk nano- ¢€s mikrométeres
nagysiagrendli homo- és heteroasszociaciol figyelemreméltd hasonldsdgot
mutatnak a vizsgalt kiilonboz0 sejtvonalakon [104,108,109,110]. Az ion-
detergensben oldhatatlan, glikoszfingolipidben és koleszterinben gazdag
mikrodomének (DRM-ek), melyeket lipid raftoknak is hivnak, bizonyitottan

részt vesznek ezeknek a receptor-klasztereknek az dsszetartdsdban [108,110]. A
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lipid raftok fizikailag Osszetartanak egyes fehérjekomponenseket, igy
osszekapcsoljdk a receptorokat a megfelel0, a jelet a sejt belseje felé tovabbito
szignalizdciés molekuldkkal (,,fokuszals”, ,.atvaltd” hatds). Igy adapter és kindz
molekuldk kihorgonyzasi helyéiil is szolgdlnak [111]. A citokin IL-2 receptor
(IL-2R) a Janus kindzokon (Jak) keresztiil aktivdlja a STAT3, STATS és Ick
csalddba tartozé foszfotirozinokat (pl. a p56'*-t) [112,113], és a helper és
citotoxikus T-sejtek autokrin moédon torténd aktivacidjdval fontos szerepet
jatszik a mitogének illetve antigének altal kivéltott immunvalaszokban és az
aktiviacio-indukalt sejthalal (AICD) lezajlasdban. A mar régdta ismert antigén-
prezentdlé funkcidjukon kivil az MHC I és MHC II molekuldkrol érdekes
modon Ujabban kimutattdk, hogy egyfajta aktiv, ,,nemklasszikus” szerepet
toltenek be a transzmembrin szignalizdcidban: apoptdzist indukalhatnak vagy
sejteket aktivdlhatnak a differencidltsdg mértékétdl €s a sejtvonal tipusatdl
fliggben [114,115]. Az elmilt években azt taldltdk, hogy IL-2 receptor
szignalizacidjahoz tartozo tirozin €s szerin kindzok az MHC altal kivéltott
utvonalakban is részt vesznek [114,115,116]. Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a fenti molekuldkat receptor-klaszterekbe szervezo
lipid raftok a jelatvitel funkciondlis egységeinek tekinthetdk, ennek eredményét
pedig a fehérjekomponensek egymdshoz viszonyitott ardnya €s mindsége
hatdrozza meg.

A lipid raftok Osszetételén kiviil a transzmembran jelatvitelt egy masik
fontos fiziolégiai tényezd is befolydsolja: a membranpotencidl [117]. A
hatékony jelatvitelhez sziikséges potencidl-ablak fenntartisaban meghatiroz6
szerepet  jatszanak a  fesziiltség- és  Ca’-fiiggd  kéliumcsatornak
[118,119,120,121,122,123,124,125]. Ezek az ioncsatorndk vélhetden direkt vagy
indirekt médon csatoltak az MHC-t és IL-2R-t tartalmaz6 lipid raftokhoz. A
csatolas tényét a kovetkez0 megfigyelések tdmasztjdk ala: (1) A fenti receptorok
altal megvalositott transzmembran jelatvitel bizonyitottan membranpotencial-

valtozassal is jar: IL-2 liganddal és MHC Il-ellenes antitestekkel torténd kezelés
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depolarizdlja a sejtmembrant [126,127]. (2) Azt is kimutattdk, hogy az MHC I
molekuldk vélaszreakciot adnak a membranpotencidl véltozdsara [123,127]. (3)
Az MHC és IL-2R 4ltal medialt szigndltranszdukcidoban részt vevO tirozin és
szerin kindzok képesek moduldlni egyes kaliumcsatorndk  dramat
[114,30,28,128,129]. (4) A lipid raftok integritdsanak koleszterin-kivondassal
torténd modulicidja megvaltoztathatja a csatornadram kinetikdjat [130]. A
receptor-csatorna kolcsonhatds természetétdl fliggetleniil (melyet kozvetithet
membranpotencidlbeli valtozads vagy intracelluldris hirvivé-molekula), a
csatorndk és raft-komponensek relativ elhelyezkedése a receptor-csatorna

kolcsonhatas hatékonysagat meghatarozoé tényezo lehet [131,132].
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\? helyezkedik el. Vizsgdlni kivéntuk, vajon

receptor (TrfR) egy masik kompartmentben

Kv1.3 csatornak az MHC-ket tartalmazé
lipid raftok kozelében helyezkednek-e el.

@2,

Az immunsejtek felszinén jelentds szamban expresszalodéo Kvl.3
fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndk hatékony (Ky = 44 pM) és szelektiv galtldoszere
a Pandinus imperator skorpié toxinjabdl kivont Pi2 frakcié. A Pi2 peptid-
toxinnak a térbeli takards demonstraldsa céljabol végzett kisérletben valo
alkalmazdsa azért elonyos, mert mds kaliumcsatorna-gatloszerekhez (4-AP,
TEA) viszonyitva nagysagrendekkel nagyobb a molekulatomege €és igy a
térkitoltése i1s. Ha a kérdéses lipid raftok receptorait elsOdleges antitestekkel
megjeloljik, majd ezekhez masodlagos antitestekkel bevont aranygdmboket
kotiink, akkor a receptorok homoasszocidltsaga miatt egy térhalds szerkezet
johet létre az esetlegesen kozelségben 1€v0 ioncsatorndk felett. Ez az

aranygdmbokbol és antitestekbdl allo hélézat takarhatja az csatorndkat az
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aramldsi rendszerben érkezO, nagyméretli peptid-toxintol, ami igy a toxin
csatorna-szdjadékba vald bekotddését és a csatornadram-gatlds késleltetését
eredményezheti. A Pi2 toxin-molekulak fiziol6gias oldatban pozitiv toltésiiek és
aramlasi (perfuziés) rendszerben konduktiv valamint konvektiv traszporttal
jutnak a sejtfelszinre. A toxin-csatorna kolcsonhatds gatlasa adddhat az
aranygombok és antitestek térfoglaldsa miatti lokdalis toxin-higulasbdl, illetve a
diffuziénak az akadalyrendszer jelenléte miatti csOkkenésébol (hidrodynamic

drag).
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2. Célkitiazések

Meg kivantuk vizsgdlni az A; és A,s adenozin-receptorokhoz torténd
ligand-kotddés hatdsat simaizomsejtek membranpotencidljara €s a membran
kalium-konduktancigjara. A méréseket DDT1 MF-2 sejteken terveztiik, ezek
horcsog vas deferens-ébol nyert simaizom-sejtek [133], melyek A, és A, tipusu
receptorokat egyardnt expresszalnak [134,135] és fesziiltségfiiggd K'-csatorndk
is taldlhatok a sejtmembranjukban [136], ezért a fenti vizsgdlatok szdmadra
alkalmas rendszert szolgaltatnak.

Tovabba Ossze kivantuk hasonlitani az F-NECA és a NECA (adenozin-
receptor agonistak) altal kivaltott, adenozin A, €s A, -receptorok altal kozvetitett
kontrakci6- €s relaxaciobeli valtozdsokat egyes szovetekben, valamint a
sejtmembran kalium-konduktancidjara gyakorolt hatdsukat egyedi sejteken. A
szovetek, melyeken a kisérleteket el kivantuk végezni: tengerimalac pitvari
szivizom, tiidOartéria és aorta, melyeken A, illetve A,g-medialt kontraktilitasbeli
valtozasokat irtak le [57,58]. Az egyedi sejten torténd méréseket pedig DDT1
MF-2  sejteken  terveztik, a  patch-clamp technika segitségével.

Az extracellularis ozmolaritas hatdssal lehet a membrén fizikai allapotara
€s ezen keresztiil az ott 1év0 ioncsatorndkra is [137]. Ezzel 0sszefliggésben célul
tiztik ki a mechanoszenzitiv csatorndk szerepének vizsgalatat a Takifugu
niphobles tengeri hal és Cyprinus carpio édesvizi hal, és a Ciona Intestinalis
zsakallat aktiviaciojaban. EbblOl a célbdl a fesziilés-aktivalt kationcsatorna-
blokkol6 Gd** alkalmazdsit és  fluorimetrids fluiditas,  valamint
fénymikroszkopos motilitdsvizsgalatokat terveztiink.

A Kv1.3 csatorndk bizonyos receptorok €s kindzok dltali modul4cijanak
ismeretében [29-31] arra is kerestiik a valaszt, hogy az immunvalaszban szerepet
jatszd sejtfelszini receptorok és a Kvl.3 fizikai kozelségben vannak-e.
Méréseinket Kit 225 K6 human T-limféoma sejtvonalon kivantuk elvégezni, a

kérdéses receptorok pedig az MHC I, MHC 11, az IL-2Ra alegység és a VLA-4
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integrin, melyek ezeken a sejteken egyazon lipid rafthoz asszociéltak. Negativ

kontrollként az elobbitol kiilonbozo rafthoz tartozo TrfR-t kivantuk hasznalni.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Vegyszerek

Az alkalmazott vegyszerek mindegyike analitikai vagy spektroszkopiai
mindségli volt. A Bis(1,3-dibutilbarbiturat sav(5)) trimetin oxonol (diBA-C4-(3))
(oxonol)-t a Molecular Probes-t6l szereztik be (Eugene, OR, USA). Az
adenozin dezamindz-t a Boehringer-Mannheim-t6l vasaroltuk (Indianapolis, IN,
USA). Az adenozin-receptor ligand 4-(2-[7-amino-2-(2-furyl)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin-5-ylamino]etil)fenol (ZM 241385)-t a Tocris-tdl rendeltiik
(Bristol, UK). A 2-[p-(2-karbonil-etil)-feniletilamino]-5’-N-etilcarboxamido-
adenozin-t (CGS 21680) és a 8-ciklopentil 1,3-dipropilxantin-t (DPCPX) az
RBI-t6] szereztiik be. (Natick, MA, USA). A noradrenalin bitartrat a Richter
Gedeon-t6l szarmazott. A 18F-NECA-t és nem emittdlé analdgjat sajat
laboratériumunkban készitettiikk, a [138]-ben megadottak alapjan. A 8-fenil-
teofillin-t (8-PT) a Calbiochem-Behring-tol rendeltiik (La Jolla, CA, USA). A 8-
(3-klorosztiril)koffein-t (CSC) a [139]-ben leirtaknak megfelelden készitettiik el.
Az oxonol-bdl és az adenozin-receptor-ligandokbdl torzsoldatokat készitettiink
DMSO olddszerrel és azokat —20 °C-on, sotétben taroltuk. A kisérletek
elvégzéséhez a torzsoldatokbdl a mérés napjan higitottunk friss oldatokat. A
DMSO végso koncentricidjat mindig 0.5 % (v/v) alatt tartottuk. A Ouabain,
tetractilammonium-klorid (TEA), 4-aminopiridin (4-AP), N°-
ciklopentiladenozin (CPA), 5’-N-etil-karboxamido-adenozin (NECA), pertussis
toxin €s szervetlen vegyiiletek a Sigma-tdl szarmaznak (St. Louis, MO, USA). A
foszfat-pufferelt séoldat (PBS) tartalma: 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 8§ mM
Na,HPO,, 3 mM NaH,PO,, pH 7.3.

A valinomycin-t, verapamil-t és a Ca**-ionofér A23187-t a Sigma-tdl
vasaroltuk (St. Louis, MO). A kalcium- és kdliumcsatorna blokkoldkat és az

intracelluldris Ca®*-mobilizdlé thapsigargin-t az Alomone Labs Ltd.-tél
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rendeltiik (Jeruzsdlem, Israel). A kalmodulin inhibitor W-7 (N-(6-aminohexyl)-
5-chloro — 1 — naftalin - szulfonamid), W-5 (N- (6- aminohexyl) — 1 — (naftalin-
szulfonamid) €s protein-kin4dz inhibitor KN-93 (N-[2-(N-(4-kl6r-cinnamil)-N-
metilaminom-etil)fenil]-N-[2hidroxietil]-4-metoxibenzénsulfonamid) és KN-92
a Seikagaku Kogyo CO.-t61 szarmazik (Tokyo, Japdn). A spermiumok
mérésével kapcsolatos egyéb anyagokat a Wako Pure Chemical Industries Ltd.-

tol vasaroltuk (Japan). Az A23187-t és valinomycin-t DMSO-ban oldottuk.

A halak szamara készitett fizioldgids oldat (FPS) Osszetétele: 140 mM
NaCl, 10 mM KCl, 1 mM CaCl, és 10 mM HEPES, pH 8.5. A kédlcium-mentes
FPS (NoCaFPS) tartalma: 140 mM NaCl, 10 mM KCI, 5 mM EGTA és 10 mM
HEPES, pH 8.5, az aktival6 oldat (AS) osszetétele: 25 mM KCl, 25 mM NaCl, 1
mM CaCl,, és 5 mM HEPES, pH 8.5. A kélcium-mentes aktivil6-oldat
(NoCaAS) tartalma: 25 mM KCI, 25 mM NaCl, 5 mM EGTA és 5 mM HEPES.
A szemindlplazmdhoz hasonld 0Osszetételli oldat (SLS) Osszetétele: 130 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 10 mM HEPES, pH 7.5. A szemindlplazméhoz
hasonldé 0Osszetételi oldat Ca-mentes valtozata (NoCaSLS) az aldbbiakat
tartalmazta: 130 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM Hepes, 5 mM EGTA, pH 7.5. A
mesterséges tengerviz (ASW) osszetétele: 300 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM
Hepes, 1 mM CaCl,, pH 8.5. A kdalcium-mentes mesterséges tengerviz
(NoCaASW) tartalma: 300 mM NaCl, 5 mM KCIl, 10 mM HEPES, 5 mM
EGTA, pH 8.5. A moddositott mesterséges tengerviz (ASW-2) Osszetétele: 462
mM NaCl, 9 mM KCl, 10 mM CacCl,, 48 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 8.2.

3.2. Sejtkultara

A sziriai aranyhorcsog vas deferens-ébodl szdrmaz6 simaizom-sejtvonalat
(DDT1 MF-2) az European Collection of Animal Cell Cultures-tol (Salisbury,
UK) szereztiik be. A DDT1 MF-2 sejteket 37 °C-on tenyésztettiik, 5 % CO,-t és

95 % O,-t tartalmazo nedves kornyezetben. A tenyésztési médium a Dulbecco’s
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modified Eagle’s medium, melyet kiegészitettiink 2 mM L-glutaminnal és 10 %
(v/v) fetal calf serum-mal (FCS). A sejteket mechanikai uton tavolitottuk el,
ezutdin mostuk PBS-ben. Az 4ramldsi citometrids mérésekhez 2x10’/ml
koncentricioban sejtszuszpenzidt alkalmaztunk. Az endogén adenozin
eltavolitisara adenozin-deamindzt (2 E/ml) adtunk a sejtekhez, 10 perccel a
mérés megkezdése elott. A sejtek életképességének vizsgdlatara tripankék
jelolést hasznaltunk, mely szerint a sejtek 90 %-a €16 volt. Az elektrofiziologiai
mérésekhez a sejteket Ringer-tipusé fiziol6gids oldatban vettiik fel. A Kit-225
K6 egy human T-limféma sejtvonal helper fenotipussal. Osztéddsahoz IL-2
ligand rendszeres addsa sziikséges. A sejteket RPMI-1640 médiumban
tenyésztettilk, amely 10 % fetal calf serum-ot, penicillint és streptomycin-t
tartalmazott. A sejtekhez 20 egység/ml rekombinédns IL-2 ligandot adtunk 48

oranként.

3.3. Elektrofiziologia

A patch-clamp méréseket fesziiltség-zar iizemmodban, teljes-sejt
konfigurdcidoban végeztiikk, Axopatch-200-A patch-clamp erdsitovel, melyet
0sszekotottiink egy Digidata 1200 szamitogépes interfésszel (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA). A mintavétel sordn aluldtereszt0 sziirést hasznaltunk, a
mintavételezési frekvencia felénél. A patch-elektroddk ellendlldsa 3-4 Mohm
volt, amelyet GC150 F-15 boroszilikat tivegkapillarisokbol gyartottunk (Clark
Electromedical Instruments, Reading, UK). A pipettakat KF alapt intracelluléris
oldattal toltottiik meg, melynek osszetétele 140 mM KF, 2 mM MgCl,, 1 mM
CaCl,, 11 mM EGTA és 10 mM HEPES volt, pH 7.22. A sejteket Normaél
Ringer (NR) oldatot tartalmazo petri-csészében mértiik, a NR tartalma: 145 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2.5 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 5.5 mM
gliik6z, pH 7.35. Az oldatok mért ozmolaritdsa 320 mOsm volt. 1-10 Gohm

nagysagrendili nagy kontaktusu ellendllast alakitottunk ki a sejten, a patch-
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pipetta belsejére irdnyuld szivas alkalmazdsaval. Ezt kovetOen teljes-sejt
konfiguraciot hoztunk létre szivas-impulzusok alkalmazdsaval. A kisérletek
dontd részében a szivargdsi dram elhanyagolhaté volt a sejten mérhetd K'-
aramokhoz képest. A soros ellendllas 3-10 Mohm volt, kompenzacidként 80 %
korrekciot és 40 % predikciét alkalmaztunk. Minden patch-clamp mérés 20 °C-
on tortént. Az arammérési protokollokat legaldbb 12 perccel a teljes-sejt
konfiguraci6 kialakitdsa utdn inditottuk. A patch-clamp kisérletek kezdetéig a
sejteket jégen tartottuk, igy tobb oOrdn keresztiil valtozatlanok maradtak az
azokon mérhetd K'-csatornak tulajdonsdgai. Az adenozin-receptor ligandokat a
NR-ben oldottuk, majd folyamatos 4dramldsi rendszerrel juttattuk a sejtekhez,

szelepek felhasznalasaval.

A patch-clamp adatok értékelését a pClamp8 programcsomag segitségével
végeztik (Axon Instruments, Inc.). Az aktivicids és inaktivacids idéallandokat
egy illesztOrutinnal hataroztuk meg, a Levenberg-Marquard keresési modszerrel,
egy minimalizaciés modszerrel, a legkisebb négyzetek mddszerének
alkalmazdsaval. Minden kisérletet legalabb haromszor végeztiink el. Az adatokat
atlag = SD alakban szamoltuk, amelyeket n fiiggetlen kisérlet felhasznéalasaval

kaptunk.

3.4. A membranpotencial aramlasi citometrias mérése

Az aramlési citometrids membranpotencidl-méréseket a negativan toltott
oxonol festék haszndlatiaval végeztiikk, amely a membran két oldala kozott a
Nernst-egyenletnek megfelelden oszlik meg. A kisérletben a [140]-ben leirt
protokollt haszndltuk, amely a membranpotencidl meghatarozasat teszi lehetové
millivoltos pontossaggal, ahol a depolarizélt és az érdeklddésre szdmot tartd
allapotban 1év0 sejtek fluoreszcencidjat olvassuk le. A mérésekhez egy

modositott, argon-ion 1€zerrel ellatott FACSTAR aramldsi citométert
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hasznéltunk (Becton Dickinson, Parsippany, NJ, USA). Az oxonol festék
fluoreszcencidjat 488 nm-es vonallal gerjesztettiik 200-400 mW teljesitménnyel.
A kimeneti optika része volt egy 520 nm-es feliilateresztd sziir0 a szort gerjeszto
fény kiszlrésére, €s egy 540 nm-es savszird. A kis szogben elOreszort fényt az
adatgy(jtés sordn elektronikus kapuzdisra hasznaltuk, amely lehetové tette az
elpusztult sejtek kisziirését az analizisre keriild sejtek halmazabol. A sejteket
10°ml koncentraciéban, szobahémérsékleten futtattuk. A fluoreszcencia-
hisztogram mérését a festodés egyensulyanak kialakuldsat kovetden kezdtiik el,
mely 2 percet vett igénybe. A sejtfluoreszcencia ligand-indukélt véltozasat 3-5
perccel a megfeleld ligand addsat kovetden mértiik, ennyi idore volt sziikség az
1) egyensuly eléréséhez. A mdasodjara adott ligand modosité hatdsanak
vizsgélatara a ligandot a mdsodjara kialakult egyensuly bedllta utan adtuk a
festett sejtszuszpenzidhoz. Minden ilyen kisérletet legalabb haromszor

ismételtiink.

3.5. A kontraktilitasvaltozas szamszeri jellemzése

A mechanikai aktivitisban bekovetkezd, adenozin-receptor-ligandok altal
indukdlt csokkenést a kontraktilis eroben bekodvetkez0 szazalékos csokkenésként
adtuk meg (pitvari szivizomzat, aorta €s tiidOartéria az A, adenozin-receptorok
blokkolasat kovetden). A kontrakciot a tonusnak a ligand adésa eldtti helyzethez
képest bekovetkezd ndvekményeként hatdroztuk meg és mN/mm” egységekben
fejeztiik ki. A E/[A] gorbe pontjait az egyedi adatok illesztésével hataroztuk
meg, a legkisebb négyzetek modszerét hasznald iterativ szamitégép program
segitségével, a kovetkezo alaku fiiggvénnyel illesztve:
E=E, . [A]"s/[A]"4+[EC50]"y, ahol E jeloli a hatdst, Emax az aszimptéta, [A] a
ligand koncentréacidja, EC50 az a koncentrcid, amely a maximadlis hatas felét
1dézi eld, és ny a gorbe kozepéhez tartozd meredekség (Hill-koefficiens).

Bizonyos esetekben, ahol meg lehetett tenni, linedris regresszids analizist
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végeztiink, hogy meghatdrozzuk az EC,s értékeket (EC,s: az a ligand-
koncentracid, amely 25 %-os relaxdciot indukél). Az ECsy értékeket negativ
tizes alapu logaritmusukkal fejeztik ki az egész szovegben. A populacidk
kozotti kiilonbségek statisztikai analizisét a t-proba alkalmazasdval vizsgaltuk,

0.05-06s szignifikanciaszint alkalmazasaval.

3.6. Kisérleti allatok

Az adenozin-receptorok 4ltal kozvetitett jelatviteli folyamatok vizsgélatat
célzo kisérletekhez himnemii Hartley tengerimalacokat hasznaltunk, amelyek
420-560 g sulyuak voltak. A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Kutatdsetikai
Bizottsdganak allatokkal foglalkoz6 eloirdsai szerint végeztiik.

A spermiumok motilitdsdval kapcsolatos kisérletek sordn hasznalt
himnemi kozonséges pontyokat (Cyprinus carpio) kereskedelmi forrasbol
szereztiik be és 25 °C-os, beltéri akvariumban tartottuk. A napot 14 6ras vilagos
€s 10 oOrds  sotét  szakaszra  osztottuk. A sperma  képzését
testsulykilogrammonkénti 1 mg/kg intraperitonélis injekcidval adott, FPS-ben
oldott, acetonban szaritott agyalapi miriggyel valtottuk ki. A spermat a hasfal
Ovatos nyomasdval gyjtottik be, 10-20 6raval az injekcié adasat kovetoen.
Ugyeltiink arra, hogy a spermdt a viz, illetve vizelet ne szennyezze.

A himnemu fugukat (Takifigu niphobles) haltenyésztd iskolakbol
rendeltiik, a Japdnban talalhato, Arai-Obolben 1évé Misaki Tengerbioldgiai
Allomdsrél, jinius végétdl jilius végéig, és 18 °C-os, keringtetett tengervizet
tartalmazo tartdlyokban tartottuk. A spermét a hal hasfaldnak enyhe nyomasaval
nyertiik.

A Ciona intestinalis zsakallatokat a Japan Kanagawa tartoméanyaban 1évo
Yokohama-Obolbél és  Aburatsubo-Obolbdl szereztiik, és egy keringtetett,
tengervizet tartalmazé akvariumban tartottuk 18 °C-on, dllandé megvildgitas

mellett, hogy elkeriiljiik a spontidn ivast. A burok eltivolitasa és a test olloval
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torténd felvdgasa utdn a petevezetéket csipesszel szurtuk ki, hogy kinyerjiik a
petéket.

A spermavezetékbol csipesszel nyomtuk ki az ondosejteket, €s pasteur-
pipettaval szivtuk fel azokat. Egy egységnyi térfogati spermit tiz egységnyi
térfogatt ASW-2 oldatban higitottunk, €s a haszndlatig jégen tartottuk. A
sperma-szuszpenziot 1:1000 aranyban higitottuk a kisérletek megkezdése elott.
A sperma-motilidst SAAF-el vagy valinomycin-nel indukaltuk. Az SAAF
faktort nem megtermékenyitett pet€kbdl nyertiink, a [80]-ban lefrtak alapjan.

3.7. Izolalt pitvari szivizomzat

A tengerimalacok éterrel torténo altatds alatti dekapitdlasa utdn a mellkast
kinyitottuk és a szivet gyorsan kivdgtuk és 30 °C-os, oxigénnel dtdramoltatott
Krebs oldatban mostuk. A bal pitvart izoldltuk és 10 ml-es, fiiggbleges
szervfiirddbe helyeztiik (TSZ-04, Experimetria, Budapest), amelyben 37 °C-os
Krebs oldat volt, melynek tartalma: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaCl,,
1.0 mM NaH,PO,, 1.2 mM MgCl,, 24.9 mM NaHCO;, 11.5 mM gliikéz, pH
7.4, €s 95 % O, valamint 5 % CO,-vel jellemezhetd gézzal érintkezett. A pitvart
elektromosan ingereltiik, 3 Hz-el, 1 ms idotartamig, a kiiszobfesziiltség
kétszeresének alkalmazdasaval, egy programozhat6 stimulétor segitségével (PST-
02, Experimetria, Budapest). Az izometrikus 0Osszehuzddisokat egy
transzducerrel mértikk (SG-01D, Experimetria, Budapest) és poligraffal vettiik
fel (WR 3101, HSE, Hugstetten). 10 mN kezdeti, nyugalmi mechanikai
fesziiltséggel feszitve a preparatumokat, 50 percig vartunk, és hagytuk, hogy
bedlljon az egyensulyi helyzet. A kontraktilis paraméterek stabilizdcidjat
kovetéen kumulativ  NECA illetve F-NECA dézis-hatas gorbéket (E/[A])
vettiink fel.
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3.8. Erpreparalas

A [141]-ban leirtak alapjdn a tengerimalacok mellkasi aortdjanak és fo
tidOartéridjanak kozépso részébol korivben futd szegmenseket preparaltunk
(2mm hosszusiagu, endotéliummal rendelkezd, nyitottra vagott gytriik). A
szoveteket vertikdlisan rogzitettiik selyemszallal egy 10 ml-es, homérséklet-
szabéalyozott, 37 °C-ra bedllitott szovetkamrdban, amely Krebs-oldatot
tartalmazott. A Krebs-oldat 0sszetétele: 118 mM NaCl, 4.7 mM KCIl, 2.5 mM
CaCl,, 1.0 mM NaH,PO,, 1.2 mM MgCl,, 24.9 mM NaHCO;, 0.004 mM
dinatrium EDTA, 0.11 mM aszkorbinsav, 11.5 mM gliik6z, pH 7.4, 95 % O,-t és
S % CO,-t tartalmazé gaz jelenlétében. A tiiddartériabodl €s aortabdl szarmazo
ércsikok  mechanikai fesziiltségét izometrikusan mértiikk, transzducer
alkalmazasaval (SG-01D, Experimetria), €s a kimenetet fesziiltségmérd és
regisztrald berendezéshez kapcsoltuk (SP-K2V, Riken Denshi). A mintdkra 10
mN kezdeti mechanikai fesziiltséget adtunk és legalabb 3 6rdig vartunk, hogy
stabilizdlodjanak ezen a mechanikai fesziiltségszinten. Az egyensuly elérése
utin a prepardtumokat 1M noradrenalinnal inkubdltuk, amig a mechanikai
fesziiltség egy stabil értéket fel nem vett.

Ismert, hogy az adenozin €s az adenozin-anal6gok nem képesek kivaltani
kontraktilis vélaszt a nyugvo tiidOartéria-preparatumokban, kizardlag az
elozetesen Osszehuzott (altalaban noradrenalinnal) szovetekben. A szervfiirdot
ezt kovetden friss tdpoldattal mostuk &t 5-szor, 3 perces sziineteket tartva, ezutdn
30 percig allni hagytuk. Amikor a kontrakci6 stabilla vélt, 10 uM NECA oldatot
vezettiink a szervfiirdobe €s addig vartunk, mig a maximalis hatast el nem értiik.
A szoveteket ezutdn tobbszor friss, 1 UM noradrenalint tartalmazé Krebs-
oldattal mostuk és vartunk, amig stabilizdlodtak. A kisérleteket az ér-
szovetdarabokban a NECA hatasara bekovetkez0, legalabb két egymas utani,
stabil és reprodukalhat6 kontraktilitdsvaltozds megléte utdn kezdtik. A

tidoartéridkon a NECA és F-NECA hatasdnak vizsgdlatara non-kumulativ
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méréseket végeztiink, mig a mellkasi aortdkon az adenozin-anal6gokkal
kumulativ mérést folytattunk. A purinvegyiiletek hatisat befolyasolo 8-PT-t a
nyugalmi 4llapot alatt adtuk 30-40 percig, a szovetek ezt kovetden noradrenalint
kaptak, melynek hatdsdra a tonus kontrollnak megfeleld szintjére huzodtak
ossze. A NECA ¢és F-NECA dltal kivaltott, A;-receptor-medidlt kontrakcidk
vizsgalatara szolgdld mérések végén a szoveteket enyhén festettik és
megmértiik a hosszisidgadataikat és a sdlyukat. A  preparitumok
keresztmetszetét a kivetkezd képlet alapjan szdmoltuk ki: keresztmetszet (mm?)
= suly (mg) / (hossziisdg (mm) x slriiség (mg / mm’)). Az érszdvet-darabkak
stiriségérdl feltételeztiik, hogy értéke 1.05 mg / mm’. Az adenozin-analégokra
adott vélaszokat ezt kovetden ugy szadmoltuk ki, hogy meghataroztuk a
mechanikai erd novekedését (mN egységekben), és ezt osztottuk a szovet

keresztmetszetével (mm® egység haszndlatdval).

3.9. A sperma-motilitas mérése

A fugu- illetve kozonséges pontyspermabol 20 pl-t 1 ml megfelelo
fiziologias oldatban higitottunk (SLS vagy FSP) és ezt 700 g-n centrifugdltuk 5
percig. A letapadt sejteket felszuszpendaltuk 40 ul megfeleld fiziologias
oldatban. 1 pl mosott spermiumsejtet 100 wl megfeleld fiziologids oldatban
higitottunk, amely a vizsgdland6 vegyiiletet tartalmazta az adott
koncentracioban. A kivant inkubdcids 1do eltelte utdn 1 pl sperma-szuszpenziét
cseppentettiink egy iiveg-lemezre €s ezt aktivéltuk a megfelelo aktival6 oldattal
(ASW vagy AS), amely a vizsgélt vegyiiletet is tartalmazta. A spermiumok
mozgasat nagy €rzékenységli videokamerdval rogzitettik (Hamamatsu 2400-
07), amely egy faziskontraszt-mikroszk6phoz volt kapcsolva (Nicon-Optiphot),
amelyhez egy invertalt kontraszt-objektiv lencse tartozott (Olympus Splan NH).
A motilis sejtek szdzalékos hanyadit és a sebességiiket a CellSoft automatizalt

sperma-analizalé programmal hataroztuk meg (CRYO Resources, Ltd, USA). A
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sebességet a spermiumokrol késziilt, a szuszpendaldasukat kovetd 30 percen beliil
készitett felvételek alapjan hatdroztuk meg. A mérést abban a kisérleti
médiumban végeztiik, melyben a sejtek hozzivetdleg egyenes irdnyd mozgast
végeztek. A sebességet ugy szamoltuk ki, hogy a spermiumok utvonaldhoz
tartozd tavolsdgokat, melyeket az egymast kovetd képfelvételek kozott a sejt
megtett, Osszeadtuk ¢€s ezt elosztottuk azon iddintervallumok Osszegével,
amelyek alatt a spermiumsejtet nyomon kovettiik. A sebességméréseknél négy
képet vettiink fel. Abbél a célbél, hogy a Ca®* hatdsdt megvizsgaljuk az ép fuguk
spermium-motilitdsara, a sperma-mintdkat 50-szeresen higitottuk NoCaSLS-
ben, 30 percig inkubaltuk, és 700 g-n centrifugaltuk 5 percig. A sejteket
ugyanolyan térfogati NoCaSLS-ben ujra felszuszpendaltuk. A spermiumok
motilitdsit 5 mM EGTA-t tartalmaz6é AS-ben vagy NoCaAS-ben torténd 40-
szeres higitast kovetden vizsgaltuk. A sejtek motilitdsat €s sebességét a Cellsoft

rendszerrel mértiik.

3.10. A membranfluiditas mérése

A trimetilammonio-difenil-hexatrién-bél (TMA-DPH) 10* M koncentra-
cioju, dimetil-formamid-os torzsoldatot készitettiink. A ponty-spermat FPS-ben
mostuk, 5 percig centrifugdltuk 700 g-n és FPS-ben szuszpendaltuk. A
spermiumok  koncentriciéjat 6x10° /ml értékre dllitottuk be. 1 ml
sejtszuszpenzidhoz 10 ul TMA-DPH torzsoldatot adtunk (a TMA-DPH végso
koncentraciGja: 10° M), és quartz-kiivettdban inkubaltuk 5 percig 20 uM GdCl,
mellett vagy anélkiil. 2 ml FPS-t (a sperma immotilis maradt) vagy 2 ml
desztillalt vizet (kivaltott sperma-motilitds) adtunk a kiivettdkhoz és igy mértiik
az anizotropiat. A hozziadott FPS és desztillalt viz ugyanolyan koncentracidban
tartalmazott TMA-DPH-t vagy GdCl;-ot.

Az egyensulyl anizotropidt egy Perkin Elmer spektrofluoriméter

segitségével hataroztuk meg, ugy, hogy mértik a vertikdlisan (Iy) és

29



horizontdlisan (Iy) polarizalt intenzitiskomponenseket. A mintit 340 nm-es
vertikdlisan polaros fénnyel gerjesztettik, €s az emissziot 430 nm felett
detektdltuk. A fluoreszcencia intenzitasokat azt kovetden mértiikk, hogy a
hémérséklet a mintdban bedllt 25 °C-ra. Az anizotrépia r; értékét a

kovetkezOképpen szamoltuk ki:

R¢= (Iyy — Glyn ) / (Iyy + 2 Glyy)

ahol a vy és vy indexek rendre a gerjesztési €s emisszids polarizatorok
parhuzamos és merdleges pozicidira utalnak. A G-érték egy — a miszerre
jellemz6 — korrekcids tényezd, amely a polarizatorok €s a monokromatorok

tokéletlenségét jellemzi, €s a kovetkezo formuldval adhaté meg:

G = IHV/ IHH

Az anizotropia a TMA-DPH festék rotaciés mozgasat jellemzi (amely a
foszfolipid kettdsréteg kiilsO felének poléaros fejcsoport-régidjaba épiil be), €s a
membranfluiditassal forditva ardnyos. A kisebb r; ért€kek nagyobb

membranfluiditast jelentenek.

3.11. Kétdimenzios poliakrilamid-gél elektroforézis

5-sz0ros higitasd fugu-spermdbdl 40 ul-t adtunk 1 ml SLS-hez, 20 uM
gadolinium jelenléte mellett vagy anélkiil. A spermiumokat ugy aktivaltuk, hogy
40 ul 5 M-os NaCl oldatot adtunk a sejtszuszpenzidhoz és 15 percig 4llni
hagytuk. A sejteket 12000 g-n torténd centrifugdldssal gyijtottiik 6ssze 4 °C-on
30 percig. A feliiluszo eltavolitasa utdn a sperma-fehérjéket 500 pul, 8 M-os urea
€s 1 % Triton-X alkalmazasaval oldottuk. Alapos szuszpenddlast kovetoen az

oldatot 12000 g-n centrifugdltuk 30 mdsodpercig €s a tiszta feliiliszot
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osszegytjtottiik. 50 pl feliilliszéhoz 200 pl IEF puffert adtunk, amelynek a
tartalma: 8 M urea, 2 M tiourea, 10 % izopropanol, 1 % Triton X-100, 4 %
CHAPS, 50 mM DTT, 0.5 % IPG-puffer, és 20 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A centrifugdlast kovetden a feliilluszot a csik-tartéhoz
adtuk (7 cm-es, immobilizalt, pH gradiens gél, Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, USA). Az IPG szaraz csikok (a pH-tartomanyuk 3-10 kozott
volt és linearisan valtozott) tettlink a mintdra buborékmentesen, és szilikon-
olajjal fedtiik. A 4 6ran 4t 0 V-on torténd rehidratacié utdn 10 6raig 30 V-on
elektroforetizaltunk, majd 1 6raig 200 V-on, 1 6raig 500 V-on, 1 6rdig 1000 V-
on és 5 6rdig 8000 V-on. Az IPG-csikokat 30 percig hagytuk allni egy SDS-
PAGE minta-pufferben, amely 8 M urea-t és 50 mM DTT-t tartalmazott. Ezt
kovetben egy masodik dimenzionak megfeleld, horizontilis SDS-PAGE-et

alkalmaztunk, ahol a szepardld gél 13 %-os poliakrilamid volt.

3.12. A Pi2 toxin tulajdonsagai és a mérés Kivitelezése

A Pandinus imperator mérgét elkabitott allatokbdl nyertiik elektromos
stimulacidval. A peptid-toxin komponensek szepardldsdhoz az oldhaté mérget
eloszor egy Sephadex G-50 oszlopon frakciondltuk, azutdn az alfrakcidkat
tovabb frakcionaltuk nagynyomasu folyadékkromatograffal (HPLC), egy Waters
600E HPLC berendezés C18-as, forditott fazisi oszlopat hasznélva (Vydac,
Hysperia, CA). A tisztitott mintdk homogenitasat 1épcsods-gradiens HPLC-vel és
direkt Edman degradacidval, automatikus szekvendloberendezés
felhaszndlasaval végeztilk [142]. A patch-clamp mérések sordn hasznilt NR-
oldathoz, melyben a Pi2 toxint oldottuk, 0.1 mg/ml szarvasmarha szérum
albumint adtunk, hogy megakadidlyozzuk a toxinmolekuldk nonspecifikus

kotddését a csovek faldhoz €s a petri-csészéhez.
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A Pi2 toxin egy 38 aminosavbdl all6 peptid, amelynek 6 pozitiv toltése
van, molekulasilya M,, = 4370 Dalton, becsiilt sugara r = 1.11 nm, a ra
vonatkozé diffizids konstans szobahémérsékletil, fiziologids oldatra D = 2x10°
cm’/s. A Pi2 toxin Kv1.3 csatorndhoz torténé kotédésének reakcidkinetikai
allanddja, ha NR oldatban torténik a kotddés, a kovetkezonek adodott: ko, =
2.18x10° M's™, ko = 6.33x107s™, Ky = 44 pM [142].

3.13. A Pi2 altal megvaldsitott csatornablokkolas adatainak elemzése

A toxin-csatorna kotodés bemosdsi €s kimosdsi idoédllandgjat a mért
adatok exponencidlis illesztésével hataroztuk meg, ezek jelolése rendre: T, és
Tou- A bemosasi fazisra az 1 (t) = Iy exp(-t/Ti,) + Lnin, @ kimosasi fazisra pedig az
I (1) = (Inax-Tmin) [1-exp(-t/Tou)] + Inin fliggvényt illesztettilk, ahol I(t) a
csucsaram értéke ¢ idovel a toxin adasat illetve eltavolitasat kovetOen, Iy a
csucsaram értéke a toxin alkalmazasa elott, I,;, a toxin adasa utan beallt
egyensulyi csticsdram-szint, I, pedig a toxin kimosdsit kovetoen visszatért

csucsaram értéke [143].

3.14. Monoklonalis antitestek

A transzferrin-receptor (TrfR) specifikus MEM75 antitestet (IgG;) Dr.
Vaclav Horejsi (Praga, Csehorszdg) bocsatotta rendelkezésiinkre. A W6/32
(IgGaya) €s L368 (IgGyy) olyan monoklonaris antitestek, melyek rendre az MHC
I nehézlancan 1€vo a,, o3 doménjén 1€vé monomort epitdphoz, illetve az MHC 1
konnytilanc B,-mikroglobulinjdhoz kotddnek [144,145]. Az 1.243 monoklonaris
antitest (IgG,,) MHC II-ellenes [146]. A W6/32, L.368 €és .243 antitesteket Dr.
Frances Brodsky-t6l (UCSF, CA, USA) kaptuk. Az Interleukin-2 receptor o-
alegysége (IL-2Ra) elleni anti-Tac antitest (IgG,,) Thomas A. Waldmann (NIH,

32



Bethesda, MD, USA) adta szdmunkra. A TS2-7.11 (IgG,) a ,,Nagyon Késoi
Aktivaciés Antigén-4” (,Very Late Activation Antigen-4”, VLA-4, oup,
integrin, CD49) elleni antitest, amelyet a Pierce Biotechnology (Rockford,
Nagy-Britannia) véasaroltunk. A fenti monoklonaris antitesteket hybridoma-
feliilluszobol  preparaltuk és protein  A-Sepharose-on végzett affinitds-

kromatogréfidval tisztitottuk.

3.15. Sejtek indirekt jelolése monoklonaris antitestekkel és immunogold

részecskékkel a patch-clamp kisérletekhez

Az elsd jelolési 1épés soran el0szor a frissen nyert sejteket kétszer mostuk
4 °C-os PBS-ben (pH 7.4). A sejtes csapadékot ezutdn 100 ul PBS-ben
felszuszpendaltuk (1x10° sejt/ml) és 40 percig jégen inkubdltuk 10 pg jelsletlen
teljes antitesttel (elsodleges jelolés, ehhez az antitesthez kotddik majd az anti-Fc
fragmens specificitdssal rendelkez6 immunogold gdomb a jelolés masodik
szakaszaban). Az antitestek esetleges aggregicidjanak elkeriilése céljabol azokat
lecentrifugdltuk (9x10* rpm-en, 30 percig) a jelolés elétt. A jeldlt sejteket
kétszer mostuk hideg PBS-ben. Az inkubdlds masodik 1€pésében 40 percig jégen
inkubdaltunk 30 nm atmérdjii aranygombokhoz kotott poliklondlis antitesttel
(masodlagos jelolés, Aurogamig g30 a monoklonadlis jeldletlen teljes antitest Fc

fragmense ellen, az Amersham Pharmacia, USA-tdl).

3.16. Patch-clamp bemosasi id6 mérések az 1.243 monoklonaris antitesttel

A stabil teljes-sejt konfiguracié kialakitasa utdn legaldbb 6t depolarizal6
impulzust adtunk a sejtre. Az impulzusok -120 mV-os tartofesziiltségrol indultak
és +50 mV fesziiltséget adtak 20 ms ideig. Az impulzusokat 15

masodpercenként ismételtilk. Miutdn meggy0dzddtiink arrél, hogy az dramszint
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stabil, egyensulyi értékre 4llt be, 30 ul L243 antitest-oldatot pipettaztunk
kozvetleniil a sejtre (az oldészer PBS volt). A csiucsaram értékét depolarizald
impulzusok adasidval mértiik, amig az dram az alsé egyensulyt el nem érte (3- 6

perc). Az antitest-oldat koncentracidja 2.5 mg/ml volt.

3.17. Sejtek jelolése aramlasi citometrias mérésekhez

A frissen nyert sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-ben (pH 7.4), a
sejtes csapadékot 100 ul PBS-ben felszuszpendiltuk (10° sejt/ml) és 10 pg
xFITC és xXTRITC-konjugdlt Fab-vel inkubaltuk 40 percig jégen, sttétben. Az
inkubalas sordn az Fab-felesleg legalabb 30-szorosa volt a kotési dllandénak
(Kq). Az Fab fragmenseket a jelolés elott lecentrifugdltuk, hogy elkeriiljiik
esetleges aggregéciéjukat (11x10* g, 30 percig). A FRET-mérések el6tt kiemelt
figyelmet forditottunk arra, hogy a sejteket 4 °C-os hémérsékleten tartsuk, hogy
elkeriiljiik a sejtfelszini receptorok nemkivint aggregicidjat €s a receptor-
internalizdciot. A jelolt sejteket 4 °C-os PBS-el mostuk, azutin pedig 1 %-os

formaldehiddel fixaltuk.

3.18. Aramlasi citometrids energia transzfer (FCET)

A gerjesztett donor-festéktOl az akceptorral megjelolt receptor-populécid
felé irdnyul6 energia-transzfert sejtenként hataroztuk meg egy modositott,
kétlézeres gerjesztéssel ellatott Beckton-Dickinson FACSstar Plus 4ramlési
citométerrel. A sejtfelszinhez kotott, XxFITC- és xTRITC-konjugdlt Fab
fragmentek kozotti energiatranszfer hatékonysdgéat egy specidlis szoftverrel
szamoltuk ki. Szamos kordbbi publikdcioban megtaldlhaté a mddszer részletes
lefrdsa  [147,148,149,150,106,107]. Az energia-transzfer = szdmoldsanal
figyelembe vettiik mind a donor altali gerjesztésbol ad6dd akceptor-oldali

fluoreszcencia-intenzitds novekedését, mind az akceptor jelenlétébol adodo
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donor-kioltast (quenching), a spektralis atfedések miatti sziikséges korrekcidk
elvégzése utdn. A transzfer-hatékonysdg a donor-akceptor tdvolsdg hatodik
hatvdnyaval forditottan ardnyos, igy az energia-transzfer rendkiviil érzékeny a
donor-akceptor parok kozotti tavolsdg valtozdsaira a 2-10 nm-ig terjedd
tavolsagon beliil [151]. A receptorokhoz kotott donor €s akceptor kozotti
tavolsagot tiikroz0 energiatranszfert sejtenként szamitottuk és energia-transzfer
hisztogramként abrdzoltuk. Ezen kivill az energiatranszfer-eloszlasok
kozépértékeit is kiszdmoltuk, ezek a receptorok kozotti atlagos proximitasrol
adnak informéciot. Ha a donor-akceptor tdvolsidg nagyobb, mint a 10 nm-es
effektiv Forster-tdvolsdg, az energia-transzfer hatékonysdg gyorsan nullara esik,
ezért 5 %-os hibahatdron beliil nem jarultunk hozz4 szignifikdnsan az energia-

transzfer hatékonysaghoz.

3.19. A sejtfelszini receptorok expresszios szintjének meghatarozasa

A sejtfelszini kotOhelyek szamat az dramlési citometrids fluoreszcencia-
intenzitds hisztogramok kozépértékeibdl hatdroztuk meg, amelyeket olyan
sejtekbdl nyertiink, melyekhez telit€ésben adtunk xFITC-konjugélt, a kérdéses
receptor ellenes Fab  fragmenseket. A  fluoreszcencia-intenzitasok
kozépértékébol a kotohelyek szamat fluoreszcens mikrogyongyokkel
(Quantum™25 Flow Cytometry Standards, San Juan, Puerto Rico) vald

kalibrél4s tutjan hataroztuk meg.
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4. Eredmények

4.1. A CPA és CGS 21680 adenozin-agonistak elektrofiziologiai hatasanak

mérése aramlasi citometriaval és patch-clamp technikaval

Az oxonollal — mely egy membréanpotenciél-érzékeny fluoreszcens festék
— végzett aramldsi citometrids mérések gyorsan kialakul6 és sokdig fennmarado
hiperpolariziciot jeleztek a DDT1 MF-2 sejteken 50 nM CPA hatédsara, amely
egy nagy affinitasu, szelektiv A; adenozin-receptor agonista (3. dbra). A CPA
hatdsa (3 és 10 uM kozott) azonnal jelentkezett €s a maximalis hiperpolarizacio
2 percen beliil alakult ki. 1 uM DPCPX, mely egy rendkiviil specifikus A;-
receptor antagonista, szignifikdnsan csOkkentette az agonista 4dltal indukalt

hiperpolarizal6 hatast.

180 90

Sejtszam

Sejtszam

w
S
4

+ y + T t y
0 128 256 384 512 0 128 256 384 512

Fluoreszcencia-intenzitas [csatornaszam] Fluoreszcencia-intenzitis [csatornaszdm]

200

‘ C 3. abra Adenozin-receptor agonistdk és
antagonistdk  hatdésa a  DDT1l  MF-2
simaizomsejtek membranpotencidljara. A rész:
Oxonollal festett sejtek aramldsi citometrids
méréssel felvett fluoreszcencia-hisztogramjai.
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vonal), 50 nM CPA-t tartalmaz6 PBS (vékony
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A sejtek eldinkubéldsa 100 uM 4-AP-vel, mely egy fesziiltségfiiggod
kaliumcsatorna-blokkold, vagy 1 uM DPCPX-el, teljesen megsziintette a CPA
membréanpotencialra gyakorolt hatdsat. Ezzel szemben az 5 uM Na'/K* ATP-4z
blokkolé ouabain-nal torténd elokezelés nem véltoztatta meg a CPA-indukdlt
hiperpolariziciot (nincs dbran feltiintetve).

A B
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4. abra Adenozin-receptor agonistdk hatdisa a DDT1 MF-2 simaizomsejtek membranjdnak
kaliumkonduktancidjdra. A teljes-sejt konfigurdciéban mért kaliumaram cstcsértékeit dbrazoltuk a
tartéfesziiltség fiiggvényében a kezelt és a kontroll sejtekre vonatkozdan. A rész: a kezelés az A;-agonista
CPA-val torténd perfizié volt. B rész: a kezelés az A,x-agonista CGS 21680-nal torténd perfizié volt. A
mérés sordn 1000 ms id6étartamig depolarizdl6 impulzusokat adtunk a sejtre, melyek kozott 60 s id9 telt el. A
tartofesziiltség —120 mV volt, a fesziiltségszintek pedig —70 mV-t6l +20 mV-ig terjedtek, 10 mV-os
novekménnyel. A jobb oldali dbrarészen egy-egy kivalasztott sejtrl készitett felvétel lathatd, a gorbék a
kiilonb6z6é amplitud6ju tesztimpulzusok hatdsara bekovetkezd dramokat mutatjdk az id6 fiiggvényében. Az
abrak felsé részeiben a NR extracelluldris oldattal perfundalt sejt lathaté (kontroll), az alsé részen pedig
ugyanezen sejt, miutdn a NR-ben oldott agonista perfizidjara valtottunk. A teljes-sejt kdliumaram mérése 2
perccel a ligandok adasat kovetden tortént. A szivargdsi dramot levontuk. Az dbran 5 fiiggetlen mérésbol
kiemelt adatok 14thatok.

A DDT1 MF-2 sejteken teljes-sejt konfigurdcioban elvégzett patch-clamp
kisérletek kifelé irdnyuld, fesziiltségfiiggd daramot mutattak, - 75 mV
megfordulasi potencidllal, amely a kdliumionok egyensulyi potencidljanak felel
meg. Ezt azt dramot teljes mértékben gatolni tudtuk a fesziiltségfiiggd
kaliumcsatorna-blokkol6 4-AP (5 mM) vagy TEA (10 mM) perfuzidjaval, és ez
a gatldas kimosassal megsziintethetd volt. A CPA alkalmazisa a 10 nM-td6l 10

UM-ig terjedo tartomanyban fokozatosan €s jelentOsen novelte ezt az aramot, 1

UM koncentriciondl kozelitbleg 30 %-os novekedést produkdlva (n=5), (4.
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abra A része). Igy a kdlium-permeabilitdsban bekovetkezd véltozas lehet felels
azért a hiperpolarizdcidért, amelyet ez az A;-receptor agonista valt ki.

Az Ajs-receptor agonista CGS 21680 a 10 nM-t6l 3 uM-ig terjedd
koncentracio-tartomanyban az A;-agonista CPA-val ellentétes hatést fejtett ki a
DDT1I MF-2 sejtek membranpotencidljara és  kdliumkonduktancigjara
vonatkozéan. A CGS 21680 még olyan kis koncentracidban is, mint 50 nM, 2
percen belill jelentésen depolarizalta a sejtmembrant (3. abra B része). Ha
ezutin 1 UM CSC-t adtunk a sejtekhez, ez 5 percen belill repolariziciot
eredményezett, €s a membranpotencidl visszadlt az eredeti ért€k kozelébe.
Azokon a sejteken, amelyeket eldinkubaltunk xantin-tipusa (CSC, 1 uM) vagy
nem xantin-tipusid (ZM 241385, 1 uM) A, adenozin-receptor antagonistdkkal,
nem taldltunk szignifikdns CGS 21680-indukalt csokkenést a transzmembran-
potencidlban (nincs dbrén feltiintetve).

Emellett a CPA megsziintette a CGS 21680 4ltal indukélt depolarizaciot a
sejteken (3. dbra C része). A CPA-nak ez a tulajdonsaga feltehetéen abbodl
adodik, hogy az A;-receptoroknak négyszer nagyobb az expresszids szintje
DDT1 MF-2 sejteken az A,s-receptorokhoz viszonyitva.

Amikor a patch-clamp mérések sordn 10 nM — 10 uM CGS 21680-t
perfundédltunk a sejtekhez, a teljes-sejt kaliumdram azonnali csokkenését
tapasztaltuk (n = 5). Egy jellemz6 fesziiltség/aram gorbét mutatunk be a 4. abra
B részén. A kaliumcsatorna-gatlas teljes mértékben megsziintethetd volt az A,p
agonista kimosasaval.

A CGS 21680-medialt gatlas megfordithatosagat az A,, antagonista CSC
(1 uM) altal kivaltott részleges dramszintndvekedés is mutatja. A CGS 21680
kaliumaram-kinetikdra gyakorolt hatdsat a 5. abra mutatja. A CGS 21680 10
nM-os koncentracidban kismértékben csokkentette a kaliumaram-amplitudét (S.
abra A része), de nem befolydsolta az aram inaktivaciéjat. Ezzel szemben a

nagyobb koncentracioban alkalmazott szer az dram inaktiviacidjanak
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szignifikans gyorsuldsdhoz vezetett (n = 5). Az inaktivaci6 véltozdsa a 100 nM-

os CGS 21680 koncentracionadl a legkifejezettebb (5. abra B része).
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5. abra Az A;, agonista CGS 21680 hatisa a DDTI MF-2 simaizomsejtek membranjanak
kaliumkonduktancidjara. A teljes-sejt kaliumdram felvétele kozben a sejteket eldszor a kontroll
extracellularis NR-oldattal perfundéltuk. Amikor a K*-dram csucsértéke és a kinetikdja is stabilizdlédott, a
perfiiziés rendszert atvaltottuk a 10 nM és 7.5 uM kozotti koncentracidji, NR-ben oldott CGS 21680
oldatra, és az dram Uj egyensulyi értékét regisztraltuk. A CGS 21680-kezelés altal eldidézett valtozasok
koncentraciéfiiggést mutatnak, a legnagyobb hatds 100 nM-nl figyelheté meg. A fentiek érvényesek mind a
csticsdram megmarad6 hdnyaddra, melyet az A rész mutat, illetve az inaktivicié gyorsuldsara, melyet a B
rész mutat (n = 5). Az dramszintek mérése a depolarizal6 impuzusok adaséat kovetden tortént, melyeket —120
mV-os tartéfesziiltségrdl inditottunk + 50 mV-ra, idStartamuk 2 s volt és ezt 15 s-onként ismételtiik. Az
inaktivacios idédllandékat egyexponencidlis illesztéssel hatdroztuk meg. A hibavonalak korrigalt empirikus
szordsokat jelentenek.

Annak a demonstrdldsa céljabol, hogy a kaliumaram tulajdonsagaiban
bekovetkezett valtozasok sordn a receptorok a csatorndkra G-protein-fliggetlen
modon fejtik ki hatdsukat, a kisérletet a leghatdsosabb CGS 21680
koncentraciondl (100 nM) megismételtiik pertussis-toxin kezelt sejteken.

Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a pertussis-toxin-kezelt (200 pug /
ml, 4h-ig inkubdlt) és a kontroll sejtek kozott sem a csucsaram blokkolasdban

(rendre 73 = 12 %, és 66.9 + 8.8 %, n=5, 6. abra), sem az aram inaktivacios

kinetikdjanak valtozasaban (rendre 54 £ 9.7 %, és 64.8 £ 12%, n=5).
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6. abra Az A,, adenozin-receptor agonista CGS 21680 hatdsa pertussis toxin jelenlétében a DDT1 MF-2
simaizomsejtek membranjdnak kaliumkonduktancidjdra. Az 4dbrdn a teljes-sejt kdliumdram csicsértékeit
abrazoltuk a perfuzidéban a sejtekhez juttatott A,, agonista CGS 21680 (50 nM) jelenlétében, feltiintetve a
kontroll értékeket is. Depolarizaciés impulzusokat alkalmaztunk 100 ms iddtartamig, 60 s-onként, —120 mV-os
tartéfesziiltségrol +40 mV-ra. A kezelés eldtt és utan felvett, kivalasztott gorbéket mutatunk be. A felsé (A)
grafikon a kontroll sejtekre jellemzd gorbéket mutatja, az alsé (B) grafikon pedig azon sejteken regisztralt
dramokat, melyeket 4 6ra id6tartamig 200 UM pertussis-toxinnal inkubdltunk. A pertussis toxin a mérések teljes

id6tartama alatt jelen volt a kiils6 oldatban. A K*-dram mérése 2 perccel a ligand addsdt kovetden kezdédott. Az
dramértékekbdl kivontuk a leak-dramot. Az dbran 5 fiiggetlen mérésbdl kiemelt adatok lathatdk.

42. A NECA ¢és F-NECA adenozin-szarmazékok altal Kkivaltott

kontraktilitasvaltozasok vizsgalata szoveteken

4.2.1. Aj-receptor-medidlt kontraktilitasvdltozdsok: pitvari szivizomzat és

tiidoartéria

Az elektromosan stimuldlt pitvari szivizomzatban — mely egy adenozin
Aj-receptorokat tartalmazéd szovet [48,141] — A NECA és az F-NECA is
koncentraciofiiggd modon csokkentette a kontraktilis erot. A szovetek mérése
sorin a NECA ¢és F-NECA adott koncentricio-tartoméanyat vizsgéltuk, hogy
megfeleld dozis-hatds gorbét készithessiink. Amint az az 2. tablazatban lathato,
a NECA és F-NECA E(A) gorbéihez tartoz6 E..x és a félhatdsos dozis gorbe-
meredeksége (Hill-koefficiens, ny) nem kiillonbozott szignifikdnsan a két
vegyiiletre vonatkozdan, mig az F-NECA latszolagos affinitisa (ECsy) kisebb
volt, mint a NECA-€ (rendre 7.50 + 0.18 és 8.23 + 0.12). 1 uM noradrenalinnal
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elokezelt és igy Osszehuzott, tengerimalac tiiddartériabol szarmazé izolalt
csikokon a NECA koncentraciofiiggd modon fazisos (gyorsan kialakulo kezdeti)

kontrakciot idézett el (7. abra B része és 2. tablazat).

2. Tablazat

Vegyiilet pD» Ny Enax n

Pitvari szivizomzat (kardiodepressziv hatds: A adenozin receptor-medialt hatds)

NECA 823 +0.12 1.04 £ 0.06 83+3 5
19F-NECA 7.50 £0.18* 0.86 £0.15 87T+2 4

TiidGartéria (fazisos kontrakcié: A adenozin receptor-medidlt hatas)

NECA 6.58 £0.05 1.20+0.14 5.00+0.14 4
19F-NECA 6.20 £0.01* 1.59 £0.09 4.88£0.15 4
Aorta (relaxdcid: Ajp adenozin receptor-medialt hatas)

NECA 6.58 £0.16 0.88+0.13 87+8 5
19F-NECA 6.43 +0.04 1.06 £ 0.03 85+2 4
TiidGartéria (gyors relaxacié DPCPX jelenlétében: A,p adenozin receptor-medidlt hatés)
NECA 547+0.16 0.64 £ 0.07 615 6
19F-NECA 549 +0.12 0.75 £ 0.04 53+3 4

pD2:  az ECsg értékek negativ tizes alapd logaritmusa

ny: a dozis-hatds gorbe kozepének meredeksége

Emax: @ noradrenalin-indukalt prekontrakciét kovetd maximadlis relaxdcié %-os értéke (kivéve a
tiidOartéria esetében, ahol az E,.x értékek a kontrakcié abszolut értékeit jelentik mN/mm?>

egységben).
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7. Abra Adenozin A; receptor-medidlt hatdsok a NECA és F-NECA kiilonb6zo
koncentraciéban torténd alkalmazdsdnak hatdsdra két kiilonbozd szoveten. A rész: A NECA
(n=4) és F-NECA (n=4) kontraktilis er6t csokkentd hatasa elektromosan stimulalt,
tengerimalacbdl szarmazd pitvari szivizomzatban. B rész: A NECA (n=4) és F-NECA (n=4)
altal kivaltott kontrakci6 tengerimalac tiidéartéridkban. A prepardtumokat 1 uM
noradrenalinnal eldzetesen Osszehtztuk (prekontrakcid). A mechanikai fesziiltség agonistdk
altal indukalt novekedését az érfal-csik keresztmetszetének megfeleld teriiletre normaltuk. Az
adatokat n fiiggetlen kisérletbdl szamitott 4tlag + SEM értékekkel mutatjuk be (az n értékét az
2. Tablazatban adjuk meg).

A noradrenalin-indukalt, hosszan megmaradé mechanikai fesziiltség 12.4
+ 2.1 mN volt. Az eredeti felvételeken lathatd, hogy a NECA és az F-NECA a
tengerimalac tiidOartéridkon nemcsak fazisos kontrakciét valtott ki, hanem
tonusos (lassan kialakuld, hosszu ideig fennmaradd) kontrakciét és lassu
relax4ciot is. A pitvari szivizomzatnal elvégzett mérésekhez hasonldan, az F-
NECA E(A) gorbéjére vonatkozd E,.« és Hill-koefficiens értékei itt sem
kiilonboznek a NECA esetében kapott értékektdl. A NECA-ra és F-NECA-ra
felvett doézis-hatds gorb€kbdl szamitott ECs, értékek azonban itt is

szignifikansan kiillonbozonek adédtak (2. tablazat).
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4.2.2. Asp-receptor dltal kivaltott relaxdcio: aorta és tiidoartéria

Az 1 pM noradrenalinnal eldkezelt €s 0Osszehuzott, tengerimalac

mellkasi aorta preparitumban — mely egy A,g adenozin-receptort expresszald

szovet [57] — a NECA és az F-NECA is dézisfiiggd médon relaxaciét valtott ki.

Amint az a 8. abra A részén és az 2. tablazatban lathatd, a két vegyiilet hatdsa

ko6zo6tt nem taldltunk szignifikans kiilonbséget sem az E(A)-gorbékbdl szadmitott

maximalis hatas (E.), sem a Hill-koefficiens (ny), sem a latszélagos affinitdst

jellemzo Esq értékében.
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8. Abra A NECA és F-NECA hatésa olyan
szovetekben, melyekben az A,g adenozin-
receptor altal  kozvetitett  jeldtvitel a
domindns. A rész: Tengerimalac mellkasi
aortdban NECA (n=4) és F-NECA (n=4) altal
kivalt miutdn az A; adenozin-receptorokat
0.3 uM DPCPX-el teljesen gétoltuk. C rész:
Az F-NECA tengerimalac tiidoartérira
gyakorolt hatdsa 8-PT mellett illetve anélkiil,

miutdn az A; adenozin-receptorokat 0.3 uM DPCPX-el teljesen gétoltuk. C rész: Az F-
NECA tengerimalac tiidOartéridra gyakorolt hatdsa 8-PT mellett illetve anélkiil, miutin az
A adenozin-receptorokat 0.3 uM DPCPX-el teljesen gatoltuk.

Egy madsik kisérletsorozatban tengerimalac tiidOartériabol szdrmazd —

mely mind A;, mind A,g adenozin-receptorokat tartalmaz [58] — mintdkat
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hasznéltunk, ahol az A; adenozin-receptorokat DPCPX-el gatoltuk, amely egy
specifikus A; adenozin-receptor antagonista. Ilyen médon az A,g adenozin-
receptorok 4ltal indukdlt gyors relaxdci6 megbizhatéan tanulmanyozhat6. A
DPCPX alkalmazdsa nem Dbefolydsolta a szovetek kontraktilitisat.
Tiidoartéridkban, 0.3 uM DPCPX jelenlétében, non-kumulativ doézis-hatés
gorbéket vettiink fel a NECA, illetve F-NECA vonatkozasiban. A NECA és az
F-NECA hatdsa kozott nem taldltunk kiillonbséget sem az E,., sem a Hill-
koefficiens sem az ECs, értékek esetében (8. abra B és C része, valamint 2.
tablazat). A NECA és F-NECA metilxantin-szenzitivitdisanak vizsgalata
céljabol 1 uM 8-PT jelenlétében is felvettiink E(A) gorbéket (a 8-PT az
adenozin-receptorok nonszelektiv antagonistija). A 8-PT a NECA és F-NECA
dozis-hatds gorbéjét egyardnt jobbra tolta, €s az 4altaluk kivaltott maximalis
relaxdcié szintén csokkent, ezek az antagonizmus kompetitiv természetére
utalnak. A NECA-ra és F-NECA-ra vonatkoz6 E(A) gorbék EC,s értékeit
hatdroztuk meg a 8-PT hidnydban és jelenlétében, majd ebbdl koncentracio-
hanyadosokat szamoltunk. A NECA-ra és F-NECA-ra szdmitott koncentracio-
hanyadosok rendre a kovetkezdk voltak: 3.83 +0.69 és 4.94 + 0.54.

4.2.3. A NECA és F-NECA elektrofiziologiai hatdsa simaizomsejteken

A horcsog vas deferens-ébol szarmazdé DDT1 MF-2 simaizomsejteken
mért teljes-sejt aramnak két komponense van: egy befelé irdnyuld,
fesziiltségfiiggd Na'-dram és egy kifelé irdnyuld, fesziiltséfiiggd K'-dram. A
sejtmembranra —120 mV-os tartofesziiltségrol —80 mV és +70 mV kozott
értékekre depolarizald tesztimpulzusokat adva, a Na'-dram —30 mV-ndl nyitott
és +70 mV-ndl zart. A K'-dram —20 mV-ndl nyitott és nyitva maradt ett6l
magasabb fesziiltségszinteken is. A Na'-dram 1 ms alatt aktivdlodott és 2 ms
alatt inaktivalédott, mig a Na'-dram 80 ms alatt aktivdlodott és 2 s alatt

inaktivalodott. Mivel a natriumiram hamarabb inaktivalodott, mint ahogy a
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kaliumaram aktivalédott, ezért lehetové valt a kaliumaram natriumaramtél valo

szepardalasa.
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9. Abra A NECA és F-NECA hatdsa a DDT-1 MF-2 simaizomsejtek kdliumkonduktacidjara.
A grafikonon a kapacitdsra normalt csucsdram értékeit dbrdzoltuk a membranpotencial
fiiggvényében. A kezeletlen (kontroll) sejtek értékeit folytonos vonallal szemléltetjiik, mig a
NECA-kezelés utani dllapotot az A rész szaggatott vonala, az F-NECA-kezelés utani helyzetet
pedig a C rész szaggatott vonala mutatja. A mérés sordn teljes-sejt konfiguraciéban 30 s-
onként négyszogimpulzust adtunk a sejtek membranjara 100 ms idOtartamig, 20 mV-os
1épcsdben —80 mV-t6l +60 mV-ig, —120 mV-os tartéfesziiltségrol indulva. A vegyiileteket a
sejtekhez egy allandd, szelepek dltal szabalyozott perfizids rendszerrel juttatuk el. Az dbra B-
részén kivéalasztott sejten mért aramgorbéket mutatunk be a NECA-kezelés megkezdése eldtti
(B rész felso része), illetve utani (B rész also része) helyzetben. Az dbra D-része az F-NECA
hatdsat jeleniti meg. Az adatok 3 fiiggetlen kisérletbdl szamolt atlag + SD értékek.

A kontroll sejtek kaliumaram-amplituddja 800 pA és 3000 pA kozott volt.
A fesziiltségfiiggo, kifelé iranyul6 kaliumkonduktancia farmakoldgiai analizisét
1s elvégeztiik, specifikus kaliumcsatorna-blokkolok alkalmazéasaval. A nem-
peptid tipusu kaliumcsatorna-blokkol6 tetraetil-ammoénium (TEA) csokkentette
az aramot. Ugyanezt tapasztaltuk a két peptid-tipusé gatldszer, a Charibdotoxin
(ChTX) és Margatoxin (MgTx) haszndlatakor. A félhatdsos dozis (ECs) értékei
a gatloszerekre a kovetkezdk voltak: TEA: 2.1 mM, MgTx: 43 pM, ChTx: 910
pM.

A DDTI1 MF-2 sejteken a NECA- illetve F-NECA-kezelés szignifikdns

mértékben csokkentette a teljes-sejt kaliumaramot. A NECA elektrofiziologiai
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mérések sordn hasznalt koncentraci6janak megvélasztisakor az volt a szempont,
hogy a NECA effektiv agonista mind az A, mind az A,g-receptorokon az 5 UM-
os koncentraciéban [41]. 5 uM NECA hatdsara a —120 mV-rél +40 mV-ra
torténd depolarizacié kovetkeztében kialakulé dram csucsértéke az eredeti érték
61.2 + 8.3 %-ra csokkent (n=3), mig 80.6 + 4.7 %-ra esett, amikor az F-NECA-t
hasznaltuk. A DDT1 MF-2 sejtek kdliumkonduktancidjat jellemzo fesziiltség-
aram gorbe eltoléddsa (9. abra A és B része) azt jelzi, hogy az adenozin-
szarmazékok hatdsara az dram fesziiltségfiiggetlen gatlasa kovetkezik be. A
grafikonok kozotti kiilonbség a NECA és F-NECA A4ltal kivaltott vélaszok
kozotti kiillonbséget is mutatja. A NECA-val és F-NECA-val tortén0 perfuzios
kezelés szignifikdnsan gyorsitotta a membrandram inaktivacidjat is, amint az a
9. abra C és D részén lathatd. Ennek megfeleléen az exponencidlis illesztésbol
szamolt inaktivicids idoédllando az eredeti ért€ék 55.1 + 18.0 %-dra csokkent 5
uM NECA hatasara, mig 5 uM F-NECA-nak kisebb hatdsa volt, az id6dllandot a
kontroll 80.1 = 15.3 %-ara csokkentve. A két szarmazék kiilonbozdképpen
befolydsolta az dram aktivécids iddallandgjat is: mig 5 uM NECA 73.9 + 10.0
P%-ra torténd csokkenést véltott ki, 5 UM F-NECA nem eredményezett

szignifikans valtozast, az eredeti szint 104.6 + 1.8 %-ara allitva az idOkonstanst.

4.3. Mechanikai fesziilés-aktivalt csatornak szerepének vizsgalata

spermiumok aktivacios folyamataiban
4.3.1. A fugu hal (Takifugu niphobles) spermdjdnak motilitdsa

A fugu hal spermiumai immotilisak voltak az SLS illetve NoCaSLS
oldatokban. Hipertonids oldatokba juttatdsukat kovetden motilissa valtak. A

motilitdsvizsgilatkor ASW- vagy NoCaASW-oldatot hasznaltunk. A fugu halak
spermiumsejtjei 90.6 £ 2.0 % motilitdst mutattak, 163.2 + 5.35 um/s
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sebességgel, amikor ASW-ben vettik fel azokat. Nem volt szignifikdns
kiillonbség sem a motilis hanyadban (87.6 = 3.1 %), sem a sebességben (149.7 +
7.3 um/s), amikor a spermiumokat NoCaASW-ben vettiik fel ASW helyett,
amely azt jelzi, hogy extracelluldris Ca® nem sziikséges a motilitds
kivaltasahoz.

Az intracelluldris Ca** kivondsa a spermiumokbél 10 pM A231186
kalcium-ionofér-t tartalmaz6 NoCaSLS oldatban 40 percen &t torténo
inkubélassal a motilitds teljes géatldsit eredményezte. 100 uM Ca** adését
kovetden a sejtek ismét mozogni kezdtek, €s a sebességértékek megkozelitették

a kontroll értékeit (10. abra).
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10. abra Az intracellularis kdlcium kivondsanak hatdsa a fugu hal spermajanak motilitasara.
A spermiumokat NoCaSLS-ben (x), 10 uM A231186-ot (t6mor négyzetek), 20 uM
thapsigargin-t (nyitott négyzetek), vagy 20 uM thapsigargin-t és 10 uM A231186-ot (nyitott
hdromszog) tartalmazé NoCaSLS-ben mostuk és vettiik fel. A motilitast (A) és sebességet (B)
a NoCaASW-vel torténd aktivéaciot kovetden mértiik. 40 perc eltelte utdn az extracellularis
szabad kalciumion-koncentraciot 100 uM-ra valtoztattuk, és mértiik a spermiumok motilitasat
€s sebességét. A vegyiiletek Osszetétele az aktivdld oldatban és az inkubdlé médiumban
megegyezett. Az adatok négy fiiggetlen kisérlet atlagiat €s korrigalt empirikus szorasat
mutatjak.

Amikor a spermiumokat 20 uM intracelluldris Ca’*-mobilizld
thapsigargin-t tartalmazd NoCaSLS-ben inkubdltuk, azt kovetben pedig

NoCaASW-ben vettiik fel, amely ugyanolyan koncentraciéban tartalmazott
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thapsigargin-t, a a sejtetk mozogni kezdtek, és a motilitds aranya és
sebességérteckek az ASW-ben aktivilt spermiumokndl mért értékekhez
hasonldak voltak. Amikor a sejteket 20 UM thapsigargin-t €s 10 uM A231186-ot
tartalmazd NoCaSLS-ben inkubaltuk, ez az intracellularis Ca**-ot kivonta a
sejtekbdl, ami a motilitds teljes gatlasahoz vezetett. Extracelluldris Ca** addsa a
kontroll értékek szintjére éllitotta vissza mind a motilitdsra mind a sebességre
vonatkozé paramétereket (10. abra). Az eredmények alapjan azt mondhatjuk,
hogy a fugu hal spermiumsejtjenek motilissd valasdhoz intracelluldris kalcium
megléte sziikséges. Az intracelluldris Ca**-koncentrdcié hatdsit a fugu hal
sperma motilitdsdra 10 uM A231186 alkalmazdsaval (az extra- és intracellularis
Ca”*-koncentricidk kiegyenlitése céljgb6l) és az extracelluldris oldat Ca**-
koncentraciojanak kiilonb6z0 értékekre torténo bedllitasaval (1 uM-tdl 3 mM-ig)
kivantuk részletesebben vizsgalni.

Az intracelluldris Ca’*-koncetracié novekedése nem viltotta ki a
spermiumok motilitdsat, amikor a sejtek izotonids SLS-ben voltak, és a fenti
Ca**-koncentréaciértartomédnyt és Ca**-ionofért haszndltuk. Amikor azonban az
intracelluldris Ca**-ot az 1 és 100 uM kozotti tartomdnyba allitottuk be, és utdn
ASW-vel aktivéltunk, amely ugyanolyan koncentriciéban tartalmazott Ca**-ot, a
sperma-motilitds az eddiekhez hasonléan megindult. Ezek szerint az
intracelluldris Ca**-koncentriciéban torténd novekedés onmagdban nem volt
szignifikans hatdssal a fugu hal spermdjanak motilitdsira és sebességére. Ezek
az adatok azt mutatjdk, hogy a kornyezet ozmolaritisdnak a valtozasa az
elsddleges 1€pés, ami a fugu spermiumok aktivdldédasat kivéltja, mig az
intracelluldris Ca* szint eltolédésa az aktivacidhoz vezeté folyamat része.

A kalmodulin szerepét is meg kivantuk vizsgalni a fugu spermiumai
motilissd vdaldsdban, ezért a W-7 kalmodulin-antagonistit és annak inaktiv
analégjat, a W-5-6t haszndltuk. A W-7 gdtolja a Ca**-kalmodulin aktivélt
foszfodiészterazt, és a miozin konnyllanc kindzt. Amikor 200 uM W-5-tel

eléinkubdltuk a sejteket, majd ugyanilyen koncentraciéji W-5-6t tartalmazé
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ASW oldatban vettiikk fel a sejteket, a spermiumok motilitdsat ugyanugy ki
lehetett valtani, mint a kontroll esetben (W-5 nélkiil). Ezzel szemben 100 uM
W-7 alkalmazdsa 10 perc alatt a kontroll értékének 8 + 3 %-ra csokkentette a
motilitast.

A Ca’*-kalmodulin fiiggé protein-kindz II szelektitv gatlészere, a KN-93,
50 uM-os koncentracioban teljes mértékben gatolta az ASW altal kivaltott
spermium-motilitast, viszont a KN-92, amely egy kevésbé hatékony analdg,
csak a kontroll érték 40 + 7 %-ara csokkentette a motilitast, 10 perces inkubalast
kovetden.

A trifluoperazin (TFP), amely gatolja a 3’:5’-ciklikus nukleotid
foszfodiészteraz kalmodulin-fliggd stimuléciojat, dozis- és inkubdacids 1d0-fiiggo
modon csokkentette a spermiumok motilitdsat €s sebességét is. 10 perces
inkubdldst kovetéen 100 uM TFP 35 + 3 %-ara csokkentette a motilitast és 132
+ 11 um/s-ra a sebességet, mig 200 uM TFP a motilitast 3 = 1 %-ra, a
sebességet pedig 75 + 8 um/s-ra csokkentette. 100 uM TFP-vel torténd 20
perces inkubdlds a sperma-motilitds teljes blokkoldsat eredményezte. A
kalmodulin-inhibitorok hatdsa megfordithato volt.

Az Alomone Labs (Izrael) daltal forgalmazott, 21 kéliumcsatorna-
blokkol6t tartalmazé Econokit EK-300 gatloszerei koziil csak a Penitrem A (10
UM, 15 perc inkubdlds) csokkentette a fugu spermiumainak motilitdsat és
sebességét (rendre 43 + 12 % €és 123 + 16 um/s). A tobbi 20 kdliumcsatorna-
blokkol6 koziil egy sem volt szignifikans hatdssal a spermiumok motilitaséra és
sebességére. Hasonlé eredményeket kaptunk kalciumcsatorna-blokkolok
alkalmazasaval. Az Alomone Labs altal forgalmazott kalciumcsatorna-blokkol6
Ekonokit EK-400 géatloszereinek hatdsat is teszteltik a fugu spermiumok
motilitdsara és sebességére vonatkozoan. A javasolt koncentraciok mellett egyik
sem befolyésolta jelentosen a spermiumok motilitasat vagy sebességét, az eldbbi

68 +7 % és 92 + 3 % kozott mozgott, az utdbbi pedig 127 =7 um/s és 163 + 14
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um/s kozottinek adddott. A kloridcsatorna-blokkold chlorotoxin sem fejtett ki

hatést 25 uM koncentraciéban.

4.3.2. Gadolinium hatdsa a fugu hal, kozonséges ponty, és Ciona intestinalis

zsdkdllat spermdjdanak motilitdsdra és sebességére

A gadolinium klorid egy hatékony és széles korben alkalmazott fesziilés-
aktivalt ioncsatorna-blokkold. Ennek hatdsat vizsgaltuk két tengeri €160lény, a
fugu hal és a zsakdllat Ciona intestinalis, valamint az édesvizi kozonséges ponty
spermiumai mozgékonysagara.

A gadolinium hatdsa a fugu spermiumdnak motilitdsdra és a motilitas

sebességére a 11. abran lathato.
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11. Abra Gadolinium hatdsa a fugu hal sperma motilitdsara (A) és sebességére (B). A
spermiumsejteket 5 UM (nyitott négyzet), 10 UM (tomor négyzet) vagy 20 uM (tomor
hdromszog) GdCls-ot tartalmazé SLS-oldatban mostuk és inkubéltuk. A GdCls-ot ugyanolyan
koncentracioban tartalmazd ASW-oldattal torténd aktivaciot kovetden keriilt sor a motilitds
(A) és a sebesség (B) mérésére. 10 perces inkubdciot kovetden az oldatokat 10-szeresére
higitottuk ASW-vel, és megmértiikk a spermiumsejtek motilitdsat €s sebességét. Az adatok
négy fiiggetlen kisérlet atlagat és korrigalt empirikus széraséat jelentik.

A kontroll sperma 92 + 3 %-o0s motilitdst mutatott. Az 5, 10 és 20 uM

koncentracioban alkalmazott gadolinium rendre 17 £ 9, 11 £ 4 és 6 = 3 %-ra
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csokkentette a motilitdst (11. abra A része). A gadolinium sperma-motilitdsra
gyakorolt hatasa reverzibilis volt. A gadolinium a fugu hal spermiumsejtjeinek
sebességét dozis- és inkubdcids ido-fliggd modon csokkentette (11. dbra B
része).

A gadolinium a ponty-sperma motilitast dozisfiiggd mdédon csokkentette
(12. abra A része). A motilitas a kontroll érték negyedrészére csokkent, miutan
a spermiumokat 1 percig inkubdltuk 20 uM gadoliniumot tartalmaz6 FPS-ben,
€s 3 %-ara esett vissza, amikor 40 uM-os gadolinium-koncentraciot
alkalmaztunk. A mozgékony sejtek ardnydanak és a mozgékonysag
1dOtartamanak inkubdacids 1dotol valo fiiggése 20 UM gadolinium-koncentracid
mellett a 12. dbra B részén lathat6. 5 perces inkubdlds 20 uM gadoliniumot
tartalmazd FPS-ben teljes mértékben gatolta a ponty-sperma motilitast. Az FPS-
sel torténd 10-szeres higitas hatdsara a spermiumok motilis hanyada 52 + 6 %-

ra, a motilitas id6tartama pedig 28 + 6 s-ra tért vissza (12. abra B része).
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12. abra Gadolinium hatdsa ponty-sperma motilitdsdara (A) és a motilitds id6tartamara (B). A
kozonséges ponty spermiumsejtjeit mostuk, majd 1 percig inkubdltuk FPS-ben, amely
kiilonb6zé koncentracidéban tartalmazott GdCls-ot. Ezt kovetéen meghatdroztuk a motilitds
aranyat (iires négyzet), és a motilitds idOtartamét (iires hdaromszog) (A). A kozonséges pontybol
szarmazd sperma-mintdkat 20 WM gadolinium jelenlétében inkubdltuk, és mértiikk a vegyiilet
motilitdsra (iires négyzet) és a motilitds idOtartamara (iires hdromszog) gyakorolt hatdsét az 1dd
fliggvényében (B). Az aktival6 oldat (AS) ugyanolyan koncentraciéban tartalmazott GdCls-ot,
mint az eldinkubdlasra hasznalt médium. 10 perces inkubdlést kdvetden az oldatokat AS-sel 10-
szeresére higitottuk, és megmértiik a spermiumsejtek motilitasat és sebességét. Az adatok négy

fliggetlen kisérlet atlagat és szordsét jelentik.



A zsédkallat Ciona intestinalis spermiumsejtjei tengervizben nyugalomban
vannak. A spermiumok motilitdsat ki lehet valtani SAAF adédsaval vagy a
kélium-ionofér valinomycin alkalmazédsdval [152]. Nem taldltunk szignifikdns
kiillonbséget a 20 illetve a 40 uM-os gadolinium-kezelés hatdsa kozott még 30
perc inkubalasi 1d0 eltelte utdn sem, miutin SAAF-el vagy valinomycin-nel

aktivaltunk Ciona spermét.

4.3.3. Membrdnfluiditds-mérések

A nyugalomban levo, motilis illetve gadolinium-kezelt (40 uM GdCl;)
ponty-sperma-mintdk membranfluiditasit is megmértiikk. Az eredményeket a 3.
tablazatban foglaltuk Ossze. A TMA-DPH-val jelolt, nyugalomban levd
spermiumok fluoreszcencia anizotrépia-értéke 0.242 + 0.02-nek adoédott. A
hypoozmotikus kezelés —amely a sperma-motilitast is indukdlja- megnovelte a
membranfluiditast (mért anizotropia-érték: 0.182 + 0.02). A gadolinium-kezelés
mind a nyugvo, mind a hypoozmotikus kezelésnek kitett sejtek membranjat
rigidizalta (3. tablazat). Az r; értékekben taldlt kiilonbségek statisztikusan

szignifikdnsak p = 0.01 szignifikanciaszinten.

3. Tablazat A GDCl; és a hipoozmotikus Kkezelés mddositja a ponty-sperma

membranfluiditasat™

Kezelés re érték Megjegyzés Motilitas
FPS kontroll 0.242 £ 0.02 Kontroll fluiditas Immotilis
FPS + 40 uM GdCl; 0.312+0.02  Rigidebb Immotilis
Hipoozmotikus kontroll 0.182+0.02  Fluidabb Motilis

40 mM GdCl; + hipoténids 0.238 +0.03 A kontrollhoz hasonlé  Immotilis

*A membranfluiditdist TMA-DPH-val mértiik 40 uM GdCl; jelenlétében és hidnydban. Az

adatok 3 fliggetlen kisérletbdl szamolt atlagot és szordst jelentenek.
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4.3.4. A gadolinium gdtolja bizonyos sperma-proteineknek az aktivdacioval

egyiitt bekovetkezo, izoelektomos pontbeli eltoloddsdt

A fugu hal sperma-motilitds gadolinium-fiiggd gatldsi mechanizmusénak
elemzése céljabol spermdbdl kivont fehérjéket elemeztiink kétdimenzids
poliakrilamid-gé€l elektroforézissel. A vizsgédlatokat az aktivacié elotti €s utdni
allapotban lev0 mintdkon végeztik el, illetve olyan mintdn, melynek az
aktiviaciojat meggatolta a gadolinium. A mintdkat eldszor izoelektromos
fokuszalédssal szepardltuk, majd SDS-PAGE-et végeztiink. A sperma-proteinek
koriilbeliill 200 pontra oszlottak, melyekbol 4-nek az izoelektromos pontja
valtozott meg a sperma-motilitds aktivaci6jat kovetden. Az 1-es (54 kDa), 3-as
(18 kDa) és 4-es (15 kDa) pontok izoelektromos pontja ligos irdnyba tolddott el
a spermiumok aktivacidjanak hatdsara, mig a 2-es pont (20 kDa) a savas irdnyba
mozdult. Az 1-es, 3-as és 4-es pontok mindegyikének az izoelektromos pontja
megvaltozott a gadolinium 4ltal gétolt spermaban, hasonldéan az aktivalt
sperméknal tapasztaltakhoz. Azonban a 2-es pont izoelektromos pontjanak a

motilitds aktiviciojaval jaro valtozasat teljesen gatolta 20 uM gadolinium.

4.4. Receptorok proximitasanak vizsgalata a sztérikus kotodés jelenségének

felhasznalasaval

4.4.1. A sztérikusan gdtolt toxin-kotodés elmélete

A sejtfelszini csatorndk kozvetlen kimutatisdt nagyban neheziti, ha
rendkiviil kis szamban vannak jelen a membranban. Human T-limfocitdk Kv1.3
csatorndira ez a helyzet all fenn, az dltalunk haszndlt Kit 225 K6 T-limféma
sejtvonalon 500-1000 Kv1.3 csatorna taldlhat6 (a becslésnél felhaszndltuk, hogy

+50 mV-os depolarizacié hatdsara ilyen sejteken 2-4 pA egyedi csatornadram
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indukdlédik). A fluoreszcens monoklondris antitestek illetve specifikus toxinok
ugyan rendelkezésre dllnak, de csak az ujszerli és még kevésbé elterjedt egyedi
fluoreszcens detektalasi modszerekkel lehet veliikk mérni, amely nagymértékben

specializalt berendezést és technikai szakértelmet kivan [153].

Ezen kivill a rendelkezésre 4ll6 monoklonaris antitestek a csatorndk
intracellularis részéhez kotddnek, és igy ezeket haszndlva csak transzmisszids
elektronmikroszkopidval (TEM) lehet mérni, élettelen koriilmények kozott. A
fluoreszcens festékkel konjugalt toxintdl szarmazd specikus jelet &ltalaban
eltorzitja a nagy hattér, amely a nemspecifikus toxin-kotodés eredménye. Ezért
egy alternativ technikat kerestiink, amellyel olyan, a csatorndkra specifikus
jeleket tudunk detektdlni, melyek korrelaciét mutatnak a csatorna-receptor
tavolsaggal. Megkozelitésiinkben kombindltuk a sejtfelszini  receptorok
specifikus immunogold jelolési technikdjat az elektrofiziologiai (patch-clamp)
detektaldsi modszerek nagy érzékenységével. A fObb feltevéseink a kovetkezdk:
(1) a csatorndkhoz torténd toxin-kotodést moduldlni lehet olyan arany
nanogombokkel, amelyek szoros kdzelségben 1€vo receptorokhoz vannak kotve
€s (2) a toxin koncentracidjdban bekoOvetkezd ugrast (concentration jump)
kovetd toxin-kotddés kinetikdjat jellemzo relaxdcios idok mérésével (bemosasi

és kimosasi 1dok) ezt a moduléciot ki lehet mutatni [143,142].

Ezektol a kisérletektol azért vartunk sikert, mert korabban mar
megfigyeltik (TEM-el, konfokdlis fluoreszcens mikroszkopiaval —és
fluoreszcencia energia-transzfer mérésekkel) a vizsgalt receptorok tobbségének
nagyfoki homoasszocidcidjit, és ez felvetette a lehetOségét kiterjedt
kétdimenziés arany-szigetek létrehozasat a sejtfelszinen [108]. Azért
valasztottuk a Pandinus imperator skorpid-toxin Pi2 frakcidjat a
csatornablokkolo szerek koziil, mert a Kv1.3 csatornahoz torténo kotodésének

tulajdonsagait jol leirtdk, ez a kotddés nagy affinitisut (Ky = 44 pM), és
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specifikus [154,155,142,156], ezen kiviil a toxin viszonylag nagyméretll (az
atmérOje kb. 2.2 nm). Abbol a ténybOl, hogy az arany nanogdmboket
antitestréteg vonja be, felveti annak a lehetdségét, hogy egy kétdimenzios,
haloszerti struktura alakul ki, amelyek az arany-szigetekben 1év6 gombok

kozotti tereket tobbé-kevésbé kitoltik [157].

13. Abra A rész: A sematikus rajz
az ioncsatorndk és sejtfelszini
receptorok  kozotti  proximitas
patch-clamp technikdval torténd
meghatarozasanak elvét
szemlélteti. A sejtfelszini
receptorhoz (itt: MHC I) kotott 30
nm atmérdji arany
nanorészecskék befolydsolhatjak
a Pi2 toxin kotddési
tulajdonsagait. A kotddési
tulajdonsagok modulécidja fiigg a
ligandok  és  nanorészecskék
méretétdl, az intermolekularis
tdvolsagtol, a receptorok szaméatol
és a kérdéses receptor-csatorna
proximitdstol. A receptor-
klaszterek sikbeli elhelyezkedése
miatt vdrhatéan a toxin-dramlas
lateralis komponense esik er6sebb
gatldis ald a  merdlegeshez
viszonyitva. (Egy Fab vagy Fc
fragmens hossza 6.5 nm, az MHC
I és MHC II membréansikbdl
kiemelkedo része kb. 10 nm.); B
rész: A rajz két sejtfelszini

Pi

it mﬂ i

MHC II MHCI

N receptor (itt MHC I é MHC I)

kozotti proximitas detektdldsanak
az elvét illusztralja, melyek koziil

az egyik (MHC 1I), ha ligandot kot, moduldlni képes bizonyos szignalizdcids
mechanizmusokon keresztiil az ioncsatorndk akitvitdsat. A ligand (itt L243 antitest) kotodését
a “csatorna-aktiv”’ receptorhoz (itt: MHC II) késlelteti a szoros kozelségben 1évé masik
receptorhoz (itt: MHC I) kotott nanorészecske.

A diffazié elméletével foglalkozd biofizikusok mar tirgyaltak hasonld
problémdkat, amikor kiilonb6z0 méreti és alakd, akadalyként szolgéld

részecskék altal gatolt haromdimenzids részecske-diffiziét probdltak meg leirni,
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a gélelektroforézissel €és a méret-kivondsos kromatografidval kapcsolatos
jelenségeket modellezve [158,159]. Az arany-szigetek €s csatorndk kivanatos és
lehetséges kozelsége esetén a toxinnak a csatorna koriili térrészben 1€vo, lokalis,
effektiv koncentracigjat kétféle effektus csokkenti: (1) az aranygdmbok és az
azokat befedd antitestek véges mérete miatti térkitoltés [158,160,157] és (2) a
toxin diffuzios allanddjanak csokkenése az arany-szigetek kozelében, amelyet a
térfoglalds miatti megnovekedett hidrodinamikai  kolcsonhatds  okoz
[161,162,159,163]. A toxin diffuzidés drama két komponensre bonthato, az egyik
a sejtfelszinnel parhuzamos, a mdasik pedig merdleges (a teljes toxin-fluxus
konvektiv jaruléka elhanyagolhatd). Az arany-szigetek lateralis elhelyezkedése
miatt azt varjuk, hogy a laterdlis komponens gatldsa erOteljesebb, mint a
merOleges komponensé. Ezen kiviil a toxin csatorndhoz torténd kotodését
sziikkségszertien megelozi egy feliileti diffuzios szakasz [164,165], amely noveli
a diffuzids aram lateralis komponensének jelentoségét.

A kvantitativ leirds sordn a toxin és csatorna kot0désének reakciojat 1:1-
es sztochiometridjinak vehetjiik, amelyet a ko, [M™'s™'] mdsodrendii asszocidcids
sebességi dlland6 és a ko [s'] elsérendli disszocidcids sebességi 4lland6

jellemez a kovetkezd mdédon [143]:
Csatorna + Toxin < Csatorna : Toxin. (D)
Ennek megfelelden az egyensilyi blokkolds éallapotahoz vezetd relaxacio

1d6allandodja, T, (vagyis a bemosasi iddallandd) az aranygdmbok hidnyédban a

kovetkezoképpen adhaté meg:

1 / The = kaﬁ" + k()n X C, (2)

ahol ¢ a toxin-koncentriciét jeloli. Az aranygdmbok jelenlétében,

fenomenologiailag, az arany hatasat ugy lehet figyelembe venni, hogy
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bevezetiink egy p(<l) tényezot (amelyet elérési valoszinliségnek vagy

arnyé€kolasi tényezOnek neveziink) a kovetkezoképpen:

17 % =koy+ ko x p x c 3)

ahol T’ jeloli a megnovekedett relaxacios 1dot. Feltehetd (€s a kisérleteink is ezt
bizonyitottdk), hogy a toxin eltavolitasit kovetd, a gatlas eldtti dramszintre
torténd visszatérés idodllandoja (vagyis a kimosdsi idoéllando), T egy olyan
mennyis€g, amelyet nem befolydsol jelentdsen az aranygdmbbel torténd jelolés.

Tehat:
1770 =175 = k. (4)
A toxin jelenlétében bedllo egyensulyban a nem blokkolt (vagyis megmaradd)

aram hdnyada aranygdmbok hidnydban szintén fiigg ezektdl a sebességi

allandoktol a kovetkezoképpen:

fu:koﬁf/(koﬁf-l‘kon.XC). (5)

Hasonl6 egyenletet irhatunk fel, amikor az arany jelen van, azonban itt a p

faktor is megjelenik:

Ju' =kog / (ko + konxpxc). (6)

A 3. egyenletet elosztva a 2. egyenlettel azt kapjuk, hogy a bemosasi 1d6

novekedése, amelyet a T;,,” / T;, —nel definidlunk, éppen egyenld a nem gatolt
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aram hdanyaddnak novekedésével, ami az f,” / f, (az 5. és 6. egyenletek

hanyadosa):

%'/ T = /fo=(Ki+ c)/(Ki+pxc). (7)

Itt felhaszndltuk a toxin Ky-janak definicigjat is:

Kd = koﬁv/ kon . (8)

A 7. egyenletet haszndlva a p érték meghatarozhat6 mind a bemosasi 1d0
novekedésébol, mind a nem gétolt dram hanyada alapjan. Ez a p érték ad
informacidt a csatorndk és arany-szigetek relativ proximitdsarol, ha a toxin-
kotddés Kgy-ja €s a c ismertek. Azonban, ha megvizsgaljuk a 7. egyenletet,
észrevehetjik, hogy a p érték meghatdrozdsanak pontossdga nagyobb c

koncentracioknél nagyobb.

Azokndl a koncentricidkndl, ahol a c>>K,, a 7. egyenlet hataresetét

kapjuk:

T/ Tu=1/p, )

amely a T;,,” / T, legnagyobb lehetséges értékét adja (a p fix értéke mellett).
Kisérleteink sordn a c értékét 2.5 nM-nak valasztottuk (57 x Ky), tudataban
annak, hogy ekkor a 9. egyenlet érvényes. Mivel nagy c ért€keknél a
megmaradd (nem gétolt) dram csak nagy hibdval hatdrozhat6 meg, ezért a

Tin / Tin aranyt preferaltuk.
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Ezen kiviil a k,,,” = p x ko, “latszolagos” asszocidcids sebességi dllando és
a ko, kifejezheto a 2. és 3. egyenletekbdl, figyelembe véve a 4. egyenletet is, és a

ko, relativ valtozasa igy meghatarozhato:

Mgy / Koy = p — 1 (10)

A p arnyékolasi tényezd kvalitativ értelmezése Axelrod és Wang [165]
munkdja alapjdn tehetd meg, amely a dimenzionalitds csokkenésének
(reduction-of-dimensionality)  szerepét  targyalja  ligandok  sejtfelszini
receptorokhoz torténd reakcio-limitalt kotodésére. A toxin Kv1.3 csatorndkhoz
torténd kotodése reakcio-limitalt, mert a Damkohler-faktor értéke kicsi
(Da<10™), amelynek szdmitdsdndl a ko, a diffdziés dllandé és a sejt-sugdr
értékeit vettiik figyelembe [165]. Atvéve [131]-bdl a Haugh és Lauffenburger
altal megfogalmazott, a dimenzionalitds csOkkenését leird képletét a k,

asszociacios konstansra:

kon 1+ 16+ y2D2K, /(3 7w* y3Dzacen ) ) (1)

kon”! T+ 16 )oDyK, /[(3 7 23 D3 dcet) + 2 O ko / (deett €)]

ahol a D, és D; a kétdimenzids (sejtfelszini) és 3 dimenzids (a sejtfelszintdl
tavoli) diffaziés allandok, ¥, és ¥ annak valdsziniiségei 2D és 3D esetben, hogy
a taldlkozaskor sikeres kotodés jon létre. K, a toxinmolekula sejtmembranhoz
torténd aspecifikus kotodésének egyensilyi dllanddja, az a . a sejt sugara, ko a
szabaduthossza (amelyet a 2D és 3D diffiziéra nézve egyenldnek vesziink), c a
toxin-koncentricid, k., az asszocidcié sebességi dllandéja a toxin feliileti

diffuzidjanak hianyaban, vagyis ha D,=0.
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A 1l.-es egyenlet arra hivja fel a figyelmet, hogy a feliileti diffuzié
jelentdssé valik, amikor a felszinhez torténd aspecifikus kotodés erds, vagyis a
K, nagy (ez a helyzet a P12 toxin esetében is, mert 6 pozitiv toltése van), illetve
amikor a c elég kicsi. Emellett a 11.-es egyenletbdl az is kiolvashatd, hogy a k,,
értékének csokkennie kell az aranygdombok jelenlétében, amennyiben az arany-
szigetek csOkkentik a D,-t €s a c,-t (feliileti elhelyezkedésiik miatt). A Pi2 toxin
fizikai paramétereire vonatkoz6 adatok alapjidn a dimenzionalitds csokkenésének
kozelitd értékeként 10 adddik a ¢ = 2.5 nM koncentracié mellett.

Ha felirjuk az aranyszigetek mellett vagy azok kozelében vett 2D
diffuziés 4lland6 €s az arany hidnyaban vett (vagy az aranyszigetektdl végtelen
tavolsagban 1év0) diffizids allanddé ardnyat mint egy H és egy S tényezo
szorzatat, ahol H a hidrodinamikai effektusokért és S a sztérikus takarasért

felelds, az eredményiil kapott kifejezés [Phillips, 163]:

Dz/Dz,oo:H(ﬂ,@'S(/l@’ (12)

ahol a H és az S exponenciilis fiiggvényei a A és ¢ mennyiségeknek, melyek
rendre a toxin sugardnak és az aranygomb sugardnak ardnydt €és az
aranyszigetben levd gombok altal elfoglalt térfogat hanyadat jelentik. Kis ¢
térfogathanyadokndl, az exponencidlis kifejezéseket sorba fejtve, a D, / Dy

kozelithetd a kovetkezd képlettel:

DZ/Dgywz]—a(ﬂ)'¢, (13)

ahol az a(L) kifejezés konstans, amit a toxin és aranygomb méretének ardnya
hatdroz meg. Ha az arany-szigetet egy R sugaru és h magassagu ekvivalens
hengerrel helyettesitjiik, akkor a kitoltott térfogat értéke lokalisan a

kovetkezoképpen fejezhetd ki:
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@ = a hengerben lévo gombok térfogata / a henger térfogata =
=(N+4r n/3)/ (R’ 7h), (14)

ahol N a szigetben 1évd aranygombok szdma, r pedig egyetlen aranygdmb
sugara. Ezt a kifejezést a kovetkez0 alakban is irhatjuk, bevezetve a részecskék
kozotti d tdvolsdgot és az aranygombok szigetben 1évé ¢ = 1/d* lokalis feliileti

strtiségét:

¢=(4/3)(r/h)*(Fmeo = (15)
(47/3) % (r/h)(r/d)y>

A sok ismeretlen fizikai 4lland6 megléte ellenére a 10-15. egyenletbodl
lathatd, hogy kapcsolat van mérendo p érték és az aranygombok helyi felszini
stirisége (vagy elkiiloniilése) kozott. Ennek a viszonynak a kimutatdsara adhat
lehetdséget, amikor a patch-clamp mérések sordn kapott, k,,-beli relativ
valtozasokat korreldltatjuk az &dramldsi citometrids energia-transzfer (FCET)

mérések soran kapott d részecske-tavolsaggal.

4.4.2. A Kit 225 K6 sejtek vizsgdlt receptorainak expresszios szintje

A toxin-kotodés gétlasa a fehérjék kozelségén tul azok szadmatdl is fligg,
ugyanis ha tobb objektum takar egy csatornatol azonos atlagos tavolsigban,
akkor a takarasi effektus is nagyobb. A receptorok kozelségének vizsgéilatahoz
éppen ezért fontos tudni azok expresszids szintjét a sejtfelszinen. A 6. tablazat
aramlasi citometrids fluoreszcencia-intenzitas-mérésekbdl kapott adatokat mutat
az egyes kotOhelyek relativ szdmara vonatkozdan. A receptorok mennyiségét

ismert szamu fluoreszcens festékmolekulat tartalmazé mikrogyongyokkel
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torténd kalibralds utdn hatdroztuk meg. Az MHC I fehérjére kapott 1.5 milli6
receptor/sejt értéket 100 %-nak véve, a tobbi receptor expresszidjat ennek %-os

aranyaként fejeztiik ki. A Kit-225 K6 sejtek atlagos atmérdje 14 um volt.

4.4.3. Az MHC I és MHC Il molekuldk, az IL-2Rc alegység és a VLA-4 integrin

asszocidcioi: energiatranszfer-mérések

A 4. tablazatban feltiintetett energiatranszfer-hatékonysag értékek alapjan
a legerdsebb homoasszociaci6 az MHC I-antigének kozott van (A rész), a
leggyengébb pedig az IL-2Ra alegységek kozott (B rész) kozepes mértékii az
MHC II-proteinek kozott (C rész), a VLA-4 integrin (D rész) és transzferrin
receptor (E rész). A legnagyobb energiatranszfer-hatékonysidgot az MHC 1
molekula B, mikroglobulinja és nehézlanca kozott volt mérhetd, amely foleg
intramolekularis eredetli, és az energiatranszfer mérések pozitiv kontrolljaul
szolgéltak (4. tablazat, A rész).
azonos jelatviteli platformba val6 tartozasuknak is mér6szama lehet. Az MHC I
és MHC II kozotti jelentds, mintegy 20 %-os energiatranszfer- hatékonysag
szoros molekuldris szintli Osszetartozast jelez (4. tablazat, B rész). Bar
valamivel kisebb mértékli, mégis figyelemre méltd egyiittallast lehetett
detektalni az IL-2Ra alegység és az MHC I molekula kozott (5. tablazat, A

rész).
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Energiatranszfer-hatékonysag (%)

14. Abra Aramlési citometrids energiatranszfer-hatékonysdg hisztogramok, 10000 sejt adatai
alapjan. A transzfer-hatékonysdgokat az FCET modszerrel mértiik, sejtenként, xFITC- és
xTRITC-konjugélt Fab fragmensek kozott, melyeket a megfeleld sejtfelszini receptorokhoz
kotottiink. Az Fab-k specificitasa: L368: anti-MHC I konnyiilanc (32 mikroglobulin), W6/32:
anti-MHC I nehézlanc, L243: anti-MHC II DRa,, anti-Tac: anti-IL-2Ra, TS2-7.11: anti-VLA-
4, MEM-75: anti-TrfR, xF:xFITC, donor, xT: xXTRITC, akceptor. Az ugyanahhoz az MHC 1
receptorhoz kotott xF-L368 és xT-W6/32 Fab kozott mért nagy (30 %-os) intramolekularis
energiatranszfer-hatékonysag a szoros kozelség pozitiv kontrolljaként szolgdl. Felhivjuk a
figyelmet arra, hogy a gyakorisagi eloszldsok szélessége forditottan aranyos a donor-konjugalt
Fab-val jelolt receptorok expresszids szintjével. A fiiggetlen mérésekbdl szdrmazd ilyen
hisztogramok atlagértékeit atlagoltuk és az 6. tablazatban tiintettiik fel.

Mivel a Kit 225 K6 sejten a VLA-4 integrin expresszids szintje alacsony,
az energiatranszfert a  donorfesték-konjugalt anti-VLA-4  (TS2-7.11)
antitestektdl az akceptorfesték-konjugalt anti-MHC I és anti-MHC II antitestek
(rendre az L.368 vagy W6/32 és 1.243 antitestek) felé mértiik. A 4. tablazat C
részében szereplO, nagy intermolekuldris energiatranszfer-hat€ékonysagok a
VLA-4 integrin és az MHC fehérjéket tartalmazo lipid raft szoros molekuldris

szintl proximitasardl tandskodnak.
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4. Tablazat Az MHC I, MHC 1II, VLA-4 integrin és transzferrin-receptor kozott mért
energiatranszfer-hatékonysagok.

Donor (XFITC-jelolt) Akceptor (xXTRITC-jelolt)
antitest éantigén antitest antigén E + SEM (%)
A 1368 { MHC I 3, mikroglobulin | W6/32 | MHC I nehézlénc 30.9 +3.8”
W6/32 MHC I nehézlanc W6/32 MHC I nehézlanc 204 +1.8
B 1243 MHC II DRa W6/32 MHC I nehézlanc 20.6+ 1.5
1243 | MHC I DR 1243 |MHCIIDRa 123+16
C anti-Tac IL-2Ra W6/32 MHC I nehézlanc 14.8 0.6
anti-Tac IL-2Ra anti-tac IL-2Ra 6.3+0.8
D TS2-7.11 VLA-4, a,f, integrin L368 MHC I f5,-mikroglobulin 13.7+3.6
TS27.11 | VLA-4, af iniegrin  |W6/32 | MHCI nehézldne 15.9 1.0
TS2-7.11 VLA-4, a,f, integrin 1243 MHCII DRa 17.6 £2.5
TS2-7.11 VLA-4, a,B, integrin TS2-7.11 VLA-4, a,B, integrin 10.6+1.0
E TS2-7.11 VLA-4, o4 integrin MEM-75 TrfR 57+£25
MEM-75 | TriR L368  |MHCIf-mikroglobulin  J{3.5+2.0

Y Az értékek ot fiiggetlen kisérletbdl szamitott atlagot (E) és szorast (SEM) jelentenek

A transzferrin-receptor asszocidcids tulajdonsagait is vizsgaltuk:
Elhanyagolhat6 mértékii energiatranszfer-hatékonysdg értékeket mértiink a
VLA-4 integrin és TrfR valamint az MHC-I glikoprotein és TrfR kozott (4.
tablazat, D rész). Az a tény, hogy ezekben az esetekben nincs energiatranszfer
azt mutatja, hogy a transzferrin-receptor valdszinlileg az MHC-proteineket

tartalmazo lipid raftokon kiviil helyezkedik el.
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4.4.4. A sejtfelszini receptorok aranygomb-jelolése kiilonbozoképpen noveli a

Pi2 toxin-kotodés bemosdsi idodllandojdt

Patch-clamp kisérleteink sordn a receptorok aranygomb-jelolésének toxin-
kotodésre gyakorolt hatdsat kivantuk vizsgalni. Ezekben a kisérletekben
négyféle mintit készitettiink: (1) jeloletlen (kontroll) sejt, (2) immunogold
részecskék jelenlétében inkubalt sejtek, hogy megvizsgaljuk a nanorészecskék
aspecifikus kotddésének lehetséges hatdsait (3) adott receptor elleni antitestekkel
jelolt sejtek, hogy a sejtfelszini antitest-réteg esetleges arnyékold (gatld) hatasat
detektajuk és végiill (4) antitesttel (elsOdlegesen) €és aranygdmbbel
(masodlagosan) jelolt sejtek. A 5. tablazatban adjuk meg a toxin-koncentracio-
ugrast kovetden mért relaxdciés idOket és az ezekbdl szamolt kotodési
allanddkat (“latszdlagos” asszociacids sebességi dllando, k,, és disszocidcids

sebességi allando, ko).

5. Tablazat A Pi2 toxin Kv1.3 csatorndkhoz torténd kotddésének nanorészecskék 4ltali
gatlasa Kit 225 K6 sejtek felszinén. A tdbldzat megadja a mért bemosdsi és kimosasi
id6éallandokat (Ti,, Tour) €s az azokbdl szamolt kinetikai allandokat (Kon, Kofr).

A) jeliletlen sejtek (kontroll)

. » Tinb) Toutb) konC) koffC)
antitest epitop (s) (s) (1 03/nM s) R 0 /s)
o o 27.3+1.7% 119.0+£15.6 11.3£1.0 8.4+1.1

B) csak aranygombbel inkubdlt sejtek (az aspecifikus g30-kitédés kontrollja)

. » Tinb) Toutb) konC) koffC)
antitest epitop (s) (s) (1 03/nM s) R 0 /s)
g30 - 261417 131.619.0 12.3+1.1 7.641.1
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5. Tablazat, folytatas

C) antitesttel elsddlegesen jelilt sejtek

T beb) T kib) konc) koffC)
antitest epitop (s) (s) R 0¥ nM s) a 03 /s)
W6/32 MHCI, a, 30.1£1.4 133.3£21.3 10.320.8 7.5%1.2
L243 MHCII, DRa 28.7+1.6 135.1+£21.9 11.0+£0.9 7.411.2
Tac IL-2Ra 29.9+1.3 129.9428.7 10.3+0.9 7.781.7
TS2-7.11 VLA-4 27.6+1.7 133.3£21.3 11.5+1.0 7.5%1.2
MEM-75 TrfR 27.8%£1.6 111.1£12.3 10.8+0.9 9.0%+1.0

D) antitesttel elsédlegesen és aranygombbel mdsodlagosan is jelolt sejtek

W6/32 MHCI, a5 45.9+4.7 142.918.2 5.910.9 7.0£0.4
L243 MHCII, DRa 40.0+3.1 117.6+22.1 6.6x1.0 8.5+1.6
Tac IL-2Ra 36.3+2.0 158.7+32.8 8.5+0.8 6.3%+1.3

TS2-7.11 VLA-4 29.6+1.7 113.6+6.5 10.0+0.8 8.8+0.5
MEM-75 TrfR 29.2+1.2 125.0+15.6 10.5+0.7 8.0+1.0

Y Az adatok 5 fiiggetlen mérésbél szamolt 4tlagot és szérast (SEM) adnak meg.

" A bemosdsi és kimosési idéallandt (Twe és Tii) a blokkoldsi gorbék illesztésével nyertiik,
amelyekbol néhdny a 15. dbran lathato.

9 A Kon 6s kogr kinetikai dllandékat a Tpe €s Ty; idéallandok segitségével hataroztuk meg a
kovetkezOképpen: kon=(1/Tin-1/Tou)/Crox » a0l Ciox a toxin-koncentracid; Kog=1/Tou-

Csak a kétszeresen, antitesttel €s aranygdmbbel jelolt mintdk sejtjeinek
bemosdsi idOéllanddiban lathaté szignifikdns véltozds a kontroll mintdkhoz
képest (lasd a 15. abrat).

Ha csupan az elsddleges antitesttel jeldltiink (tehat a mésodlagos
aranygdmb nélkiil), az csak kismértékii, statisztikailag nem szignifikéns
novekedést okozott a bemosasi iddallandéban, amely fiiggetlen volt az adott
antitest tipusatol. A kimosdsi idodllandok nem mutattak szignifikdns véltozast

egyik, altalunk végrehajtott kisérletben sem.
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A Ti,-ben a legnagyobb valtozast, mely 40 %-os k,,-beli csokkenésnek
felel meg, az MHC I és MHC II molekuldkra figyeltik meg, kézepes, 18 %-os
volt a véltozas az IL-2Ra alegységére €s csak elhanyagolhat6 a VLA-4 integrin
és a TrfR megjelolésével nyert mintakra (5. és 6. tablazat). Itt a TrfR-t, mivel

kiviil van az MHC-raftokon, a receptorok szempontjabdl negativ kontrollként

hasznaltuk.
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15. Abra A Pi2 toxin Kv1.3 csatorndkhoz torténd kotddésének bemosdsi és kimosdsi kinetikai
gorbéi  kivalasztott sejteken az immunogold nanorészecskék hidnydban (iires kor) és
jelenlétében (tomor kor). Az A részen bemutatott sejteket nem jeloltik, a B-F' részeken
bemutatott sejteket a feltiintetett elsddleges antitesttel jeloltiik (W6/32 anti-MHC I nehézlanc,
L243 anti-MHC II DRa, anti-Tac anti-IL-2Ra, TS2-7.11 anti-VLA-4, MEM-75 anti-TrfR),
majd masodlagosan a kecskében termeltetett egér-ellenes 1G-vel (GAMIG) konjugdlt 30 nm-
es atmérdjii immunogolddal. A teljes-sejt konfigurdacidban 1évd sejteket —120 mV-os
tartofesziiltségrol +50 mV-ra depolarizaltuk 15 s-onként. A csicsaramok értékeit a toxinnal
val6 blokkolds eldtti és utdni egyenstlyi értékeinek (rendre I, és Inin) kozotti kiilonbségére
normaltuk. Ezeket az értékeket az 1d6 fiiggvényében d&brazoltuk. Csak ugyanazon
sejtszuszpenzidbol szarmazd, ugyanazon napon mért sejteket hasonlitottunk dssze.
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6. Tablazat A vizsgalt receptorokra vonatkozé sejtfelszini expresszids szintek,
intermolekuldris tdvolsdgok és dtlagos klaszterméretek, valamint a nanorészecskék altal
kivaltott relativ valtozasok a Pi2 toxin-kotddést jellemzd ko, asszocidcids sebességi
alland6ban.

expresszios szint | intermolekularis | atlagos klaszter-
antitest epitop AKon/Kon (%) (%) tavolsag (d, nm) | méret (R., nm)
W6/32 MHCI, 5 -42.7+9.87 | 100.0 +13.3” 7.0£0.1° 700 + 937
L243 MHCII, Dra -40.0 +10.3 76.6 + 8.6 7.8+0.2 680 + 136
Tac IL-2Ra -17.5+10.6 342+83 8.810.2 600 + 46
TS2-7.11 VLA-4 -13.0£10.3 <4.0 8.1+0.2 -
MEM-75 TriR -28+104 153+ 1.5 7.5+0.1 200 £33

Y Az adatok 6t fiiggetlen mérésbdl szamitott atlagot és szérast (SEM) adnak meg. Ezeket az
értékeket az 4. tablazatban szerepld adatok felhaszndldsaval szamitottuk ki. A masodlagosan
is jelolt sejteken mért ko, értékeket hasonlitottuk Ossze a csak elsddlegesen jelolt sejteken
kapott megfeleld értékekkel.

® A receptorok expressziés szintjeit fluoreszcens festékkel konjugdlt antitestettel jelolt
aramlasi citometrids fluoreszcencia-intenzitds mérésekkel hataroztuk meg. A 100 % 1.25 x
10° kotéhelyet jelent.

9 Az intermolekuldris tdvolsdgokat a 5. tablazatban feltiintetett energiatranszfer-adatokbol
hatdroztuk meg a d=Rg(1/E-1)"® képlet alkalmazdsival, az xFITC-xTRITC festékparra
jellemzd Ro= 5.6 nm Forster-tavolsdg haszndlataval.

D A receptorok 4tlagos klaszter-méreteit a (Vereb et al., 2000)-bé] vettiik.

A kérdéses receptorokra vonatkozd egyedi blokkoldsi gorbéket €s az
MHC II-ellenes L.243 antitesttel jelolt, aranygdmb nélkiili és aranygdmbbel is
jelolt mintdn mért aram-id6 gorbéket mutatunk be a 15. és a 16. abran.

Amellett, hogy a 7T, kimosdsi id6 nem valtozott az aranygdombok
jelenlétének hatdsara, az I, kezdeti &ramot (amelyet a toxin adasa eldtt mértiink),
az I,;, nem blokkolt (megmarado) €s I« visszatért &ramot sem befolydsolta ez a
kezelés. Azonban amikor az I, értékeinek esetleges véltozasat vizsgéltuk
antitest-kotodés hatdsara, azt taldltuk, hogy ezeket az dramért€keket jelentosen
csokkentette (53 + 15 %-kal) az 1.243 (MHC IlI-ellenes antitest) (16. és 17.

abra) és az anti-Tac (IL-2Ra-ellenes antitest) (48 + 24 %-kal).
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Amikor az elsOdleges antitestek toxin-kotodési kinetikara gyakorolt
hatdsat vizsgdltuk, eredményiil azt kaptuk, hogy a jelolés a T, bemosasi
(relaxacids) idOéallanddban csak kismértékil, nem szignifikans véltozast okoz,

barmely kérdéses receptorra vonatkozdan (5. tablazat).
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16. abra Kivilasztott sejteken, a Pi2 toxin bemosasi és kimosdsi fazisaiban mért dram-id6
gorbék jeloletlen (kontroll) sejteken (A és B rész), és olyan sejteken, melyeken az MHC 11
glikoproteinhez az 1.243 elsddleges antitest kozvetitésével 30 nm atmérdjit GAMIG-konjugalt
aranygdmbot kotottiink (C és D rész). A sejteket teljes-sejt konfigurdcioban —120 mV-os
tartéfesziiltségrol +50 mV-ra depolarizaltuk 15 s-onként. Kontroll NR extracelluléris oldattal
perfunddltunk, amig egy stabil aramszintet el nem értiink. Az A és C részben bemutatott
sejteken (a specifikusan kotott aranygdmb jelenlétében illetve hidnydban) az elsd feltiintetett
gorbét kovetben a perfiziot 2.5 nM Pi2 toxint tartalmazé NR oldatra kapcsoltuk. A
folyamatosan (15 s-onként) kapott dramgorbék lathaték, amig a toxin egyensilyi blokkoldsa
ki nem alakult. B és D részek: Ugyanazon sejteken, az A és C részeken lathaté egyensulyi
blokkoldasi helyzetben a perftiziét kontroll NR oldatra véltottuk vissza. Minden aramfelvételt
szivargasi aramra korrigdltunk. A mintavételezési frekvencia 20 kHz volt, és 2 kHz-es
alulatereszt6 szlir6t alkalmaztunk.
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Felmeriilhet az a kérdés is, hogy az arany nanogdémbok indukalhatjak,
vagy modosithatjdk-e a receptorok egyiittallasat a receptorok keresztkotése 4ltal.
Hogy megvalaszoljuk ezt a kérdést, RAMIG antitestet hasznaltunk masodlagos
antitestként az aranygomb helyett. Ekkor csak nagyon kis novekedést kaptunk a
relaxicids idokben (adatokat ezzel kapcsolatban nem mutatunk be). Méréseink
sordn Osszehasonlitottuk az aranygombok jelenlétében (elsOdleges antitest
nélkiil) inkubdlt mintit is a kontroll mintdval: az aranygdmb esetleges
aspecifikus kotodése csupdn elhanyagolhaté valtozéast okozott a T;,, bemosasi
idében. (5. tablazat, 15. abra, A rész).

A 4. tablazatban Osszegeztik a k,, relativ valtozasait €s a receptor-
klaszterek geometriai paramétereit, igy az energiatranszfer-mérésekbol szamolt
receptor-receptor tavolsdgokat és az atlagos klaszter-méreteket, melyeket a
[108]-bol vett konfokalis mikroszkopidas és TEM képek alapjan hataroztunk

meg.

4.4.5. Az MHC 1 glikoprotein immunogold jelolése megvdltoztatjia az L243

antitest dltal kivdltott kaliumdram- blokkolds idédllandojdt

Az MHC I és MHC 1I antigének méar korabban ismert, fluoreszcencia
energia-transzfer mérésekkel igazolt, szoros, nm-es kozelségét, és az 1.243
antitest kaliumcsatorna-aramokra kifejtett, elobb leirt hatasat alapul véve olyan
kisérletet i1s végeztiink, amelyben az [.243 antitest MHC II glikoproteinhez
torténd kotodését vizsgaltuk. A mérés sordn harom mintit készitettiink: (1)
jeloletlen sejt (kontroll), (2) Az MHC I-ellenes W6/32 antitesttel jelolt sejt (3)
Az MHC I-ellenes W6/32 antitesttel elsddlegesen €s immunogold aranygdmbbel
masodlagosan jelolt sejt. Az aranygdombok (specifikus) jelenlétében illetve
annak hidanydban mért bemosasi idéallando- és megmarad6 dramhanyad-értékek

a 7. tablazatban talalhatok.
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7. Tablazat A nanorészecskék gatoljak Kit 225 K6 T-sejtek felszinén 1évé Kv1.3 csatorndk
dramdnak 1243 antitest altali moduldciéjat. A mért lecsengési idédllandok és a megmaradd
aramhdnyadok.

Mintak Toe” (S) Iin / To (%)

kontroll sejt

8.3 +2.8Y 34.4 +10.1
W6/32 jelolt 113+42 35.7+8.1
W6/32 és gold30-jelslt 374495 458 +6.7

a) Az adatok négy fiiggetlen mérésbdl szarmazé atlagot és szérast (SEM) adnak meg.
b) A lecsengési (bemosasi) idodllanddkat és az 1.243 jelenlétében megmaradd dramhédnyadot

(rendre T, és Inin/lp) a megfelel6 dramkinetikai gorbékbdl hataroztuk meg, melyekbdl
néhanyat a 17. abran mutatunk be.

Az adatok alapjan lathatd6, hogy az arany nanogobmbok MHC 1
glikoproteinhez torténd kotése az (MHC II-ellenes) 1.243 altal kivaltott Kv1.3
csatornadram-gatlds T, relaxéacids iddéllandgjat 2.3-szeresére, a megmaradd
aramhanyadot pedig 1.3-szeresére noveli. Mivel ezekben a kisérletekben a
kimosési idoket nem mértiik, a k. esetleges valtozasairdl sincs informécionk.

A 17. abra az 1.243-kot6dés dltal kivaltott dramszintcsokkenés idobeli
lefutasat jellemzO gorbét adja meg W6/32 nélkiil, de az arany jelenlétében
(kontroll), W6/32 antitest jelenlétében, de aranygdombok nélkiil, végiil a W6/32

antitest és arany egyiittes jelenlétében.
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17. Abra Kivilasztott relaxdcis gorbék,
amelyek az MHC 1 arany-jelolésének
hatdsit mutatjak a Kv1.3 csatorndk 1.243 —
MHC II  kotédés  altali  indirekt
blokkoldsdra. A bemosdsi iddallandot
szignifikdnsan megnoveli az immunogold
jelenléte. A tomor korrel jeldlt vonalak a
mért gorbék, a jeloletlen vonalak pedig az
I(t) = (I, — Lnin) exp (-t/Tin) + Imin képlet
alapjan illesztett gorbék, amelybdl a T,
bemosdsi idéallandét meg lehet hatdrozni.
Az I(t) csicsaram-értékeket a csicsaramok
egyensilyi szintjeinek az 1243 antitesttel
val6 blokkolds eldtti és utdni kiillonbségére
normaltuk (rendre I, és Inin).

A 7. tablazat és az 17. abra alapjan elmondhatd, hogy a W6/32 antitest

kotddése Onmagdban kisebb mértékli novekedést idéz eld a T, relaxacids

1idoallanddban,

specifikusan kotott arany nanogdmb.

a megmaradd (nem gitolt) aramhdnyadban, mint a

A 6. tablazatban Osszegeztik a k,, relativ valtozasait és a receptor-

klaszterek geometriai paramétereit, igy az energiatranszfer-mérésekbdl szamolt

receptor-receptor tdvolsdgokat €s az 4tlagos klaszter-méreteket, melyeket a

[108]-bol vett konfokalis mikroszkopias és TEM képek alapjan hataroztunk

meg.
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5. Megbeszélés

51. Az A, és A,y adenozin-receptor agonistak hatisa a

membranpotencialra és az ioncsatornakra simaizomsejteken

Az aramlasi citometrids adatok és a patch-clamppel végzett mérések
eredményei azt mutatjdk, hogy az A;-specifikus agonista CPA kotodése
hiperpolarizdlja a DDT1 MF-2 sejteket, mig az A,, agonista CGS 21680
kotddése depolarizaciot valt ki. Az alkalmazott koncentraciotol fiiggben a
megfelel0  antagonistdk  haszndlatdval = csOkkenthet6  vagy  teljesen
megsziintethetd mindkét agonista hatésa.

Eddigi ismereteink szerint ez az elsé alkalom, hogy a DDT1 MF-2 sejtek
kéaliumaramanak szelektiv adenozin-receptor-aktivaloszerek altali moduldcidjat
sikeriilt kimutatni. Molleman €s munkatarsai [138] ezen a sejtvonalon sem
magas dozisu adenozinnak (1 mM), sem ATP-nek membranaramot befolydsold
hatasit nem taldltdk. Azonban ezek az eredmények nem mondanak ellent az
altalunk megallapitottakkal, mivel az adenozin a P,-receptorokhoz is kotodhet,
emellett ennek a ligandnak a gyenge kotddése mind az A; és az A,
receptorokhoz szamos receptor-aktivacids folyamatot kivalthat, amely végiil
ahhoz vezethet, hogy a hatds nem lesz szignifikdns. A jelen tanulméanyban
altipus-specifikus agonistak altal indukdlt folyamatokat vizsgaltunk, ezért a
kiilonb6z0 hatasokat szét tudtuk valasztani.

A kaliumcsatornak kiilonbozo altipusokra specifikus adenozin-analégokra
adott valasza szovetrdl szovetre eltérd lehet. Bar mind az A, mind az A, tipusu
receptorok megtalalhatok a sertés koszoruérbdl szarmazé simaizomsejteken, az
A, adenozin-receptorhoz tortén0 kotddés kaliumaramot aktival, de az Aja
receptorok esetében ez nem mondhaté el [166]. Artériabol szarmazo
simaizomsejteken csak az Ajs-receptor agonista volt képes aktivalni

kaliumcsatorndkat, mig az A;-aktiviatorok hatdstalannak bizonyultak [167].
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Szarvasmarha mellékvese zona fasciculata-b6l szdrmaz6é sejteken a
kaliumaramot szelektiven lehetett gatolni A;, A;s és Aj; adenozin-receptor
agonistakkal, és ezek a gatlisok membran-depolarizicioval is tarsultak [168].
Az éltalunk talalt eredmények alapjan a DDT1 MF-2 sejtek egyediildlloak abban
a tekintetben, hogy megnovekedett K'-konduktancidval és hiperpolarizaciéval
reagdlnak az A;-receptor aktiviciora, ezzel szemben csokkent kaliumarammal és
depolarizacioval valaszolnak az A,-receptor ellenes ligand-kezelésre. Ezért ezek
a sejtek farmakoldgiai kutatdsok hasznos targyat képezhetik, mert segitségiikkel
az A~ és  Ajy-medidlt mechanizmusok  ugyanazon  sejtvonalon

tanulmédnyozhatok.

Ujabb adatok szerint a membranpotenciél és az adenilat-cikldz aktivitds
kozott szoros kapcsolat van [169]. Beltran és munkatarsai [170] kimutattdk,
hogy a membranpotencidl kozvetleniil modulédlja az adenilét-ciklaz aktivitdst
tengeri siin spermdban, amelynek szerepe lehet a sperma motilissd valdsaban is.
Izumi és munkatdrsai [152] szintén taldltak 6sszefliggést a membranpotencial és
az adenilat-cikldz aktivitdsa kozott. Reddy €s munkatarsai [171] eredményei
szerint a depolarizdcié hozzdjarul az adenilat-ciklaz aktivitds stimuldlasahoz
tenyésztett kisagyi neuronokban. Feltételezt€k, hogy az enzim Kkatalitikus
alegységében bekovetkezO konformécids valtozdsok, melyet a depolarizacio
okoz, novelhetik az adenilat ciklazok guanilat nukleotid stimulatorikus fehérjék
altali stimuldciGjat. Arra is rdmutattak, hogy ez a jelenség Ca*'-fiiggetlen, és
nem tulajdonithaté az intracelluldris Ca®* 4ltali szabalyozisnak. Ez a
megallapitds 6sszhangban van azzal az eredményilinkkel, hogy a CGS 21680
depolarizaciét okozott, illetve hogy az irodalom szerint az A, agonistdk
receptorhoz torténd kotddése 4ltal stimuldlja az adenilat-ciklaz-t. A CPA-val
kapott eredményeink azt a feltételezést tdmasztjdk ald, hogy az adenilat-ciklaz

membranpotencidltél valé fiiggése hiperpolarizalt koriillményekre ugyanolyan
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jellegli, mint ahogy Reddy €s munkatarsai azt leirtdk [171] a fiziol6gids és
depolarizalt membranpotencidl-tartomanyra.

Elképzeléseink szerint az adenilat-ciklaz Ajx- és Aj-receptor aktivaciot
kovetd stimuldcidja vagy gatlasa egy olyan mechanizmus révén valdsul meg,
melynek részét képezi az elsd 1épések kozott a transzmembran-potencidlban
bekovetkezo ligand-indukalt valtozds, mivel a membréan-polaritdsban kivaltott
valtozés az enzim fesziiltségfiiggd konformécids valtozasat idézheti eld. Azt is
megfigyeltiik, hogy az A;-agonistadk modulalhatjak azt a membranpotencidlbeli
valtozéasokat, amelyet A,s-agonistdk indukélnak. Ez a kolcsonhatés az Ajs és A4
receptorok kozott az adenilat ciklaz komplex reguldcidjat adhatja, amelyet Aja-
€s Aj-specifikus agonista és antagonista fiziol6gids ligandok bizonyos
kombinacidinak megfeleld adenozin-receptorhoz torténd kotddése valthat ki. Az
expresszalt A; és A, tipusu receptorok ardnya szovet-specifikus, a jelenlévo
agonistdk és antagonistdk fajtdi €s koncentrdcidi szintén szovetrdl szovetre
valtozhatnak. Ez a véltozékonysdg a lehetséges cAMP-vezérelt specifikus
folyamatok valtozékonysagaval egyiitt magyardzatot szolgdltathat arra, hogy az
adenozin-receptor-aktivacio kovetkezményei miért lehetnek olyan sokfélék a
kiilonbozd szervekben és szovetekben. Az adenilat-ciklazok szabélyozdsara
elobb felvazolt folyamat aztdn olyan cAMP-jeleket generdl, amelyek szdmos

modulacids eseményhez hozzdjarulhatnak.

5.2. A NECA és F-NECA adenozin-analégok altal Kivaltott funkcionalis

valasz kontraktilis szoveteken

Az A; és A,pg adenozin-receptorokat expresszald, izoldlt szdveteken
elvégzett kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy az elektromosan stimuldlt
pitvari szivizomzatban és tiiddartéridban (melyeken A; adenozin-receptorok
taldlhatok), az F-NECA-ra vonatkoz6 ECsy ért€ék szignifikdsan alacsonyabb,
mint a NECA esetében mért mennyiség. Ez azt mutatja, hogy az F-NECA
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affinitdsa kisebb mind a myokardidlis, mind az érfalban levd A; adenozin-
receptorokon. A maximadlis hatds (E..c) és Hill-koefficiens (ny) hasonldsagat
azzal magyardzhatjuk, hogy a NECA és az F-NECA hasonld jelatviteli
utvonalak kozvetitésével hat. A NECA és F-NECA hatasat két A,g-adenozin-
receptort expresszalo, killonbozo szoveten is tanulméanyoztuk. Ismert, hogy az
aorta Ajg-receptorokat expresszal [48], illetve tiidOartéridban az A,;-receptorok
gatlasa utdn az A,g adenozin-receptorok daltal kozvetitett relaxacid valik
dominanssa [58]. A NECA-ra kapott dézis-hatds gorbébol szamitott paraméterek
(Emax, ECsp, ng) nem kiilonboztek az F-NECA esetében mért értékektol, ezért
ugy gondoljuk, hogy a NECA és az F-NECA ekvivalens agonistdk a vaszkuléris
A,p adenozin-receptorokon. Ezt a véleményt megerdsitette a 8-PT-vel végzett
kisérlet eredménye is, ez az adenozin-receptor antagonista gyakorlatilag
ugyanolyan mértékben tolta jobbra a NECA ¢és az F-NECA dozis-hatas gorbéit.
Bér a 8-PT egy nonszelektiv adenozin-receptor antagonista, azonban a mintakat
0.3 uM DPCPX-ben eldinkubaltuk, igy a 8-PT 4ltal kivaltott modulaci6d
szelektiven az Aj,g-receptorokon keresztiil valosul meg, mivel az A;-

receptorokat teljesen gatolja a DPCPX.

5.3. A NECA és F-NECA elektrofiziologiai hatasa simaizomsejteken

Az elektrofiziologiai méréseink sordn a DDT1 MF-2 sejteken mérhetd
teljes-sejt kdliumaram valtozasait vizsgaltuk NECA és F-NECA hatasara. A
kdliumaram farmakoldgiai analizise alapjan elmondhatjuk, hogy a mért
konduktancidk tulajdonsigai kozel esnek a Kvl.3 fesziiltségfiiggd
kéaliumcsatorndk paramétereihez. A két adenozin-szdrmazék, a NECA és az F-
NECA  kiilonbozd hatassal bir a DDT1 MF-2 simaizomsejtek
kaliumkonduktancidjara. Ez a kémiai szerkezetik kiilonbozOségének
kovetkezménye lehet, amely eltéréseket idézhet eld ezeknek a vegyiileteknek az

Ay és A, adenozin-receptorhoz valé affinitdsaban. Mivel mind az A;, mind az
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A,p receptorok megtaldlhatok a DDT1 MF-2 sejtek felszinén [135], és a NECA
mindkét receptornak agonistdja [172], a NECA vagy F-NECA kotodése éltal
kivaltott funkcionalis valasz az A, és A,g altal medialt hatasoknak az
Osszegeként adodik. A kdliumédram adenozin-analogok 4ltali szabélyozdsa fiigg
a cAMP keletkezésétdl [46]. Az eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy a receptorhoz torténd kotddés altal kivaltott, cAMP fiiggd jelatviteli
utvonalak stimulédldsa kiilonb6z0 a NECA és az F-NECA esetében. A két
vegyiilet kozotti kiillonbség a pitvari szivizomzatban €s a tiidoartéridban kivaltott
valaszok kiilonb6z0ségében is megmutatkozik. Az 5 UM F-NECA csucsaramot
csokkentd hatdsa is szignifikdnsan kisebb, mint az 5 uM NECA alkalmazasakor
mért gatlo effektus, amit az affinitds- €s szelektivitasbeli kiillonbségekkel
magyarazhatunk. Ez lehet a magyardzata a kaliumdram-kinetdban bekovetkezd
eltéro valtozasoknak, kiilondsen az aktivaciot tekintve, ahol nem volt effektus az
F-NECA alkalmazasakor. Bar az F-NECA altal kivaltott elektrofiziologiai
tulajdonsdgokbeli valtozds kevésbé jelentds, mindkét vegyiilet csokkenti a
kéaliumaramot. Ezért az F-NECA elektrofizioldgiai szempontbdl valamennyivel
kisebb hatasu adenozin-analdégként hasznélhat6. Ezt figyelembe kell venni az F-

NECA-val val6 PET vizsgélatok sorén is.

5.4. A spermiumok motilitisanak valtozasa gadolinium hatasara

A sperma-motilitds kivéltdsakor bekovetkezé intracelluldris Ca**-szint
novekedés ismert a zsdkdllatokndl [152], tengeri halakndl [77,173,174], édesvizi
halakndl [91] és eml6soknél [175]. Quill és munkatarsai [84] azt taldltdk, hogy
fesziiltségfiiggd kationcsatorndk (CatSper) specifikusan expresszdlédnak olyan
spermiumokben, amelyekben el6zoleg kilcium-szelektiv porusok voltak. Ezen
csatorndk mRNS-€ét kimutattdk egér, patkdny és huméin spermiumokban.
Azonban mind a gerincesek, mind a gerinctelenek spermiumainak intracellularis

Ca”"-koncentricidja megnd a motilitas aktivaciéjat kovetden.
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A Ca™ szerepe tehdt meghatirozénak tinik e folyamatban: Oda és
Morisawa [77] még az extracellularis Ca** hidnydban is 5-sz0ros emelkedést
talalt az intracellularis Ca2+—k0ncentréci(’)ban, amikor hiperozmotikus oldattal
kivaltottdk a sperma motilitdst fugu halban. Azt is kimutattdk, hogy a fugu
spermiuma még fizioldgids oldatban is motilis lett 10-15 s-al azutdn, hogy Ca**-
ot vittek be a sejtekbe kiilsé Ca** és A23187 Ca® ionofér alkalmazdsdval. Az 8
eredményeik szerint tehdt az intracelluldris raktirakban tarolt Ca®* a Kkiils6
ozmolaritds megvaltozasa nélkiil is képes kivaltani a sperma-motilitast.

A mi eredményeink azonban részben ellentmondanak ennek. Méréseink
szerint a fugu spermiumai fiziol6gids ozmolaritdsi oldatban mozdulatlanok
maradtak kiilonboz6 koncentraci6jd kiilsé Ca* (1-100 uM) és 10 uM A23187
mellett. A fentiek szerint tehat az intracelluldris Ca**-szint novekedése
onmagéban nem inditja el a sperma-motilitdst izotonids koriilmények kozott
ezeknél a halakndl. Ezek az eredmények komoly bizonyitékot szolgdltatnak arra
vonatkozéan, hogy az intracelluldris Ca** emelkedése onmagdban nem elegendé
a spermak mozgasanak elinditasdhoz, és hogy az ozmolaritds hipertonias irdnyba
torténo eltolodasa az elsodleges kivalto tényezd.

Az dltalunk végzett kisérletekben az intracelluldris Ca** kivondsa a fugu
hal spermium-motilitisanak teljes gatlasdhoz vezetett. Azonban a fugu
spermiumok motilitdsa kivédlthaté volt mind Ca**-mentes mind Ca**-ot
tartalmazo hiperozmotikus oldatokba helyezésiikkel. Ez a megfigyelésiink mar
0sszhangban van Oda és Morisawa [77] eredményeivel, melyek szerint a fugu
sperma motilitdsat ki lehet valtani extracelluldris Ca®* nélkiil is.

A kornyezet ozmotikus véltozdsa a belsé raktdrakbél torténé Ca**
felszabaduldsat eredményezheti, amely masodlagos hirvivoként jatszhat szerepet
a sperma-motilitds meginditdsaban. Eredményeink szerint a kalmodulin is eleme
ennek a jelatviteli utvonalnak, mivel a harom kalmodulin-gétloszer dozis és
inkubacids 1d0-fiiggd mdédon blokkolta a fugu spermdjanak motilitasat. Tovabba

azt is megallapithatjuk, hogy sem a kdlcium-, sem a kaliumcsatorna-blokkol6k
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nem befolyasoltdk a fugu spermdjdnak motilitdsat. A fenti eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a kalmodulin és a belsO raktarakbdl felszabadul6
Ca™ kolcsonhatdsa jdtszik kozponti szerepet a fugu hal spermiumai

motilitdsanak hiperozmotikus kezelés altal kivaltott aktivicidjdban.

A tengeri halakkal ellentétben az édesvizi halak — mint a kozonséges
ponty — spermiumsejtjei hipotonids oldatba keriilésiik utdn lesznek motilisak
[74]. A ponty spermiumok mozdulatlanok maradnak, amikor Ca’**-mentes
hipotonids oldatba jutnak, és ez azt igazolja, hogy a sejteknek extracelluldris
Ca’*-ra van sziikségiik mozgdsuk elinduldsdhoz [91]. A hipoozmotikus sokk a
sejtmembrant hiperpolarizdlja [140], amely megsziinteti a Ca**-csatorndk
inaktivacigjat. A kdlcium-ionok bedramlédsa ezeken a csatorndkon a raktarakbol
torténd Ca’*-indukdlt Ca’**-felszabaduldst eredményez és a kalmodulin-

rendszeren keresztiil elinditja a sperma-motilitast [91].

Krasznai €s munkatdrsai [91] bizonyitottdk, hogy az intracelluléris
kélciumban bekovetkezd novekedés a kornyezet hipoozmotikus irdnyba torténo
valtozasa nélkiill nem valtja ki a ponty spermiumok motilitisat. Ez alapjan a
ponty spermiumok mozgékonnyd valdsa szempontjabdl a hipoozmotikus sokk az
elsddleges tényezd €s nem a kdlcium-szint. Maridn €és munkatarsai [137]
kimutattak, hogy a ponty spermium motilitdsdnak hipoozmotikus kivaltidsa a
membranszerkezet atrendezésével jar. Perchec ¢és munkatdrsai [176] az
extracellularis kornyezet hatdsat vizsgaltdk az ozmolaritds-valtozas altal
kivaltott, ponty spermium motilissd véilasdban szerepet jatszo jeldtviteli

folyamatra.

A fenti eredményekbdl kiindulva vizsgéltuk meg a gadolinium - egy
hatékony fesziilés-aktivalt csatorna-blokkol6 [177,178,179] - hatasat a fugu és a

ponty spermiumai motilitdsara és sebességére. A gadolinium dozis- €s
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inkubacios 1d6fiiggd moédon csokkentette a fugu spermiumai motilitdsat, és ez a
hatds megfordithat6 volt (11. abra A és B része). Hasonl hatdst lehetett
megfigyelni a ponty spermiumok esetében (12. abra A és B része). Ezzel
szemben a gadolinium (20 illetve 40 UM koncentracioban) nem véltoztatta meg

szignifikansan a Ciona zsékallatbdl szarmazo sperma motilitasat.

Perchec €s munkatérsai [176] azt vizsgaltdk, hogy a ponty spermiumok
motilissa valasdban szerepet jatszo ozmotikus jelatvitelre milyen hatdssal van az
extracellularis kornyezet. Szdmos vegyiilet mellett megvizsgaltdk a
gadoliniumnak a ponty spermiumai motilitdsara vonatkoz6 hatésat is. Az altaluk
végzett kisérletben a gadolinium nem gatolta a ponty spermiumok aktiviciojat.
A mi eredményeink ellentmondanak ennek a megfigyelésnek. A mi
vizsgélataink sordn a gadolinium ddézisfiiggd moédon és reverzibilisen gétolta a

ponty spermiumok motilitasat (12. abra).

A tengeri és az édesvizi halfajok spermiumsejtjeinek motilitdsat a
kornyezet ozmolaritdsa szabdlyozza, ezzel szemben a Ciona intestinalis
zsakallat szeminalplazmdja a tengervizéhez hasonlé ozmolaritasu. A tengervizbe
keriild Ciona-spermiumok mozdulatlanok maradnak. A motilitdst az SAAF
véltja ki [79,80], de a spermiumok aktivciéjdhoz Ca** és cAMP is sziikséges. A
spermiumok intracellularis Ca**-szintje megnd, amikor SAAF-al indukaljdk a
motilitast [80].

A spermiumok tbbféle olyan Ca**-csatornit is expresszdlnak, amelyek a
Ca**-ionok sejtbe torténd bedramlisat teszik lehetdvé [86,87,88,90,92], de eddig
egyetlen ilyen ioncsatorndt sem hoztak Osszefiiggésbe a spermium-motilitas
szabalyozisaval [180]. Ren és munkatdrsai [181] egy olyan Ca’*-specifikus
kation-csatornar6l szdmoltak be (CatSper), amely mindenféleképpen sziikséges
a normdlis spermium-motilitishoz. A Ca®* 4ltaldnos szerepe és a spermium-

motilitds kivéltasdban tapasztalhaté kiillonbségek felvetik a kérdést, hogy
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vannak-e olyan ozmolaritds-fiiggé, mechano-szenzitiv Ca**-csatornak, amelyek
az ozmoszenzitiv tengeri és €desvizi halfajok spermiumsejtjeinek aktivacios
mechanizmusaiban részt vesznek.

A spermiumbol kivont fehérjék kétdimenzios gélelektroforézissel végzett
vizsgalata egyértelmlien azt mutatta, hogy a spermiumok motilitdsdnak
aktivicéja négy fehérje izoelekromos pontjanak megvaltozdsaval jdr. fgy, bar a
spermium-motilitds aktivicidja legalabb négy fehérje izoelektromos pontjanak
eltolodasdval jar, csak a 20 kDa molekulasulyu fehérje tlnik az aktivacio
szempontjabol alapvetonek. Ennek a fehérjének a tovdbbi vizsgélata nemcsak a
sperma aktivacié gadoliniummal val6 gétlasdnak mechanizmusédra fog fényt
deriteni, hanem a mozgds meginduldsat kivaltdo kritikus molekuléris
eseményekre is.

Sok jelatviteli folyamat erdsen fiigg a sejtmembran fizikai allapotatol. A
gadolinium a sejtmembran lipid részéhez kotodik [182], €s a kettOsréteg fizikai
tulajdonsdgainak megvéltozdsa hatdssal lehet a jelatviteli folyamatra is. A
lantaniddk nagy affinitasi kotOdése befolyasolja a foszfolipid kettOsrétegek
fizikai tulajdonségait is [182]. Ezek a véltozdsok érinthetik a transzmembréan
fehérjék konformdcids valtozdsdanak a dinamikdjat is [183]. A gadolinium
aktivan kivonja a Ca**-ot a felszinr6l, és egyes zsirsavldncok ujrarendezédését
okozza, valamint fazisszepardciot idéz el0 [184]. A transzmembran fehérjékre
nyomdst fejthet ki a kornyezé lipidek Gd’* jelenlétében bekovetkezd
kondenzacidja, €s ez a nyomds megakadalyozhatja a mechanikai fesziiltség dltal
kivéltott konformdacids atmenetet [182]. A GdCl; (40 uM) szignifikdnsan
csokkenti a k6zonséges ponty spermdjidnak membranfluiditasit €s a hipotonids
kezelés fluidizal6 hatasat is ellenstlyozza (3. tablazat). Ez a megfigyelés azt az
elképzelést tdmasztja ald, hogy a gadolinium a plazmamembrin strukturalis
valtozasat idézi eld.

Az az eredményt alapul véve, hogy a hipoozmotikus kezelés a

membranszerkezet atrendez0dését eredményezi [137,185], azt vartuk, hogy a
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gadolinium gatolja az ozmoregulélt spermiumok motilitdsat, ezzel szemben nem
lesz hatassal a Ciona motilitdsdra. Azt is vartuk, hogy a membranfehérjékben
bekovetkezo, fesziilés-indukélt konformacids valtozadsok szerepet jatszanak a
spermuim aktivicios folyamataiban. A mechanoszenzitiv csatorndk nagyon
érzékenyen reagidlnak az ozmodzisnyomds vdéltozasara, €s igy modosithatjak
olyan membranfehérjéknek az aktivitasat [97], amelyek a spermiumok
aktivaciéjaban szerepet jatszanak [176]. Ezek a fehérjék lehetnek Ca**-csatornak
(mint példdul a kozonséges ponty esetében, ahol az extracelluldris Ca** jelenléte
sziikséges ahhoz, hogy a hipoozmotikus kezelés kivaltsa a motilitast), de
lehetnek receptorfehérjék is, amelyek a transzmembran jeldtviteli folyamat
részeként a belsd raktarakbél torténd Ca’*-felszabaduldst idézik eld (mint a
fugunal). Mas membrankomponensek szabalyozasa is torténhet ilyen médon. Az
aktivaciot kovetOen vizbedramlds tOrténik. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a mechanikai fesziiltség hatdsara 1étrejovo aktivacid

egyidejlileg az 6sszes membranbeli csatorndra hathat, igy a viz-csatorndkra is.

5.5. Korrelacié a toxin-kotodés térbeli gatlasa és az MHC-molekulakat

tartalmazo lipid raft receptorsiiriisége kozott

Az MHC I, MHC II és IL-2Roa molekuldkhoz kotott arany nanogdmbdok
altal kifejtett sztérikus gatlas jelensége a [108] —ban leirt energiatranszferes,
konfokdlis fluoreszcens mikroszkopids és a transzmisszios
elektronmikroszkopos (TEM) mérések illetve sajat energiatranszferes
méréseink alapjan értelmezhetd. A 6. tablazat alapjan gy tlinik, hogy a k,,-beli
relativ valtozasokat a receptor-striis€g (amely forditottan ardnyos a receptor-
receptor tdvolsdggal), a klaszter-méret és a vizsgalt receptor mindsége hatirozza
meg. A 6. tablazatbdl az is lathatd, hogy a k,, relativ valtozdsa az MHC 1 és
MHC II specifikus aranygdmb-jelolésének hatdsara volt a legnagyobb (-42.7 +
9.8 és -40.0 = 10.3 %), amelynek magyardzata az lehet, hogy mindkét MHC-
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fehérje nagyméretti €s surQi klasztereket alkot, valamint azzal a ténnyel, hogy
nagymértékben heteroasszocidltak. Ezen a sejtvonalon kordbban végzett
konfokdlis fluoreszcens mikroszkopos és TEM analizisek azt mutattdk, hogy az
MHC I és MHC 1II is kozelitoleg 700 nm-es atlagos atmérdjii klasztereket
alkotnak [108]. A TEM képeken az is lathat6, hogy kb. 20 aranygdmbbdl 4allo,
kozel Osszefiiggd arany-szigetek vannak, mindossze néhdany nm-es részecskék
kozotti tavolsaggal [108]. A 20 %-os FRET hatékonysag (4. tablazat A része)
alapjan, az MHC I glikoproteinekre szamitott kicsiny, 7 nm-es receptor-receptor
tdvolsdg alapjan varhaté ilyen klaszter-fluktuidciok kialakuldsa. Az egymads
melletti nanogdmbok kozotti rések ezekben a struktirakban elegendden kicsik
ahhoz, hogy effektiv médon gatoljdk a toxin feliileti diffuzidjat, mieldtt az a
célba érne. Emellett, az aranyrészecskék €s csatorndk molekuldris szinti (<10
nm) proximitasa esetén a k,, direkt modositisat is varhatjuk. A toxin-kotddés
bemosasi 1d6allanddjanak (T,,) ilyen mértékli csOkkenése alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a Kvl1.3 csatorndk az MHC-molekulédkat tartalmazé
lipid raftokban vannak, vagy legaldbbis tObbségiik a részecskemérettel
Osszemérhetd tavolsigban van a raftoktdl (ez 30-50 nm, az aranygomb
atmérOjének €s a bevono antitestréteg vastagsaganak az osszege) [186,157].

Kisebb mértékil, mégis szignifikdns, 18 %-os relativ csokkenést mértiink a
ko, értékében az IL-2Ra alegység esetében. Ez annak tulajdonithatd, hogy bér az
IL-2Ra az MHC I és MHC 1I fehérjekhez hasonlé méretii klasztereket alkot, a
stiriségiik szignifikdansan kisebb, a nagyobb receptor-receptor tavolsagnak (8.8
nm az IL-2Ra-ra és 7.0 nm az MHC I-re) és az ide vonatkozé konfokalis
képeknek megfelelden. Az eredmények szerint a Kv1.3 csatorna az IL-2Ra
alegységekkel is hasonl6é nagysagrendii, bar némileg kisebb mértékli molekularis
kozelségben van.

Mivel a VLA-4 integrin az MHC I és MHC II receptorokhoz nagyon
kozel helyezkedik el (lasd a 14. abra D részének energiatranszfer-hatékonysag

értékeit), azt varnank, hogy a VLA-4-hez kotott arany nanorészecskék a toxin

83



kotddési tulajdonsdgait is képesek modositani. A varakozdssal ellentétben a
detektdlt modositds nem volt szignifikdns, valdsziniileg a receptorok nagyon
alacsony expresszids szintje miatt. Bar a VLA-4 integrinek kozott jelentOs
energiatranszfert figyeltiink meg, a nagyon alacsony expresszios szintjiik (6.
tablazat) miatt lehetséges, hogy legtobbjiik dimer formajaban van jelen, ami
csokkenti a toxin-kotodés gatlasanak hatékonysagat.

A TrfR esetében sem taldltunk szignifikdns valtozdst az asszocidcid
sebességi dllanddjaban (k,,). Bar a TrfR molekulédk kiterjedt, siirQi klasztereket
alkotnak (7.4 nm-es receptorok kozotti tavolsdg, 200 nm-es atlagos klaszter-
méret, [108]), hatdsuk azért lehet elhanyagolhat6, mert foleg az MHC-ket
tartalmazd lipid raftoktdl kiillonb6z0 sejtmembran-beli kompartmentekben
helyezkedik el. Azt a tényt, hogy ezen a sejtvonalon a TrfR-ok mashol
talalhatok, az altalunk mért kis energiatranszfer-hatékonysiagok is igazoljék,
amikor az egyik oldalon a TrfR volt, a mésik oldalon pedig az MHC I vagy a
VLA-4 integrin (4. tablazat E rész), illetve a korabbi konfokalis mikroszkopos
€s TEM megfigyelések i1s ezt tdmasztjadk ala [108]. A TrfR kiilonb6zo
kompartmentalizidciés mintdzatat tobb mds, foleg limfoid eredetli sejtvonal

felszinén is kimutattak [105].

5.6. A Kv1.3 elhelyezkedésének funkcionalis kovetkezményei

A bemosasi 1d0 modulacidjdnak hidnya a TrfR-hoz kotott nanogdmbok
esetében alatdmasztjak azt az elképzelést, hogy az MHC és IL-2Ro molekuldk
bemosdasi-ido novekedései a Kv1.3 csatorndk proximitdsat tiikkrozik ezekhez a
receptorokhoz. Azon véleményiinket, hogy a Kv1.3 csatorna raftokhoz torténo
kozelségének funkcionalis szerepe van, megerdsitik azok a kisérleteink, melyek
sordn a Kv1.3 csatorna gatlasat mértiilk az MHC II-ellenes 1.243 és az IL-2Ra-

ellenes anti-Tac antitestek hatdsdra. Tovabbi vizsgalat targyat képezi annak
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eldontése, hogy ezt a hatdst az antitest és a csatorna sztérikus kolcsonhatdsa
okozza, vagy indirekt mddon, jelatviteli utvonalak (ezeken beliil tirozin-

kinazok) aktivitasa.

5.7. Receptor-proximitasok detektalasa ioncsatornak receptor altali

modulacidjanak térbeli gatlasaval

A proximitds-detektalds 4ltalunk javasolt elvét, amikor patch-clamp
technikdval kotddési reakciok lelassulasat mérjiik, ki lehet terjeszteni barmely
olyan receptor-parra, melyek kozill az egyik képes ioncsatorna-aktivitdst
modositani. Legfontosabb feltételezésiink az, hogy egy csatorna-modulalé
receptorhoz torténd ligand-kotodést le lehet szoritani azéltal, hogy megfeleld
méretli nanorészecskéket kotiink egy madsik receptorhoz, mely kozel van az
el6zOhoz. A csatorna oldaldr6l mérve, a receptorhoz torténd ligand-kotodés
térbeli  gatldsa a  receptor-indukélt  csatornadram-véltozds  kinetikai
paramétereiben vagy nagysidgiban mérhetd valtozast kell, hogy okozzon.
Specidlis hormon-receptor, pl. TSH [187], IL-2 [123], valamint membran-
potencidlt valtoztatd antitest-antigén rendszerek emlithetOk az ilyen tipusu
kisérletek alanyai kozott. A receptorok elhelyezkedésének a nagy érzékenységii
patch-clamp technikdval tortén0 detektaldsa elonyos lehet akkor, amikor a
csatorna-aktiv receptorok nagyon alacsony szinten expresszdlodnak, és igy
nehezen vizsgalhatok a hagyomanyos fluoreszcencids technikakkal, vagy amikor
az immunfluoreszcens jelolés nem lehetséges valamilyen ok (pl. monoklonéris
antitest hidnya) miatt.

A toxin-kotddési kisérleteink sordn a csatorna-aram szignifikdns
csokkenését figyeltilk meg az 1.243 (53 %) MHC Il-ellenes és anti-Tac (48 %)
IL-2Ro  ellenes antitestek kotédése nyoman a Kit 225 K6 T-limféma
sejtvonalon. Bene €s munkatdarsai a sejtmembran depolarizacidjat tapasztaltdk az

MHC II-hoz tortén0 antitest-kot0dés soran JY B limfoblaszt sejteken [127],

85



Pieri és munkatarsai pedig az IL-2 receptorhoz torténd IL-2 kotddéskor HUT-
102B2 T-limfoblaszt sejteken [126]. Ezek a megfigyelések 6sszhangban allnak
azon elképzelésiinkkel, hogy mindkét receptor ugyanannak a transzmembran
szignalizacios platformnak, az MHC-ket tartalmaz6 lipid raftnak az eleme
ezeken a sejtvonalakon [104,110].

Az MHC 1 és MHC II nagymértékii molekularis kozelségére alapozva,
(7.0 £ 0.1 nm receptorok kozotti tdvolsag), figyelembe véve a nagymértékben
atfedd molekularis klaszterekbe rendezodésiiket [108], és az MHC 1II
csatornamodulacids képességét, az el0zdekben megfogalmazott detektilasi elvet
alkalmaztuk az MHC I-MHC II parra. Bar kisérleteinkben a térbeli gatlas pontos
modjat nem tudtuk meghatarozni, ebben az 1.243 antitest MHC II-ho6z torténo
kotddését megeldzo feliileti diffuzidjanak akaddlyozdsa ugyanugy szerepet
jatszhat, mint az MHC II-n 1évo L243-k6t0 epitop aranygémb altali direkt
arnyékoldsa. Ez a kisélet a Pi2 toxinnal végzett kisérleteinkkel analdg, és
méréseink egyfajta belsd kontrolljaként szolgélhat, azt demonstrdlva, hogy egy
“elektromosan aktiv’ (MHC II) és “elektromosan csendes” (MHC I) receptor
proximitasit ki lehet mutatni a patch-clamp technika segitségével, a “gatolt
kotodés” elvének felhasznalasdval. Mivel az 1.243 teljes antitest és a Pi2 toxin
ekvivalens atmérdje ugyanabba a nagysagrendbe esik (az elObbit helyettesitd
gdmb atmérdje 7.1 nm, az utébbié pedig 2.2 nm), hasonl6 nagysigu effektusokat

vartunk a kétféle kisérletben.

5.8. A Kv1.3 MHC-ket tartalmazo lipid raftokban torténé lokalizacidjanak
biolégiai szerepe

Figyelembe véve, hogy (1) az IL-2R komplex éaltal kozvetitett jelatvitel a
T-sejtes valasz kivaltasaban €s az aktivacié indukalt sejthaldlban jol ismert
szerepet jatszik [113], (2) a VLA-4 integrinek aktiv szerepet jatszanak az

immunszinapszis  létrejottében  az  immunfelismerés €s a  sejtek
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helyvaltoztatisdnak folyamataban [188,189,109], és (3) az MHC I és MHC II
receptorokrdl Ujabban kimutattak, hogy kozvetlen szerepet jitszanak a pl.
apoptozishoz vezetd transzmembran jelatviteli folyamatok elinditasaban
[114,190,115,191,116,192]; valdszintisithetd, hogy a Kv1.3 kéliumcsatornik
MHC-ket tartalmazé lipid raftok kozelében torténd elhelyezkedése a
membranpotencidl-valtozas altal kozvetitett szignalizicié gyorsitasaban jatszik
szerepet. A gyorsitds a hirvivé molekuldk receptorok és csatorndk egyes helyei

kozotti diffuzio idejének rovidiilésében jelentkezhet [131,158].
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6. Osszefoglalas

Kisérleteink nyoman megallapitasokat tehettiink egyes, a citoplazma
membranban 1év0 kationcsatorndknak receptorok €s extracellularis ozmolaritas
altali szabdlyozasarol. A méréseket tobb faj tobbféle szovettipusan végeztiik, a
valasztast minden esetben egy-egy érdeklodést kivalto, ioncsatorndkkal
kapcsolatos jelenség megléte indokolta.

A DDTI1 MF-2 simaizomsejteken az A; adenozin-receptor agonista CPA
€s az A, adenozin-receptor agonista CGS 21680 ellentétes irdnyban valtoztatta
meg a membranpotencidlt. Az A; antagonista DPCPX és az A,, antagonista
CSC (xantin-tipusi) vagy ZM 241385 (nem xantin-tipusud) jelenléte
megakadédlyozta a membranpotencidlvaltozdst. A CPA megsziintette a CGS
21680 altal eldidézett hatast. A CPA alkalmazdsa ddzisfiiggd mddon novelte
sejteken mért kifelé iranyuld fesziiltségfiiggd kaliumaramot, ezzel szemben a
CGS 21680 csokkentette azt (szintén dozisfiiggd modon). Ennek alapjan a
kaliumkonduktancidban  bekOvetkezO  valtozas  tehetd  felel0ssé  a
membranpotencidlbeli valtozdsokért. A CGS 21680 dozisfiiggd dramblokkol6
hatdsdhoz egy ugyanolyan doézisfiiggést mutaté dramkinetikabeli véltozds is
tarsult: A csatorndk inaktivacidja leginkdbb az agonista 100 nM-os
koncentracioja mellett gyorsult. A pertussis-toxin alkalmazéisa nem befolyasolta
a CGS 21680 aramblokkol6é hatasét, jelezve, hogy az Ajs-agonista nem G-
proteinen keresztiil modulélja a kaliumcsatornékat.

Elvégeztik a NECA adenozin-receptor agonista és fluorizalt, PET
mérések soran felhasznalhato szarmazéka, az F-NECA altal kivaltott
funkcionadlis valaszok Osszehasonlitasat. Tengerimalac szoveteit vizsgélva, az A,
adenozin-receptorokat  expresszalo, elektromosan  stimulalt  pitvari
szivizomzatban mind a NECA, mind az F-NECA koncentraciofiiggd moédon
csokkentette a kontraktilis erdt. A tiiddartéria-csikokban (ahol A; és Ajg is jelen

van) szintén dozisfiiggd modon fazisos kontrakciot valtott ki mindkét vegyiilet
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(csak A -medidlt hatds). Mindemellett az F-NECA hatdsa kisebb volt
ugyanolyan koncentracié mellett, mint a NECA altal kivaltott valasz a pitvari
szivizomzatban és a tiidoartéridban 1s (az ECsy értékekben mutatkozott
kiilonbség). Az A,g adenozin-receptorokat expresszald6 mellkasi aorta
preparatumon a NECA és az F-NECA is d6zisfiiggd modon relaxaciot indukalt.
A vegylileteket tekitve nem volt kiilonbség sem a maximalis hatds, sem a Hill-
koefficiens, sem a félhatasos doézis értékei kozott. A DPCPX-elokezelt
tildOartéridkon a NECA és az F-NECA is gyors relaxiciot valtott ki (Ajg-
receptor-medidlt hatds). Itt sem volt kiillonbség a dozis-hatds gorbék egyik
paramétere kozott sem.

A DDTI1 MF-2 sejteken mért fesziiltségfiiggd kaliumaramot mind a
NECA mind az F-NECA szignifikdnsan csokkentette. A csokkenés mértéke
azonban az F-NECA esetében kisebb volt. Az adenozin-analégok a teljes-sejt
aram inaktivaciojat is gyorsitottdk, az F-NECA itt is kisebb hatédssal birt. Az
aram aktivicios iddallandgjat csak a NECA-val torténd perfuzié csokkentette.
Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az F-NECA a NECA egy
funkciondlisan kevésbé aktiv analdgja.

Azt 1s megmutattuk, hogy a gadolinium a fugu hal és a ponty
spermiumanak motilitasat dézisfliggd modon csokkentette. A gadolinium hatasa
reverzibilis volt, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mechanikai fesziilés-
aktivalt kationcsatorndk fontos szerepet jatszanak a tengeri halak spermium-
motilitdsanak kivaltasaban. A fugu spermiumébdl szarmazo bizonyos fehérjék
1zoelektromos pontja megvaltozik, amikor a spermium-motilitds hiperozmotikus
kornyezetben aktivalodik. Az egyik ilyen fehérje izoelektromos pontjanak
eltolédasat teljes mért€kben gatolta a gadolinium-kezelés. Ez a fehérje
kozvetitheti a fesziilés-aktivalt csatorndk hatasat. A fluoriméteres anizotrdpia-
méréseink sordn azt taldltuk, hogy a ponty spermium motilitdsat kivalto
hipoozmotikus kezelés noveli a membranfluiditdst. Amikor a hipoozmotikus

kezelést gadolinium jelenlétében alkalmaztuk, a spermium membranjianak
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fluiditdsa nem valtozott, és a gadolinium a motilitast is blokkolta. A fesziilés-
aktivalt kationcsatorndk tehat szerepet jatszanak olyan fajok spermium-
motilitdsdnak meginditidsdban, ahol a spermium eltérd ozmolaritdsu kozegbe
keriil a megtermékenyitéskor.

Egy masik kisérletsorozatban ioncsatorndk €s receptorok tavolsigat,
egyiittallasat vizsgaltuk humén T-limféma sejtvonalon. A patch-clamp technika
segitségével kimutattuk, hogy az MHC I, MHC II glikoprotein, IL-2Ro
alegység, VLA-4 integrin és transzferrin sejtfelszini receptorokhoz kotott 30 nm
atmérOju arany nanorészecskék kiilonbozoképpen moduldljdk a Pi2 toxin Kv1.3

csatorndkhoz torténd kotodését. A modulicid a csucsaramok exponencidlis
illesztésével nyert T;, toxin-bemosasi (relaxicids) iddallandé novekedésében

mutatkozott meg a jeloletlen sejtekhez képest. Osszevetettik az
elektrofiziol6giai adatokat az aramlési citometrids energiatranszfer-kisérletek
sordn kapott, a receptor-klaszterekre vonatkoz6o eredményekkel. Ez alapjan
elmondhattuk, hogy a moduldcié fiigg a receptor-klaszterek slrliségétol és
méretétol, amivel a Kv1.3 csatornak MHC-molekulakat tartalmazo raftokhoz
val6 kozelségét demonstraltuk. Tovabbi méréseink szerint MHC I1-h6z torténo
antitest-kotodés részlegesen blokkolja a csatornadramot. Ezt a tényt és az MHC 1
és MHC II mar elOzetesen igazolt kozelségét felhaszndlva egy olyan kisérletet
végeztiink, melynek sordin MHC I-hez kotott aranygombok MHC II-hoz torténo
antitest-kotodést  leszorito  hatasat  vizsgaltuk. Az MHC  II-altali
csatornamodulacidt ilyen modon sikeresen gatoltuk. Kidolgoztunk tehat egy
olyan Uj moddszert, mellyel receptor-csatorna vagy receptor-receptor
proximitasokat tudunk detektalni, a koncentraci6-ugrast kovetd, sztérikusan

gatolt diffuzié elmélete alapjan.

90



7. Irodalomjegyzék

[1] Sperelakis N: Cell Physiology Sourcebook: A Molecular Approach, Third
Edition, Academic Press (2001)

[2] Darnell, JE: Molecular cell biology, Scientific American Books (1990)

[3] Hill CS, Treisman R: Transcriptional regulation by extracellular signals:
mechanisms and specificity: Cell 80, 199-211 (1995)

[4] Grotzinger J: Molecular mechanisms of cytokine receptor activation.
Biochim. Biophys. Acta. 1592, 215-23 (2002)

[5] Siddiqi SM, Jacobson KA, Esker JL, Olah ME, Ji XD, Melman N, Tiwari
KN, Secrist JA 3rd, Schneller SW, Cristalli G: Search for new purine- and
ribose-modified adenosine analogues as selective agonists and antagonists at
adenosine receptors. J. Med. Chem. 38, 1174-88 (1995)

[6] Barik S: Protein phosphorylation and signal transduction. Subcell. Biochem.
26, 115-64 (1996)

[7] Schlessinger J: Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell 103, 211-25

[8] Collins SH, Caron MG, Lefkovitz RJ: From ligand binding to gene
expression: new insights into the regulation of G-protein-coupled receptors.
Trends Biochem. Sci. 17, 37-39 (1992)

[9] Deckmyn H, VanGreet C, Vermylen J: Dual regulation of phospholipase C
activity by G-proteins. News Physiol. Sci. 8, 61-63 (1993)

[10] Hrbasova M, Novotny J, Hejnova L, Kolar F, Neckar J, Svoboda P: Altered
myocardial Gs protein and adenylyl cyclase signaling in rats exposed to chronic
hypoxia and normoxic recovery. J. Appl. Physiol. 94, 2423-32 (2003)

[11] Zou Y, Komuro I, Yamazaki T, Kudoh S, Uozumi H, Kadowaki T, Yazaki
Y: Both Gs and Gi proteins are critically involved in isoproterenol-induced
cardiomyocyte hypertrophy. J. Biol. Chem. 274, 9760-70 (1999)

[12] Kilts JD, Gerhardt, MA, Richardson MD, Sreeram G, Mackensen GB,

Grocott HP, White WD, Davis RD, Newman MF, Reves JG, Schwtnn, DA
Kwatra MM: f3,-adrenergic and several other G-protein-coupled receptors in

91



human atrial membranes activate both Gs and Gi. Circulation Res. 87, 705-709
(2000)

[13] Vasquez C, Lewis DL: The beta2-adrenergic receptor specifically
sequesters Gs but signals through both Gs and Gi/o in rat sympathetic neurons.
Neuroscience 118, 603-10 (2003)

[14] Denninger JW, Marletta, MA: Guanylate cyclase and the NO/cGMP
signaling pathway. Biochem. Biophys. Acta 1411, 334-350 (1999)

[15] Missiaen L, Parys JB, De Smedt H, Sienaert I, Bootman MD, Casteels R:
Control of the Ca2+ release induced by myo-inositol trisphosphate and the
implication in signal transduction. Subcell. Biochem. 26, 59-95 (1996)

[16] Davis MA, Carbott DE. Herbimycin A and geldanamycin inhibit okadaic
acid-induced apoptosis and p38 activation in NRK-52E renal epithelial cells.
Toxicol. Appl. Pharmacol. 161, 59-74 (1999)

[17] Yang EB, Wang DF, Mack P, Cheng LY. Genistein, a tyrosine kinase
inhibitor, reduces EGF-induced EGF receptor internalization and degradation in
human hepatoma HepG2 cells: Biochem. Biophys. Res. Commun. 224, 309-17
(1996)

[18] Stork PJ, Schmitt JM: Crosstalk between cAMP and MAP kinase signaling
in the regulation of cell proliferation. Trends. Cell. Biol. 12, 258-66 (2002)

[19] Hanke S, Nurnberg B, Groll DH, Liebmann C: Cross talk between beta-
adrenergic and bradykinin B(2) receptors results in cooperative regulation of
cyclic AMP accumulation and mitogen-activated protein kinase activity. Mol.

Cell. Biol. 21, 8452-60 (2001)

[20] Ewald DA, Williams A, Levitan IB: Modulation of single Ca**-dependent
K+-channel activity by protein phosphorylation. Nature 315, 503-6 (1985)

[21] Reinhart PH, Chung S, Martin BL, Brautigan DL, Levitan IB: Modulation
of calcium-activated potassium channels from rat brain by protein kinase A and
phosphatase 2A. J. Neurosci. 11, 1627-35 (1991)

[22] Curtis BM, Catterall WA. Phosphorylation of the calcium antagonist

receptor of the voltage-sensitive calcium channel by cAMP-dependent protein
kinase. Proc. Natl. Acad. Sci. 82, 2528-32 (1985)

92



[23] Tilly BC, Winter MC, Ostedgaard LS, O'Riordan C, Smith AE, Welsh M1J:
Cyclic AMP-dependent protein kinase activation of cystic fibrosis

transmembrane conductance regulator chloride channels in planar lipid bilayers.
J. Biol. Chem. 267, 9470-3 (1992)

[24] L1 M, West JW, Lai Y, Scheuer T, Catterall WA: Functional modulation of
brain sodium channels by cAMP-dependent phosphorylation. Neuron 8, 1151-9
(1992)

[25] Winklhofer M, Matthias K, Seifert G, Stocker M, Sewing S, Herget T,
Steinhauser C, Saaler-Reinhardt S: Analysis of phosphorylation-dependent
modulation of Kvl.1 potassium channels. Neuropharmacology 44, 829-42
(2003)

[26] Peretz A, Sobko A, Attali B: Tyrosine kinases modulate K+ channel gating
in mouse Schwann cells. J. Physiol. 519, 373-84 (1999)

[27] Tiran Z, Peretz A, Attali B, Elson A: Phosphorylation-dependent regulation

of Kv2.1 Channel activity at tyrosine 124 by Src and by protein-tyrosine
phosphatase epsilon. J. Biol. Chem. 278, 17509-14 (2003)

[28] Chung I, Schlichter LC: Native Kv1.3 channels are upregulated by protein
kinase C. J. Membr. Biol. 156, 73-85 (1997)

[29] Cai YC, Douglass J.: In vivo and in vitro phosphorylation of the T
lymphocyte type n (Kv1.3) potassium channel. J. Biol. Chem. 268, 23720-7
(1993)

[30] Bowlby MR, Fadool DA, Holmes TC, Levitan IB: Modulation of the Kv1.3
potassium channel by receptor tyrosine kinases. J. Gen. Physiol. 110, 601-10
(1997)

[31] Fadool DA, Holmes TC, Berman K, Dagan D, Levitan IB: Tyrosine
phosphorylation modulates current amplitude and kinetics of a neuronal voltage-
gated potassium channel. J. Neurophysiol. 78, 1563-73 (1997)

[32] Szabo I, Gulbins E, Apfel H, Zhang X, Barth P, Busch AE, Schlottmann K,
Pongs O, Lang F: Tyrosine phosphorylation-dependent suppression of a voltage-
gated K+ channel in T lymphocytes upon Fas stimulation. J. Biol. Chem. 271,
20465-9 (1996)

[33] Breitwieser GE: G protein-mediated ion channel activation. Hypertension
17, 684-92 (1991)

93



[34] Pelleg A, Porter RS: The pharmacology of adenosine. Pharmacotherapy 10,
157-74 (1990)

[35] Belardinelli L, Giles WR, West A: Ionic mechanisms of adenosine actions
in pacemaker cells from rabbit heart. J. Physiol. 405, 615-33 (1988)

[36] Martynyuk AE, Zima A, Seubert CN, Morey TE, Belardinelli L, Dennis
DM: Potentiation of the negative dromotropic effect of adenosine by rapid heart
rates: possible ionic mechanism. Basic Res. Cardiol. 97, 295-304 (2002)

[37] Donahue JK, Orias D, Berger RD, Tomaselli GF, Lawrence JH, Calkins H:
Comparison of adenosine effects on atrioventricular node reentry and
atrioventricular reciprocating tachycardias. Clin. Cardiol. 21, 743-5 (1998)

[38] Yada T, Richmond KN, Van Bibber R, Kroll K, Feigl EO: Role of
adenosine in local metabolic coronary vasodilation. Am. J. Physiol. 276, 1425-
33 (1999)

[39] Brodmann M, Stelzer I I, Friedl I I, Lueger A, Pilger E, Stark G:
Comparison of the Effect of Prostaglandin E(1), Prostacycline and Adenosine on
Peripheral Vascular Resistance. Int. J. Angiol. 10, 31-33 (2001)

[40] Brand A, Vissiennon Z, Eschke D, Nieber K: Adenosine A(1) and A(3)
receptors mediate inhibition of synaptic transmission in rat cortical neurons.
Neuropharmacology 40, 85-95 (2001)

[41] Fredholm BB, Abbracchio MP, Burnstock G, Daly JW, Harden TK,
Jacobson KA, Leff P, Willlams M: Nomenclature and classification of
purinoceptors. Pharmacol. Rev. 46, 143-56 (1994)

[42] Klinger M, Freissmuth M, Nanoff C: Adenosine receptors: G protein-
mediated signalling and the role of accessory proteins. Cell. Signal. 14, 99-108
(2002)

[43] Asano T, Shinohara H, Morishita R, Norota I, Kato K, Endoh M: The G-
protein G(o) in mammalian cardiac muscle: localization and coupling to Al
adenosine receptors. J. Biochem. (Tokyo) 117, 183-9 (1995)

94



[44] Shim JO, Shin CY, Lee TS, Yang SJ, An JY, Song HJ, Kim TH, Huh IH,
Sohn UD: Signal transduction mechanism via adenosine Al receptor in the cat
esophageal smooth muscle cells. Cell. Signal. 14, 365-72 (2002)

[45] McIntire WE, MacCleery G, Garrison JC: The G protein beta subunit is a
determinant in the coupling of Gs to the beta 1-adrenergic and A2A adenosine
receptors. J. Biol. Chem. 276, 15801-9 (2001)

[46] Ralevic V, Burnstock G: Receptors for purines and pyrimidines.
Pharmacol. Rev. 50, 413-92 (1998)

[47] Fredholm BB, IJzerman AP, Jacobson KA, Klotz KN, Linden J:
International Union of Pharmacology. XXV. Nomenclature and classification of
adenosine receptors. Pharmacol. Rev. 53, 527-52 (2001)

[48] Hein TW, Wang W, Zoghi B, Muthuchamy M, Kuo L: Functional and
molecular characterization of receptor subtypes mediating coronary
microvascular dilation to adenosine. Functional and molecular characterization

of receptor subtypes mediating coronary microvascular dilation to adenosine. J.
Mol. Cell. Cardiol. 33, 271-82 (2001)

[49] Ford WR, Maddock HL, Buckingham RE, Broadley KIJ: Differences
between the vasorelaxant activity of adenosine-receptor agonists on guinea-pig

isolated aorta precontracted with noradrenaline or phenylephrine. J. Pharm.
Pharmacol. 51, 1183-90 (1999)

[50] Shin HK, Shin YW, Hong KW: Role of adenosine A(2B) receptors in
vasodilation of rat pial artery and cerebral blood flow autoregulation. Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol. 278, 339-44 (2000)

[51] Nayeem MA, Mustafa SJ: Protein kinase C isoforms and Al adenosine
receptors in porcine coronary smooth muscle cells. Vascul. Pharmacol. 39, 47-
54 (2002)

[52] McCormack DG, Clarke B, Barnes PJ: Characterization of adenosine
receptors in human pulmonary arteries. Am. J. Physiol. 256, 41-6 (1989)

[53] Pelzmann B, Schaffer P, Machler H, Rigler B, Koidl B: Adenosine inhibits
the L-type calcium current in human atrial myocytes. Naunyn Schmiedebergs
Arch. Pharmacol. 351, 293-7 (1995)

95



[54] Phillis, J W: Adenosine in the control of the cerebral circulation.
Cerebrovasc. Brain Metab. Rev. 1, 26-54 (1989)

[55] Coney AM, Marshall JM: Role of adenosine and its receptors in the

vasodilatation induced in the cerebral cortex of the rat by systemic hypoxia. J.
Physiol. 509, 507-18 (1998)

[56] Bryan PT, Marshall JM: Cellular mechanisms by which adenosine induces
vasodilatation in rat skeletal muscle: significance for systemic hypoxia. J.
Physiol. 514, 163-75 (1999)

[57] Collis MG: Adenosine relaxes the aorta by interacting with an A, receptor
and an intracellular site. Eur. J. Pharmacol. 96, 61-69 (1983)

[58] Szentmiklosi AJ, Ujfalusi A, Cseppento A, Nosztray K, Kovacs P, Szabo
JZ: Adenosine receptors mediate both contractile and relaxant effects of

adenosine in main pulmonary artery of guinea pigs. Naunyn Schmiedebergs
Arch. Pharmacol. 351, 417-425 (1997)

[59] Dickenson JM, Hill SJ: Intracellular cross-talk between receptors coupled
to phospholipase C via pertussis toxin-sensitive and insensitive G-proteins in
DDT1-MEF2 cells. Br. J. Pharmacol. 109, 719-724 (1993)

[60] King BF, Pintor J, Wang S, Zigashin U, Zigashina LE and Burnstock GA:
Novel P1 purinoceptor activates an outward K+ current in follicular oocytes of
Xenopus laevis. J. Pharmacol. Exp. Ther. 276, 93-100 (1996)

[61] Martynyuk AE, Kane KA, Cobbe SM and Rankin AC: Adenosine increases
potassium conductance in isolated rabbit atrioventricular nodal myocytes.
Cardiovas. Res. 30, 668-675 (1995)

[62] Ralevic V and Burnstock G: Receptors for purines and pyrimidines.
Pharmacol. Rev. 50, 413-492 (1998)

[63] Heaps CL, Bowles DK: Gender-specific K(+)-channel contribution to

adenosine-induced relaxation in coronary arterioles. J. Appl. Physiol. 92, 550-8
(2002)

[64] Price, JM, Cabell F, and Hellerman A: Inhibition of cAMP mediated
relaxation in rat coronary vessels by block of Ca™" activated K" channels. Life
Sci. 58, 2225-2232 (1996)

[65] Shimizu S, Yokoshiki H, Sperelakis N, Paul RJ. Role of voltage-dependent

and Ca(2+)-activated K(+) channels on the regulation of isometric force in
porcine coronary artery. J. Vasc. Res. 37, 16-25 (2000)

96



[66] Hein, TW, and Kuo L: cAMP-independent dilation of coronary arterioles to
adenosine: role of nitric oxide, G proteins, and Karp channels. Circ. Res. 85,
634-642 (1999)

[67] Cabell, F, Weiss DS, and Price JM. Inhibition of adenosine-induced
coronary vasodilation by block of large-conductance Ca**-activated K* channels.
Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 267, 1455-1460 (1994)

[68] Kuo, L, and Chancellor JD: Adenosine potentiates flow-induced dilation of
coronary arterioles by activating Katp channels in endothelium. Am. J. Physiol.
Heart Circ. Physiol. 269, 541-549 (1995)

[69] Marian T, Lehel S, Lengyel Z, Balkay L, Horvath G, Mikecz P, Miklovicz
T, Fekete I, Szentmikl6si AJ: The [18F]-FNECA serves as a suitable radioligand

for PET investigation of purinergic receptor expression. Orv. Hetil. 143, 1319-
22 (2002)

[70] Lehel Sz, Horvath G, Boros I, Mikecz P, Marian T, Szentmikl6si AJ, Tron
L: Synthesis of 5-N-(2-[F18]Fluoroethyl)-carboxamidoadenosine: A promising
tracer for investigation of adenosine receptor system by PET technique. J.
Labeled Compounds and Radiopharmaceuticals 43, 807-815 (2000)

[71] Morisawa M: Cell signalling mechanism for sperm motility. Zool. Sci. 11,
647-662 (1994)

[72] Morisawa M, Suzuki K: Osmolality and potassium ion: their roles in
initiation of sperm motility in teleosts. Science 210, 1145-1147 (1980)

[73] Morisawa M, Suzuki K, Shimizu H, Morisawa S, Yasuda K: Effect of
osmolality and potassium on motility of spermatozoa from freshwater cyprinid
fishes. J. Exp. Biol. 107, 95-103 (1983)

[74] Billard R, Cosson J, Perchec G, Linhart O: Biology of sperm and artificial
reproduction in carp. Aquaculture 129, 95-112 (1995)

[75] Hoffman EK, Dunham PB: Membrane mechanism and intracellular
signalling in cell volume regulation. Int. Rev. Cytol. 161, 173-262 (1995)

[76] Perchec G, Jeulin C, Cosson J, Andre F, Billard R: Relationship between

sperm ATP content and motility of carp spermatozoa: J. Cell Sci. 108, 747-753
(1995)

97



[77] Oda A, Morisawa M: Rises of intracellular Ca2+ and pH mediate the
initiation of sperm motility by hiperosmolality in marine teleosts: Cell Motil.
Cytoskeleton 25, 171-178 (1993)

[78] Takai H, Morisawa M: Changes in intracellular K+ concentration caused by

external osmolality change regulates sperm motility of marine and freshwater
teleosts. J. Cell Sci. 108, 1175-1181 (1995)

[79] Yoshida M, Inaba K, Morisawa M: Sperm chemotaxis during the process of
fertilization in the ascidians Ciona savigny and Ciona intestinalis. Dev. Biol.
157, 497-506 (1993)

[80] Yoshida M, Inaba K, Ishida K, Morisawa M: Calcium and cyclic AMP
mediate sperm activation, but Ca®* alone contributes sperm chemotaxis in the
Ascidian Ciona savigny. Dev. Growth Differ. 36, 589-595 (1994)

[81] Garbers DL, Kopf GS: The regulation of spermatozoa by calcium cyclic
nucleotides: Adv. Cyclic Nucelotid Res. 13, 251-306 (1980)

[82] Cross NL: Role of cholesterol in sperm capacitation: Biol. Reprod. 59, 7-11
(1998)

[83] Visconti PE, Kopf GS: Regulation of protein phosphorylation during sperm
capacitaion: Biol. Reprod. 59, 1-6 (1998)

[84] Quill TA, Ren D, Clapham DE, Garbers DL: A voltage gated ion channel
expressed specifically in spermatozoa. Proc. Natl. Acad. Sci. 98, 11527-12531
(2001)

[85] Wiesner B, Weiner J, Middendorff R, Hagen V, Kaupp UB, Weyand I:
Cyclic nucleotide-gated channels on the flagellum control Ca**-entry into sperm.
J. Cell Biol. 142, 473-484 (1998)

[86] Serrano CJ, Trevino CL, Felix R, Darszon A: Voltage-dependent Ca2+
channel subunit expression and immunolocalization in mouse spermatogenic
cells and sperm. FEBS Lett. 462, 171-176 (1999)

[87] Westenbroek RE, Babcock DF: Discrete regional distributions suggest
diverse functional roles of calcium channel alphal subunits in sperm. Dev. Biol.
207, 457-469 (1999)

98



[88] Jungnickel MK, Marrero H, Birnbaumer L, Lemos JR, Florman HM: Trp2
regulates entry of Ca®* into mouse sperm triggered by egg ZP3. Nat. Cell. Biol.
3, 499-502 (2001)

[89] Arnoult C, Kazam IG, Visconti PE, Kopf GS, Villaz M, Florman HM:
Control of the low voltage-activated calcium channel of mouse sperm by egg

ZP3 and by membrane hyperpolarization during capacitation. Proc. Natl. Acad.
Sci. 96, 6757-6762 (1999)

[90] Wennemuth G, Westenbroek RE, Xu T, Hille B, Babcock DF: CaV2.2 and
CaV2.3 (N- and R-type) Ca®* channels in depolarization-evoked entry of Ca**
into mouse sperm. J. Biol. Chem. 275, 21210-21217 (2000)

[91] Krasznai Z, Marian T, Balkay L, Géaspar R, Tron L, Morisawa M:
Membrane hyperpolarization removes inactivation of Ca**-channels, leading to

Ca”**-influx, and subsequent initiation of sperm motility in the common carp.
Proc. Natl. Acad. Sci. 97, 2052-2057 (2000)

[92] Jagannathan S, Publicover S, Barratt CL: Voltage operated calcium
channels in male germ cells. Reproduction 123, 203-215 (2002)

[93] Sachs F, Sokabe M: Stretch-activated ion channels and membrane
mechanics. Neurosci. Res. 12, 1-4 (1990)

[94] Yang XC, Sachs F: Mechanically sensitive, nonselective cation channels.
EXS 66, 79-92 (1993)

[95] Chen Y, Simasko SM, Niggel J, Sigurdson WJ, Sach F: Ca®" uptake in GH3
cell during hypotonic swelling: the sensory role of stretch activated ion
channels. Am. J. Physiol. 270, 1790-1798 (1996)

[96] Caldwell RA, Clemo HF, Baumgarten CM: Using gadolinium to identify
stretch-activated channels: technical considerations. Am. J. Physiol. 275, 619-

621 (1998)

[97] Vandorpe DH, Small DL, Dabrowski AR, Morris CE: FMRF-amide and
membrane stretch as activators of the Aplysa. Biophys. J. 66, 46-58 (1994)

[98] Biaggi BA, Enyeart JJ: Gadolinium blocks low- and high treshold calcium
currents in pituitary cells: Am. J. Physiol. 259, 515-520 (1990)

99



[99] Hongo K, Pascarel O, Cazorla F, Gannier JY, Guennec L, White E:
Gadolinium blocks the delayed rectifier potassium current in isolated guinea-pig
ventricular myocytes. Exp. J. Physiol. 82, 647-656 (1997)

[100] Yang XC, Sachs F: Block of stretch-activated ion channels in Xenopus
oocytes by gadolinium and calcium ions. Science 243, 1068-1071 (1989)

[101] Cook SP, Brokaw CJ, Muller CH, Babcock DF. Sperm chemotaxis: Egg
peptides control cytosolic calcium to regulate flagellar responses. Dev. Biol.
165, 10-19 (1994)

[102] Yoshida M, Inaba K, Ishida K, Morisawa M: Calcium and cyclic AMP
mediate sperm activation, but Ca®* alone contributes sperm chemotaxis in the
Ascidian Ciona savigny. Dev. Growth. Differ. 36, 589-595 (1994)

[103] Morisawa M, Okuno M: Cyclic AMP induces maturation of trout sperm
axoneme to initiate motility. Nature 295, 703-704 (1982)

[104] Bene, L., M. Balazs, J. Matko, J. Most, M.P. Dierich, J. Szollds1, and S.
Damjanovich. Lateral organization of the ICAM-1 molecule at the surface of
human lymphoblasts: a possible model for its co-distribution with the IL-2
receptor, class I and class II HLA molecules. Eur. J. Immunol. 24, 2115-2123
(1994)

[105] Métyus, L., L. Bene, H. Heiligen, J. Rausch, and S. Damjanovich. Distinct
association of transferrin receptor with HLA class I molecules on HUT-102B
and JY cells. Immunol. Lett. 44, 203-208 (1995)

[106] Damjanovich, S., J. Matkd6, L. Matyus, G.Jr. Szabd, J. Szoll6si, J.C. Pieri,
T. Farkas, and R.Jr. Gaspar. Supramolecular receptor structures in the plasma
membrane of lymphocytes revealed by flow cytometric energy transfer,

scanning force- and transmission electron-microscopic analyses. Cytometry 33,
225-233 (1998)

[107] Damjanovich, S., L. Bene, J. Matko, L. Matyus, Z. Krasznai, G.Jr. Szabd,
C. Pieri, R.Jr. Gaspar, and J. Szollosi. Two-dimensional receptor patterns in the
plasma membrane of cells. A critical evaluation of their identification, origin
and information content. Biophys. Chem. 82, 99-108 (1999)

100



[108] Vereb, G., J. Matkd, G. Vamosi, S.M. Ibrahim, E. Magyar, S. Varga, J.
Szollosi, A. Jenei, RJr. Gaspar, T.A. Waldmann, and S. Damjanovich.
Cholesterol-dependent clustering of IL-2Ra and its colocalization with HLA and
CD48 on T lymphoma cells suggest their functional association with lipid rafts.

Proc. Natl. Acad. Sci. 97, 6013-6018 (2000)

[109] Bacsd, Z., L. Bene, L. Damjanovich, and S. Damjanovich. IFN-y
rearranges membrane topography of MHC-I and ICAM-1 in colon carcinoma
cells. Biochem. Biophys. Res. Com. 290, 635-640 (2002)

[110] Matké, J., A. Bodnar, G. Vereb, L. Bene, G. Vamosi, G. Szentesi, J.
Szo6ll6si, V. Horejsi, R. Gaspar Jr., T.A. Waldmann, and S. Damjanovich. GPI-
microdomains (membrane rafts) and signaling of the multi-chain interleukin-2
receptor in human lymphoma/leukemia T cell lines. Eur. J. Biochem. 269, 1199-

1208 (2002)

[111] Simons, K., and D. Toomre. Lipid rafts and signal transduction. Nature
Rev. Molec. Cell. Biol. 1, 31-39 (2000)

[112] DiSanto, J.P. Cytokines: shared receptors, distinct functions. Curr. Biol. 7,
R424-R426 (1997)

[113] Nelson, B.H., and D.M. Willerford. Biology of the interleukin-2 receptor.
Adv. Immunol. 70, 1-81 (1998)

[114] Wade, W.F., J. Davoust, J. Salamero, P. André, T.H. Watts, and J.C.
Cambier. Structural compartmentalization of MHC class II signaling function.
Immunol. Today 14, 539-546 (1993)

[115] Skov, S., M. Nielsen, S. Bregenholt, N. @dum, and M.H. Claesson.
Activation of Stat-3 is involved in the induction of apoptosis after ligation of
Major Histocompatibility Complex class I molecules on human Jurkat T cells.

Blood 91, 3566-3573 (1998)
[116] Huby, R.D.J., R.J. Dearman, and I. Kimber. Intracellular phosphotyrosine
induction by Major Histocompatibility Complex Class II requires co-

aggregation with membrane rafts. J. Biol. Chem. 274, 22591-22596 (1999)

[117] Tsong, T.Y. and R.D. Astumian. Electroconformational coupling and
membrane protein function. Prog. Biophys. Mol. Biol. 50, 1-20 (1987)

101



[118] Chandy, K.G., T.E. DeCoursey, M.D. Cahalan, C. McLaughlin, and S.
Gupta. Voltage-gated potassium channels are required for human T lymphocyte
activation. J. Exp. Med. 160, 369-385 (1984)

[119] Matyus, L., C. Pieri, R. Recchioni, F. Moroni, L. Bene, L. Tron, and S.
Damjanovich. Voltage gating of Ca**-activated potassium channels in human
lymphocytes. Biochem. Biophys. Res. Comm. 171, 325-329 (1990)

[120] Damjanovich, S., and C. Pieri. Electro-immunology: membrane potential,
ion-channel activities and stimulatory signal transduction in human T
lymphocytes from young and elderly. Ann. N. Y. Acad. Sci. 621, 29-39 (1991)

[121] Damjanovich, S., C. Pieri, and L. Tréon. Ion channel activity and
transmembrane signalling in lymphocytes. Ann. N. Y. Acad. Sci. 605, 205-210
(1992)

[122] Damjanovich, S., J. Szoll6si, and L. Tréon. Transmembrane signalling in T
cells. Immunol. Today 13, A12-A15 (1992)

[123] Bacso, Z., J. Matko, J. Szoll6si, R.Jr. Gaspéar, and S. Damjanovich.
Changes in membrane potential of target cells promotes cytotoxic activity of
effector T lymphocytes. Immunol. Lett. 51, 175-180 (1996)

[124] Koo, G.C., J.T. Blake, A. Talento, M. Nguyen, S. Lin, A. Sirotina, K.
Shah, K. Mulvany, D.Jr. Hora, P. Cunningham, D.L. Wunderler, O.B.
McManus, R. Slaughter, R. Bugianesi, J. Felix, M. Garcia, J. Williamson, G.
Kaczorowski, N.H. Sigal, M.S. Springer, and W. Feeney. Blockade of the
voltage-gated potassium channel Kv1.3 inhibits immune responses in vivo. J.
Immunol. 158, 5120-5128 (1997)

[125] Jensen, B.S., N. @dum, N.K. Jgrgensen, P. Christophersen, and S.-P.
Olesen. Inhibition of T cell proliferation by selective block of Ca**-activated K*
channels. Proc. Natl. Acad. Sci. 96, 10917-10921 (1999)

[126] Pieri, C., Z. Bacsd, R. Recchioni, F. Moroni, M. Balédzs, R.Jr. Géspar, and
S. Damjanovich. Bretylium differentiates between distinct signal transducing
pathways in human lymphocytes. Biochem. Biophys. Res. Comm. 190, 654-659
(1992)

[127] Bene, L., J. Szollosi, M. Balédzs, L. Matyus, R. Jr. Gaspar, M. Ameloot,
R.E. Dale, and S. Damjanovich. Major Histocompatibility Class I Protein

Conformation Altered by Transmembrane Potential Changes. Cytometry 27,
353-357 (1997)

102



[128] Holmes, T. C., K. Berman, J.E. Swartz, D. Dagan, and 1.B. Levitan.
Expression of voltage-gated potassium channels decreases cellular protein
tyrosine phosphorylation. J. Neuroscience 17, 8964-8974 (1997)

[129] Martel, J., G. Dupuis, P. Deschénes, M.D. Payet. The sensitivity of the
human Kv1.3 (hKv1.3) lymphocyte K" channel to regulation by PKA and PKC
is partially lost in HEK 293 host cells. J. Membrane Biol. 161, 183-196 (1998)

[130] Martens, J.R., R. Navarro-Polanco, E.A. Coppock, A. Nishiyama, L.
Parshley, T.D. Grobaski, and M.M. Tamkun. Differential targeting of Shaker-
like potassium channels to lipid rafts. J. Biol. Chem. 275, 7443-7446 (2000)

[131] Haugh, J.M., and D.A. Lauffenburger. Physical modulation of intracellular
signaling processes by locational regulation. Biophys. J. 72, 2014-2031 (1997)

[132] Haugh, J.M. A unified model for signal transduction reactions in cellular
membranes. Biophys. J. 82, 591-604 (2002)

[133] Norris JS, Kohler PO: Androgen receptors in a Syrian hamster ductus
deferens tumour cell line. Nature 248, 422-424 (1974)

[134] Gerwins P, Nordstedt C, Fredholm BB: Characterisation of adenosine A;
receptors in intact DDT1 MF-2 smooth muscle cells. Mol. Pharmacol. 38, 660-
666 (1990)

[135] Ramkumar V, Barrington WW, Jacobson KA and Stiles GL:
Demonstration of both A; and A, adenosine receptors in DDT1 MF-2 smooth
muscle cells. Mol. Pharmacol. 37, 149-156 (1990)

[136] Molleman A, Nelemans A, van den Akker J, Duijn M, den Hertog A:
Voltage dependent sodium and potassium, but no calcium conductances in
DDT1 MF-2 smooth muscle cells. Pfliigers Arch. 417, 479-484 (1991)

[137] Marian T, Krasznai Z, Balkay L, Balazs M, Emri M, Bene L, Tr6n L:
Hypo-osmotic shock induces an osmolality-dependent permeabilization and
structural changes in the membrane of carp sperm. Histochem. Cytochem.. 41,
291-297 (1993)

[138] Molleman A, Nelemans A, den Hertog A: P,-purinoceptor-mediated
membrane currents in DDT1 MF-2 smooth muscle cells. Eur. J. Pharmacol. 169,
167-174 (1989)

103



[139] Marian T, Boros I, Lengyel Z, Balkay L, Horvath G, Emri M, Sarkadi E,
Szentmiklosi J, Fekete I, Tron L: Preparation and primary evaluation of

[''C]CSC as a possible tracer for mapping adenosine A,, receptors by PET.
Appl. Rad. Isot. 50, 1-7 (1998)

[140] Krasznai Z, Marian T, Balkay L, Emri M, Tréon L: Flow cytometric
determination of absolute membrane potential of cells. J. Photochem. Photobiol.
B Biol. 28, 93-99 (1995)

[141] Miller VM, Vanhoutte PM: Endothelium-dependent contractions to
arachidonic acid are mediated by products of cyclooxigenase. Am. J. Physiol.
248, H432-H437 (1985)

[142] Péter, Jr.M., P. Hajdu, Z. Varga, S. Damjanovich, L.D. Possani, G. Panyi,
and R.Jr. Gaspar. Blockage of human T lymphocyte Kv1.3 channels by Pil, a

novel class of scorpion toxin. Biochem. Biophys. Res. Comm. 278, 34-37
(2000)

[143] Goldstein, S. A. N., and C. Miller. Mechanism of charybdotoxin block of
a voltage-gated K* channel. Biophys. J. 65, 1613-1619 (1993)

[144] Barnstable, C.J., W.F. Bodmer, G. Brown, G. Galfré, C. Milstein, A.F.
Williams, and A. Ziegler. Production of monoclonal antibodies to group A
erythrocytes, HLA and other human cell surface anigens - New tools for genetic
analysis. Cell 14, 9-20 (1978)

[145] Tanabe, M., M. Sekimata, S. Ferrone, and M. Takiguchi. Structural and
functional analysis of monomorphic determinants recognized by monoclonal
antibodies reacting with HLA class I alpha 3 domain. J. Immunol. 148, 3202-
3209 (1992)

[146] Lampson, L.A., and R. Levy. 1980. Two populations of Ia-like molecules
on a human B cell line. J. Immunol. 125, 293-299 (1980)

[147] Trén, L., J. Szolldsi, S. Damjanovich, S.H. Helliwell, D.J. Arndt-Jovin,
and T.M. Jovin. Flow cytometric measurement of fluorescence resonance energy
transfer on cell surfaces. Quantitative evaluation of the transfer efficiency on a

cell-by-cell basis. Biophys. J. 45, 939-946 (1984)

[148] Tron, L. Experimental methods to measure fluorescence resonance energy
transfer processes. Chapter 1. In: Mobility and proximity in biological
membranes. Eds: S. Damjanovich, J. Szolldsi, L. Trén, and M. Edidin. CRC
Press, Boca Raton, Ann Arbor, London, Tokyo 1-47 (1994)

104



[149] Szol16si, J., S. Damjanovich, M. Balazs, P. Nagy, L. Tron, M.J. Fulwyler,
and F.M. Brodsky. Physical association between MHC class I and class II
molecules detected on the cell surface by flow cytometric energy transfer. J.

Immunol. 143, 208-213 (1989)

[150] Matko, J, and M. Edidin. Energy transfer methods for detecting molecular
clusters on cell surfaces. In: Methods Enzymol. 278:444-462. (1997)

[151] Matyus, L. Fluorescence resonance energy transfer measurements on cell
surfaces. A spectroscopic tool for determining protein interactions. J.
Photochem. Photobiol. B 12, 323-337 (1992)

[152] Izumi H, Marian T, Inaba K, Oka Y, Morisawa M: Membrane
hyperpolarization by sperm activating and attracting factor (SAAF) increase
cAMP level and activates sperm motility in the ascidian Ciona intestinalis. Dev.

Biol. 213, 246-253 (1999)

[153] Schiitz, G.J., J. Hesse, G. Freudenthaler, V.Ph. Pastushenko, H.-G. Knaus,
B. Pragl, and H. Schindler. 3D mapping of individual ion channels on living
cells. Single Mol. 1, 153-157 (2000)

[154] Gaspar, Jr.R., L. Bene, S. Damjanovich, C. Mufoz-Garay, E.S. Calderon-
Aranda, and L. D. Possani. B-scorpion toxin 2 from centruroides noxius blocks
voltage-gated K* channels in human lymphocytes. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 213, 419-423 (1995)

[155] Péter, Jr. M., Z. Varga, G. Panyi, L. Bene, S. Damjanovich, C. Pieri, L.D.
Possani, and R. Jr. Géspar. Pandinus imperator Scorpion Venom Blocks
Voltage-Gated K™ Channels in Human Lymphocytes. Biochem. Biophys. Res.

Comm. 242, 621-625 (1998)

[156] Péter, Jr.M., Z. Varga, P. Hajdu, R.Jr. Gaspar, S. Damjanovich, E.
Horjales, L.D. Possani, and G. Panyi. Effects of toxins Pi2 and Pi3 on human T

lymphocyte Kv1.3 channels: the role of Glu7 and Lys24. J. Membrane Biol.
179, 13-25 (2001)

[157] Jurgens, L., A. Nichtl, and U. Werner. Electron density imaging of protein
films on gold-particle surfaces with transmission electron microscopy.
Cytometry 37, 87-92 (1999)

[158] Schnitzer, J.E. Analysis of steric partition behavior of molecules in
membranes using statistical physics. Application to gel chromatography and
electrophoresis. Biophys. J. 54, 1065-1076 (1988)

105



[159] Tong, J., and J.L.. Anderson. Partitioning and diffusion of proteins and
linear polymers in polyacrylamide gels. Biophys. J. 70, 1505-1513 (1996)

[160] Minton. Confinement as a determinant of macromolecular structure and
reactivity. Biophys. J. 63, 1090-1100 (1992)

[161] Han, J., and J. Herzfeld. Macromolecular diffusion in crowded solutions.
Biophys. J. 65, 1155-1161 (1993)

[162] Tomadakis, M.M., and S.V. Sotirchos. Transport properties of random
arrays of freely overlapping cylinders with various orientation distributions. J.
Chem. Phys. 98, 616-626 (1993)

[163] Phillips, R.J. A hydrodynamic model for hindered diffusion of proteins
and micelles in hydrogels. Biophys. J. 79, 3350-3354 (2000)

[164] Berg, H.C., and E.M. Purcell. Physics of chemoreception. Biophys. J. 20,
193-219 (1977)

[165] Axelrod, D., and M.D. Wang. Reduction-of-dimensionality kinetics at
reaction-limited cell surface receptors. Biophys. J. 66, 588-600 (1994)

[166] Dart C, Standen NB: Adenosine-activated potassium current in smooth
muscle cells isolated from the pig coronary artery. J. Physiol. (Lond) 471, 767-
786 (1993)

[167] Kleppisch T, Nelson MT: Adenosine activates ATP-sensitive potassium
channels in arterial myocytes via A, receptors and cAMP-dependent protein
kinase. Proc. Natl. Acad. Sci. 92, 12441-12445 (1995)

[168] Xu L, Enyeart JJ: Adenosine inhibits a non-inactivating K'-current in
bovine adrenal cortical cells by activation of multiple P, receptors. J. Physiol.
(Lond) 521, 81-97 (1999)

[169] Cooper DMF, Schell MJ, Thorn P, Ivine RF: Regulation of adenylyl
cyclase by membrane potential. J. Biol. Chem. 273, 27703- 27707 (1998)

[170] Beltran C, Zapatta O, Darszon A: Membrane potential regulates sea urchin
sperm adenylyl cyclase. Biochemistry 35, 7591-7598 (1996)

[171] Reddy R, Smith D, Wayman G, Wu Z, Villacres EC, Storm D: Voltage-

sensitive adenylyl cyclase activity in cultured neurons. J. Biol. Chem. 46, 143-
153 (1995)

106



[172] Stinnakre J, Van Renterghem, C: Cyclic adenosine monophosphate,
calcium, acetylcholine, and the current induced by adenosine in the Xenopus
oocyte. J. Physiol. (Lond) 374, 551-569 (1986)

[173] Cosson MP, Cosson J, Billard R. Rise of internal Ca** accompanies the
initiation of trout sperm motility. Cell Motil. Cytoskeleton 14, 424-434 (1989)

[174] Boitano S, Omoto CK. Trout sperm swimming patterns and role of
intracellular Ca**. Cell Motil. Cytoskeleton 21, 74-82 (1992)

[175] Morton B, Harrigan-Lum J, Albagli L, Joss T. The activation of motility
in quiescent hamster sperm fromepidymis by calcium and cyclic nucleotids.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 56, 372-379 (1974)

[176] Perchec PG, Gatti JL, Cosson J, Jeulin C, Fierville F, Billard R: Effects of
extracellular environment on the osmotic signal transduction involved in

activation of motility of carp spermatozoa. J. Reprod. Fertil. 110, 315-327
(1997)

[177] Hamil OP, McBride DW: The pharmacology of mechanogated ion
channels. Pharmacol. Rev. 48, 231-252 (1996)

[178] Nakamura TY, Iwata Y, Sampaolesi M, Hanada H, Saito N, Artman M,
Coetzee WA, Shigekawa M: Stretch activated cation channels in skeletal muscle

myotubes from sarcoglycan-deficient hamsters. Am. J. Physiol. Cell Physiol.
281, 690-699 (2001)

[179] Sukharev S, Betanzos M, Chiang CS, Guy R: The gating mechanism of
the large mechanosensitive channel MscL. Nature 409, 720-724 (2001)

[180] Garbers DL: Swimming with sperm. Nature 413, 579-582 (2001)

[181] Ren D, Navarro B, Perez G, Jackson AC, Hsu S, Shi Q, Tilly JL, Clapham
DE: A sperm ion channel required for sperm motility and male fertility. Nature
413, 603-609 (2001)

[182] Ermakov YA, Averbakh AZ, Sukharev SI: Lipid and cell membranes in
the presence of gadolinium and other ions with high affinity to lipids. 1. Dipole
and diffuse components of the boundary potential. Membr. Cell. Biol. 11, 539-
554 (2001)

107



[183] Cantor RS: Solute modulation of conformational equlibria in intrinsic
membrane proteins: apparent “cooperativity” without binding. Biophys. J. 77,
2643-2647 (1999)

[184] Li X, Zhang Y, Ni J, Chen J, Hwang F: Effect of lanthanide ions on the
phase behaviour of dipalmitoylphosphatidylcholine multilamellar liposomes. J.
Inorg. Biochem. 53, 139-149 (1994)

[185] Perchec PG, Cosson MP, Cosson J, Jeulin C, Billard R: Morphological
and kinetic changes of carp (Cyprinus carpio) spermatozoa after initiation of
motility in distilled water. Cell Motil. Cytoskeleton 35, 113-120 (1996)

[186] Murphy, R.M, H. Slayter, P. Schurtenberger, R.A. Chamberlin, C.K.
Colton, M.L. Yarmush. Size and structure of antigen-antibody complexes.
Biophys. J. 54, 45-56 (1988)

[187] Kiss, E., Cs. Balazs, L. Bene, S. Damjanovich, and J. Matké. Effect of
TSH and anti-TSH receptor antibodies on the plasma membrane potential of
polymorphonuclear granulocytes. Immunol. Lett. 55, 173-177 (1997)

[188] Levite M., L. Cahalon, A. Peretz, R. Hershkovicz, A. Sobko, A. Ariel, R.
Desai, B. Attali, and O. Lider. Extracellular K" and opening of voltage-gated
potassium channels activate T cell integrin function: physical and functional

association between Kv1.3 channels and B, integrins. J. Exp. Med. 191, 1167-
1176 (2000)

[189] Levite. M. Nervous immunity: neurotransmitters, extracellular K and T-
cell function. Trends in Immunology 22, 2-5 (2001)

[190] Skov, S., P. Klausen, and M.H. Claesson. Ligation of Major
Histocompatibility Complex (MHC) class I molecules on human T cells induces
cell death through PI-3 kinase-induced c-Jun NH,-terminal kinase activity: a

novel apoptotic pathway distinct from Fas-induced apoptosis. J. Cell. Biol. 139,
1523-1531 (1997)

[191] Altomonte, M., C. Pucillo, and M. Maio. The overlooked "nonclassical"
functions of Major Histocompatibility Complex (MHC) class II antigens in
immune and nonimmune cells. J. Cell. Physiol. 179, 251-256 (1999)

[192] Drénou, B., V. Blancheteau, D.H. Burgess, R. Fauchet, D.J. Charron, and
N.A. Mooney. 1999. A caspase-independent pathway of MHC class II antigen-

mediated apoptosis of human B lymphocytes. J. Immunol. 163, 4115-4124
(1999)

108



[193] Hille, B. Ion channels of excitable membranes. Sinauer Associates Inc.,
Sunderland, MA

109



8. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni a doktori- (Ph.D-) dolgozatom
megirdsidhoz kapcsol6dé6 munkdmhoz nyujtott segitségéért Dr. Krasznai Zoltdn
témavezetomnek és a DEQEC Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetben Dr. Bene
Laszlonak a toxin-kotodés gatlasdnak vizsgdlatakor nyujtott segitségéért, Prof.
Damjanovich Sandornak a T-limféma sejteken végzett munka tdmogatisaért,
Prof. Gaspar Rezsonek a fesziiltségfiiggd kaliumcsatorndkkal Osszefiiggd
mérések timogatasaért.

Szeretném eziton megkoszonni a segitségét tovabbd Dr. Somodi
Sandornak és Dr. Hajdu Péternek a patch-clamp mérések kivitelezéséhez
nydjtott  tandcsokért, Bagdiany Mikldésnak a  molekuldris  bioldgiai
konzultacidkért és altaldban a Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet valamennyi
munkatarsanak.

A DEOEC Gyégyszertani Intézeténck munkatarsai koziil Dr.
Szentmikl6si Jézsefnek és Cseppentd Agnesnek szeretném megkdszonni
segitségiiket az adenozin-analégok szoveteken kifejtett hatdsanak vizsgalatival
kapcsolatban.

A DEOEC PET Centruménak munkatdrsai koziil Dr. Mdaridn Teréznek
az  18F-NECA-val kapcsolatos mérésekben  folytatott  tudomdanyos
egyiuttmikodésért, Dr. Lehel Szabolcsnak az 19F-NECA és 18F-NECA
szintézisében jatszott szerepéért, Prof. Tron Lajosnak a PET Centrum
Radiokémiai Laboratériumaban el6éllitott anyagok hasznalataért.

A Misaki Tengerbiologiai Intézet (Tokid, Japan) munkatarsai koziil
Maasaki Morisawa, Kazuo Inaba és Sachiko Morisawa kutatoknak a

spermiumok aktivalodési folyamatai kapcsan nyujtott segitségiikért.

110



AZ ERTEKEZESBEN FELHASZNALT KOZLEMENYEK

RubovszKky B, Szentmikldsi AJ, Mdridn T, Cseppentd A, Gesztelyi R, Székely A,
Forizs F, Gaspar R, Tron L and Krasznai Z: Comparative pharmacological

studies on the A, adenosine receptor agonist 5’-n-ethyl-carboxamidoadenosine

and its F" 1sotope labelled derivate. J. Pharmacol. Sci. 93, 356-363 (2003)

Marian T, Rubovszky B, Szentmiklosi AJ, Tréon L, Balkay L, Boros I, Gaspar
R, Székely A, Krasznai Z: A, and A, adenosine receptor activation inversely

modulates potassium currents and membrane potential in DDT1 MF-2 smooth

muscle cells. Jpn. J. Pharmacol. 89, 366-372 (2002)

Krasznai Z, Morisawa M, Krasznai ZT, Morisawa S, Inaba K, Bazsané ZK,
Rubovszky B, Bodniar B, Borsos A, Maridn T: Gadolinium, a mechano-
sensitive channel blocker inhibits osmosis-initiated motility of sea- and

freshwater fish sperm, but does not affect human or ascidian sperm motility.

Cell Motil. Cytoskeleton 55, 232-43 (2003)

Balint Rubovszky, Péter Hajdui, Zoltan Krasznai, Rezsé Gaspar, Thomas A
Waldmann, Sdndor Damjanovich, Laszl6 Bene: Detection of channel proximity
by nanoparticle assisted hindrance of toxin binding. Eur. Biophys. J. (2004)
(folyamatban)

111



