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1. BEVEZETES

1.1 A Kvl1.3 csatorna dltalanos jellemzoi

Az immunrendszer és a kozponti idegrendszer jellemzd fesziiltségfiiggd K csatornéja,
a hKCNA3 gén altal kodolt Kv1.3 ioncsatorna a fesziiltség-vezérelt ioncsatorndk Shaker
csaladjaba tartozik. A Kvl.3 csatorna négy egymashoz nem kovalensen kapcsolodo
alegységbdl all, az alegységek kb. 500 aminosavat tartalmaznak. Minden egyes alegység hat,
a membrant teljes egészében atérd helikalis transzmembran szegmensbdl all (S1-S6), ezekhez
¢s az Oket Osszekotd extra- és intracelluldris hurkokhoz jol meghatarozott funkciok tartoznak.
Az S5 és S6 domének kozotti szakasz az S6 szegmenssel egyiitt a porus régiot képezi,
amelyen keresztiil az ionok atjutnak a membranon. Itt talalhat6é egy négy aminosavat
tartalmazd szekvencia, amelyet tobb kiilonboz0 kalium csatorndban is azonositottak, és
amelyrdl kisérleti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a K szelektivitasért felelds. Az S5
és S6 kozotti régid toxin, kdtdhelye is. Mutagenezis vizsgalatok szerint az S4 szegmens hét
Arg—X-X—-Arg motivumot tartalmaz, ¢s az S2 ¢s S3 doménekkel egyilitt a fesziiltségszenzort
alkotja.

A csatorna aktivacios kiiszobe kb. —60 mV, és a nyitasi valoszinliség fokozatosan nd a
fesziiltséggel kb. 0 mV-ig. A Kvl.3 csatorna inaktivalodik, ha hosszi ideig tartd, vagy
ismétlodo depolarizald impulzust alkalmazunk. Ennek az un. C-tipusu lasst inaktivacionak a
mechanizmusa kiilonbozik a Shaker vagy mas Kv tipusu csatorna N terminalis ,,ball and
chain” tipusu inaktivacigjatol. Szemben az N-tipust inaktivacioval, a C-tipust inaktivaciot az
extracellularis tér iondsszetétele és a porus extracellularis részében talalhatd aminosavak
tulajdonsaga befolyasolja.

A Kvl.3 C-tiusu inaktivacidja sokkal lassabb, mint a rokon Kvl.x csatornak
inaktivacidja, igy az aktivalt Kv1.3 csatorndk jelentés K fluxust képesek 1étrehozni, mieldtt a
nem-vezetd inaktivalt allapotba keriilnek. A Kv1.3 csatornak ezen tulajdonsagai, valamint a
limfocitdk kis mérete és membranjanak rendkiviil magas ellenallasa (10-20 GQ) biztositjak
azt, hogy a T sejtek nyugalmi membranpotencialjat kis szamu aktiv csatorna is képes

fenntartani.

1.2 Az ioncsatornak és a limfocita aktivacio kapcsolata
A limfocitak specifikus antigén hatasara bekdvetkezd klonalis proliferacioja az

immunrendszer miikddésének egyik meghatdrozd eseménye. A folyamatban az ioncsatornak



és a sejt aktivacié kapcsolata szempontjabol donté szerepe van a Ca’’-dependens jelatviteli
utvonalnak.

A T sejt receptor/CD3 komplexet (TCR/CD3) az antigén prezentald sejt f0
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) fehérjéihez kotédé antigén aktivalja, amely szamos
kialakuldsat eredményezi. Az enzim a foszfatidilinozitol-diszfoszfat membréanlipidet inozitol-
triszfoszfatra (IP;) és diacilglicerolra hasitja. A diacilglicerol a protein-kindz C (PKC)
utvonalat aktivalja, amely szamos intracellularis szubsztrat foszforilacigjahoz vezet. A masik
jelatviteli ut magaba foglalja az IP;-fiiggd Ca®" felszabadulast az endoplazmatikus
retikulumbol, valamint a raktarak kitriilését kovetod Ca’" bearamlast az extracellularis térb6l.
Szemben az idegsejtek és izomsejtek gyors Ca®" tranzienseivel, a limfocitdkban a Ca*"
koncentracid ndvekedése lasst, tobb oraig tartd folyamat lehet, melynek eredményeképp a
novekedés nagyon fontos a limfoitak antigén felismerési €s valaszado mitkodésében.

A Ca®" ionok a Ca® jel fenntartott fazisiban Ca>" szelektiv csatornakon keresztiil
jutnak at a plazmamembranon az endoplazmatikus retikulum Ca®" raktaranak kiiiriilését
kovetden. A jelenség hatterében 4ll6 csatornat kalcium felszabadulas aktivalta Ca*"
csatornanak (angol rovidités: CRAC) nevezik. A nyitott CRAC csatornakon keresztiil folyo
aram elektrokémiai hajtoerejéhez komoly hozzajarulast ad a sejtek membranpotencidlja. A T
sejtek nyugalmi membranpotencidlja —50 és —60 mV kozott van, melyet dontéen két
kiilsnbdz6é K csatorna, a fesziiltség-fiiggd depolarizacio-aktivalt Kv1.3 és a Ca®"-aktivalt K'
csatorna (IKCal) hataroz meg. E két ioncsatorna altal 1étrehozott kation kiaramlas a
sejtmembrant hiperpolarizalt allapotban tartja még a depolarizalo hatast jelenté Ca®" influx
mellett is, biztositva ezzel a Ca*" bearamlashoz sziikséges hajtoerét, és igy a megfelelé Ca*'-

medialt jelatvitelt.

1.3 A Kvl1.3 csatorndk gatldszerei specifikus immunszuppresszidt okoznak

Strukturalisan nagyon kiilonb6z6 nem peptid tipusti vegyiiletrél bizonyosodott be,
hogy gatolni képesek a limfocitdk Kv1.3 csatorndit. Ezen vegyiiletek (pl. 4-aminopiridin,
TEA, correolide, progeszteron, ShK-Dap22, melatonin, stb.) koétddési mechanizmusukat,
sztochiometridjukat és kotohelyeiket illetden is igen sokszintiek. A gatloszer csoport kdzds
neve ennek megfeleléen ,kis-molekula” inhibitor. A klasszikus nem peptid tipusa
csatornablokkolok (pl. 4-aminopiridin, tetraetil-ammonium) mikromoléris illetve millimolaris

koncentracioban gatoltak a Kv1.3 csatorndkat. Ezen molekuldk koziil a csatorndk szerkezet-



funkci6 vizsgalata szempontjabol kiemelkedd jelentdségli a tetraetil-ammonium (TEA),
melynek segitségével a K™ csatorndk N- és C-tipusii inaktivaciéja elkiilonithetd.

A Kv1.3 csatornablokkolok masik csoportjaba a peptid tipust toxinok tartoznak. Az
elsd nanomolaris koncentracioban is hatékony ilyen toxin a skorpid venombdl izolalt
charybdotoxin (ChTx) volt (K4 = 2.2 nM), késébb tobb nanomolaris és pikomolaris affinitasu
skorpié venom eredetli csatornablokkold peptidet is felfedeztek, mint pl. a noxiustoxin,
kaliotoxin, margatoxin, agitoxin-2, hongotoxin, Pi 1-3, stb. A skorpiomérgekbdl izolalt K"
csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70 aminosavbdl allnak, amelyeket 3 vagy 4 diszulfid hid
stabilizal. Az elsédleges szerkezet homoldgidja alapjan 19 alcsoportot irtak le.

A specifikus blokkolok fontos informacidt szolgéltattak a Kv1.3 csatorndk poérus
et igen széles korben hasznaltdk fel erre a célra, a kisérleti stratégia magéaba foglalta a toxin
receptorok és a toxinok komplementaris mutagenezisét. A kisérletekbol tobbek kozott az
alabbi altalanos kovetkeztetések vonhatok le:

1, A toxinok receptoranak jelentds részét az S5-S6 hélix kozotti hurok S5-hoz kozeli
régidja, valamint a porus szelektivitasi filterében elhelyezkedd aminosavak oldalldncai adjak.

2, A toxinok oldalarol a K" csatornak géatlasaért felelds strukturalis elem a
36-0s pozicionak megfeleléen pedig egy aromas aminosav, amelynek aromds gyfiriije ~7 A
tavolsagra helyezkedik el a centralis lizin o szénatomjatdl. A csatornaszdjadékba mélyen
behatold pozitiv toltésti lizin Kkitlintetett szerepet jatszik a kationok csatornaszajadékbol
torténd kiszoritasaban.

A K csatornak és a limfocitak aktivacidja kozotti kapcsolat eddigi legmeggy6zbb
bizonyitékai farmakoldgiai kisérletekbdl szarmaznak. In vitro kisérletek bizonyitottak, hogy a
Kv1.3 ill. IKCal csatornak peptid és nem-peptid természetli gatloszerei hatékonyan képesek
gatolni a TCR aktivaciot kovetd Ca®" valasz fenntartott fazisat, és ennek kovetkeztében a
elektrokémiai hajtoerd miatt gatolta a Ca®" influxot a CRAC csatornakon keresztiil.

Az elmult évben Chandy és munkatérsai jelentds felfedezést tettek a Kv1.3 csatornak
T sejt altipus-fliggd expresszidja terén, ami komoly lendiiletet ad tovabbi kisérleteknek.
Felfedezték, hogy a sclerosis multiplex-ben szenvedd betegek betegek vérébol izolalt, a
betegség patogenezisében dontd szerepet jatszd kronikusan aktivalt effektor memoria T sejtek
(Tewm; CCR7_CD45RA+/_) igen nagy szamban fejeznek ki Kv1.3 csatornakat (kb. 1500/sejt),

mig IKCal csatorna expressziojuk nem jelentds. Ezzel szemben naive (CCR7 CD45RA") és



centralis memoria T sejtek (Tcow; CCR7'CD45RA) esetén a mitogén indukalt proliferacié a
Kv1.3 csatornak expresszidjanak enyhe (~250/sejt—>~400/sejt), ugyanakkor az IKCal
csatornak expresszidjanak jelent6s fokozodasaval (8-10/sejt—=>500/sejt) jar egyiitt. A Kv1.3
nagy affinitast gatloszerei (pl. ShK toxin, ICso~100 pM) csak a Trm sejtek osztodasat gatoltak
specifikusan, a proliferacio gatlas aldl a nyugvd (naive) és Tewm sejtek az IKCal csatornak
fokozott expressziojaval mentesiilnek. fgy a Kv1.3 szelektiv inhibitorai specifikus
immunszuppressziot okoznak. Ezek alapjan érthetd az igény a gyogyszergyarak részérol
minimdlis mellékhatdssal rendelkezd, terapids célra is alkalmazhato, a Kvl1.3 csatornat

specifikusan blokkol6 vegyiiletek irant.

1.4 A T sejt aktivacioban résztvevd proteinek térbeli elrendezddése €s

kapcsolatuk a Kv1.3 csatornakkal

A limfocitak aktivaciojanak TCR/CD3 és MHC kdlcsonhatason alapuld sematikus
képe jelentésen megvaltozott az elmult néhany évben az immunolégiai szinapszis
(tovabbiakban IS) felfedezésével. Az IS az antigént prezentalo €s az azt felismerd sejt kozotti
interakcios felszint jelenti, ahol a specifikus kdlcsonhatdsok a plazmamembran fehérjéinek
csoportosuldsat ¢és mikrométer skaldju membran doménekbe torténd szegregéciodjat
eredményezik. Az igy kialakul6 szupramolekularis aktivacios komplex kozepén (cSMAC)a T
sejtek oldalan tobbek kozott a TCR/CD3, CD28 és CD2 membran proteinek talalhatok, mig a
periférian (pPSMAC) az LFA-1 adhézios molekulak olelik koriil és stabilizaljak a szinapszist.
A membran proteinek atrendez6déséhez hasonld valtozasok jonnek létre a citoszolban is, ahol
a szinapszis periférids részén talin, mig centralisan Lck és PKCO halmozddik fel. A fehérjék
csoportosulasa és térbeli orientacidja biztositja azt, hogy a TCR/CD3 komplex aktivalasa
hatékony legyen a protein kinazok molekularis proximitasba keriilése eredményeként. Az
immunologiai szinapszis kialakitadsaban, a molekuldk szegregacidban fontos szerepe van a
citoszkeletonnak ¢és lipid raftoknak is.

Szadmos biokémiai és biofizikai kisérlet sugallta azt, hogy a mar megismert
molekulakon kiviil a Kv1.3 K' csatornak is részesei lehetnek az immunolégiai szinapszis
kialakulasaval 1étrejovo szignalizacios komplexnek. Ezek koziil is kiemelendd a Kvl.3

csatornak p56'

kinaz 4ltali szabalyozasa a T sejtek Fas receptor-medialt apoptdzisa sordn. A
Kv1.3 csatornak hDlg adaptor fehérjén keresztiil kolcsonhatasban allnak a T sejt jelatvitelben
kdzponti szerepet jatszo p56'*“-val, biztositva ezzel a Kv1.3 tirozin foszforilaco révén torténd

szabalyzaséanak térbeli feltételeit.



Ezen informaciok alapjan indokoltnak lattuk a Kv1.3 csatorndk membran sikjaban
val6 lokalizacidjanak vizsgélatat, valamint a csatorndk és a T-sejt receptor komplex, illetve a

lipid raftok egymashoz képesti viszonyanak tisztazasat.

2. CELKITUZESEK

1, Ismert, hogy a Kvl.3 csatornablokkoloknak immunszuppressziv hatasa lehet. A
gyogyszergyarak részérdl fennalld érdeklodés minimalis mellékhatassal rendelkezd, terapias
célra is alkalmazhatd csatornablokkold vegyiiletek irdnt indokolta ) Kv1.3 gatloszer
keresését. Kisérleteinkben arra kerestiink vélaszt, hogy az Anuroctonus phaiodactylus skorpid

mérgébdl nyert anuroctoxin hatékonyan és specifikusan blokkolja-e a Kv1.3 csatornat.

2, Kivéancsiak voltunk arra, hogy milyen a Kv1.3 csatorna sejtfelszini eloszldsa a
limfocita membranban, a csatorndk eloszlasaban taldlhato-e inhomogenitds. Emellett
vizsgalni kivantuk, hogy van-e az immunoldgiai folyamatokban fontos szerepet jatszé

TCR/CD3 receptor komplex ¢€s a fesziiltségfiiggd Kv1.3 csatorna kozott térbeli asszociacio.

3, Szémos biokémiai ¢és biofizikai kisérlet sugallta, hogy a mar megismert
molekulakon kiviil a Kv1.3 K" csatornak is részesei lehetnek az immunolégiai szinapszis
kialakuldséaval 1étrejovo szignalizacids komplexnek. Ezért vizsgalni kivantuk, hogy milyen a
csatorna eloszlasa a target sejttel kontaktusba 1épd citotoxikus T limfocitdk felszinén, jelen

van-e a Kv1.3 az immunoldgiai szinapszisban, van-e szerepe a citotoxicitasban.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Sejtek

Kisérleteinkhez Jurkat TagCl15 limfocitdkat, COS-7 sejteket, citotoxikus egér T
sejteket (CTLL-2), human periférias limfocitdkat, JY limfoblasztokkal egylitt ndvesztett
periférias vér mononuklearis sejtjeibl nyert CD8" human CTL sejteket, valamint a mKvl.1

¢s rKv1.2 csatornakat stabilan expresszald 1L.929 ¢és B82 sejteket hasznaltunk.



3.2 Skorpio toxinok

A felhasznalt toxinok tisztitdsa magas nyomdasu folyadék kromatografids eljarassal
(HPLC) tortént. A skorpid venomot az allatokbodl elektromos stimuldcioval nyertik. Az
anuroctoxin szekvencidjat Beckamm LF 3000 analizator segitségével hatdroztuk meg, az
aminosav szekvencidkat ClustalX, BLAST ¢és FASTA keres6 programokkal hasonlitottuk
Ossze. A toxinok izolalasat és a szekvencia analizist kollaboracios partneriink (Dr. Possani)

laboratoériuméban végezték.

3.3 Molekularis biologia
A FLAG epitopot (DYKDDDDK) pRC/CMV-Kvl.3 plazmidba klonoztuk, az S1 és
S2 transzmembran szegmens kozotti extracellularis szakaszba. A mutans csatornakat lipofil

reagenssel (Effectene vagy Lipofectamine), vagy elektroporacioval juttattuk a sejtekbe.

3.4 Jurkat sejtek transzfekcidja

24 oraval a transzfekcio elott a sejteket friss médiumba raktuk, biztositva ezzel, hogy a
transzfekci6 idejére a sejtek logaritmikus novekedési fazisba keriiljenek. A Jurkat sejteket
Effectene reagenssel transzfektaltuk a vad tipusu (Kv1.3/WT) vagy mutans (Kv1.3/FLAG)
csatornat igy, hogy a DNS/reagens arany 1 pg/25 pl volt, a 60 mm-es petri edény 4x10° sejtet
tartalmazott 5.2 ml végtérfogatban. A sejteket 24 oOraig novesztettik az immunogold ¢és

fluoreszcens vizsgalatok elott.

3.5 CTLL-2 sejtek transzfekcidja

A CTLL-2 sejteket tranziensen kotranszfektaltuk vad tipusu (Kv1.3/WT) vagy
mutans (Kv1.3/FLAG) Kvl.3 csatornat kodold plazmiddal és CD4 gént kdédoldé Ccd4neo
plazmiddal (5.0 kb; CD4-et kodolo pUC/CMV) 5:1 aranyban, elektroporacioval. A rKv2.1
vagy Shaker IR ioncsatornakat hasonld modszerrel transzfektaltuk CTLL-2 sejtekbe.

3.6 Cos-7 sejtek transzfekcioja

A Cos-7 sejteket tranziensen kotranszfektaltuk hKv1.2 csatornat kodold plazmiddal és
z6ld fluoreszcens proteinnel (GFP) 5:1 aranyban, elektroporacioval. Az aramokat a
transzfekcid6 utdn 3 nappal mértik, a GFP pozitiv transzfektalt sejteket fluoreszcens

mikroszkoppal azonositottuk.



3.7 CTL transzfekcio és a CTL-JY kontaktus kialakitisa

A CTL sejeket Lipofecamine 2000 reagenssel transzfektaltuk Kv1.3/FLAG csatorna
génnel a gyartd instrukcioi szerint. A transzfekcié utan 24 6raval a sejteket fenolvoros nélkiili
RPMI 1640 médiummal mostuk, és 2.5 x 10° CTL sejtet adtunk ugyanennyi JY sejthez 1 ml
fenolvords nélkiilli RPMI 1640 médiumban. A sejtkeveréket 1 percig centrifugaltuk 200 g-vel
¢s 37 °C homérsékleten inkubaltuk 5 percig. A konjugalt sejteket jégen tartottuk 1 %

paraformaldehides PBS-ben 1 6ran at.

3.8 Elektrofiziologia
Axopatch 200A erdsitét hasznalva, fesziiltség-zar tizemmodban. A T sejteket monoklonalis
antitest adhézidval szelektaluk.

Az adatgyiijtéshez €s az aramgorbék analiziséhez a pClamp8 programcsomagot
hasznaltuk. A kiilsé oldat Osszetétele (mM): 145 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2.5 CaClp, 5.5
gliikéz, 10 HEPES (pH 7.35). A bels6 oldat 6sszetétele (mM): 140 KF, 2 MgCl2, 1 CaCl2, 10
HEPES, 11 EGTA (pH 7.22), kivéve a kalcium aktivalt kdlium dram méréseket, amikor 150
K-aspartate, 5 HEPES, 10 EGTA, 8.7 CaCl,, 2 MgCl,, (pH 7.2) tartalmu oldatot hasznaltunk.
Az utdbbi esetben a pipetta oldatban a szabad Ca®" koncentraciéja 1 pM volt.

Az Kv1.3 blokkoldkat tartalmazé oldatokat gravitacios perfuzios rendszerrel juttattuk
el a sejtekhez. Minden esetben legalabb 3 fiiggetlen mérést végeztiink, a K4 értékeket atlag +
SEM formaban adtuk meg.

3.9 Aramlisi citometrids mérések

A KvI1.3/FLAG csatorndval transzfektalt Jurkat sejtek specifikus jelolédésének
vizsgalatahoz a Kv1.3/WT illetve Kv1.3/FLAG csatorndkkal transzfektalt Jurkat sejteket anti-
FLAG-M2 monoklonalis primer és FITC-konjugalt nyul-anti-egér IgG poliklonalis szekunder
antitesttel (F-RAMIG, SIGMA), a kontroll mintdkat csak F-RAMIG-gal jeloltik, és a
fluoreszcencia jelet aramlasi citométerrel detektaltuk. A Becton Dickinson FACSCalibur

aramlési citométer 488 nm-es vonalat hasznaltuk gerjesztéshez.



3.10 Immunogold jelolés
A Kvl1.3 csatorndval transzfektalt Jurkat sejteket anti-FLAG-M2 primer antitesttel ¢és
10 illetve 30 nm &tmérdjii aranygdmbbel konjugélt poliklondlis szekunder jeldltiik

transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalathoz.

3.11 CLSM

Jurkat sejteken a CD3 receptorokat Alexa Fluor 633-mal konjugalt anti-CD3-mal, a
csatornakat pedig anti-FLAG-M2 (egér anti-human) primer, és Alexa Fluor 546-tal konjugalt
RAMIG szekunder antitestekkel jeloltik. A CTL illetve JY sejtek felszinén a Kv1.3/FLAG
ioncsatornakat hasonloképpen, az MHC I-et fluorescein-konjugalt W6/32 antitesttel, a CD8" -
at Alexa Fluor 647-konjugéalt MEM31 antitesttel jeloltiik.

A Jurkat és CTL sejtek molekuldinak sejtfelszini eloszlasanak tanulméanyozéasara Zeiss
LSM 510 mikroszkopot hasznaltunk. A kiértékeléshez a duplan jelolt sejtek CLSM-mel
késziilt projekcios képeinek alsd vagy felsé 2-3 optikai szeletét hasznaltuk. A proteinek
kolokalizacigjat a képparok x és y pixel intenzitdsainak keresztkorreldciojabol szamoltuk a

kovetkezd képlet alapjan:
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ahol C a korrelacios koefticiens, x;; és y;; az x és y képek i és j koordinataji pixeleinek egyedi

fluoreszcencia szintje, (x) és (y) a megfeleld képek atlagos pixel intenzitésait jeldlik.

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1 Az anuroctoxin a Kvl.3 csatorna hatékony blokkoldja

Célunk volt egy 1j, hatékony, specifikus Kv1.3 csatorna blokkold keresése. Ennek
érdekében az Anuroctonus phaiodactylus nevii skorpiobdl tobb 1épcsdben izolalt anuroctoxin
hatasat vizsgaltuk kiillonb6z6 ioncsatorndkra. A skorpid venomjanak HPLC-vel tisztitott
frakcioi koziil a hatékonyan gatlo frakcid tovabb tisztitott alfrakcioi koziil a 24.72 retencids
idejii bizonyult hatékony Kv1.3 gatlészernek (anuroctoxin, K4 = 0.73 nM), ennek a hatdsat
mas ioncsatorndkra is megvizsgaltuk heteroldg expresszids rendszerekben vagy periférias

limfocitakon annak bizonyitaséara, hogy a gatlas specifikus a Kv1.3 csatornara.



Human periféridas T limfocitdkon teljes sejtes lizemmmodban, voltage-clamp
technikdval az Anyagok és modszerekben leirt kisérleti koriilmények kézott Kv1.3 csatorna
aramokat mértiink. 0.5 nM anuroctoxin hatdsdra a csatorndk kb. fele gatlodott, a gatlas
teljesen reverzibilis volt, toxin mentes kiilsd oldattal perfundalva (kimosas) a csatornak
teljesen visszatértek a gatolt allapotbol. A blokkolas kinetikéja és a toxin kimosasa viszonylag
gyors volt. Az anuroctoxin nem valtoztatta meg a Kvl.3 csatorna aram-fesziiltség
karakterisztikajat, a csticsaramokat minden fesziiltség értéknél hasonldan csdkkentette. Az
aktivacios kiiszob -42.5 £ 4.8 mV (n = 4) volt kontroll koriilmények kozott, illetve -42.5 mV
+2.5 mV (n = 4) 0.6 nM anuroctoxin jelenlétében. A Kvl1.3 csatorna gatlas 0.05-10 nM
kozotti anuroctoxin koncentracidoban felvett dézis-hatas gorbéjébdl 0.73 nM félhatasos dozis
(Kg) és 0,99 Hill koefficiens adodott. A Hill koefficiens 1-hez kozeli értékébol arra
kovetkeztettiink, hogy sok mis K™ csatorna blokkolokhoz hasonloéan egy toxin molekula
kotédik a csatorna porusaba a gatlas soran. Az aktivacio, a kapuzaés, a fesziiltség-fliggetlenség,
a Hill koefficiensbdl szamolt 1:1 csatorna-toxin sztochiometria alapjan az anuroctoxin altal
okozott gatlas mechanizmusa hasonld a tobbi skorpid toxin altal okozott gatlashoz, mas
skorpid toxinhoz hasonléan klasszikus porusblokkoldja a Kv1.3 csatornanak.

Mexikéi kollaboratoraink meghataroztdk az anuroctoxin szerkezetét. A szekvencia
analizis szerint az anuroctoxin elsddleges szerkezete eléggé eltér az sszes KTx toxintol, a
jelenleg ismert 81 K csatorna blokkold skorpié toxin mindegyikével kevesebb mint 50 %
homologiat mutat. Filogenetikai analizis sordn az anuroctoxin az o-KTx toxincsalad 6.
alcsaladjaba keriilt, o-KTx 6.12 szadmmal jelolve. Az anuroctoxin 3D szerkezetébdl
megallapitothato volt, hogy hasonléan a ChTx-hez, a csatorndhoz kotddésben fontos szerepet
jatszd két aminosav (K23, F32) megfeleld térbeli orientacidban van, azaz az anuroctoxin
esetén is kialakul az ,,esszencialis diad”.

Annak bizonyitdsara, hogy az anuroctoxin gatldsa specifikus a Kv1.3 csatornara,
teszteltik 10 nM anuroctoxin hatasat kiilonbozoé csatorndkra megfeleld expresszios
rendszereket hasznalva (1d. Anyagok és modszerek). Az IKCal aram méréséhez fesziiltség-
rdmpa impulzusokat alkalmaztunk, a blokkolast a gorbének a Kv1.3 csatorna aktivacios
kiiszobe alatti részének meredekségének valtoztatdsaval jellemeztiik. 10 nM anuroctoxinnak
nem volt hatdsa az IKCal csatornara, a kezelt és kontroll gorbék meredekségének aranya 1.06
+ 0.02% (n = 5) volt. A toxin hatasat legalabb 1000x szelektivebbnek becsiiljiik Kv1.3-ra,

mint az IKCal csatornara.



Az anuroctoxin 10 nM koncentracioban csak a hKv1.2 és rKv1.2 csatornakat gatolta
szignifikansan (Kgq = 6.14 illetve 5 + 0.28 nM), nem volt jelentds hatdsa a Kv1.3 csatorndval
egy csaladba tartozd Drosophila Shaker csatornéra, illetve az mKvl.1, hKv2.1, és IKCal
csatorndkra sem (a megmarad6 aramhanyadok: 96.7 £ 2.68, 91.6 £ 2.11, 84 + 1.98, 106 = 1.7
%). Mas toxinokrol (pl. MgTX, NtX, kaliotoxin, ShK) is ismert, hogy szelektivebben gatoljak
a Kv1.3 csatornat, mint az IKCa csatornat, azonban az idegrendszerben és az izmokban fontos
ioncsatorndkat (pl. Kv1.1, Kvl.2) ezek szintén gatoljak pM illetve nM koncentraciokban.
Ezzel szemben az anuroctoxin a Kv1.1 és Kvl1.2 csatornakat kb. egy nagysagrenddel kisebb
mértékben gatolja, mint a Kv1.3 csatornat.

Napjainkban komoly kutatas folyik terapidsan is alkalmazhaté hatékony, de a
szervezetre kéros hatdssal nem rendelkezd csatornagatld szerek utdn, melyekkel
immunszuppressziv hatast lehetne elérni. Az anurutoxin azon képessége, hogy szelektiven
képes lehet gatolni a nagy mennyiségii Kv1.3-at, de kevés IKCal csatornat expresszald Tgm
teheti bizonyos T sejt medidlt immunbetegségek (pl. sclerosis multiplex, diabetes mellitus)
kezelésében ¢és a szervatiiltetés utani kilokodés megeldzésére. A toxin 0j alternativat nyuajthat

a Kv1.3 csatorna struktirajanak, funkciojanak kutatasaban is.

4.2 A Kvl.3/FLAG csatorna térbeli szervezodése Jurkat sejteken

A T limfocitdk domindns fesziiltség-fliggd csatornajanak, a Kv1.3 csatorndnak a
sejtfelszini eloszlasat transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) és CLSM technikakat
hasznalva tanulmanyoztuk. Ahhoz, hogy a Kv1.3 csatornat specifikusan meg tudjuk jeldlni,
PCR mutagenezissel egy FLAG epitopnak megfelelé bazisszekvenciat inzertaltunk a csatornat
koédold génbe (Kv1.3/FLAG), a mutans csatornat ezutdn tranziens transzfekcidval juttattuk a
vizsgalni kivant sejtekbe. Aramlasi citometrids mérésekkel bizonyitottuk, hogy a
Kv1.3/FLAG csatornak FLAG epitdp ellenes antitestet hasznalva specifikusan jelolhetdk, a
jeloléssel elegendd nagysagu jelet tudtunk elérni a TEM és CLSM mérésekhez is.

Az endogén fesziiltségfiiggd csatorndkat nem tartalmazd6 CTLL-2 sejtekbe
transzfektalt Kv1.3/WT és Kv1.3/FLAG csatornak aramait —120 mV tartasi fesziiltség mellett,
+50 mV-ra depolarizalva mértiik. A Kv1.3/WT aram inaktivacios idéallanddja 234.6 ms, a
Kv1.3/FLAG éaramé pedig 214.6 ms volt. A mutins és a vad csatorna inaktivaciods
kinetik4jaban nem volt jelentds kiilonbség, a mutans csatornak hasonloképpen funkcionalnak,

mint a vad tipustak.
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Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvételek alapjan elkészitettiik a
terliletegységenkénti csatornaszamok relativ gyakorisdgi hisztogramjait, random eloszlas
esetén a hisztogramok Poisson eloszlast kdvetnének. A Kv1.3/FLAG csatornaval tanszfektalt
sejtek hisztogramjai szerint a teriiletenkénti csatornaszamok szignifikansan eltértek a Poisson
eloszlas alapjan vart elméleti A értékektdl, ami azt jelenti, hogy a csatorndk eloszlasa a
membranban (hasonléan sok mas, a T sejt szabalyozdsdban résztvevd fehérjéhez) nem
véletlenszeri. A nem random eloszlast magyarazhatja az ioncsatorndk lipid raftokba

szervezOdése, illetve kozvetlen protein-protein kdlcsonhatdsok a citoszkeleton fehérjéivel.

4.3 A CD3 és a Kvl.3/FLAG csatorna kozotti kolokalizdcio

A TCR/CD3 komplex és a Kv1.3 csatorna T sejt aktivacidoban, valamint kiilonb6z6
fehérjék szabdlyozasaban betoltott fontos szerepe miatt arra kerestiik a valaszt, hogy
kimutathat6-e kozelség a TCR/CD3 komplex és a Kvl.3 csatorna kozott. A CLSM
felvételeken a jelolt csatorndk és a CD3 molekuldk atfedése jol mutatta a CD3 ¢és
Kv1.3/FLAG csatorna kolokalizacidjat a Jurkat sejtmembranban. A kolokalizacié kvantitativ
mérésére a keresztkorrelacios koefficienst hasznaltuk. Az 1. egyenletbdl szamolt magas
korrelaciés koefficiens értek (C = 0.64 £ 0.10 (SD), n = 6 ) bizonyitja a két protein
kolokalizacigjat néhany szdz nm-es skalan beliil. A Kv1.3 és CD3 molekuldk kozotti

kozelség noveli annak lehetdségét, hogy funkcionalis kapcsolat lehet kdzottiik.

4.4 Az aktivalt CTL sejtek nagy mennyiségii fesziiltségfiiggo Kvl1.3 csatorndt expresszalnak

Elektrofiziologiai és farmakologiai kisérletekkel bizonyitottuk, hogy az aktivalt CTL
sejtek dominans fesziiltségfiiggd kalium ioncsatornaja a Kv1.3. Az aram-fesziiltség gorbék
szerint a csatornak —60 mV-nal kezdtek el aktivalodni. A steady-state aktivacio
fesziiltségfiiggésének kozéppontja -33.8 £ 4.8 mV, meredeksége 10.7 +£ 0.7 mV (n = 5). Az
aramok inaktivacids idéallandoja 180 + 27 ms volt +50 mV tesztpotpotencialt alkalmazva (n
= 9). Ezt az értéket 10 mM tetraetil-ammonium 56 + 4 %-kal megnovelte (n = 4). Ezek az
adatok jo egyezést mutattak a Kv1.3 ioncsatorna korabban kozolt hasonld paramétereivel.

A farmakolodgiai kisérletek soran szintén a limfocitak Kv1.3 csatorndjanak korabban
kozolt paramétereihez hasonld értékeket kaptunk. A CTL sejt kalium csatorndjat az alabbi
blokkolokkal karakterizaltuk: MgTX (Kq =50 £ 12 pM, n = 3), ChTx (3.4 £ 0.6 nM, n = 3),
¢és tetraetil-ammonium (14 + 1 mM, n = 4). A biofizikai és farmakoldgiai adatok alapjan

megallapitottuk, hogy a CTL sejtek Kv1.3 csatornat expresszalnak.
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4.5 A Kv1.3/FLAG csatorndk CTL sejtekben az 1S-be rendezddnek

Kisérleteink tovabbi részében aktivalt CTL sejteken vizsgaltuk a Kv1.3 csatorna
jelenlétét az immunoldgiai szinapszisban. A Kv1.3/FLAG csatorndk térbeli elrendezddését
CTL sejtekben és target sejttel konjugalt CTL sejtekben CLSM-mel vizsgaltuk. A Kvl.3
csatornak foltszerti eloszlast mutattak a targettel nem konjugalt CTL sejtek felszinén,
hasonléan az MHC-1-ben és CD8" -ban gazdag doménekhez. A target sejttel konjugalt CTL
sejteken a Kv1.3/FLAG csatornadk atrendezését figyeltiik meg, az esetek nagy részében a
csatornak a CTL-target sejtek érintkezd felszinére keriiltek. A target sejtek MHC 1 és a CTL
sejtek CD8" molekulai szintén az IS-ben gytiltek ossze. Néhany esetben a Kv1.3/FLAG
Ovszertien koriilvette a CTL és target sejt kozott képzodo 1S-t. A Kv1.3 kétféle lehetséges
elrendezddése (Ovszerli ill. kontakt régid) arra utalhat, hogy a csatorna atrendez0dése mas
fehérjékhez hasonldan dinamikus: az IS érésével parhuzamosan az IS kiilonb6zé doménjeibe
szegregalodik.

Mi lehet a Kv1.3 csatorndk IS-be torténd felhalmozddasanak a jelentdsége? A Kvl.3
csatorna legfontosabb fiziologiai funkcidja a T sejtek membranpotencidljanak szabalyozasa, a
membranpotencial pedig a CTL medialt citotoxicitast is szabalyozza. Nem valoszinii viszont,
hogy a Kvl.3 csatorna IS-be jutisa utdn lokdlisan jelentésen megvaltoztatnd a
membranpotencialt a nyugvd sejthez képest, az IS-ben koncentradddott protein kinazok
viszont hatékonyabban tudjak foszforildlni a csatorndkat az IS-ben. Bizonyitott, hogy a
TCR/CD3 szignalizacioban szerepet jatszoé protein kindzok (mint pl. LCK, PKC) a Kv1.3
csatornat is szabalyozzak, hatassal vannak annak biofizikai és fiziologiai tulajdonsagaira.

Megfigyeléseink alapjan valészinii, hogy a TCR/CD3 aktivacioja az IS-ben egyiitt jar
egy kozeli ioncsatorna modositasaval, ezaltal az IS funkcidja is megvaltozik, ami az IS
funkcidjanak és a csatorndk aktivitdsdnak kolcsonds szabalyozasi lehetdségét jelenti, a

kovetkezmény pedig a target sejt specifikus Olése.
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5. OSSZEFOGLALAS

Vizsgaltuk egy uj Kvl.3 csatornablokkoldszer, az anuroctoxin hatékonysagat és
specifikussagat. Megallapitottuk, hogy az anuroctoxin a Kv1.3 csatornat szelektiven gatlo uj
toxin, amely mar igen kis koncentracoban hatasosnak bizonyult (Kq = 0.73 nM), ezzel
szemben nem hat az IKCal csatornékra. Az anuroctoxin gatlas mechanizmusa hasonlé a tobbi
skorpio toxin 4altal okozott gatlashoz, mas skorpid toxinhoz hasonléan klasszikus
porusblokkoldja a Kvl.3 csatorndnak. Az anuroctoxin ezen kivill az 4altalunk vizsgalt
fesziiltségfiiggd Kvl.x illetve Kv2.1 csatornakra sem hatott jelentdsen, ezért a klinikumban is
bevalhat, mint a limfocita aktivaciot és proliferaciot gatlé hatékony immunszupressziv szer.

Altalanosan elfogadott, hogy a membranpotenciél és a kalium ioncsatornak mitkodése
fontos a limfocita proliferacio mitogén indukcidjahoz (Cahalan 1997), a sejt térfogat
szabalyozasahoz (Deutsch 1993), ¢s a sejt medialt citotoxicitdshoz (Schlichter 1986, Felzen
1996). Kisérleteinkben a Kv1.3 csatorna és a T sejtek jelatvitelében fontos molekulak térbeli
kolesonhatasokbol kovetkeztethessiink a csatorna T sejt aktivacidban betoltott szerepére.

A Kv1.3 csatorna specifikus jeloléséhez PCR mutagenezissel egy FLAG epitopnak
megfeleld bazisszekvencidt inzertaltunk a csatornat kodold génbe (Kv1.3/FLAG). A mutans
csatorna hasonlo biofizikai tulajdonsagokat mutatott, mint a Kv1.3, és specifikusan jeldlhetd
volt.

A FLAG epitopot hordozd csatorndk felhasznalasaval kimutattuk Jurkat sejteken,
hogy a Kv1.3 csatorna eloszlasa nem véletlenszerti, valamint hogy a csatorna és a CD3
molekula kozott membran domén szinten kolokalizacié van. Sikeriilt kimutatnuk a CTL
sejteken, hogy a Kvl.3 csatorna felhalmozodik az immunolédgiai szinapszisban.
Megallapitottuk, hogy az immunolédgiai szinapszis képzddésekor a T sejt membranban a
csatorna dinamikus atrendezddése figyelheté meg, €s a csatorna bejut a szinapszisba, ami
magaba foglalja a csatorndk és a jelatviteli molekulak kozotti kolecsonds szabalyozasi

lehetdséget.
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