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1 TRODALMI ATTEKINTES
1.1 AT sejt aktivacios mechanizmusa

A limfocitdk specifikus antigén hatasara bekovetkezd klonalis
proliferacioja az immunrendszer miikddésének egyik meghatarozd eseménye. A
limfocita proliferacié a T sejt receptor/CD3 komplex (TCR/CD3) aktivalasat
kovetéen indul be, amikor az antigénprezentaldé sejt (APC) {6
hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) molekulajan keresztiil az antigén egy
adott peptidrészletét bemutatja a specifikus T limfocita szdmadra, ezaltal egy
MHC-peptidfragmentum-TCR/CD3 komplex jon létre. Ez az els6 szignalizacids
1épés szamos kinaz és a foszfolipaz C-y (PLCy) aktivacidjat vonja maga utan. A
PLCy aktivacidjat kovetden a szignalizacios utvonal két részre dgazik: a PLCy
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,) 1,2-diacilglicerinné (DAG) és inozitol
1,4,5-triszfoszfatta (IP3) hasitja. A DAG molekula a protein kinaz C enzimet
(PKC) aktivalja, és az aktivator protein-1 transzkripcios faktor sejtmagban valo
felhalmozodasat segiti eld. A jelatvitelben a protein kindzok mellett a T
limfocita aktivacio fontos 1épése a citoszolikus Ca®* koncentracié kétfazist
megemelkedése. Ezt a folyamatot egyrészt a citoszolban szabadon diffundalo
IP; molekula az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjan kifejez6do
receptorokhoz valod kotédése aktivalja, amely soran az aktivalt limfocitaban a
szabad Ca’*-koncentraci6 megndvekszik a nyugvé allapothoz képest, az
endoplazmatikus retikulumbél Ca®* szabadul fel. Ez a citoszolikus Ca**
komponens azonban nem elegendd a gén expresszid vezérléséhez. A magas
intracellularis Ca**-koncentracid elérésének és fenntartdsanak forrdsa az
extracellularis tér. Az endoplazmatikus retikulum kitiriilésével aktivalédnak a
STIM1 molekulak (Stromal interaction molecule 1), amelyek az ER
membranjanak azon részére migralnak, ahol aktivalni tudjdk a
plazmamembranban talalhatdé Orail molekulakat, amelyek a kalcium
felszabadulas aktivalt Ca®* (CRAC) csatorna porusat alkotjat. A tartos, legtobb

: r1r M O 2+ N4 r .
esetben oszcillald intracellularis Ca“ -koncentracid-emelkedés a kalmodulinon
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keresztiil aktivalja a kalcineurint. Ez eldsegiti az NF-AT (Nuclear factor of

crer

crer

IL-2 expresszio sziikséges a tovabbi, immar antigénfiiggetlen T sejt

aktivaciohoz.

1.2 Az immunologiai szinapszis

In vivo koriilmények kozott a T limfocita aktivacid elsé 1épése, hogy az
antigén prezentaldo sejt MHC fehérjéihez kotddd antigén és a TCR/CD3
kolcsonhatasa soran kialakul az immunoldgiai szinapszis (1S), azaz megtorténik
az antigén bemutatasa. Az IS az antigént prezentald és az azt felismerd sejt
kozotti interakcids felszint jelenti. Az IS kialakulasa a két sejt plazmamembran
fehérjéinek atrendezddéseét ¢€s szubcellularis membrandoménekbe torténd
szegregaciojat eredmeényezi, ezaltal létrehozva az uUn. szupramolekularis
aktivacios komplexet (SMAC). Abraham Kupfer definialta elséként a T és B
sejtkonjugatumok kozotti, kozponti TCR komplexet centralis szupramolekularis
aktivacids klaszterként (cSMAC). Tovabba kideriilt, hogy a ¢cSMAC két
elkiiloniilé régidként, egy belsébb és egy kiilsébb ¢cSMAC-ként jellemezhetd.
Az el6bbiben nagy mennyiségli TCR, az utdobbiban a CD28 ¢s PKC-0 membran-
¢s citoszolikus fehérjék dominalnak az immunologiai szinapszis T sejt feldli
oldalan. Az immunolodgiai szinapszis kialakitasaban résztvevo két sejt kozotti
kontaktus stabilizdlasaban a CD3 receptor altal kijelolt cSMAC région kiviil, a
periféridlis SMAC (pSMAC) is szerepet jatszik. A kdzponti szupramolekularis
egységet a leukocita funkcioval asszocialt 1-es tipusu fehérje (LFA-1) és az
intercellularis adhézios molekula-1 (ICAM-1) kdlcsonhatas altal kialakult gytri,
valamint a talin hatarolja, ez az un. periférids szupramolekularis aktivacids
klaszter. Az LFA-1 és az ICAM-1 molekulak kezdetben adhézids molekulakként
funkcionalnak, elésegitve a T sejt - APC illetve a TCR - MHC-
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peptidfragmentum kapcsolatot. Az ICAM-1-hez kotédo LFA-1 a pSMAC
halézatba integralodik.

Az emlitett régiok mindegyike molekulak ezreit tartalmazza, amelyek
nem-kovalens modon kdtddnek egymashoz ebben a funkciondlis hdlozatban. A
fehérjék térbeli orientacidja biztositja azt, hogy a TCR/CD3 komplex aktivalasa
hatékony legyen a protein kinazok molekularis kozelségbe kertilése
eredményeként. Kupfer késébb egy un. disztalis szupramolekularis aktivacios
klasztert (ASMAC) is definialt mint a struktira legkiilsébb régidjat, amelyben
tobbek kozott a CD45 jatszik szerepet. A disztalis polus komplexet Burkhardt
irta le, amely olyan specifikus negativ regulatorok elkiilonitése szempontjabol
lehet 1ényeges, mint pl. az SHP-1.

Tovabba nemcsak az adhézids, de a kostimulacios fehérjék is kritikus
szerepet jatszanak a TCR mikroklaszterek kialakulasaban, példaul a CD28 vagy
a CD2, utobbi egyben adhézios funkcidkat is betdlt.

1.3 A Kvl.3 csatorna jellemzoi
1.3.1 A Kv1l.3 csatorna biofizikai jellemzdi

A Kv1.3 csatorna a K* csatorndk Shaker csaladjaba tartozik. A Shaker
csatornak négy azonos, megkozelitbleg szimmetrikusan elhelyezkedd
alegységbdl felépiild tetramer makromolekulak. Mindegyik alegység kb. 500
aminosavbol all, az alegységek kozotti nem-kovalens kotések tartjak egyben a
tetramer csatornat. Az egyes alegységek hat transzmembran alfa-helikalis
szegmensbdl allnak, melyeket extra- és intracellularis hurkok kapcsolnak dssze.
Ezen szegmenseknek ¢és hurkoknak jol meghatarozott szerepiik van a csatorna
mikodésében. A szegmensek koziil az elsé négy felelds a csatorna nyitasaért —
kiilondsen a negyedik az itt talalhatd pozitiv toltésli aminosavak miatt kitiintetett
szerepet jatszik az aktivacio soran — mig az 6todik €s hatodik szegmens kozotti
extracellularis hurok alakitja ki a csatorna pdorusat. Ebben a szakaszban talalhat6

az a négy aminosavbol all6 szekvencia (GYGD), amely felelds a K'-
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szelektivitdsért, tovabba a csatorna porusat eltomitd gatloszerek is e régid
aminosav oldallancaival 1épnek kdlcsonhatasba.

A Shaker csatornakhoz hasonléoan a Kv1.3 csatorndk is a membran
depolarizaciojara nyilnak ki, mely a négy alegység kooperativ.mechanizmusa
révén jon létre. A membranpotenciadl valtozasait a csatorna fesziiltségszenzora
érzekeli, melyet a tobbszorosen pozitiv toltésti S4 hélixek és a nettd negativ
toltést hordozo S3 hélixek kozosen alkotjak. A Kv1.3 csatorndk aktivacids
kiiszobfesziiltsége —50 mV koriil van, ami megegyezik a T sejtek nyugalmi
membranpotencialjaval. Az aktivacios kiiszob felett a membran tovabbi
depolarizaciojaval a nyitasi valoszinliség meredeken emelkedik. Az egyensulyi
aktivacid fesziiltségfiiggése a szigmoid futasi Boltzmann-fliggvénnyel
jellemezhetd, +20 — +30 mV koriil éri el a telitési értéket, ekkor a csatornak
nyitasi valoszintisége 1. A Kv1.3 csatorndk egyensilyi inaktivacidja nem teljes a
T sejtek nyugalmi membranpotencialjanal. Az egyensulyi aktivacio és az
egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggése egy olyan membranpotencial-ablakot
hataroz meg, amelyen beliil a Kv1.3 csatornak aktivak. Ez az ablak a limfocitak
nyugalmi membranpotencial-értékének megfeleld fesziiltségeknél van, igy a
Kv1.3 csatorndkon keresztiili K' fluxus hozzijarulhat a diffazios
membranpotencidl kialakitasdhoz.

A gyors aktivaciot kdvetden, depolarizalt membran mellett a Shaker K*
csatornak egy nem-vezetd, inaktivalt allapotba keriilnek, mely kétféle, az Gn. N-
¢s C-tipustt mechanizmus révén valdsulhat meg. Az N-tipusu, gyors inaktivacio
né¢hany ms alatt jon létre, amelyben a fehérje intracellularis N-terminalis oldalan
egy tobb pozitiv toltést tartalmazd peptid szakasz blokkoloként viselkedik ugy,
hogy a csatorna citoplazma feldli oldalan bekotddik, ezaltal elzarja a porust.
Azonban szdmos Shaker K* csatornaban, koztiik a Kv1.3-ban is hidnyzik ez az
inaktivacios egység, igy inaktivacidjukért az Gn. lasst, C-tipusu mechanizmus a
felelds, amely néhany 100 ms, vagy akar tobb s alatt kovetkezik be.

A C-tipusu inaktivacid valosziniileg a szelektivitasi filter és a csatorna
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extracellularis bejarata kornyékén Osszetett mechanizmussal lejatszodo
konformacio-valtozas eredménye. A C-tipust inaktivacié a kiils6 kationokra és a
csatornaporus aminosav-0sszetételére ¢érzékeny. Ezt a folyamatot az
extracellularis K* koncentracié megemelkedése gatolja. A C-tipust inaktivacio
¢érzéketlen az intracellularis tetraetilammoniumra (TEA), ugyanakkor a csatorna
extracellularis oldalan alkalmazott TEA a folyamatot gatolja. Az inaktivacioban
valoszintileg a fesziiltségszenzor is szerepet jatszik, azaltal, hogy konformacios
atrendezddésen megy keresztiil.

A Shaker csatornak lasst inaktivacidja két egymas utani folyamatot foglal
magaban: a csatorna kiilsd porusanak kezdeti besziikiilését, ami megakadalyozza
az 1onok aramlasat, és az azt kovetd sokkal lassabb szelektivitasi filterben
bekovetkezd konformacio-valtozast, ami stabilizalja a fesziiltségszenzort és a
porust, ¢és toltésbefagyasztast eredményez. Az inaktivacié csOkkenti a
membranpotencial-kontrollhoz rendelkezésre 4llo, aktivalhaté K' csatornak
szamat. Az inaktivalt allapotbol a Kvl1.3 csatorndk még -120 mV
membranpotencial mellett is hossza id6 alatt (50 s) térnek vissza nyugalmi (zart)
allapotukba, igy az aktivalt Kv1.3 csatornak jelentds K' fluxust képesek
létrehozni, miel6tt a nem-vezetd inaktiv allapotba keriilnek. A Kv1.3 csatorndk e
tulajdonsagai, valamint a limfocitdk membranjanak rendkiviil magas ellenallasa
(10-20 GQ) biztositjak azt, hogy a T sejtek membranpotencialjat kevés szamu

(2-300) ioncsatorna is képes fenntartani.

1.3.2 A Kvl.3 posztszintetikus modositasa
A K csatorndk aktivitisa a gatloszerek mellet szabalyozhat6 a csatorna
kapuzasat jellemz6 biofizikai paraméterek modositasaval is. Ez utobbi torténhet
fehérje-lipid és fehérje-fehérje kolcsonhatasokon keresztiil, ami magaban
foglalja az ioncsatornak protein kinazok altal torténd szabalyozasat is.
Kimutattak, hogy Jurkat T sejtekben mind a PKA, mind a PKC negativ

iranyban szabalyozza a Kv1.3 csatorna aktivitdsat, tovabba, hogy a PKC-fiiggd

5



modul4ciéo az eldfeltétele a csatorna PKA 4ltali szabalyozasanak. Ezzel
ellentétben huméan T sejtekben a PKA és a PKC éltali foszforilaci6é a csatorna
aktivitasat pozitiv iranyban szabalyozza azaltal, hogy a csatorna egyensulyi
aktivaciés ¢€s inaktivacios fesziiltségfiiggését modositja. A Kvl.3
csatornaaktivitas PKC fiiggd - szerin/treonin-foszforilacié altali -szabalyozasat
késébbi tanulmanyok Jurkat sejtekben is alatamasztottak, azonban kimutattak,
hogy a PKC- és PKA-medialt szabalyozas nagyban fligg a csatorna természetes
kornyezetét kialakitod fehérjéktol.

Kimutattak, hogy a receptor tirozin kinazok szuppressziv hatassal vannak
a Kv1.3 aramra. T sejtekben azonban a jelatvitel nem-receptor tirozin kinaz altal
medialt, amelyek a TCR/CD3 aktivacido kovetkeztében dusulnak fel, igy T
sejtekben a Kvl.3 ezen kinazok altali szabalyozasa nagyobb élettani
relevanciaval bir. Nem-receptor tirozin kindzok (v-s-rc) és Kv1.3 csatorndk
egyideji transzfektalasa HEK-293 sejtekbe a csatornafehérje tirozin
foszforilacigjaban jelentés novekedést mutatott, amely ,.cell-attach” patch
konfigurdcioban makroszkopikus aramcsokkenéssel tarsult. Tirozin foszfataz
inhibitorok alkalmazasa (pervanadate) az endogén kinazok altali Kvl.3
foszforilaciot novelte, amit ennek megfeleld aramamplitido csokkenés kovetett.

Ezen feliil biokémiai és biofizikai kisérletek egész sora utal arra, hogy a
mar megismert molekuldkon kiviil a Kv1.3 ioncsatorndk is fontos szereplok az
IS kialakulasa soran létrejott jelatviteli komplexben. Ismert a Kv1.3 csatornak
p56' kinaz altali szabalyozasa, a Kv1.3 és p56'™ hDlg (SAP97) adapter
fehérjéken keresztiili kapcsolata, tovabba a Kvl.3 csatorndk jarulékos
alegységéhez (Kvf1.2) kapcsolddo egyéb adapter proteineken keresztiil (ZIP-1,
ZIP-2) a PKC-hez torténd asszociacio is ezt a feltételezést tamasztja ala. A
Kvl1.3 csatorndk és az immunologiai szinapszis molekuldi kozotti kapcsolat
lehetdségét az a felismerés is tamogatta, hogy az emlitett fehérjék koleszterin- és

szfingomielin-gazdag membran mikrodoménekhez, un. lipid raftokhoz



asszocidlodnak, melyek dinamikusan atrendez6dnek a TCR/CD3 komplex
aktivalasat kdvetden.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a csatorndk foszforilacios
mobdositasa szabalyozza a Kv1.3 ioncsatorndk mitkodését, valamint a csatorndk
IS-beli  feldGsulasa befolyasolja az IS-ben a jelatviteli folyamatok
hatékonysagat.

1.4 A regulator T sejtek és az autoimmunitas

A CD4'CD25" T sejtek, melyeket ,regulator” (regulatory) T sejteknek
(Treg) neveznek, kritikus szerepet jatszanak a sajat szovetek irdnti
immuntolerancia fenntartasdban, az autoimmun folyamatok visszaszoritasdban.
A Ty sejtek szama ¢s aktivitasa fiziologias korilmények megvaltozasahoz
kothetd. A Trq sejtek gatolhatjak a T sejtes immunvalaszt sclerosis multiplex
(SM), 1-es tipusu diabétesz és mas autoimmun betegségek esetén. Ugyanakkor a
megndtt csatornaszam €s feler6sodott csatornafunkcid eldsegithetik a tumorok

Kezdetben a Ty sejteket kizarolag az interleukin-2 receptor o-lancanak
expresszidjaval azonositottak (CD25), de késébb a FoxP3 transzkripcios faktor
jelenléte bizonyult a T sejtek ezen alcsoportjanak legspecifikusabb markerének.
Mivel a FoxP3 egy intracellularis marker, jelolése a sejtmembran
permeabilizaciojat igényli. Ez szdmos ¢lettani vizsgalatot tett koriilményessé.
Ujabban azonban kimutattak, hogy a sejtfelszini CD127, ami a heterodimer IL-7
receptor része, regulator T sejteken negativ iranyban szabalyozott, és a
CD25™9CD127*™°™" expresszids szint jol korrelal a FoxP3-mal. A T sejt
aktivacidja utdn a CD127 receptor minden human T sejten negativ iranyba
szabalyozott, de az effektor és memoria T sejtek nagy részében ujra kifejezddik

mindaddig, amig a FoxP3" T sejtek CD127%*°™-ak maradnak.



Mivel a T., sejtek kritikus szerepet jatszanak az immunrendszer
miikodésében, tumoros és autoimmun betegségek szabalyozéasaban, igy mara
egyre inkabb eldtérbe kerlilnek terapias célpontokként. Nagy jelentdségiliek
lehetnek azok a kezelések, amelyek a jovoben szelektiven tudnak a T4 Sejtek
funkcioit stimuldlni autoimmun betegségekben vagy gatolni azokat tumoros

megbetegedések esetén.

1.5 A Kvl.3 csatornak gatloszerei specifikus immunszuppressziot
okozhatnak

Chandy ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy az emlitett betegségekben
szenvedd paciensekben az aktivalt, beteg szoveti kornyezetbdl izolalt effektor
memoria T sejtekben (Tgy) a Kv1.3 expresszid sokkal magasabb, mint a naiv €s
centralis memoria T sejtekben (Tcy) (Kb. 1500/sejt). Ezzel szemben az IKCal
csatorndk szama sokkal alacsonyabb az aktivalt Tgy-ben, mint az utobbi
kettében. Tovabb4, a naiv (CCR7'CD45RA") és Tcewm sejtek (CCR7'CD45RA))
esetén a mitogén indukalt proliferacidé a Kv1.3 csatorndk expresszidjanak enyhe
(kb. 250/sejt — 400/sejt) ugyanakkor az IKCal csatornak expresszidjanak
jelentds fokozddasaval (8-10/sejt — 500/sejt) jar egyiitt.

Azaz a Tgy sejtek, valamint a nyugalomban 1év0 Gsszes emlitett T sejt
membranpotencialjat dontden a Kv1.3 ioncsatorndk szabalyozzak, mig a naiv és
Tcwm alpopulacioban az IKCal a dominans. A Kv1.3 nagy affinitdsu gatldszerei
(pl. ShK toxin, IC~100 pM) a Tgw sejtek osztéodasat specifikusan gatoltak,
ugyanis a Kv1.3-blokkolas medialt proliferacio-gatlas alol a nyugvo (naiv) és
Tcewm sejtek az IKCal csatornak fokozott expresszidjaval mentesiilnek. A Kv1.3
csatorna  szelektiv  gatlasaval Tgy  sejtek  aktivacigja  gatolhato,

iImmunszuppresszid érhetd el.



2 CELKITUZESEK

Kisérleti munkam két f6 iranyvonalat képviselt:

A. A Kv1.3 ioncsatornak tanulményozdsa az immunologiai szinapszisban

B. Sclerosis multiplexes betegek vérébdl izolalt regulator T sejtek

loncsatorna-expresszios vizsgalata

Munkam soran az alabbi célokat tuztuk ki:

A

. Az altalunk hasznalt DI0 egér Tyx2 sejtvonal K' iondramainak

karakterizalasa, biofizikai jellemzése (egyensulyi €s kinetikai paraméterek
meghatdrozasa) ¢és farmakoldgiai vizsgélata specifikus gatloszer

alkalmazasaval.

. Egy antigénprezentald sejt (APC) — T sejt modellrendszer bedllitasa az

immunoldgiai szinapszis tanulmanyozasara.

. Immunfluoreszcens jelolés segitségével a Kv1.3 ioncsatorndk vizsgalata

az immunoldgiai szinapszisban.

. Nyugalomban és szinapszisban 1év6é D10 sejtek K*-dramainak egyensulyi

¢s kinetikai jellemzdinek 6sszehasonlitasa.

. Protein kinaz gatloszerek alkalmazédsaval a csatorndk atrendezddését

szabalyozo tényezOk meghatirozasa, valamint annak vizsgalata, hogy a
Kv1.3 csatorndk immunoldgiai szinapszisba rendezOdése milyen

funkcionalis kovetkezményekkel jar.

Célunk volt tovabba a regulator T sejtek (Trg) iOncsatorna-expresszios
mintdzatanak vizsgalata, vagyis annak a meghatdrozasa, hogy ez a
specidlis T sejt alpopuldcid6 rendelkezik-e specidlis ioncsatorna
mintazattal, valamint, hogy kiilonbozik-e az egészséges €s az autoimmun
betegségben szenvedd donorok Ty illetve naiv T-sejtjeinek ioncsatorna

mintazata.



3 ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Sejtek és az immunologiai szinapszis létrehozasa

Az egér D10 Ty2 sejtvonalat, mely a tojasfehérje conalbumin antigénre
specifikus, antigénfelismerd sejtként, mig a CHI2-LX B sejteket
antigénbemutatd sejtként hasznaltuk. A CH12-LX sejteket egy ¢jszakan at 500
ug/ml conalbuminnal kezeltiikk. A T és B sejteket 1:1 ardnyban kevertiik. A D10
sejtek €s egyben a szinapszis azonositasa a PKC-0 GFP fluoreszcens jele alapjan
tortént.

A kétporust csatornak feltételes jelenlétének vizsgélatara expresszios
rendszerként a HEK-tsSA sejteket hasznaltuk.

A human periférias limfocitdkat 6 sclerosis multiplexes betegbdl ¢s 9

egészséges Onkéntesbdl izolaltuk.

3.2 Immunhisztokémia és konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopia

A szinapszis kialakitasat kovetden a konjugatumok D10 sejtjeit poli-L
lizines feddlemezeken 3,75% formaldehiddel valo fixalas utan jeloltik. A
sejteket extracellularis Kvl.3-ellenes elsOdleges antitesttel inkubaltuk egy
¢jszakan at 4 °C-on, majd Cy3-konjugalt masodlagos antitesttel egy oran at. A
sejtkonjugatumokrol késziilt felvételeket Olympus FV1000 tipusu konfokalis
mikroszkoppal készitettiik. A PKC-6 izoformdhoz konjugalt GFP gerjesztése
488 nm-en Argon-ion lézerrel, mig a Cy3 gerjesztése 543 nm-en HeNe lézerrel
tortént. A fluoreszcens detektdldsi csatorndkhoz a kovetkezd sziirOket

hasznaltuk: 515/15 BandPass (GFP) és 605/50 BP (Cy3).

3.3 Aramlasi citometria

A human periférias limfocitakat a kovetkezd fluoreszcens festékkel
konjugalt antitestekkel jeloltiik 30 percig jégen: anti-CD4 — FITC, anti-CD127 —
PE és anti-CD25 — APC. Az aramlési citometrias sejtelvalasztast FACSVantage
SE — DiVa berendezéssel végeztiik. A fluoroforok gerjesztése 488 nm-enArgon-
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ion lézerrel, 532 nm-en didoda pumpas lézerrel és 633 nm-en HeNe 1ézerrel
tortént. A fluoreszcencias detektalasi csatornakhoz a kovetkezO szuroket

hasznaltuk: 530/30 BandPass (FITC), 585/42 BP (PE), 650 Long Pass (APC).

3.3.1 CD4" regulator és naiv T sejtek szeparalasa

Az egészséges egyénektdl, és a sclerosis multiplexes betegektdl szdrmazo
periférids limfocitdk populacidit é&ramlasi citometridval valasztottuk szét
elektrofiziologiai méréseinkhez. A sejteket CD4, CD25 és CDI127 sejtfelszini
markerek alapjan kiilonboztettik meg. A CD4'CD25™9CD1272%" sejteket
tekintettiik regulator, mig a CD4'CD25"*®°“CD127™%* sejteket naiv T
sejteknek. Mivel a patch-clamp mérések egyedi sejt szinten torténnek, a sejtek
szétvalasztisa soran nagy hangsulyt fektettiink a populaciok homogenitasara,

hogy a mas fenotipusok altali szennyezéseket minimalisra csokkentsiik.

3.4 Anyagok

A kisérletekben hasznalt vegyszereket — Tetraetilammoénium (TEA),
Margatoxin (MgTx), Charybdotoxin (ChTx), anandamid (AEA), ruténium
voros, H89, GF109203X, Damnachantal - Sigma-Aldrich Ltd., Alomone Labs,
Merck Ltd., gyarmanytak voltak.

3.5 Elektrofiziologia

A patch-clamp méréseket un. teljes-sejt (whole-cell) vagy outside-out
konfiguracioban végeztiik. Méréseinkhez Axopatch 200B ¢és 200A patch-clamp
erésitoket hasznaltunk fesziiltség-zar lizemmodban. Méréseink soran sziikség
esetén soros ellendllas kompenzacidt alkalmaztunk. A pipettakat GC 150 F-15
boroszilikat iiveg kapillarisokb6l huztuk két fazisban. A pipettdk ellenéllasa
normal extra- és intracellularis oldat esetén 2-5 MQ volt.

A kiils6 normal oldat 145 mM NaCl alapu, a bels6é oldat 140 mM KF

alapt volt.
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3.6 Az adatok kiértékelése

A teljes-sejt vezetoképességet a G = I/ (V-Erey) egyenlettel definialtuk,
ahol Iy a V tesztfesziiltségnél mért aram csucsértéke, E., pedig az aram
megfordulasi potencidlja. A csatorndk szamat a membranban a teljes-Sejt
vezetOképességének ¢s az egyedi csatorna vezetOképességnek héanyadosaként
hataroztuk meg.

Az aramsuriiségeket az aramamplitido és kapacitds hanyadosaként
hataroztuk meg (pA/pF), majd az adott csoportra vonatkozoan atlagoltuk a
szamolt értékeket.

A kisérleteink soran kapott adatok statisztikai 6sszehasonlitasat kétmintas
t-probaval (szignifikancia-szint=0,05) vagy Mann-Whitney rank sum teszttel
(MWRST) végeztiik el. A mérési adatoknal az atlagértéket és annak kozepes
hibajat (SEM) adtuk meg legalabb n=4 esetén.
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4 EREDMENYEK

4.1 A Kvl.3 csatorna az immunolégiai szinapszisban

4.1.1 A D10 sejtvonal teljes sejt aramanak biofizikai és farmakologiai
jellemzése

Elektrofiziologiai kisérleteink soran a D10 sejtvonalon regisztralt kalium
ionaramok biofizikai paramétereinek meghatarozdsakor az aktivacios ¢és
inaktivacios kinetikat, valamint az egyensulyi aktivdcid6 membranpotencial
fliggését tanulmanyoztuk. Az aktivacios kinetika meghatarozasakor rovid, 15
ms-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az adramgorbéket Hodgkin és
Huxley altal kidolgozott modell szerint (HH) illesztettiik az I(t) = 15 % (1 — exp
(-1/12))* + C egyenlettel, ahol 1, az aktivalédo aram amplitidodja, 7, az aktivacios
1d6éallando, C pedig az aram értéke a depolarizald impulzus kezdetén (-120 mV-
nal). Az aktivacids iddallandot egy sejt esetén 3, 15 s-onként bekdvetkezd
depolarizald impulzus soran kialakuld aktivacios idOallando atlagabol
hataroztuk meg (z,= 1,36 = 0,06 ms, n = 18).

Az inaktivacios kinetika meghatarozasakor hosszua, 1,5 vagy 2 s
hosszusagi 40 mV-os depolarizaldé impulzusokat alkalmaztunk. Az inaktivaciot
jellemzd iddallandot az aramgorbe leszalld 4aganak egy-exponencialis
fiiggvénnyel valo illesztésével hataroztuk meg: 1(t) = ly X exp(-t/zin) + C, ahol I
az aramamplitado, tj, az inaktivacios idéallando, C pedig a megmarado teljes-
sejt aramérték (steady-state value) a depolarizald pulzus végén. Az inaktivacios
1doallandot, az aktivacios iddallandohoz hasonloan, 3, 60 s-onként bekovetkezo
depolarizald6 impulzus soran kialakul6d inaktivacios iddallandd atlaga alapjan
hataroztuk meg (tj, =365 £ 27 ms, n = 17).

Tovabba, meghataroztuk a normalt konduktancia tesztpotencial fliggéseét
Is. Az adatpontokhoz Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink, az illesztés
eredményeképpen kapott félaktivacids-fesziiltség (V,, = -26,4 = 1,5 mV) és a
meredekség értékeket (k = 7,6 £ 0,5 mV, n = 12) hasznaltuk egyensulyi
aktivaci6 membranpotenciadl fliggésének jellemzésére. Az aktivacid ¢és
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inaktivacio kinetikus és steady-state paramétereinek irodalmi adatokkal torténd
Osszevetése a Kv1.3 csatorndk jelenlétére utalt.

Viszont a kalium csatornak kizarolag biofizikai jellemzdk alapjan torténd
azonositasa nem egyértelmii; néhany ragcsalo T limfoma sejtvonal Kv3.1
csatornakat is kifejezhet, ami szintén hozzajarulhat a D10 sejtvonal teljes-sejt
aramahoz. Ezért TEA és a MgTX alkalmazasaval farmakologiai karakterizalast
végeztiink.

10 mM TEA jelenlétében a gatlds mellett C-tipust inaktivaciot is
megfigyeltiink. 50 pM MgTx a kontoll koriilmények kozott mért teljes-sejt
ionaram csucsértekét megkozelitdleg 22 %-ara csokkentette. A dozis-hatas
gorbékre két-paraméteres Hill egyenletet illesztettiink, amely alapjan
meghataroztuk a Ky értékeket: 13,4 mM értéket kaptunk a TEA-ra, mig 16,8 pM
értéket a peptid toxinra. Ezek alapjan egyértelmiien eldonthetd volt, hogy a D10

sejtek endogén Kv1.3 kalium csatornakat expresszalnak.

4.1.2 A TASK csatornak feltételes jelenlétének vizsgalata a D10

sejtvonalon

Annak érdekében, hogy kizarjuk az TASK-1 ¢és TASK-3 csatorndk
jelenlétét, illetve a teljes-sejt aram kinetik4jara gyakorolt hatdsat, kisérleteinket a
D10 sejtekben feltételesen expesszalodd kétporust K csatornakrnak vizsgalatara
iranyitottuk.

A karakterizalas soran, mivel a TASK csatorndk 1do- ¢és
fesziiltségfiiggetlenek, fesziiltség-rampa protokoll segitségével megmértiik a
teljes-sejt aramokat D10 sejtekben. KCl-alapn, Ca*- mentes belsé oldatot
alkalmaztuk, hogy az IKCal csatorndk hozzajarulasat elhanyagolhatova tegyiik a
vizsgalt limfocitakban. A fesziiltségfiiggd Kv1.3 csatornak eliminalasara 100 pM
MgTX-t alkalmaztunk, valamint a tartofesziiltséget 0 mV-ra allitottuk az un.
dupla-rampa protokoll alkalmazasa mellett. A megforditasi potencialt -4mV-nak

hataroztuk meg, amely sokkal pozitivabb, mint ami a TASK csatornak

14



jelenlétében varhatdé lett volna (elméleti érték az oldatok Osszetételének
ismeretében -85 mV). Ezen tal, 150 mM K-tartalma oldat jelenlétében nem
tapasztaltunk jelentds jobb oldali eltolédast az dram és fesziiltség fliggvényében,

a TASK csatornék jelenléte a D10 sejtvonalon kizéarhato.

4.1.3 A kétpérusu K' csatornak nem érzékenyek Margatoxinra

HEK-tsA sejtekbe mMTASK-1 (egér) és hTASK-3 (human) csatornakat
kodoldo plazmid DNS-eket transzfektaltunk, melyekre 100 pM MgTX
hatastalannak bizonyult fesziiltség-rampa protokoll alkalmazasa mellett 0 mV
tartasi fesziiltségen. Ez a felismerés is azt bizonyitja, hogy a D10 sejtvonal teljes-
sejt K™ aramait Kv1.3 csatorndk adjék, és a TASK-1 és TASK-3 csatorndk a

teljes-sejt aramhoz vald hozzajarulasa elhanyagolhato.

4.1.4 TASK gatloszerek hatasa a Kv1.3 csatornara

Az anandamid (AEA) elfogadott Kv1.2, Kv1.5 és Kv4.3 gatloszer.
Megvizsgaltuk ezeknek a gatloszerek HEK-tsA sejtekbe transzfektalt Kv1.3
csatorndkra kifejtett gatlo hatasat; 3 és 30 uM koncentracidban alkalmaztuk az
anandamidot, 10 uM koncentracioban a ruténium vordset (RR). Mindkét anyagot
a Kvl.3 csatorndk hatékony gatloszerének talaltuk, a Kvl.3 csatornidk
aramamplitudoit szignifikansan csokkentették, és a Kv1.3 esetében megbecsiilt
Ky értékek jo egyezést mutattak a kétporusu csatornakra leirtakkal (AEA: 3uM,
RR: 4 uM). Tovabba, anandamid alkalmazéasa soran az inaktivacios kinetika
gyorsulasat tapasztaltuk. Azért, hogy minimalisra csokkentsiik az endogén Kv1.3
csatornak teljes-sejt aramhoz vald hozzajarulésat, a csatorndkat talexpresszaltuk a
HEK-tsA sejtekben, és outside-out konfiguraciot alkalmaztunk az &aramok
regisztralasa sordn. Ezek az eredmények azt szemléltetik, hogy mind az
anandamid, mind a ruténium vorés, a TASK csatornaknal alkalmazott
koncentracidkkal Osszevethetden, a Kv1.3 csatorndk gatloszerei is, ezért a két

csatornatipus ezeknek a vegyiileteknek az alkalmazasaval nem kiilonitheto el.
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4.1.5 A Kv1.3 csatornak kapuzasa megvaltozik az immunoldgiai
szinapszisban

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen kovetkezményekkel jar az
immunologiai szimnapszis 1étrejottének folyamata, azaz a csatornafunkcid mas
fehérjék altali modositasa milyen mértékben valoszinisithetd, az APC-hez
kapcsolodo D10 sejteknek is megvizsgaltuk a teljes-sejt aramait. Az APC-hez
kapcsolddd és egyediilallo D10 sejten kifejez6dé Kv1.3 csatorndk normalt
aramgorbéit dsszehasonlitva mind az aktivacids kinetikdban (T, = 1,36 £ 0,06
ms, Ta s = 2,36 £ 0,13 (n=7), p < 0,001), mind az inaktivacids kinetikaban (ti,¢
=365 £ 27 ms, Tin;s= 263 £ 29 (n =7), p = 0,037) bekovetkezett kiilonbségeket
szignifikdnsnak taldltuk, vagyis az IS-ban lévé D10 sejtekben a Kvl.3
csatorndk aktivacidja jelentOsen lelassult, az inaktivacios kinetika pedig jelentOs
mértékli gyorsuldst mutatott.

Felteteleztiik, hogy a kinetikaban bekovetkezd valtozasok az aktivacio
egyensulyi paramétereit is modosithatjak. A tesztfesziltség fliggvényeben
abrazolt normalt vezetdképességek a szinapszisban 1évé Kv1.3 csatornak
egyensulyi aktivacidjanak membranpotencial fliggése a pozitiv fesziiltségek
iranyaba tolodott el (V. =-26,4+1,5mV (n=12), V,,;s =-209 £2 mV (n =
7), p < 0,05). Az IS-ben 1évé Kvl1.3 csatornak meredekség értéke is nagyobb
volt, bar a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (k. = 7,6 = 0,5 mV, ks =
9,3 + 0,8 mV, p = 0,115). Az inaktivaciés kinetikai paraméterek alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy valamilyen foszforilacios vagy defoszforlacios folyamat

all a jelenség hatterében.

4.1.6 PK antagonistak gyorsitjak a Kv1.3 inaktivacidjat

Mivel nem ismert, hogy a D10 sejtekben a Kvl.3 csatorndhoz mely
protein kindz/foszfataz képes asszocidlni, ezért megvizsgaltunk két PK és egy
p56' inhibitor Kv1.3 csatornak 4ramara gyakorolt hatdsat, amelyek a
kovetkezok voltak: a PKA-t gatlo H89 (Kg = 50 nM), a PKC inhibitor
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GF109203X (GF, Kg =~ 14 nM) valamint a p56'* kinaz gatl6 Damnachantal
(DAM, Ky = 17 és 620 nM). Korabban kimutattdk, hogy ezeknek a
vegyiileteknek kozvetlen gatlo hatdsa is van 1oncsatorndkra, ezért a
kisérletekben alkalmazott koncentraciokat ugy allitottuk be, hogy elkeriiljiik
ezen vegyiiletek blokkold hatdsat, ugyanakkor még effektiven inaktivaljak a
protein kindzokat. Az alkalmazott koncentraciok a kovetkezok voltak: H89: 0,1
uM, GF: 0,5 uM, DAM: 1 uM.

30 ms hosszt, +50 mV-os depolarizdl6 impulzusokkal vizsgéltuk a
csatornak aktivacios kinetikdjat kontroll és PK antagonistakkal kezelt sejteken,
amelyet szintén az n*-es HH modellel illesztettiink. Az aktivacios kinetika a PK
antagonistdk hatdsdra nem valtozott szignifikdnsan (t,. = 1,36 £ 0,06 ms, (n =
18) Tacr= 1,51 £ 0,17 ms (n=9), p =0,3; Tapgo= 1,56+ 0,2 ms (n=13) p=0,3;
Tapam = 1,16 £ 0,19 ms (n = 6) p =0,22).

Az inaktivacids kinetika vizsgalata sordn azonban mind a H89, mind a
GF109203X vegyiiletekkel, mind pedig a Damnachantallal t6rténd kezelés soran
azt tapasztaltuk, hogy a Kv1.3 csatorndk inaktivacidja gyorsul, az inaktivacids
idéallando szignifikdnsan csokkent a kezeletlen kontrollokhoz képest a D10
sejtekben (tinc= 365 £ 27 ms, (n = 17) Tingr = 252 + 32 ms (n = 9); Tin Hgo = 254
+ 20 ms (n = 12); Tinpam =269 £27 ms (n=7) p < 0,05).

Az aktivacid egyensulyi €s kinetikai jellemzdit is tanulmanyoztuk; az
egyensulyi aktivacid paraméterei, fesziltségfiiggése ¢€s meredeksége nem
valtoztak meg szignifikansan a PK inhibitorokkal torténd kezelés hatasara (V.
=-264+1,5mV (n=12); (Vy,gr =-27,6 £ 1,3 mV (n =7); (Vy,uso = -24,8
2,4 mV (n=10); (Vypam =-27,0+ 2,1 mV (n=15); k.="7,6 £ 0,5 mV; kgr = 6,6
+ 0,6 mV; kpgo= 7,7 £ 0,6 mV; kpam= 8,6 £ 1,2 mV, p =0,05).

Minden kezelésre megbecsiiltik az aramstiriiségeket (CD) is, a H89 ¢és
Damnacanthal esetében szignifikans csokkenés kovetkezett be (CD, = 154 + 16

PA/pF, CDygg = 89,4 £+ 14 pA/pF, CDpam = 85,9 + 20 pA/pF, p < 0,05) , mig a
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GF kezelés, méréseink szerint, nem befolyasolta jelentésen a csatornaaktivitast

(CDgr = 163,1 + 25 pA/pF).

4.2 K’ csatornamintazat vizsgalata egészséges és sclerosis multiplexes
donoroktél izolalt CD4" regulator és naiv T sejteken

4.2.1 Periférias limfocitak karakterizalasa

A fesziiltségfiiggd K™ csticsaram mérésekhez, a D10 T2 sejtvonalhoz
hasonléan, rovid depolarizald impulzusokat hasznéltunk. Hosszabb depolarizalo
impulzusok soran a teljes-sejt aramok inaktivalodtak, amelyet az aramgorbe
leszallo agahoz illesztett egy-exponencialis fliggvény alapjan meghatarozott
inaktivacios iddallandéval jellemeztiink. Ismert, hogy a fesziiltségkapuzott
csatorndk esetében az egyensulyi aktivacio (G-V gorbe) fesziiltségfiiggése
jellemzd az adott csatornédra, igy alkalmas annak azonositasara, illetve a
kiilonbozo élettani koriilmények soran az ioncsatorna kapuzasaban bekovetkezo
valtozasok észlelésére. Az dram-fesziiltség fiiggest -70 és +40 mV kozott, 10
mV-os 1épésekben ndvekvd teszt fesziiltségek mellett regisztralt aramérték
alapjan hataroztuk meg ugy, hogy minden alkalmazott tesztfesziiltségre
kiszamoltuk a normalt vezetdképességeket, hogy vezetdképesség-fesziiltség
figgvényt (G-V gorbét) kapjunk. A mérési pontokat Boltzmann-fiiggvénnyel
illesztettilk, majd meghataroztuk a félaktivacios fesziiltséget (Vy,) valamint a
meredekség értéket (k). Mind a naiv, mind a Ty sejtek esetében az aramok
biofizikai tulajdonsdgai az irodalomban leirt T sejtek membranjaban uralkoddan
kifejez6d6 Kv1.3 K'-csatornak tulajdonsagaival megegyezdek. Méréseink egyik
sejtpopulacio esetében sem utaltak mas fesziiltségkapuzott csatorna jelenlétére.
Korabbi adatokkal 6sszhangban sejtenként néhany szaz csatorna jarult hozza a
mért csticsdramokhoz.

A Kv1.3 csatornak mellett a T sejtek Ca**-aktivalt IKCal csatornakat is
kifejeznek aktivacios allapotuktdl ¢€s altipusuktol fliggden. Mivel ezek a

csatorndk csak emelkedett Ca®*-koncentracié mellett aktivalodnak, igy a belsd
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oldat Ca®*-tartalmat 1 pM-ra allitottuk be, hogy felbecsiiljiik a csatornak szamat
a membranban. Fesziiltségfiiggetlen természetilknek koszonhetéen a IKCal
aramok fesziiltség-rampakkal jol mérhetok. A fesziiltség-rampdk soran a
membranpotencial linearisan nd -120 mV-rél +50 mV-ig, és az aram a Kvl1.3
csatorndk aktivacios kiiszobénél valtozik. Nagyobb meredekség tobb IKCal
csatorna jelenlétére utal, azonban a K'-ra specifikus dramkomponens teljes kort
meghatarozasa a megforditasi potencial mérését is igényli.

A legtobb sejt esetében Charybdotoxint (ChTX) is alkalmaztunk, a
Kvl.3 ¢és IKCal csatornak elkiilonitésére, amely mindkét membranfehérje
gatloszere alacsony nanomolaris koncentraciokban. Az extracelluldris térben
alkalmazott 50 nM ChTX mindkét tipust csatornat gatolta. A megmarado
aramot, az un. szivargasi aramot a kontroll aramgorbébdl vontuk ki, hogy
megkapjuk a IKCal komponenst. Az aramamplitidora és a IKCal egyedi
csatorna vezetOkeépessegere alapozva (11pS) becsiiltiik meg a csatornak szamat a
membranban. Egyik donortipustol szarmazd Ty €s naiv sejtpopulacio kozott
sem talaltunk szignifikdns kiilonbséget az IKCal csatorndk szdmaban
(egeszséges naiv: 12,4 + 2,4, egészseéges Trey: 21,2 £ 8,2, SM naiv: 8,7 £2,1, SM
Treg: 22,9 £ 8,5 csatorna/sejt).

Az alkalmazott fesziiltségprotokollokkal egyik sejttipus esetén sem
talaltunk e két K csatornan kiviili més ioncsatornat.

A megvizsgalt Kv1.3 csatornak kapuzasdnak egyenstlyi és kinetikus
paramétereit Osszehasonlitva nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az
egészséges donoroktol €s a sclerosis multiplexes betegektdl Treq €s naiv sejtek

alpopulacioi kozott sem.

4.2.2 Az egészséges donoroktol és sclerosis mutiplexes betegektdl szarmazo
naiv és regulator T sejtjeinek ioncsatorna expresszios vizsgalata
Mivel nagymértéki eltérések lehetnek a kiilonb6zd T sejt alpopulécidk

Kv1.3 expresszids szintjeiben, elséként a Kv1.3 dramamplitadokat, vagyis a
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Kv1.3 csatorndk szamat hasonlitottuk Ossze. Mivel a SM betegek Ty, Sejtjeit
csokkent miikddésiinek irtdk le, statisztikai elemzésiinkben az egészséges ¢és
sclerosis multiplexben szenvedd donorok naiv és Tyy sejtjeinek mérési
paramétereit terveztilk Osszehasonlitani. Az egészséges egyénektdl szdrmazo
naiv és regulator T sejtek feliiletén kifejez6dé Kv1.3 csatorndk szamaban nem
talaltunk kiilonbséget (p = 0,125, MWRST), azonban a sclerosis multiplexes
betegektdl izolalt sejtpopulaciokban a Kv1.3 csatorndk szdma szignifikdnsan
kisebbnek bizonyult a naiv sejtekhez képest (p = 0,005, MWRST).

A T sejtek mérete novekszik aktivacidjuk sordn, amelyet nagyobb
feliiletiikbol ad6ddé megnovekedett membrankapacitassal tudunk detektélni.
Méréseinkben Osszehasonlitottuk a membrankapacitas értékeket. Az egészséges
donoroktdl szarmazo Ty sejtek membrankapacitasa szignifikansan nagyobb volt
naiv parjaikhoz képest (p = 0,009), azonban ez a kiilénbség nem volt észlelhetd
SM betegek Teq és naiv sejtjei kozott (p = 0,392).

A memrankapacitasra normalt d&ram (dramsiirliség) nydjt informaciot a
csatornak hozzdjarulasdnak mértékérél a membranpotencial szabalyozasihoz,
mivel adott szdmi csatorna nagyobb mértékben befolyasolja a
membranpotencialt egy kisebb sejt esetében, egy nagyobb méretli sejthez képest,
megegyezd szamu csatornaval. Az egészséges populdcio sejtjei  kozott
szignifikans kiilonbséget talaltunk a Tyey €s naiv sejteket 0sszehasonlitva (p =
0,003, MWRST), mig ez a kiilonbség nem jelent meg a SM betegekbdl
szarmazo sejtek altipusai kozott, amely a naiv sejtekhez viszonyitott jelentdsen

alacsonyabb csatornaszam kovetkezménye regulator T sejtek esetében.
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5 MEGBESZELES

Elektrofiziologiai méréseink soran, a D10 sejtek K™ aramait biofizikailag
¢s farmakoldgiailag karakterizdlva megallapitottuk, hogy ennek a Ty2
sejtvonalnak a domindns fesziiltségfiiggd K* csatorndja a Kv1.3.

Korabbi koézlemények tanulmanyoztdk, hogy szdmos ragcsaldé T
sejtvonalon az Un. ,;n” és 71" tipusu aramokért is felelés K csatornak is jelen
vannak. Mig az elébbit a Kv1.3-nak, addig az utobbit a Kv3.1 ioncsatornanak
tulajdonitjadk. Nem zarhattuk ki tehat a Kv3.1 csatorndk jelenlétét sem. Mindkeét
csatorna  depolarizalassal aktivalhatd, azonban az alapvetd biofizikai
paramétereik (egyensulyi aktivacio €s inaktivacio) €s farmakologiai sajatsagaik
kiilonbozdek. A TEA és a MgTX dozis-hatds gorbéje, valamint az illesztés soran
szamitott Kq értékek (TEA: 13,4 mM és MgTX: 16,8 pM) arra utalnak, hogy a
Kv1.3 a D10 sejtvonalon meghatdrozdé mértékben jelen 1évd fesziiltségvezérelt
K'-ioncsatorna. Nem zarhatjuk ki az ,n” és 17 tipusi csatornak
osszeszerelodéset sem, de 500 pM MgTx jelenlétében (ami kb. harmincszor
nagyobb a Kvl.3-ra vonatkozo félhatasos koncentracional) a megmarado
aramhanyad (3-5%), €és a TEA dozis-hatas gorbéje azt mutatja, hogy ezek a
heteromerek teljes-sejt aramahoz valdé hozzajarulasa elhanyagolhatdo. Ez a
kisérletlink 1s alatdmasztotta a Kv1.3 csatorndk kizardlagos jelenlétét.

Mivel ki szerettiik volna zarni a kétporusa K csatornak jelenlétét is, illetve
a teljes-sejt aram kinetikajara gyakorolt hatasukat, méréseket kezdtiink a TASK-1
¢s TASK-3 csatorndk D10 sejtvonalon val6 expresszidjara vonatkozdan. A széles
korben elfogadott Kv1.3 csatornaspecifikus gatlészer, a Margatoxin a Kvl.3
csatornak tobb, mint 85%-4t gatolja 100 pM-os koncentracidban, mig ugyanez a
koncentraci6 nem eredményezett valtozast a HEK-tsA sejtekben kifejezett
TASK-1 ¢és TASK-3 csatorndk esetében. Meuth ¢s munkatarsai anandamid ¢és
ruténium vords gatlészereket alkalmaztak a Kv1.3 ¢és TASK aramok
elvalasztasara limfocitakban. Az anandamid alkalmazasa soran a teljes-sejt aram

kinetikajaban valtozast tapasztaltak, ami ahhoz vezethet, hogy a TASK csatornak
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szelektiv blokkolasaval a D10 sejtvonal teljes-sejt aram kinetikaja is valtozik. A
szakirodalomban eddig nem tanulmanyoztdk ezen molekulak Kv1.3 csatornakra
gyakorolt hatdsat, s6t, a ruténium voros hatasat egyaltalan nem vizsgaltak
fesziiltségkapuzott K* csatorndkra. Ezért megvizsgaltuk TASK csatornak
specifikus gatloszereinek HEK-tsA sejtekbe transzfektalt Kv1.3 csatornara
kifejtett gatlohatasat. A 3 uM koncentracioban alkalmazott anandamid valamint a
10 uM ruténium vorés a Kvl.3 csatorndk dramaplitidoit is szignifikdnsan
csokkentette (a Kv1.3 esetében megbecsiilt Ky értékek jo egyezést mutatnak a
kétporusu csatorndkra leirtakkal), tehat ezek a gatloszerek valdjaban nem
specifikusak, és igy a Kv1.3 ¢és a TASK csatornak arama altaluk nem kiilonithetd
el egyértelmiien limfocitakban.

Tovabba, mivel a TASK csatorndk 1d6 ¢s fesziiltségfiiggetlenek, ezért
fesziiltség-rampa protokoll segitségével megmértiik a teljes-sejt aramokat D10
sejtekben. A fesziiltsegfiiggd Kv1.3 csatorndk eliminalasara 100 pM Margatoxint
alkalmaztunk, valamint a tartofesziiltséget 0 mV-ra allitottuk, mivel a Kvl.3
csatornak ezen fesziiltségnél inaktivadlodnak. A megforditasi potencialt -4 mV-
nak hataroztuk meg, amely sokkal pozitivabb, mint ami a TASK csatorndk
jelenlétében varhatd lett volna (elméleti érték az oldatok Osszetételének
ismeretében -85 mV). Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a TASK csatorndk a
D10 sejtek membranjaban nem jatszanak szerepet a teljes-sejt K* aram kinetikai
paramétereinek modositasaban, mivel azokat a D10 sejtek nem, vagy csak
nagyon kis mértékben fejezik ki felsziniikon.

Tovéabbi tanulmanyaink soran azt feltételeztik, hogy a D10, Ty2
sejtvonalon dominansan expresszalodd Kvl1.3 csatornak immunszinapszis
kialakuldsa soran bekovetkezd atrendezddése hatdssal lehet a csatorndk
aktivacios €és inaktivacios kapuzasara. Mind az egyenstlyi, mind az aktivacio és
inaktivaci6 kinetikus paramétereit megvizsgaltuk, majd az adatokat
osszehasonlitottuk a T sejtek nyugalmi allapotdban mért paramétereivel. A

kovetkezd eredményeket kaptuk: immunoldgiai szinapszisban vald részvétel
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soran (1) a Kvl1.3 csatorndk inaktivacios iddallandéja lecsokken, (2) az
aktivacios kinetika lassul, valamint (3) a félaktivacios fesziiltség szignifikdnsan
valtozik (bar a meredekség nem szignifikansan). A kinetikaban bekdvetkezd
valtozdsok miatt azt feltételeztiik, hogy ennek a jelenségnek a hatterében
foszforilacio vagy defoszforilacio all. Ezt modellezve, protein kinaz
gatloszerekkel annak a Iehetdségét 1s megvizsgaltuk, hogy a gyorsabb
inaktivacio a csatornafehérje foszforilaciojanak tulajdonithato-e.

Ezen feliil, szdmos korabbi tanulméany vizsgélta a T sejt és az
antigénprezentald sejt  kozott létrejové  immunologiai  szinapszisban
felhalmoz6do citoszolikus €s membranfehérjéket, beleértve a Kv1.3 ioncsatornat
Is. Alatamasztottak azt a feltételezést, hogy a D10 és a CH12-LX sejtek kozott
létrej0v0 1mmunszinapszis soran a sejtek kozotti kontaktrégioba valdo Kvl.3-
szegregalodas funkciondlis kovetkezményekkel jarhat, ami valosziniileg a
tirozin, szerin vagy treonin aminosav oldallancok protein kinadzok vagy
foszfatazok altali modositasainak tulajdonithatok. Human periférias T sejteken
végzett PKC és PKA aktivacios kisérletek novekedést mutattak a Kv1.3 teljes-
sejt konduktanciaban. Tovabba, a PKC miikodésének pozitiv szabalyozasa a T
sejteken jelen 1évd Kv1.3 csatornak inaktivacios sebességének csokkenését, mig
a PKA aktivacio Kv1.5 csatorndk lassubb inaktivaciéjat eredményezi a Kv1.3
jarulékos alegységet is expresszal6 HEK-tsA sejtvonalon. Mig a PKC
aktivacidja az egyensulyi aktivacido ¢és inaktivacio fesziiltségfiiggését is
modositja, addig a PKA csak az egyensulyi inaktivacidt befolyasolja, oly
modon, hogy az un. ablak-aram — amely az ioncsatorndk nyugalmi potencialja
koriili nyitasi valosziniiségét adja meg — szignifikansan né. Ugyanakkor olyan
tanulmanyok is megjelentek, amelyek Jurkat T vagy HEK-tsA sejtekben
heterogénen jelen 1évé Kv1.3 csatorndk teljes vagy részleges gatlasat targyaljak
PKA vagy PKC stimulacio altal. Receptor és nem-receptor tirozin kinazok
aktivaldsa a Kv1.3 aramot csokkenti, bar a Fas-receptor aktivaldsa a Kv1.3

aktivaciojat noveli. Ezek az ellentmondasok a PK izoformdk kiilonb6zd
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expresszi0s mintazatainak jelenlétének vagy specifikus kapcsold fehérjék
hianyanak tulajdonithatok kiilonb6z6 sejtvonalakban. Mindezek alapjan, és a
PKA, p56'Ck antagonistakkal végzett kisérleteknek megfelelden feltételezziik,
hogy a Kvl.3 ioncsatorna immunologiai szinapszisba vald rendezédésekor
defoszforilalodik. Ezt a lehetdséget az immunologiai szinapszisban résztvevo
D10 sejtek gyorsabb inaktivacios kinetikdja és kisebb aramsiriisége tdmasztja
ala. Azt gondoljuk, hogy a Kvl.3 szinapszisba vandorlasa a defoszforilacio
elofeltétele. A szinapszisban bekovetkezd csatornamodositds molekularis
mechanizmusa jelenleg nem tisztazott, bar nagy valoszinliséggel bizonyos
protein foszfatdzok magyarazhatjak a Kv1.3 aramban bekovetkezd valtozasokat.
A lassubb aktivaciés kinetika és az egyensulyi aktivacié depolarizald
fesziiltségek felé wvald eltolodasa a Kvl.3 csatorna mikrokdrnyezetében
bekovetkezd valtozasokat valdsziniisiti, mikdzben az a szinapszisba szegregal.
Ezt a feltevést erOsitik a PK antagonistakkal végzett kisérleteink: a PK
inhibitorok csak az inaktivacidos kinetikat moédositjak, az aktivacio sem
egyensulyi, sem kinetikai paramétereinek valtozdsaban nem jatszanak szerepet.
Laboratoriumunk egyik korabbi kozleményében Kv1.3 csatornak egy hasonld
jelenséget figyelhetiink meg T sejtekben: a membranviszkozitas novelésével,
amelyet a membran koleszterinszintjének novelésével értek el, az aktivacios
sebesség csokkent €s az egyensulyi aktivacio fesziiltségfliggése eltolodott.
Elmondhatjuk, hogy a Kv1.3 csatorna immunszinapszisba val6é vandorlasa
a csatorna kapuzasi paramétercinek megvaltozasaval jar. A PK inhibitorok
hasznalata nem magyarazza egyértelmiien a foszforilacid szerepét a csatorna
modositasaban. Feltételezziik, hogy a jelenséghez a csatorndk nagyobb

merevseégl, rigidebb membrandoménekbe valo diffiizidja is hozzajarulhat.

crcr

tanulmanyozéasa soran csatornamintazatbeli kiilonbségeket kerestiink, amely

lehetdséget nyujthat a T sejtek e fontos alcsoportjanak szelektiv manipuldldséra.
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Az éltalunk vizsgalt négy sejtcsoport membranfeliiletén kifejez6dé Kv1.3
¢s IKCal csatorndk szama Gsszevethetd a korabbi kozleményekben leirt nyugvo
T sejtek adataival, azonban statisztikai elemzéseink azt mutattdk, hogy az SM
betegektdl szarmazd Ty sejtek kevesebb Kv1.3 csatornat fejeznek ki,
0sszehasonlitva a naiv sejtekkel, és ez a kiilonbség nem mutathato ki egészséges
Treg €s maiv sejtek kozott. T sejtek populacidinak mitogén stimulalasa egy
altalanos noOvekedéshez vezet a sejtméretben, ami egyidejileg egy
megnovekedett Kv1.3 és IKCal expresszioval is jar. Az altalunk vizsgalt sejtek
nem voltak stimulalva, de az eredmények azt mutattak, hogy az egészséges Tieg
sejtek membranfeliilete sokkal nagyobb a naiv sejtek feliiletéhez képest,
amellett, hogy a csatornak szamaban nem tapasztaltunk kiilonbséget, ami a naiv
sejtek esetében szignifikansan nagyobb Kv1.3 csatornasiirliséget eredményezett
(pA/pF). Ez 06sszhangban all azzal az elképzeléssel, hogy Try sejtek csak
részben vagy nem megfelelden aktivalodnak, €s antigén stimuldcié hatisara
anergikusak. A megnovekedett membranfeliilet egyfajta indikator lehet bizonyos
aktivaciés Utvonalak beindulasira, de a megszokott K'-csatornaszam
novekedésének hidnya hozzajarulhat a T sejt proliferacidohoz vezetd aktivacios
folyamat leallasahoz.

Egészséges naiv és regulator T sejteket Osszehasonlitva a Kv1.3 és a
IKCal csatornak szdmaban nem talaltunk kiilonbséget. A K'-csatornak kritikus
szereppel birnak a T sejt aktivacioban, ami a Ca*" ionok bedramlasa soran a
membranpotencial stabilizaldsa. Ha a sejt méretének novekedését nem kiséri a
K" csatorndk szdmanak ndvekedése, az elégtelen membranpotencial
szabalyozast eredményez, ami nem megfelelé Ca®* jelatvitelhez, és csokkent
proliferacios hajlamhoz vezet.

Egészséges donoroktdl szadrmazd sejtekkel ellentétben SM betegekbdl
izolalt Ty sejtek kevesebb Kv1.3 csatornat fejeznek ki, mint a naiv sejtek,
tovabba membranfeliiletiik sem nagyobb. A kisebb csatornaszdm ¢€s sejtméret

alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a jelatviteli itvonal soran a fehérjeszintézist a
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betegség olyan modon érinti kedvezétleniil, hogy akadalyozza a T,y sejtek
differencialodasat. Ez a megfigyelés 0sszhangban éallhat az SM betegek T
sejtjeinek csokkent szuppresszids képességével, de ez a kapcsolat tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Szignifikdns kiillonbséget talaltunk csatornaszdmban, sejtméretben, és
csatornastirliségben, ami a sejtek aktivacios 4allapotaval vagy azzal a
képességiikkel all osszefliggésben, hogy mitogén stimulusok aktivaljak oket. A
Treg populaci6 aktivacidja soran az ioncsatorna-expresszioban €s sejtméretben
bekovetkezd valtozasok tovabbi vizsgalatai érdekesek lehetnek az aktivalt
allapot természetének atfogobb megismerése szempontjabol, valamint nagy
jelentOségli lehet annak a lehetségnek a tanulmanyozasa is, hogy ezen T sejt
alpopulacié hogyan valhat terapias célpontta, azaz hogyan manipulalhatéd
szelektiven  farmakologiailag,  kiilonb6zé  inhibitorok  segitségével a

sejtmembranjukon jelen 1évd ioncsatornaikon keresztiil.
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6 OSSZEFOGLALAS

Patch-clamp technikaval, fesziiltség-zar tizemmoddban elvégeztik a D10
sejtek biofizikai és farmakologiai karakterizaldsat, melynek soran a kétporusu
TASK K" csatornak jelenlétét kizarva kimutattuk, hogy ezen egér T2 sejtvonal
dominans fesziiltségfiiggd K* csatornaja a Kv1.3.

A CH12-LX antigénprezentald sejteket felhaszndlva bedllitottunk egy
modellrendszert az immunoldgiai szinapszis tanulmanyozisara. Az endogén
Kv1.3 csatornakat extracellularis epitop ellen termeltetett antitesttel, indirekt
modszerrel jeloltik meg, majd meghataroztuk a Kv1.3 csatornak sejtfelszini
eloszldsat az immunologiai szinapszis kialakuldsat kovetéen. Konfokalis
mikroszkopos felvételeink kimutattak, hogy a T sejtek Kv1.3 ioncsatornai a két
sejt kozotti kontaktrégioba rendezdédnek.

Osszehasonlitottuk az egyediilalld és a szinapszisban 1évd T sejtek Kv1.3
aramait, megallapitottuk hogy az aktivacids kinetika lelassult, ezzel szemben az
aram inaktivacidja felgyorsult a szinapszisban 1évé sejtekben az egyediilalld
sejtekhez  képest, de a Kvl.3 csatornak egyensulyi aktivacidjanak
membranpotencial-fliggését jellemz6 normdlt konduktancia—tesztpotencial
0sszefliggés nem valtozott szignifikdns mértékben.

A D10 sejteket PKA, PKC és p56'™ gatloszerekkel kezeltiik. Az aktivacios
kinetikat jellemzd iddallandd és a normalt konduktancia fesziiltségfiiggését
jellemzd paraméterek nem kiilonboztek jelentdsen a kezelt és a kezeletlen sejtek
kozott, azonban az inaktivacids iddallandokban szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk a kezelések hatasara, azaz az aram inaktivacidja felgyorsult, amely
Osszefliggésbe.

Tovabba szintén teljes-sejt konfiguracidban megvizsgaltuk az egészséges ¢€s
sclerosis multiplexes donoroktol szarmazo naiv és regulator T sejtek ioncsatorna

expresszids mintazatat. Megmértiik az egyes sejteken talalhaté Kv1.3 és IKCal
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csatornak szamat, valamint megvizsgaltuk a kapuzasara vonatkozo paramétereket
IS, majd statisztikai 0sszehasonlitast végeztiink a kiilonb6z6 populaciok kozott.
Megallapitottuk, hogy az egészséges donorok naiv és Ty sejtjei azonos szamu
Kv1.3 csatornat fejeznek ki, ugyanakkor a T,y sejtek membrankapacitasa
nagyobbnak bizonyult, mint a naiv sejteké, és 1igy csatornadenzitasuk
alacsonyabbnak adodott. Ezzel szemben, a sclerosis multiplexes betegek Tieq
sejtjei kevesebb Kwv1.3 csatorndval rendelkeztek, mint a naiv sejtek, ¢&s

membranfelsziniik sem volt nagyobb a naiv sejtekénél.
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