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1. BEVEZETES

A kiilonb6z6 immunsejtek 0Osszehangolt milkddése a megfeleld immunvalasz
kialakuldsanak elengedhetetlen feltétele. E sejtek reaktivitdsa nagyban fiigg az Oket aktivald
jelatviteli utvonalaktol, amelyek szabalyozasat részben ioncsatornak latjak el. Az ioncsatornak
jelentéségét eredetileg ingerelhetd sejtekben irtak le, ahol az akcids potencial kialakitasaban
van szerepilkk. Azonban ma mar kozismert, hogy az ioncsatorndk minden sejttipusban
megtalalhatéak ¢és kiilonbozd sejtélettani funkciokat befolyasolnak. Ez elsésorban a
membranpotencialt szabalyoz6 szerepiiknek tulajdonithatd, de nem elhanyagolhato a
kiilonbozo adapter fehérjékkel vald kolcsonhatdsuk sem.

A dendritikus sejtek (DC) a hivatasos antigén prezentalo sejtek (APC) egyik {6 tipusat
alkotjak. Antigén stimuléci6 hatdsara az éretlen dendritikus sejtek (IDC) érett dendritikus
sejtekké (MDC) differencialédnak, amelyek a feldolgozott antigént a kettes tipusu f6
hisztokompatibilitasi komplexen (MHCII) keresztiil T sejteknek mutatjdk be. Ennek
megfelelden elengedhetetlen e differencidcios folyamat szigoru szabalyozésa, hiszen mind az
érés hianya, mind a sziikségtelen bekovetkezése sulyos immunolégiai betegségek
kialakulasdhoz vezethet. A human monocita eredetli dendritikus sejtek {6 fesziiltség-kapuzott
ioncsatorndjaként az Navl.7 csatornat irtdk le. Sikeriilt kimutatnunk, hogy ez a csatorna
immunvalaszt immunogénebb irdanyba hajtja. Ugy gondoljuk, hogy az Navl.7
membranpotencidl szabalyozasa altal megakadalyozza az éretlen dendritikus sejtek
sziikségtelen aktivacigjat egy adott ingerkiiszob elérése alatt.

Az antigén bemutatas folyamatdhoz nélkiilozhetetlen a fizikai kontaktus kialakuldsa az
antigén prezentald és T sejtek kozott, vagyis az immunologiai szinapszis (IS) 1étrejotte. Ez a
szupramolekularis komplex mindkét sejt membranjaban nagyfokt fehérjeatrendez6dést
eredményez. Kimutattak, hogy a T sejtek fesziiltség-kapuzott kalium csatorndja, a Kv1.3, is
ebbe a szinaptikus teriiletbe transzlokaldédik. Azonban az atrendezddés okat mindezidaig nem
sikeriilt kimutatni, mindossze a helyi membranpotencial szabalyozasa feltételezett.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a Kv1.3 csatorna szinapszisbeli atrendezddését a
membran-asszocialt guanildt kindz (MAGUK) csalddba tartozd fehérje, a PSD-95
szabalyozza. A PSD-95-6t eredetileg neuronokban irtdk le, de huméan T sejtekben is
megtalalhat6, ahol egyrészt szabalyozza a Kvl1.3 lokalizaciojat, masrészt lehetévé teszi a

csatorna egyéb fehérjékkel torténd kolcsonhatasat. Meggydzddésiink, hogy ez a felismerés



segithet azon kérdés megvalaszolasdban, hogy mi is a pontos szerepe a Kv1.3 csatorndnak az

immunszinapszisban, illetve altalaban véve az immunreakciok szabalyozéasaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Dendritikus sejtek, T limfocitak

A szervezet elsé szamu védelmi vonalat patogénekkel szemben a velesziiletett
immunitas képezi, amely azonban nem specifikus és csak rovid tavil immunitést biztosit.
Fontos azonban, hogy a természetes immunitds nélkiilozhetetlen az adaptiv immunités
kialakitasahoz, amelyben mar specifikus sejtek lépnek fel a patogénekkel szemben, illetve
amely soran immunologiai memoria alakul ki. A dendritikus sejteknek kiemelkedd szerepe
van ezen két Gtvonal dsszekapcsolasaban, hiszen képesek kiilonb6zd antigének felvételére és
feldolgozasara, migraciora kiilonboz6 limfoid szervekbe és gyors érésre, aktivaciora képesek
kiilonb6z6é stimulusok hatasara. A CDla egy egyes tipusi membran fehérje amelyet
kiilonbozd sajat- vagy patogén eredetli feldolgozott lipid stabilizal. A monocitdk in vitro
differencialtatdsihoz CDla” és CDla’ dendritikus sejtekké granulocita-makrofig koldnia-
stimulalo faktorra (GM-CSF), valamint IL-4-re van sziikség. A dendritikus sejtek ezen
alpopulacidja éretlen szdveti dendritikus sejt jellemzdkkel bir, azonban megfeleld stimulus
hatdsara tovabb aktivalhaté. Kimutattak, hogy a CDla’, illetve CDla" dendritikus sejtek
kiilonb6zé funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek: eldbbi tolerogén, mig utdbbi
immunogén iranyba hajtja a T sejteket. Aktivacid hatdsdra az éretlen dendritikus sejtek
drasztikus fenotipusos valtozasokon mennek keresztiil, amely hatdsara érett dendritikus sejt
valik bel6liikk, majd ezt kdvetéen a nyirokcsomoékba véandorolnak, ahol hivatasos antigén
prezentald sejtekként gyulladdsos vagy tolerogén iranyba hajtjadk az antigén-specifikus T
sejteket.

Az adaptiv immunitds legfontosabb feladatai kozé tartozik tobbek kozott az, hogy
kiilonbséget tudjon tenni a sajat és idegen antigének kozott, effektiv immunvalaszt tudjon
kivaltani a patogének ellen és immunologiai memoriat hozzon Iétre. Mindezekben a
kiilonb6zé T sejt alpopulaciok nagyon fontos szerepet jatszanak. A thymusban torténd
szelekciot kovetden két f6 T sejttipust lehet megkiikonboztetni a felsziniikdn kifejezett T sejt
receptortdl (TCR) fiiggden, amelyek a sejtek koriilbeliil 90%-an aff, mig a maradék 10%-an
vo lancokbol épiilnek fel. Az aff receport kifejezd sejteket szarmazéasi markereik vagy
funkcionalis tulajdonsdgaik alapjan lehet tovabb csoportositani. A két legismertebb marker a
CD4 illetve a CD8, amelyek két kiilonbozo és eltérd funkcidkkal bird T sejt alpopulédciora
jellemzéek. MHCII molekuldkon keresztiili antigénfelismerés hatisara a CD4" effektor T

helper sejtek szamos citokin termelésére képesek. Ezzel szemben a citotoxikus T sejtek CDS8



molekuldkat fejeznek ki és MHCI molekuldkon keresztiil ismerik fel a kiilonb6zd peptid
antigéneket. Mindazonaltal a T sejtek funkcionalis allapotatol fiiggden naiv, effektor és
memoria T limfocitdkat kiilonboztethetiink meg egymastol. A dendritikus és a T sejtek sorsa
(aktivacidja, érése) is nagyban a felsziniikon kifejez6dd ioncsatornaktol fliigg. A tovabbiakban
ezért az ioncsatornak altalanos jellemzait irjuk le, kiilon fokuszalva a szerepiikre dendritikus

valamint T sejtekben.
2.1.1 Ioncsatornak

Az ioncsatorndk transzmembran, porusformaloé fehérjék, amelyek minden sejttipusban
megtalalhatoak. Két jellemzdjiik kiilonbozteti meg Oket az egyéb szallité molekuldktol:
egyrészt a poruson keresztiil torténd iondramlds nagyon gyors, masrészt ez a transzport
mindig az elektrokémiai gradiens irdnyaban torténik. Csoportositasuk a szelektivitdsuk
(nagyon-, kdzepesen-, vagy nem szelektivek), illetve kapuzasuk (példaul fesziiltség-, ligand
kapuzott, mechanoszenzitiv) alapjan lehetséges. Mivel ez a munka egy fesziiltség-kapuzott
natrium, illetve egy fesziiltség-kapuzott kalium csatornaval foglalkozik, a tovabbiakban ezek
jellemzése olvashato.

A fesziiltség-kapuzott natrium csatorndk (VGSC) egyetlen, koriilbeliil 260 kDa-os
polipeptid lancbol allnak (a-alegység), amelyhez tobb jarulékos B-alegység kapcsolodhat. Az
utobbiak a csatorndk expresszidjdhoz nem sziikségesek, azonban modosithatjak azok
kinetikdjat, fesziiltség-fliggését. Az a-alegység négy homoldég doménbdl all, amelyek mind
hat-hat alfa helikalis transzmembran szegmenst (S1-S6) foglalnak magukba. A pozitiv
aminosavakat tartalmazé fesziiltség-szenzor az S4-es hélixben taladlhat6, mig a csatorna
porusat a négy domén S5-S6 szegmense, valamint az dket 6sszekotd hurkok alkotjak.

A fesziiltség-kapuzott kalium csatorndk (VGPC) a natrium csatorndkéhoz hasonlo
szerkezettel birnak, azonban a négy homoldég domént kiilonalld polipeptidlancok alkotjék,
amelyeket nem-kovalens kotések tartanak Ossze. Ez esetben is a pozitv toltésli aminosavakat
tartalmazd S4-es szegmens alkotja a fesziiltség-szenzort. A porust az S5 és S6-0s szegmensek
kozotti extracellularis hurkok alkotjak, amelyben megtalalhaté a négy aminosavbol allo

tipikus motivum (GYGD), amely a K szelektivitasért felelds.
2.1.1.1 Dendritikus sejtek ioncsatornai, az Nav1.7 csatorna

A fent emlitett ioncsatornakat eldszor ingerelhetd sejtekben irtak le, ahol az akcios
potencial létrehozasaban van szerepiik. Azdta szdmos kutatds kimutatta az ioncsatornak

jelenlétét és szerepét egyéb, nem ingerelhetd sejtekben is, mint példaul immunsejtekben. A
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dendritikus sejtek szamos jelatviteli utvonala az intracellularis Ca®" koncentraciotol fiigg,
amelyet kiilonboz6é ioncsatorndk szabalyoznak: RyR1 receptorok, P2Y receptorok, L-tipust
kalctum csatornak ¢és a kalcium felszabadulas aktivalt kalcium csatorna (CRAC). Az
eredményes Ca®" vélasz fenntartasihoz sziikséges negativ membranpotencialt a fesziiltség-
kalium csatorna expresszidé megvaltozdsa arra utal, hogy milyen fontos szerepe van e
csatornaknak a kiilonb6z6 sejtfunkcidkban.

Az Navl.7 egy fesziiltség-kapuzott natrium ioncsatorna, amelyet el6sz6r neuronokban
irtak le, de azota dendritikus sejtekben is kimutattdk. Biofizikai tulajdonsagait nagy
alapossaggal jellemezték. Az egyensulyi aktivaciot (amely megadja a csatornak nyitott illetve
zart allapotban 1évé hanyadat egy adott membranpotencial mellett) jellemzd félaktivaciods
fesziiltség kortilbeliil -20 mV, vagyis ekkora fesziiltség mellett a nagyjabol a csatorndk fele
taladlhat6 nyitott allapotban. Az Navl.7 a natrium csatornékra tipikusan jellemzd gyors, 1-2
ms-os inaktivacios iddallandoval jellemezhetd, amely a gyors inaktivacidés kapunak
koszonhetd. Farmakologiai kutatasok szerint, az Nav1.7 dramok tetrodotoxinra (TTX, Ky¢=25
nM) érzékenyek.

Az Navl.7 csatornat kimutattdk monocita-eredeti éretlen dendritikus sejteken,
amelyek in vitro differenciacidja sordn azonban a csatorna expresszié megvaltozik és az
Navl.7 csatorndk helyét egy fesziiltség-kapuzott ioncsatorna, a Kv1.3 veszi at. Azonban az

Nav1.7 csatorna pontos szerepe immunsejtekben nem tisztazott.
2.1.1.2 T limfocitak és ioncsatornaik, a Kv1.3 csatorna

A T sejtek ioncsatornai a Ca®" jelatvitelt szabalyozzak, igy jelentsen befolyasoljak a
csatornak felelések, mig a negativ membranpotencial fenntartasat két kaliumcsatorna
biztositja. Az egyik az intracellularis Ca®"-aktivalt IKCal K™ ioncsatorna, amely érzékeny a
megemelkedett intracellularis Ca®"  koncentraciora, nyitdsira a plazmamembran
repolarizalodik. Ezen kiviil egy fesziiltség-fiiggé K aramot is leirtak ezekben a sejtekben,
amelyért a Kv1.3 csatorna felelds.

A Kv1.3 csatorna a K™ ioncsatornak Shaker csaladjiba tartozik. A Shaker tipust
csatorndk depolarizalé impulzus hatdsara gyorsan nyitnak, amelyet inaktivacio kovet.
Aktivacid soran az S4-es transzmembran szegmens az itt talalhato pozitiv t6ltésti aminosavak
miatt az extrcellularis tér irdnyadba mozdul, ez altal megvaltozik a csatorna konformacidja. A

Kv1.3 csatorndk aktivacios kiiszobpotencidlja -40 -50 mV kozott van. Az egyensulyi
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aktivacio fesziiltség-fliggése a Boltzmann egyenlettel jellemezhetd, amely +20 - +30 mV
kozott éri el a maximumat, vagyis a csatornak nyitdsi valosziniisége ennél a fesziiltségnél
koriilbeliil 1. A Kvl1.3 csatorna lasst inaktivacidoval jellemezhetd, amely sordn zarodik a
poérusnal taldlhatd kapu (P-tipusti inaktivdcid), majd olyan konformacids valtozasok
kovetkeznek be a csatorna ezen szakaszan, amelyek stabilizaljdk a csatorna nem-vezetd

allapotat (C-tipust inaktivacio).

2.2 Invivo T sejt aktivacio, az immunolégiai szinapszis

Az adaptiv immunvalasz kialakitasdhoz nélkiilozhetetlenek a helper T sejtek. A T sejt
aktivacio beinditasanak egyik kulcslépése a hivatdsos antigén prezentald sejtek MHCII
molekulai és a T sejtek TCR/CD3 komplexe kozott 1étrejovo kolesonhatas. Ennek hatasara
aktivalodik egy jelatviteli kaszkad, amely soran CRAC csatornakon keresztiil Ca®" ionok
jutnak be a sejtbe. Ennek kovetkezményeképpen kinyitnak a plazmamembranban talalhato
IKCal ¢és Kv1.3 csatorndk, amelyek biztositjdk a tovabbi kalcium bedramlashoz sziikséges
hajtoerét. A fenntartott, oszcillalé emelkedett Ca®" koncentracié a kalmodulinon keresztiil
aktivalja a foszfatdz kalcineurint. Utobbi defoszforildlja a citoplazméban taldlhato NF-AT
transzkripcids faktort, amely igy képes bejutni a sejtmagba, ahol az IL-2 gént aktivalja. Ez a
jelatviteli kaszkad egyéb utvonalakkal egyiittmiikddve inditja be a T sejtek osztodasat.

A T sejt aktivacio elsé 1épése tehat az MHCII molekuldk interakcidja a TCR/CD3
komplexszel, kialakitva az immunoldgiai szinapszist (IS), amely soran megvalosulhat az
antigén bemutatds. Az IS kialakuldsa soran mind az antigén prezentalo sejt, mind a T sejt
membranjaban taldlhatd fehérjék nagymértékben atrendezOdnek és létrehozzdk a két sejt
hataran az ugynevezett szupramolekularis aktivacios klasztert (SMAC). Ez egy centralis (c-
SMAC), illetve egy periférias (p-SMAC) koncentrikus gylriibél all, melyekben kiilonb6z6
fehérjék feldusulasa figyelhetd meg. Kés6bb egy harmadik, disztalis klasztert (d-SMAC) is
leirtak.

Megfigyelték, hogy citotoxikus T sejtekben a Kv1.3 csatorndk is a T sejt €s a target
sejt kozotti régidban, név szerint a citotoxikus immunszinapszisban halmozddnak fel.
Ugyanez a polarizalt Kv1.3, illetve IKCal eloszlas jellemz6 a T sejtek és antigénprezentald
sejtek  kozott 1étrejove  szinapszisokra. A Kvl1.3 csatorndk gatldsa nincs hatassal
felhalmozodasukra, azonban az IS hossz( tava stabilitasara hatassal lehet. Mindazonaltal az

atrendezddés pontos folyamata €s funkcioja ismeretlen.



2.3 Ioncsatornak és autoimmun betegségek

Az immunszinapszis kialakitidsa sordn a Kv1.3 csatorndk pontos elhelyezkedése
hatassal lehet a T sejtek autoreaktivitdsdra. Az IS kialakuldsat a csatorna mozgéasanak
megakadalyozasa nem befolyasolja, azonban egy nagyobb amplitidoju kalcium valaszt
eredményez, amely megvaltoztathatja a T sejt aktivacioért, proliferacioért felelds
transzkripcids faktorok szabalyozasat. Ezen feliil szisztémas lupusz eritematézusz (SLE) T
sejtek thlzott valaszt mutatnak antigén stimuldci6é hatdsara, amely a hosszabban fenntartott
megemelkedett intracellularis Ca®" koncentracié kovetkezménye lehet. Erdekes modon a
nyugvd T sejtek hosszabban tartd6 Kv1.3 berendezddést mutatnak az IS-ben, mig az eldre
aktivalt T sejteknél mas iddétendencia figyelhetd meg: a csatorndk berendezddése a
szinapszisba mar az els¢ percben maximalis, majd folyamatosan csokken koriilbelill a
harmincadik percig. Ez utébbi jellemzo nyugvo SLE T sejtekre is, amely arra utalhat, a Kv1.3
csatorndk id6 eldtti elvandorlasa a szinapszisbol felelés lehet a nem megfelels Ca®”
szabalyozasért. Ezt aldtdmasztva kimutattdk azt, hogy a Kvl.3 csatorndk jelenléte
megakadalyozza a tilzott Ca®" jel kialakulasat, és hogy az SLE T sejtekben megfigyelhetd

fenntartott Ca”* jel nagyban korrelal a Kv1.3 csatorndk rovidtava IS-beli lokalizaciojaval.
2.4 MAGUK fehérjék

A membran-asszocialt guanilat kinaz (MAGUK) fehérjék az adapter fehérjék széles
korben elterjedt csaladjat alkotjak, amelyek nélkiilozhetetlenek a neurondlis szinapszisok
kialakitdsahoz. A PSD-95 (post-synaptic density protein 95) és a SAP97 (synapse-associated
protein 97) fehérjéket, amelyek a DLG1-4-es alcsaladba tartoznak, alaposan tanulmanyoztak
mar idegsejtekben. A PSD-95 elsésorban a posztszinaptikus denzitdsban fejezddik ki, mig a
SAP97 a preszinaptikus axondlis régiokban talalhaté meg. Mindkét fehérjének két izoformaja
l1étezik: az a-izoformdk egy rovidebb N-terminalis régioval rendelkeznek, amelyek cisztein
lipid kettosrétegekkel. Ezzel szemben a B-izoformak egy N-termindlisan elhelyezkedd L27
doménnel rendelkeznek, amely eldsegiti homo- illetve hetero-oligomerizacidjukat szamos
fehérjével. A PSD-95 els6sorban az a-, mig a SAP97 a B-izoforméban talalhatdé meg
neuronokban. Mindkét fehérje tartalmaz hdrom N-termindlisan elhelyzekedd egyes tipusu
PDZ (PSD-95/DLG/Z01) domént, egy SH3 (src homology 3) domént, valamint egy guanilat

kindz-szerli (enzimatikailag inaktiv) domént a C-terminalis régiojukban.



2.4.1 A fesziiltség-kapuzott kalium csatornak és a DLG fehérjék

Kimutattak, hogy a DLG fehérjék, igy a PSD-95 és a SAP97 is, szamos
ioncsatornaval, példaul fesziiltség-kapuzott K’ csatornakkal 1épnek kolcsdnhatasba
idegsejtekben. A Kv1.4 Shaker-tipusti ioncsatorna mindkét fentebb emlitett fehérjével
kolcsonhat azok elsé két PDZ doménjén keresztiil, és hatdsukra megvaltozik a sejten beliili
lokalizacioja. Kés6bb azt is leirtdk, hogy COS1 sejtekben expresszalva a PSD-95 elsdsorban a
sejt periféridjan talalhatd, mig a SAP97 perinuklearis régiokban fordul eld. Ez a kiilonbség az
eltéré izoforma expresszid kdvetkezménye lehet: a PSD-95, amely nagyrészt a-izoformaban
van jelen a sejtben, cisztein oldallancokon palmitoildlhato, ezaltal membranokkal képes
asszocialodni. Ezzel szemben a SAP97, amelyre a B-izoforma jellemzd, nem rendelkezik ezen
oldallancokkal, amely magyardzhatja a perinukledris megjelenését. Mivel a PSD-95
eredendéen is a plazmamembranhoz kozel helyezkedik el, feltételezhetd, hogy ide
horgonyozza a kiilonb6z6 Kv csatornakat, nem pedig az intracellularis transzportjukat
befolyasolja. Ugyanez mondhat6 el a SAP97-rdl is azzal a kiilonbséggel, hogy ez az adapter
fehérje a csatornak endoplazamatikus retikulumban valé megrekedéséért felelds.

A Kvl.3 ioncsatorna is kolcsonhat mind a PSD-95-tel, mind pedig a SAP97-tel, amely

fehérjék jelenlétét egér T sejtekben is kimutattdk. Azonban azt, hogy a kdlcsonhatas a

crer
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nem szabad kizarni a lehetdségét annak, hogy az adapter fehérjékkel torténd kolcsonhatasa
ezeken keresztiil jon 1étre. Mindent Gsszevetve izgalmas kérdésnek bizonyul az, hogy vajon
ezeket az adapter fehérjéket huméan T sejtek is kifejezik-e, és ha igen, befolyasolhatjdk-e
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hasonldé modon.

3. CELKITUZESEK

Mint emlitettiik, az fesziiltség-kapuzott ioncsatornaknak fontos szerepiikk van a
kiilonbozé immunsejtek szabalyozasaban, igy 0sszességében az immunvalasz kialakitasaban.
Az Navl.7 csatorndkrél kimutattdk, hogy szamos idegi funkciot szabélyoznak, azonban

jelenlétiiket azdta immun-, konkrétan dendritikus sejteken is leirtdk. Azonban azt, hogy



milyen dendritikus sejt funkciokat befolyasolnak még nem vizsgéltdk. Ennek megfelelden

munkank els6 részében az alabbi célkitlizéseink voltak:

Az Navl.7 csatornak éretlen dendritikus sejteken valo kifejezodésének és funkciojanak

vizsgalata:

e Dendritikus sejt alpopulacio fiiggd az Nav1.7 expresszio?
e Funkciondlis ez a csatorna dendritikus sejtekben?

e Milyen dendritikus sejt funkcidkra lehet hatdssal az Nav1.7 ioncsatorna?

A Kv1.3 csatornék szabalyozzék a T sejtek membranpotencialjat, antigén prezentaci6 soran az
immunologiai szinapszisban dusulnak fel, azonban az hogy hogyan és miért torténik ez az
atrendezO0dés ismeretlen. Szamos adapter fehérjérdl kimutattak, hogy kiilonbozd fesziiltség-
kapuzott K™ csatornak sejten beliili elhelyezkedését befolyasoljak, azonban az hogy
immunsejtekben is megtaldlhatéak-e ezek a fehérjék és ott is hatdssal vannak-e az
ioncsatornak lokalizacidjara még tisztazatlan. Ezek alapjan munkank mésodik felében az

alabbiakat tliztiik ki célul:
Hogyan rendezodnek at a Kvi.3 ioncsatornak az immunologiai szinapszisba:

e Human T sejtek kifejezik-e a PSD-95 és SAP97 fehérjéket?

e Kolcsonhatnak-e ezek a fehérjék a Kv1.3 ioncsatornaval, és ha igen, a csatorna mely

crer

e A Kvl.3 csatornan a kotohely eltavolitasa, vagy pedig a PSD-95 vagy SAP97 fehérje
csendesitése hatdssal van-e a csatorna atrendezddésére immunologiai szinapszis

kialakuldsa soran?

4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Reagensek

A kisérletekben hasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich-tol szereztiikk be (St. Louis,
MO, USA), hacsak masképp fel nem lett tiintetve.
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4.2 Dendritikus sejtek és sejttenyésztés

A humén monocita eredetii dendritikus sejtek differencialtisa CD14" monocitdkbol,
valamint fenotipusos jellemzésiik ¢és 4aramlasi citometridval torténd valogatasuk az
Immunologiai Intézetben tortént.

A Jurkat és Raji sejteket (ATCC, Németorszag) RPMI oldatban tenyésztettiik, amelyet
az alabbiakkal egészitettiink ki: 10% FBS, L-glutamin (2 mM), Penicillin (100 unit/liter) és
Streptomycin (100 mg/liter). A HEK-293T (human embryonic kidney-293.T), tsA-201 ¢és
CHO (chinese hamster ovary) sejtek (ATCC, Németorszag) tenyésztése DMEM oldatban

tortént amely szintén tartalmazta a fentebb felsorolt kiegészitést.
4.3 Reverz transzkripcio (RT) és polimeraz lancreakcio (PCR)

A total RNS izolalasa koriilbeliil 5x10° Jurkat sejtbdl tortént az RNA isolation kit
felhasznalasaval. A reverz transzkripcidhoz Revert Aid H Minus enzimet és First Strand
cDNA Synthesis Kit-et (Fermentas, Biocenter Kft., Magyarorszag) hasznaltunk.

A kodolo szekvencidk felsokszorositidsa az alabbi forward és reverz primerekkel
tortént: ~ PSD-95  esetén: = 5’-CTAGAAGCCCCAGGATATGAGTTGC és  5’-
CTGTCACTCAGGTAGGCA TTGCTGQG, SAP97 esetén: 5’-
AGATTTCCAGCCTTCCAAGCTCTAC and 5’-GCTGATTTC CAACACCTCCAGCAAT
(Bio-Science Kft., Magyarorszag).

4.4 Plazmidok, klonozas

A PSD-95-6t illetve a SAP97-et tartalmazd plazmidokat J.S. Trimmer biztositotta
szamunkra. A kiilonb6z6 mGFP N-terminalis tag-et tartalmazo Kv1.3 csatorndkat a

retrovirusos pPBMN-LacZ vektorba (a Nolan Lab-tdl) klonoztuk at.
4.4.1 Transzformalas

A plazmidokat 200 pl jégen felolvasztott kompetens sejthez adtuk hozza, majd 20
percig inkubaltuk jégen. 50-60 masodpercig hésokkot alkalmaztunk (42°C), majd két percre
ismét jégre helyeztiik a mintdkat. A sejtekhez 800 pl SOC médiumot adtunk és 180 rpm-en,
37°C-on razattuk 50 percig. A transzformalt sejteket megfeleld antibiotikum tartalmu LB
taptalajra szélesztettiik. A kontroll, konstruktot nem tartalmazé szuszpenzidt antibiotikumot
tartalmazo illetve nem tartalmazéd lemezekre is kiszélesztettilk. A lemezeket egy ¢éjszakan

keresztiil, 37°C-on inkubaltuk.
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4.4.2 Plazmid preparalas

A plasmid DNS-t tartalmazé baktérium egy telepét megfeleld antibiotikum tartalmu
LB taptalajba oltottuk le és egy éjszakan keresztiil, 37°C-on, 180 rpm-en razattuk. A plazmid
DNS kinyeréséhez a PureYield Plasmid Miniprep System-et (Promega Corporation, USA)
hasznaltuk. Nagyobb mennyiségli plazmid tisztitasahoz az elétenyészetet 100x-ra higitottuk,
majd szintén 37°C-on, 180 rpm-en razattuk egy ¢éjszakan keresztiil, végiil pedig a PureYield

Plasmid Maxiprep System-et (Promega Corporation, USA) alkalmaztuk.
4.5 Plazmidok és siRNS transzfekcidja

A PSD-95 ¢és SAP97 expressziojahoz tsA-201 sejtekben 2 pg DNS/10 pl
Lipofectamine 2000 reagenst (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) kevertiink 6ssze,
majd ezt adtuk a 35 mm-es petricsészében tenyésztett, koriilbeliil 80%-0s konfluenciat elért
sejtekhez. A sejteket a tovabbi kisérletekhez 24 6ra milva hasznéluk.

A harom kiilonb6z6 Navl-7-specifikus, illetve a kontroll siRNS-t (Applied
Biosystems) 1 pM-os végkoncentracioban adtuk a harmadik napon a differencialodo éretlen
dendritikus sejtekhez a GenePulser X Cell elektroporator és 0,4-cm-es kiivettdk (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) segitségével. Az Navl.7 mRNS szintjét két nappal késobb,
Q-PCR-ral vizsgaltuk.

4.6 SDS-PAGE és Western blot

A fehérjék molekulatdomeg szerinti elvalasztasat 10-12%-os SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel végeztikk. Ezt kovetden az elvalasztott fehérjéket PVDF membranra
(Millipore, Billerica, MA) transzferaltuk. A membranokat tejporral blokkoltuk, majd egy 6éran
keresztiil egér-anti-PSD-95, egér-anti-SAP97 (Antibodies Incorporated, Davis, CA), vagy
nyul-anti-aktin (Sigma-Aldrich) elsédleges antitestekkel majd HRP-vel konjugélt masodlagos
antitesttel inkubaltuk (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA). A ko6t6dott antitesteket

kemiluminszcencids médszerrel (Thermo Scientific Inc., Vantaa, Finland) detektaltuk.
4.7 GST pull-down

A GST-taggel fuzionalt fehérjéket tartalmazd baktériumokat hideg lizis pufferben (50
mM Tris-HCI (pH 7,5), 0.1 % Tween 20, 0.2 % 2-mercaptoethanol, Protease Inhibitor
Cocktail Set IIT (Calbiochem, Darmstadt, Germany)) szonikaltuk. A lizatumot centrifugaltuk,
majd a feliiliszot GST SpinTrap Purification Module (GE Healthcare, Piscataway, NJ)
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oszlopokra pipettaztuk és lassu forgatas mellett 4°C-on immobilizaltuk a fehérjéket. A Jurkat
sejteket szintén hideg lizis pufferben lizaltuk, majd lecentrifugaltuk és a feliiliszét a GST-
oszlopon immobilizalt fehérjékhez adtuk €s egy éjszakan keresztiil 4°C-on forgattuk. Masnap
a GST fuzios fehérjéket 10 mM glutationnal elualtuk. Az eludtumokat SDS-PAGE ¢és Western

blot modszerekkel vizsgaltuk.
4.8 Viralis transzdukcio

A CHO és Jurkat sejtek transzdukcios protokollja a Nolan lab weboldalarél szarmazik

(http://www.stanford.edu/group/nolan/).
4.9 Immunolégiai szinapszisok képzése és immunfluoreszcencia

A Jurkat sejtvonal a Staphylococcus enterotoxin E (SEE, Toxin Technologies,
Sarasota, FL, USA) antigénre specifikus. Antigénbemutat6 sejtként a Raji, human B limféma
sejtvonalat hasznaltuk, melyet 10 ng/ml SEE-vel eldinkubaltuk 30 percen keresztiil, majd a
két sejtvonalat 1:1 aranyban kevertiik. A sejtszuszpenziokat 1, 5, 10, 20 illetve 30 percig
inkubaltuk 37°C-on, majd jégre helyeztiik 8ket. 2%-o0s paraformaldehides fixalast kovetden
CD3 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) elsédleges, majd jelolt méasodlagos
antitesttel (Alexa Fluor 647, GAMIG, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)

inkubaltuk a mintakat.
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4.10 Konfokalis mikroszkdpia és kiértékelés

A konfokalis felvételeket Olympus FV1000 konfokalis mikroszkoppal készitettiik. A
Kv1.3 IS-beli feldusulasanak kvantifikdlasdhoz (a T és B sejt érintkezési teriiletén beliili CD3

polarizécio alapjan) az alabbi tényezbt vezettiik be (akkumulécios rata, AR):

(]IS — Ly ) " AREA
— IBG) ) AREAoutside — (Iinside — IBG) ) AREAinside

AREA,
— AREA

inside

(I outside

AR =

AREA

outside

,ahol Tis, loutside, linside €8 Isg @z mGFP éatlagos fluoreszcencia intenzitasa a
szinapszisban, a sejten kiviil, a sejten beliil, illetve egy sejt-mentes teriileten detektalt
hattérintenzitds. Az AREA; a fentebb emlitett szekcidk teriiletét jelenti. Az adatok

kiértékeléséhez a MacBiophotonics Imagel szoftvert hasznaltuk.
4.11 Elektrofiziologia

A patch-clamp méréseket Un. teljes-sejt vagy outside-out konfiguracioban, fesziiltség-
vagy aram-zar iizemmodban végeztiik. Méréseinkhez Multiclamp 700B és Axopatch-200A
erdsitOket hasznaltunk. A pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat tivegkapillarisokbol (Clark
Biomedical Instruments, Pangboume, UK) huztuk 6t fazisban. A pipettak ellenallasa 2-5 MQ

kozott volt az extra- és intracellularis oldatban.
4.12 Statisztikai analizis

A kisérleteink sordn kakpott adatok statisztikai dsszehasonlitasat kétmintas t-probaval
¢és ANOVA analizissel (szignifikancia-szint p = 0,05) végeztiik el. A korrelaci6 analizishez y’

probat alkalmaztunk Yates korrekcioval.
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5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1 Az Nav1.7 csatorna szabalyozza a monocita eredetii éretlen dendritikus sejt

alpopulacio membranpotencialjat és citokintermelését

5.1.1 Az Navl.7 elsésorban a monocita eredetii éretlen dendritikus sejtek CD1a"

alpopulaciojaban fejezédik ki

Korabban munkacsoportunk mar kimutatta, hogy a monocita eredetii éretlen

dendritikus sejtek Navl.7 csatorndkat fejeznek ki, amely expresszidé azonban a sejtek érett

korabban mar eltérd funkcionalis aktivitassal jellemezték, 6sszehasonlitottuk e két alpopulacio
Nav1.7 expresszidjat. A CDla" éretlen dendritikus sejtekben egy befelé iranyuld, gyorsan
aktivalodo és inaktivalodd Na™ aramot detektaltunk. Ugyanezen aram eléfordulasa CDla”
IDC-k esetén szignifikansan ritkabbnak bizonyult (y’teszt Yates korrekcidval: CDla” (n=25)
és CDla™ (n=19), p=0,021). Ezen kiviil jelentds kiilonbséget talltunk a sejtek Na' aram
denzitasaban (current density, CD): szignifikAnsan magasabb volt a CDla" alpopulacioban
(CDcp1a+=-83 £ 7,6 pA/pF, CDcp1.=-43 = 13,4 pA/pF (n=9, p=0,015). Ellenben a két
dendritikus sejt alpopulaci6 membrankapacitdsaban nem tapasztaltunk kiilonbséget
(CD1a":11,9 + 1,5 pF és CDla: 13,5 + 1,5 pF, n=9, p=0,457). Ezen feliil az éretlen CD1a"
dendritikus sejtek relativ Navl.7 mRNS tartalma is magasabb volt a CDIa" alpopulaciohoz
képest, azonban ez az expresszids szint a sejtek érésével dramaian lecsokkent. Mindezek
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az Navl.7 csatorndk szerepe szorosan Osszefligg a

dendritikus sejtek éretlen allapotaval, elsésorban a CD1a" alpopulacioban.
5.1.2 Az intracellularis Ca®* -szint emelkedés leszabalyozza az Nav1.7 expressziéjat

A Ca®" jelatvitel fontossagat a dendritikus sejtek aktivacidjaban szamos kutatas
tamasztja ala, ezért megvizsgaltuk azt, hogy a hosszan tartd, megemelkedett intracellularis
Ca’"-szint 6nmagaban képes-e csokkenteni az Navl.7 expressziojat. Azt talaltuk, hogy az
ionomycin vagy thapsigargin altal kivaltott megemelkedett intracellularis Ca*" koncentréacio
hatékonyan akadalyozza az Navl.7 gén kifejezddését, amely gatldo hatds Osszemérhetd a
gyulladasos citokinkoktél altal kivaltott gatlassal. A citokin koktél altal kivaltott Navl.7
mRNS expresszio gatlasara nem volt hatdssal az extracellularisan alkalmazott 5 mM EGTA,
azonban részben vagy teljesen megakadalyozta az ionomycin vagy thapsigargin altal okozott

Navl.7 expreszzio csokkenést. 24 6raval a thapsigargin kezelést kovetéen megvizsgaltuk a
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CDla" IDC-k csatornaexpressziojat elektrofiziologiaval is. A vartnak megfelelden az Nav1.7-
et kifejezd sejtek szdma szignifikansan lecsokkent a kezelés hatdsara, amely azonban EGTA
alkalmazaséaval részben visszafordithatd volt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
Navl.7 expresszio csokkenésének a beinditdsdban szerepe van a megemelkedett intracellularis

Ca”" koncentracionak.
5.1.3 A CD1a" IDC-k membranpotencialjat az Nav1.7 csatorna szabalyozza

A fesziiltség-kapuzott Na" csatornak pontos szerepe immunsejtekben még ismeretlen,
de valoszintisithetd hogy nagyban hozzajarulnak a sejtek nyugalmi membranpotenciadljanak a
beallitasahoz. Ezért megvizsgaltuk mind az éretlen, mind az érett CD1a" és CD1a” dendritikus
sejtek membranpotencialjat. Méréseink alapjan a CD1a” IDC-k nyugalmi membranpotencialja
szignifikansan depolarizaltabb (8,7 £ 1,5 mV, n=14) a CDla" éretlen, vagy barmelyik érett
dendritikus sejéhez képest (-40 és -60 mV kozott, atlag: -47 £ 6,2 mV, n=7). Feltételeztiik,
hogy a tapasztalt kiilonbséget az eltérd Na' csatorna expresszié okozhatja a kiilonbozd
sejttipusokon, ezért meghataroztuk az éretlen dendritikus sejtek membranpotencialjanak
extracelluldris Na'-ra valo érzékenységét. Az extracellularisan, tranziensen alkalmazott Na'-
mentes oldat hiperpolarizalta a CDla" IDC-k membranpotencialjat a CDla" és CDla érett,
valamint a CD1a’ éretlen dendritikus sejteken mért értékekre. Ezzel szemben ugyanez az oldat
nem volt hatassal a CD1a” IDC-k membranpotencialjara.

A tovabbiakban géncsendesitéssel vizsgaltuk az Navl.7 membranpotencialra vald
hatasat. Navl.7 specifikus siRNS-sel torténd transzfekcido hatdsara 13%-ra csokkent a
csatornat kifejezd CD1a" IDC-k szdma, mig a kontroll siRNS mellett a CD1a" sejtek 96%-a
tovabbra is expresszalta az Navl.7-et. Patch-clamp méréseink alapjan az Nav1.7 specifikus
siRNS-sel transfektalt CD1a" IDC-k membranpotencidlja szignifikAnsan negativabb volt (-
22.3 mV % 1,5 mV, n=8), mint a nem transzfektalt CDla" IDC-ké (p<0,001). Mindemelett a
Na'-mentes oldat alkalmazisa mellett nem tapasztaltunk véltozast az Navl.7 csendesitett
sejtek membranpotencidljaban, csakugy, mint a korabban emlitett csatornat nem kifejezo
CDla IDC-k esetében sem.

A membranpotencidl méréseink soran egy magas K'-tartalmi extracellularis oldat
lehetséges hatasat is megvizsgaltuk a kiilonbozd dendritikus sejt  alpopulcéaciok
membranpotencialjara. Az oldat tranziens alkalmazéasa soran az IDC-k membranpotencialja
~0 mV-ra depolarizalodott. Ez, és a CDla IDC-k relativ negativ membréanpotencidlja arra
utalt, hogy K csatorndk fejezddnek ki a membranban. Mivel a mukacsoportunk kordbban mér
kimutatta, hogy az éretlen dendritikus sejtek nem rendelkeznek fesziiltség-kapuzott K"
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csatornakkal, ezért feltételeztiik valamilyen nem-fesziiltség-kapuzott K™ csatorna jelenlétét.
CDla IDC-kben rogzitett aramgdrbék alapjan az IKCal, vagyis a Ca®" aktivalt K™ csatorna
expressziojat feltételeztiik. Meghataroztuk az IKCal csatorndk sejtenkénti szdmat mindkét
IDC alpopulacidban, de nem talaltunk kozottik szignifikdns eltérést (p=0,269). Vagyis
megallapithatjuk, hogy a CDla" IDC-k depolarizalt nyugalmi membranpotncialja nem az

IKCal csatornak hianyaval magyarazhato.
5.1.4 Az Nav1.7 hatassal van a CD1a" IDC-k citokin szekréciéjara

Az irodalom alapjan a monocita eredetii érett dendritikus sejtek gyulladasos természete
a CDIla" alpopulacionak tulajdonithatd. Mivel az Navl.7 elsdsorban ezekben a sejtekben
fejezodik ki, azt feltételeztilk, hogy a szerepe a dendritikus sejtek éretlen allapotanak
fenntartasa lehet. Az Navl.7-nek koszonheté megemelkedett nyugalmi membranpotencial
miatt a CD1a" IDC-k nagyobb ingert igényelnek az aktivacidhoz, mint a CD1a” IDC-k. Ezen
elméletiink tesztelésére TTX-et alkalmaztunk az Nav1.7 csatornédk gatlasdhoz. Eredményeink
alapjan a csatorna gatlasa nem valtoztatta meg a sejtek életképességét ¢s internalizacids
kapacitésat, illetve a az éretlenbdl érett dendritikus sejtté valod differenciaciéra sem volt
hatassal. Ellenben a CD83 expresszid enyhén megndvekedett amikor TTX gatlas mellett a
sejteket optimalis €s szuboptimalis gyulladasos citokin koktéllal kezeltiik, igaz ez a novekedés
statisztikailag nem volt szignifikdns. Hasonld, ellenben szignifikans novekedést tapasztaltunk
a TNF-a (n=5; p=0,015), illetve az IL-10 (n=5; p=0,036) termelésében TTX gatlas melletti

citokin koktél altal kivaltott aktivacio esetében.
5.2 A Kv1.3 csatorna kolcsonhatasa mas fehérjékkel az immunoldgiai szinapszisban
5.2.1 A Jurkat sejtek PSD-95-6t és SAP97-et fejeznek ki

Mint ahogy azt kordbban mar emlitettiik, a PSD-95 és a SAP97 két adapter fehérje,
amelyek idegsejtekben kiilonb6z6 Kv csatorndk elhelyezkedését szabalyozzak. Ezért
kivancsiak voltunk arra, hogy human T sejtekben hatdssal vannak-e a Kvl.3 csatorna
immunszinapszison beliilli lokalizacidjara, ennek érdekében azonban eldszor ki kellett
mutatnunk, hogy ezek a sejtek is kifejezik mindkét fehérjét. Mind cDNS, mind fehérje szinten
sikeriilt detektdlnunk a PSD-95-6t és a SAP97-et, vagyis megallapithatjuk, hogy a Jurkat

sejtek valoban expresszaljak mindkét fehérjét.
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5.2.2 A PSD-95 és a SAP97 is kolcson hat a Kv1.3 csatorna C-terminalis régiojaval

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a Kv1.3 csatorna koleson hat-e a PSD-95-tel
lehetséges kotohelyei a csatorna N-, illetve C-terminalisdn is megtaldlhatoak (PDZ és SH3
domének), ezért olyan GST-vel fuzionalt bakteridlis konstruktokat hoztunk létre, amelyek
vagy az elsé 184 (GST-Kv1.3-N-term.) vagy az utolsé 94 aminosavat (GST-Kv1.3-C-term)
tartalmaztdk a Kv1.3 csatornanak. A GST pull-down kisérleteink alapjan egyértelmiien

elmondhat6, hogy a Kv1.3 mindkét adapter fehérjével kolcsonhat, azonban ez az interakcid

crer

5.2.3 mGFP-vel konjugalt Kv1.3 konstruktok over-expresszioja és a PSD-95 vagy SAP97

csendesitése Jurkat sejtekben

Mivel a tovabbi kisérleteinkben a Kvl1.3 csatorna lokalizacigjat konfokalis
mikroszkopiaval kivantuk vizsgalni kiilonboz6 koriilmények kozott, ezért 1étre kellet hoznunk
olyan Kv1.3 konstruktokat, amelyek egy fluoreszcens fehérjével vannak konjugélva. Ehhez a
monomerikus zold fluoreszcens fehérjét (mGFP) valasztottuk, és ezt csatoltuk nem csak a vad
tipust (MGFP-Kv1.3-WT), hanem a a C-termindlison trunkalt, mutdns Kv1.3 csatorndhoz
(mGFP-Kv1.3-AC) is, amely nem rendelkezik az adapter fehérjéket kotni képes régioval. A
kiilonb6z6 Kv1.3 konstruktokat retroviralis transzdukcid segitségével juttattuk be a Jurkat
sejtekbe. A PSD-95 és a SAP97 szerepének tovabbi tanulmanyozéasa érdekében pedig
egyenként csendesitettiik mindkét fehérje expresszidjat Jurkat sejteben, specifikus shRNS

alkalmazasaval.

5.2.4 Az mGFP-vel jelolt vad tipusu és C-terminalisan trunkalt Kv1.3 csatornak

biofizikai karakterizalsa

Miel6tt a fentebb emlitett konstruktokat hasznalhattuk volna, fontos volt
megvizsgalnunk azt, hogy az mGFP hozzdadasa a csatorndhoz és/vagy a Kv1.3 C-termindlis
trunkdldsa nem valtoztatja-e meg a csatorna biofizikai paramétereit. Ehhez patch-clamp
technikat alkalmaztunk outside-out patch konfiguracioban, és Gsszehasonlitottuk az mGFP-
Kv1.3-WT és mGFP-Kv1.3-AC csatornak kapuzési paramétereit CHO sejtekben.

Méréseink alapjan a két csatorna dramgdrbéi kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget.

Az aktivacios idéallando statisztikailag nem kiilonbozott az mGFP-Kv1.3-WT ¢s az mGFP-
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Kv1.3-AC konstruktok esetében (t,: 0,54 + 0,04 ms az mGFP-Kv1.3-WT (n=10) és 0,56 +
0,02 ms az mGFP-Kv1.3-AC konstrukt esetén (n=9), p= 0,698).

A két konstrukt inaktivacios kinetikdja is egyezést mutatott, ami arra utal, hogy a
csatorna C-terminalisanak az eltavolitasa nincs hatéssal az inaktivaciora sem. Az inaktivacios
iddallandok kozott nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (tin. 271 + 31 ms az mGFP-
Kv1.3-WT (n=7) és 240 + 23 ms (n=6) az mGFP-Kv1.3-AC konstrukt esetén, p=0,158).

Végiil a Kvl.3 csatorna konstruktok egyensulyi aktivacidjanak fesziiltség-fliggését
vizsgéltuk. A normalt konduktancia-teszt potencial gérbéknél tapasztalt enyhe balra iranyuld
eltolodas a trunkalt mutans esetén nem bizonyult szinifikdnsnak (meredekség: 14,2 + 1 mV az
mGFP-Kv1.3-WT (n=7), illetve 13,5 = 1 mV az mGFP-Kv1.3-AC konstrukt esetében (n=5),
p=0,458; miga V, —19,5 + 1,2 mV az mGFP-Kv1.3-WT (n=7) és -25,4 + 5,4 mV az mGFP-
Kv1.3-AC konstrukt esetén (n=5), p=0,282). Mindezek alapjan tigy gondoljuk, hogy mivel
nincs szignifikdns kiillonbség a két csatorna biofizkai paramétereiben, ezért a szinapszis
képzés soran tapasztalt esetleges csatorna-eloszlasbeli kiilonbségeknek mas magyarazata kell

hogy legyen.
5.2.5 Immunoldgiai szinapszisok formalasa Jurkat és Raji sejtek kozott

Annak érdekében, hogy feltarjuk a PSD-95 vagy SAP97 fehérjék lehetséges szerepét a
Kv1.3 atrendezddésében, immunoldgiai szinapszist hoztunk létre a kiilonb6zd csatorna
konstruktokat kifejezé Jurkat, valamint Raji B sejtek kozott. A sejteket kiilonb6zo
id6pillanatokban fixaltunk (1, 5, 10, 20, és 30 perc) a szinapszis képzést kdvetden annak
érdekében, hogy a csatorna atrendezddésének a kinetikdjat is meg tudjuk vizsgalni. Mivel
koztudott, hogy a CD3 molekuldk az immunolodgiai szinapszisban dusulnak fel, ezért a
szinapszisképzés pozitiv kontrolljaként minden esetben anti-CD3 immunfluoreszcens jeldlést

alkalmaztunk. A mintékat konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk.

5.2.6 A Kv1.3 C-terminalisanak delécidja illetve a PSD-95 fehérje csendesitése

meggatolja a Kv1.3 csatorna feldusulasat az immunologiai szinapszisban

A szinapszisképzés hatasasra bekdvetkez6 Kv1.3 atrendez6dés kvantifikalasa
érdekében bevezettilk az akkumulaciés hanyadost (AR), amely aranyos az IS-ben talalhatod
Kv1.3 toblettel az egyediilalld sejtekben megfigyelhetd egyenletes csatorna eloszlashoz

képest. Az alpozitiv eredmények kizarasa érdekében (a nem teljesen homogén Kv1.3 eloszlas
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miatt), csak abban az esetben fogadtunk el egy sejtet Kv1.3 pozitivnak, ha az AR 1,5-nél
nagyobbnak adddott.

Legalabb 50 sejtet vizsgaltunk minden iddpillanatban, mindegyik sejtvonal esetében.
Eredményeink alapjan az mGFP-vel konjugalt vad tipusu csatorndk nagy aranyban
akkumulalédnak az immunszinapszisban: az AR a sejtek kortilbeliil 30%-aban magasabb volt
mint 1,5 mar az els6 percben, és a Kv1.3 polarizalt sejtek szadma fokozatosan csokkent a 30-ik
percig. Ezzel szemben a C-terminalisan trunkalt csatornak eltéré kinetikdt mutattak: a
sejteknek kevesebb mint 10%-a mutatott Kv1.3 feldisulast barmely iddpillanatban és nem
tapasztaltunk idofiiggést.

A Kvl1.3 teljes C-terminalisanak az eltavolitdsa barmely intracellularis adapter fehérje
kolcsonhatasat megakadalyozhatja. Ezért hogy megtudjuk, hogy a tapasztalt kinetikai valtozas
a PSD-95 vagy a SAP97 kotddés hianya miatt alakul-e ki, megvizsgaltuk a PSD-95, illetve a
SAP97 csendesitett sejteket is. Eredményeink alapjan a PSD-95 csendesitett sejtek a C-
terminalisan trunkalt csatornat kifejez6 sejtekhez hasonloak: a Kv1.3 polarizalt sejtek aranya
itt is alacsony volt és nem mutatott idofliggést. Ezzel szemben a SAP97 csendesitése, vagy
egy nem specifikus shRNS bejuttatdsa a sejtekbe nem volt hatassal a Kv1.3 feldusulésra.
Mindez alatdmasztja azon hipotézisiinket, hogy a PSD-95 lehet az az adapter fehérje amely
befolydsolja a Kvl.3 csatorna elrendezddését a T sejtek membranjdban immunoldgiai

szinapszis 1étrejotte kdzben.

5.2.7 A kiilonb6z6é mGFP-csatolt Kv1.3 csatornak azonos mértékben fejezédnek ki a

Jurkat sejtvonalakban

Mint ahogyan azt mar bemutattuk, az mGFP-Kv1.3-AC csatorna biofizikai paraméterei
megegyeznek a vad tipusu csatorndlval. Mindazonaltal a Kv1.3 IS-beli feldusuldsanak
kvantitativ vizsgalatat az ioncsatondk kifejezddésének a mértéke is befolydsolhatja a harom
kiilonbozé  sejtvonalaban: Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT, Jurkat-mGFP-Kv1.3-AC és Jurkat-
mGFP-Kv1.3-WT-KD-PSD95. Ezért a patch-clamp technika segitségével meghataroztuk az
ezekeben a sejtekben regisztralt Kv1.3 dramok amplitudojat és dramsirtiségét. Nem talaltunk
statisztikailag szignifikans kiilonbséget sem az aramok amplitaddja (Jurkat-mGFP-Kv1.3-
WT: 4702 + 540 pA for (n=10), Jurkat-mGFP-Kv1.3-AC: 3618 + 444 pA (n=12) ¢és Jurkat-
mGFP-Kv1.3-WT-KD-PSD-95: 4297 + 800 pA (n=12), p=0,631), sem pedig az
aramstiriségek kozott (Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT: 1284 + 329 pA/pF (n=10), Jurkat-mGFP-
Kv1.3-AC: 1109 + 314 pA/pF (n=12) és Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT-KD-PSD-95: 960 + 229
pA/pF(n=12), p=0,541). Igy kizarhaté annak a lehetdsége, hogy a harom sejtvonalban
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tapasztalt eltér6 Kvl1.3 kinetika az immunszinapszisban, a sejtvonalak kiilonb6z6

csatornaszama miatt alakulna ki.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkéank soran sikeriilt kimutatnunk, hogy a monocita eredetli CDla’ éretlen
dendritikus sejtek fesziiltség-kapuzott Navl.7 ioncsatorndkat fejeznek ki. Eredményeink
alapjan elmondhato, hogy ez a fesziiltség-kapuzott natrium csatorna szabdyozza e sejtek
membranpotencialjat, mely igy befolyassal lehet a dendritikus sejt aktivacios-kiiszobérték
bedllitisara. Az Navl.7 csatorna gatlasa tetrodotoxinnal a CDla" éretlen dendritikus sejtek
nagyobb mértékli citokintermelését eredményezi szuboptimalis citokin-koktél stimulacid
Mindezek a tények alatdmasztjdk hipotézisiinket, miszerint az Nav1l.7 csatorndk a CDla"
¢retlen dendritikus sejtek membranjat depolarizalt allapotban tartjdk (kb. -10 mV), igy
biztositva, hogy a sejtek csak az adott kiiszobérték feletti stimulus hatdsara aktivalodnak. A
dendritikus sejtek érése a velesziiletett és az adaptiv immunvalaszra is hatassal van, igy ezen
eredmények egy 0j szabdyozd mechanizmust fednek fel, amely altal a dendritikus sejtek
miikddése szabalyozodik.

Ezen kivill megvizsgaltuk a fesziiltség-kapuzott kéalium csatorna, a Kvl.3

......

crer

szakaszat, vagy ha csendesitjliik a sejtekben a PSD-95 fehérjét, jelentésen lecsokken a Kvl1.3
polarizaciot mutatd azon T sejtek szdma, melyek immunoldgiai szinapszisban vannak egy
antigén prezentalo sejttel. Ezzel szemben a SAP97 csendesitése ugyanezen sejtekben nincs
hatassal a Kvl.3 ioncsatorna immunszinapszisbeli lokalizacidjdra. Mindezekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a PSD-95 fehérjének jelentds szerepe van a Kvl.3 csatorna ezen
szupramolekularis klaszterben valo feldusulasaban. Mindazonaltal a Kv1.3 funkcidja a
szinapszisban tovabbra sem tisztazott, de gy gondoljuk hogy ezen eredmények segithetnek a
tovabbiakban ezen kérdés megvalaszolasaban.

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy munkink sordn két kiilonbozé fesziiltség-
kapuzott ioncsatornat vizsgaltunk két kiilonbozo tipusi immunsejtben, amelyek azonban
elengedhetetlenek a megfeleld immunvalasz kialakitasdhoz. Ezen csatorndk pontos
funkcigjanak és szabdyozédsanak ismerete segithet kiilonb6zd immunbetegségek okédnak és

lehetséges gyogymodjanak megismerésében.
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