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1. TUDOMANYOS HATTER

1.1 Bevezetés

A limfocitdk specifikus antigén hatdsara bekdvetkezd klondlis proliferacioja az
immunrendszer miikodésének egyik meghataroz6 eseménye. A T-sejt receptor (TCR/CD3
komplex) stimulaciot kovetden (2-3 6ra) a limfocitak akkor is a proliferacié utjara lépnek, ha a
kezdeti stimulust megsziintetjiik (McCardy 1988). Az aktivacidé eredményeképpen szdmos gén
atirodik, beleértve az interleukin-2 autokrin novekedési faktor génjét (Shaw 1988).

A limfocitidk Kv1.3 K csatornaja kdzponti szerepet jatszik a T sejtek antigénekkel és
azaltal, hogy az IKCal csatorndkkal egyiitt dontéen meghatdrozzak a T sejtek
membranpotencialjat, s ezen keresztiil a sejtek aktivacidjaban kulcsszerepet jatszo Ca®" jelatvitelt
(Leonard 1992, Cahalan 2001). A Kv1.3 csatorndk szerkezetének és funkcidjanak feltirdsdban
nagy szerepe volt a Kv1.3 csatorndkat gatlé peptid toxinoknak €s az igen szertedgazo kémiai
szerkezetl un. kis-molekula Kv1.3 inhibitoroknak (Panyi 2004c). A Kv1.3 csatornak specifikus,
nagy affinitasu gatloszereinek felfedezését célzo vizsgalatok fontossagat hiien tiikrdzi az is, hogy
kiiszobon all az ilyen molekuldk terapids célu felhasznaldsa egyes autoimmun betergségek
kezelésére.

A Kvl.3 csatorndk transzmembran fehérjék, igy a sejtmembran lipid Osszetétele is
érzékenyen szabalyozhatja a csatorndk aktivitasat. A csatorndk aktivitdsanak szabéalyzasaban
kiemelkedé jelent6ségli lehet a koleszterinben ¢és szfingolipidekben gazdag membran
mikrodoménekben, az Un. ,lipid tutajokban” torténd feldasuldsa, valamint a Kv1.3 és a T sejt
receptor jelatvitelében fontos szerepet jatszo fehérjék kolcsonhatasa (Martens 2000, Davis 2002).
Ezekrdl a kolcsonhatdsokrol fontos informéciot nydjthat a Kv1.3 csatorndk membranbeli
eloszlasanak ismerete.

A fentiekbdl kdvetkezik, hogy a Kv1.3 csatornak farmakoldgiai és biofizikiai vizsgalata
Iényeges, 1) informacidkkal szolgalhat a T sejtek miikodésérdl €s az immunvalaszban betoltott

szerepérol.



1.2 A Az ioncsatornak és a limfocita aktivacio kapcsolata

Az altalanos immunvalasz soran a limfocitak klonalis expanzidjdhoz sziikséges az antigén
prezentaldo sejt (APC) MHC molekuldinak kotédése a T-sejt receptor—CD3 komplexhez
fokozddasaban nyilvanul meg (pl. az Src kinazok csoportjaba tartoz6 Lck és Fyn; ZAP-70; Tec)
(Janeway 2001).

A szamos jelatviteli utvonal koziil a K csatorndkkal kapcsolatosan kiemelendd a Ca®" jel
kialakulasa. Ez a foszfolipdz Cy enzim (PLCy) foszforilalt adapter fehérjékhez torténd
kapcsolodéasaval és Tec kinazok altali foszforilacigjaval kezdddik, ami a PLCy aktiv alakjat
eredményezi. A PLCy a foszfatidil-inozitol difoszfatot hasitja inozitol- trifoszfatra (IPs) és diacil-
glicerolra (DG). A keletkezé molekuldk két jol elkiilonithetd, de szorosan Osszefiiggd jelatviteli
kaszkadot inditanak el a limfocitdkban (Panyi 2004a).

Az IP; hatasara Ca®" felszabadulas torténik az endoplazmatikus retikulumbol, valamint a
raktarak kiiiriilését kovetéen Ca™" aramlik be az extracellularis térbSl. A tartos, legtobb esetben
oszcillalo Ca®" koncentracié emelkedés a calmodulinon keresztiil aktivalja a kalcineurint. Ez a

cres

azt az IL2 gén aktivalasara, és a tobbi jelatviteli mechanizmussal (MAP kinaz, Ras, Fos)
expresszio sziikséges a tovabbi, immar antigén fliggetlen T sejt aktivaciohoz. A DG is részt vesz
a jelatviteli folyamatban a protein kinaz-C (PKC) utvonalon keresztiil, végsé soron tobb gén
atirodasahoz vezet (Northrop 1993)(1. ébra).

A Ca’’-dependens jelatviteli utvonal meghatirozéan fiigg a plazmamembranban
elhelyezkedé K és Ca®" ioncsatornak aktivaciéjatol (Panyi 2004b, Panyi 2004c; Cahalan 2001).
A Ca®™ jel fenntartott fazisdban a Ca>" ionok plazmamembranon 4t torténé bearamlasa Ca®”
szelektiv csatornakon keresztiil torténik, amelyek egy jelenleg még nem ismert mechanizmus
szerint aktivalodnak az endoplazmatikus retikulum Ca®" raktaranak kitiriilését kovetéen. A
jelenség hatterében 4116 csatornat “store-operated” Ca®” csatornanak, vagy kalcium felszabadulas
aktivalta Ca®" csatornanak (angol rovidités: CRAC) nevezik (Zweifach 1993, Prakriya 2003). A
nyitott CRAC csatorndkon keresztiil folyd aram elektrokémiai hajtoerejéhez komoly

hozzéjéarulast ad a sejtek membranpotencialja (Lewis 1995, 2001).



A T sejtek membranpotencialja —50 és —60 mV kozott van, melyet dontéen két kiillonbozo
K" csatorna, a fesziiltség-fiiggd depolarizacio-aktivalt Kv1.3 és a Ca®"-aktivalt K™ csatorna
(IKCal) hataroz meg (Matteson 1984, Fanger 2000). E két ioncsatorna altal 1étrehozott kation
kidramlds a sejtmembrant hiperpolarizalt allapotban tartja még a depolarizal6 hatast jelenté Ca>"
influx mellett is, biztositva ezzel a Ca®" bearamlashoz sziikséges hajtoerét, és igy a megfelels

Ca” -medialt jelatvitelt.
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1. abra: A Kv1.3 és IKCal csatorndk szerepe a T sejt receptor jelatvitelében.

1.3 A fesziiltség kapuzott Kv1.3 csatorna fontosabb biofizikai tulajdonsagai

A limfocita membran domindns fesziiltség-kapuzott K™ csatornaja, a hKCNA3 gén altal
kodolt Kv1.3 csatorna. A Kvl1.3 a fesziiltség-vezérelt ioncsatorndk Shaker csalddjaba tartozik, ez
a csatorna az immunrendszer és a kozponti idegrendszer jellemz6 fesziiltségfiiggd ioncsatornaja.
Az ingerelhetd sejtek késleltetett egyeniranyito un. ,,delayed rectifier” aramaihoz viszonyitva a T
limfocitdk Kv1,3 csatorndi néhany teljesen eltérd tulajdonsaggal rendelkeznek. A T limfocitak
fesziiltségfiiggd Kv1.3 csatornaira jellemzd pl. a kumulativ inaktivacidé (nagy frekvenciju,

inaktivaciot latszolagosan nem okozo6 rovid depolarizalé impulzusok sorozata a csucsaramok
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2. abra: A Kvl1.3 és IKCal csatorndk jellemzd tulajdonsdgai. A: a tetramer csatorna
Osszeszerelddése alegységekbdl. B: 1000 ms hosszi depolarizalé impulzusokkal
kivaltott Kv1.3 dram human periférias vérbdl izolalt T limfocitdkban. A bels6 abra a
fesziiltség protokolt mutatja. C: a Kv1.3 csatornak egyensulyi aktivaciojanak

fesziiltségfiiggése. D: a

Kvl.3

csatornak

egyensulyi

inaktivacidjanak

fesziiltségfiiggése. E: az IKCal csatornak fesziiltség rampa protokol (betét abra) altal
kivaltott jellemz6 arama. A tiszta IKCal aram a Kv1.3 csatornak aktivacios kiiszobe
alatt mérheto (a fliggdleges szaggatott vonaltdl balra).

A Kvl.3 csatorna négy nem kovalensen kotott alegységbdl all, az alegységek kb. 500

aminosavat tartalmaznak. A csatorna sematikus szerkezete az 2A 4abran lathato. Minden egyes

alegység hat, a membrant teljes egészében 4atérd helikalis transzmembran szegmensbdl 4ll,

ezekhez és az Oket Osszekotd extra- és intracellularis hurkokhoz jol meghatarozott funkciok

tartoznak (Hille 1992). Az S5 és S6 domének kozotti szakasz az S6 szegmenssel egyiitt képezi a

porus régiot, amelyen keresztiil az ionok atjutnak a membranon. Itt taldlhat6é egy négy aminosavat



tartalmazo konzervativ szekvencia (GYGD), amelyet tobb kiilonb6zé kalium csatorndban is
azonositottak, és amelyrd] kisérleti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a K™ szelektivitasért
felelds (Aiyar 1996). Az S5 és S6 kozotti régid egyben sok toxin kotdhelyeként is szolgél
(Yellen 1991).

Mutagenezis vizsgalatok szerint az S4 szegmens hét Arg—X—X—Arg motivumot tartalmaz,
¢és az S2 és S3 doménekkel egyiitt a fesziiltségszenzort alkotja. A membranpotencialban tortént
elmozdulasaval jar, amely végiil a csatorna nyitasdhoz vezet (Papazian 1995, Seoh 1996, Glauner
1999). Ujabb, a bakterialis fesziiltségfiiggé K csatornakon tortént krisztallografias vizsgalatok
szerint a nettd negativ toltést hordozd S3 és a tobbszorosen pozitivan toltott S4 domének
evezOlapat-szerli fesziiltségszenzorokat formdlnak minden alegységben, a fesziiltségszenzor
membranpotencial-fiiggd elmozduldsa pedig a csatorna aktivacids kapujanak megnyilasdhoz
vezet (Jiang 2003). A fenti, elsdsorban struktiralis informaciot foként a Shaker csatornak
mutagenezise, ill. peptid toxinok és a csatorna porusa kozotti kdlcsonhatdsok analizise alapjan
hataroztdk meg. A porus és a szelektivitasi filter szerkezetére ezen adatok alapjan levont
kovetkeztetéseket Roderick MacKinonn rontgen-krisztallografias kisérletei igazoltdk (2003
kémiai Nobel dij) (Doyle 1998; Zhou 2001; Jiang 2003).

A Kvl.3 tipusu csatorndk depolarizacié hatasara kinyilnak, a csatorndk aktivacios
kiiszobfesziiltsége kb. =60 mV, €s a nyitasi valoszinliség fokozatosan nd a fesziiltséggel kb. 0
mV-ig (2B é4bra). A csatorna inaktivaloédik, ha hosszl ideig tartd, vagy ismétlédé depolarizalo
impulzust alkalmazunk. Az inaktivacid a teljes—sejt aram amplituiddjanak csokkenésében
nyilvanul meg, hiszen inaktivalt allapotban a csatorndk nem vezetnek. Ennek az un. C-tipust
lassu inaktivacionak a mechanizmusa kiilonbozik a Shaker vagy mas Kv tipust csatorna N
terminalis labda és lanc (ball and chain) tipusu inaktivacidjatol. Szemben az N-tipusu
inaktivaciéval, a C-tipusu inaktivaciét az extracellularis tér iondsszetétele €s a porus
extracellularis részében talalhaté aminosavak tulajdonsaga befolyasolja (Lopez-Barneo 1993). A
C-tipust inaktivacié molekularis mechanizmusa nem ismert, azonban a kisérletes adatok alapjan
a legval6szinlibb az, hogy a csatorna pdrusanak extracellularis szdjadéka az inaktivacid soran
Osszeszikiil (Panyi 1995, Liu, 1996).

Az egyensulyi aktivacio és inaktivacio fesziiltségfiiggése a 2. dbra C és D részében

lathato. Depolarizalt membran mellett a csatorndk aktivacidjukat kovetden egy nem-vezetd un.



inaktivalt allapotba keriilnek (Marom 1994, Panyi 1995). Az inaktivalt allapotbdl a Kvl.3
csatorndk még —120 mV membranpotencial mellett is hosszu 1d6 alatt (~50 s) térnek vissza
nyugalmi (zart) allapotukba. Az inaktivacié alapjaban véve csdkkenti a membranpotencial
kontrollhoz rendelkezésre 4ll6, aktivalhato K csatorndk szamat. A Kv1.3 C-tiust inaktivacioja
azonban sokkal lassabb, mint a rokon Kvl.x csatorndk inaktivacidja, igy az aktivalt Kvl1.3
csatornék jelentés K fluxust képesek létrehozni mielétt a nem-vezetd inaktivalt allapotba
keriilnek. A Kvl.3 csatorndk ezen tulajdonsigai, valamint a limfocitdk kis mérete ¢és
membranjanak rendkiviil magas ellendllasa (10-20 G(2) biztositjak azt, hogy a T sejtek nyugalmi
membranpotencialjat kevés szdmu aktiv csatorna is képes fenntartani (Defarias 1995). A csatorna
hatékony miikodését a nyugalmi membranpotencial fenntartdsdban segiti, hogy az aktivacios

kiiszob kozel van a sejt nyugalmi potencidljahoz.

1.4 A Kv1.3 és IKCal szelektiv blokkoldi potencialis immunszupresszorok

A K" csatorndk és a limfocitak aktivacioja kozotti kapesolat eddigi legmeggy6zbb
bizonyitékai farmakologiai kisérletekbdl szarmaznak, a csatorndkra hatd toxinok alkalmazéasa
segitett a Kv1.3 és IKCA1 csatorndk nyugvo és aktivalt T sejtekben betdltott szerepének
megértésében. In vitro kisérletek bizonyitottak, hogy a Kv1.3 ill. IKCal csatornak peptid és nem-
peptid természetli gatloszerei hatékonyan képesek gatolni a TCR aktivaciot kovetd Ca®" valasz
T sejtek membranjat, ami a csokkent elektrokémiai hajtoerd miatt gatolja a Ca®" influxot a CRAC
csatorndkon keresztiil. (Chandy 1984, Wulff 2000, Ghanshani 2000, Khanna 1999).

Struktaralisan nagyon kiilonb6z6 peptid és nem peptid tipust Kv1.3 csatornablokkolo
molekulak képesek gatolni a mitogén indukalt ['3H] timidin beépiilést, citokin produkciot, gén
expressziot, T sejt proliferacidt és az in vivo immunvélaszt a csatorna blokkolasahoz sziikséges
koncentracioban. (Koo 1997). Ezek a csatornablokkolok (pl. 4-aminopiridin, tetraetil-ammonium,
progeszteron, correolide) mikromoldris illetve millimolaris koncentracioban gatoltdk a
fesziiltségfiiggd K csatornakat (DeCoursey 1984, Ehring 1998, Hanner 1999). Mivel a korabban
felfedezett nem peptid blokkolok csak nagy koncentracioban voltak hatékonyak, és mas
csatorndkra is hatottak, a T sejtek ioncsatorndit specifikusan, nagy affinitassal gatld molekuldk

izolalasa valt sziikségessé.



Az els6 nanomolaris koncentracidoban is hatékony peptid toxin a charybdotoxin (ChTx)
volt (Kv1.3 csatorndra K4 = 2.2 nM), melyet skorpié6 méregbdl izolaltak (Price 1989, Sands
1989). A ChTx a Kv1.3 mellett hatékonyan blokkolja az T limfocitdk IKCal csatornait is (Rauer
2000). Késébb tobb nanomolaris és pikomolaris affinitast  skorpidoméreg eredetl
csatornablokkold peptidet is felfedeztek, mint pl. a noxiustoxin, kaliotoxin, margatoxin, agitoxin-
2, hongotoxin, Pi 1-3, stb, melyek tobbé-kevésbé szelektiven gitoltak egy-egy ioncsatornat
(Bednarek 1994, Drakopoulou 1995, Koschak 1998, Peter 1998, Mourre 1999). A
skorpiomérgekbdl izolalt K™ csatorna toxinok 30-40 vagy 60-70 aminosavbol allnak, amelyeket 3
vagy 4 diszulfid hid stabilizal. Az elsddleges szerkezet homologidja alapjan 19 alcsoportot irtak
le (Tytgat 1999).

Néhany kis szelektivitasu, tobbféle ioncsatornat is gatld peptidet molekularis biologia
modszerekkel Kv1.3 specifikussa lehetett tenni. A Sea anemone ShK polipeptidje a Kv1.3 mellett
gatolja a Kvl1.1, Kvl.4, Kv1.6 neuronalis csatornakat is pikomolaris koncentracidoban. A toxin-
csatorna kolcsonhatasban kritikus lizin (Lys22) diamino-propionsavra torténd cserélésével
elérhetd volt, hogy a peptid Kvl.3-ra vonatkozd nagy affinitisa megmaradt, mig a tobbi
fesziiltség-kapuzott csatornara vonatkozdan az affinitas tobb nagysagrenddel lecsokkent (Kalman
1998). Az igy kapott ShK-Dap22 szubnanomolaris koncentracidban gétolta az anti-CD3-indukalt
radioktiv timidin beépiilését human T sejtekbe. A ChTx egyik szarmazéka, a ChTx-Glu32 és az
antimitotikus clotrimazol szerkezeti analdgja, a TRAM-34 pedig az IKCal szelektiv és hatékony
blokkolgja (Rauer 2000, Wulff 2001).

A specifikus blokkolok ezen feliil fontos informaciot szolgaltattak a Kv1.3 és mas Kv
mutagenezisével pl. kovetkeztetni lehet a porus szerkezetére és a molekuléris kdlcsonhatasokra
(Gross 1996), a charybdotoxint igen széles korben hasznaltak fel erre a célra (Park 1992, Stocker
1994). A toxinok receptoranak jelentds részét az S5-S6 hélix kozotti hurok S5-héz kozeli un.
LHturret” régidja, valamint a porus szelektivitasi filterében elhelyezkedd aminosavak oldallancai
adjak. A toxinok részérél a K™ csatornak gatlasaért felelds strukturalis elem a referenciaként
megfeleléen pedig egy aromds aminosav, amelynek aromds gytirije ~7 A tavolsagra helyezkedik

el a centralis lizin a szénatomjatdl. A kationok csatornaszajadékbol torténd kiszoritasaban



kitiintetett szerepet jatszik a csatornaszdjadékba mélyen behatolo, pozitiv toltésti lizin (Tytgat
1999, Dauplais 1997).

A kozelmultban Chandy és munkatarsai jelentds felfedezést tettek a Kv1.3 csatornak T
sejt altipus-fliggd expresszidja terén, ami komoly lendiiletet adhat tovabbi kisérleteknek (Wulff
2003). Felfedezték, hogy a sclerosis multiplex-ben szenvedd betegek vérébdl izolalt, kronikusan
aktivalt effektor memoria T sejtek (Tgwm; CCR7 CD45RA" ), melyek a betegség patogenezisében
dontd szerepet jatszanak, igen nagy szamban fejeznek ki Kv1.3 csatornat (kb. 1500/sejt), mig
IKCal csatorna expresszidjuk nem jelentds. Ezzel szemben nyugvé (naive) (CCR7 CD45RA") és
centralis memoéria T sejtek (Tcm; CCR7'CD45RA”) esetén a mitogén indukalt proliferacio a
Kv1.3 csatorndk expresszidjanak enyhe (~250/sejt->~400/sejt), ugyanakkor az IKCal csatornak
expresszidjanak jelentds fokozodasaval (8-10/sejt—=>500/sejt) jar egylitt. A Kv1.3 nagy affinitast
gatlészerei (pl. ShK toxin, ICso~100 pM) a Tgy sejtek osztédasat specifikusan gatoltak, ugyanis a
Kv1.3 blokkolds medialt proliferacio gatlas alol a naive és Tcm sejtek az IKCal csatornak
fokozott expresszidjaval mentesiilnek. Igy a Kvl.3 szelektiv inhibitorai specifikus
immunszuppressziot okoznak (Chandy 2004). Ezek alapjan érthetd az igény a gyogyszergyarak
részér6l minimalis mellékhatassal rendelkezd, terapias célra is alkalmazhatd, a Kv1.3 csatornat
specifikusan blokkolo vegyiiletek irant.

A fentiekbdl kovetkezik, hogy a Kvl1.3 és az IKCal csatorndk kiilonleges szoveti
eloszlasuk és a T sejt aktivacidban betoltott kritikus szereplik miatt alkalmas célpontjai lehetnek
uj immunoszupressziv szerek fejlesztésének. A csatornablokkolok alkalmazasanak feltétele a
nagy specificitas €s kevés mellékhatas. A csatornablokkolok terapias hasznalatahoz ismerni kell
a csatorna biofizikai tulajdondgait, szoveti eloszlasat, az expresszid szabdlyozésat, a blokkolas

hatékonysagat és szelektivitasat, valamint a csatornafunkciok fizioldgiai szabalyozasat.

1.5 A T sejt aktivacioban résztvevo fehérjék térbeli elrendezodése és kapcsolatuk a Kv1.3
csatornakkal

Az aktivalt limfocitdk kulcsszerepet jatszanak a virussal fertézott és daganatos sejtek
elpusztitasaban. A citotoxikus T sejtek (CTL) és a target sejtek kozotti kapesolédast TCR-MHC
peptid komplex kialakuldsa jelenti szdmos kisegité molekula kdozremiikodésével. A kapcsolodast

kdvetden a citotoxikus sejt elpusztitja a target sejtet exocitotikus granulumokkal, vagy sejtfelszini



receptor-medialt sejthaldlhoz vezetd szignalizacios Ut beinditasaval (Lieberman 2003, Kagi
1994).

A target sejt és a T sejt érintkezési helyén, az Gigynevezett immunolodgiai szinapszisban
(IS) a molekuldk mikrométeres doménekbe szegregalodnak (Davis 2002). Az IS kialakuldsa
soran a fehérjék eloszlasa a lipid raftok ujjaszervezodése révén megy végbe, amelyben adaptor
fehérjék ¢€s a citoszkeleton is részt vesz. Az igy kialakulé szupramolekularis aktivaciés complex
(cSMAC) kozepén a T sejtek oldalan tobbek kozott a TCR/CD3, CD28 és CD2 membran
fehérjék talalhatok, mig a periféridan az LFA-1/ICAM-1 adhéziés molekulak oSlelik koriil és
stabilizaljak a szinapszist. A membran fehérjék atrendezédéséhez hasonld valtozasok jonnek
l1étre a citoszolban is, ahol a szinapszis periférias részén talin, mig centralisan Lck és PKCO
halmozddik fel (van der Merwe 2002, Grakoui 1999, Monks 1998, Bromley 2001, Holdorf
2002). Az IL2-R, mely a T sejt IL2 novekedési faktoranak receptora és a T sejt membranban
MHC és CD48 molekuldkkal asszocialodt, szintén lipid raftokban helyezkedik el (Vereb 2000).

A fehérjék csoportosulasa és térbeli orientacioja biztositja azt, hogy a TCR/CD3 komplex
aktivalasa hatékony legyen a protein kinazok molekularis proximitasba keriilése eredményeként
kovetkeztében a szignalizacios fehérjék (elsdsorban a raft-asszociéltak, mint pl. CD3, ZAP-70,
p536'*, LAT, PLC) tirozin-foszforilalodnak. A [Ca®']; szignalizacié beindulasahoz legalabb 300
TCR molekulara van sziikség az immunologiai szinapszisban (Wei 1999).

Hasonlo IS-t irtak le CD4" T limfocitakban és natural killer (NK) sejtekben is, de CD4"
sejtekben az IS kozponti régidja nem tartalmazza a litikus granulumok exocitoézisaban szerepet
jatsz6 domént (Vyas 2001). Az NK és CTL sejtek altal véghezvitt 6lésben kimutattdk a
fesziiltség-fliggd kalium csatornak szerepét is (Felzen 1996, Schlichter 1986, Sharmal988). Ezen
csatorndk szelektiv blokkoldi gatoltdk a citotoxicitdst mar az iondramok gatlasdhoz sziikséges
koncentracioban is, igy a Kvl1.3 csatorndknak is szerepiik lehet a T sejt szignalizacidban.
Kiilonb6z6 biokémiai és biofizikai kisérletek szintén azt sugalltak, hogy a mar megismert
molekulakon kiviill a Kvl.3 csatorndk is részesei lehetnek az immunologiai szinapszis
kialakulasaval létrejovo szignalizacios komplexnek. Ezt bizonyitja pl. a Kv1.3 csatornak p56ICk
kindz altali szabalyozéasa a T sejtek Fas receptor-medialt apoptdzisa soran (Szabo 1996; Bock

2003).
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A Kv1.3 csatorna €s a p56ICk kinaz kozotti kapcsolat kozvetve valosul meg T sejtekben, a
csatorna C-terminalis PDZ koté6 doménjével a p56'*-t kotd hDIg fehérje PDZ doménjéhez
kapcsolodik. fgy a hDIg a Kv1.3 csatornakat a p56'°“-hoz kapcsolo adapter fehérjeként
funkcional, biztositva ezzel a Kv1.3 tirozin foszforilacidé révén torténd szabalyzasanak térbeli
feltételeit. Ez a kapcsolat azért kiilondsen fontos, mert a T sejt jelatvitelében a p56ICk kozponti
szerepet jatszik (Hanada 1997). A Kv1.3 N terminalis vége a Kvp2 jarulékos alegységen ¢és
egy¢b adapter fehérjéken (ZIP-1, ZIP2) keresztiil szintén kapcsolddhat p56ICk illetve PKC

6% tirozin kinidzhoz a Kvl1.3 N és C

szignalizacos molekuldkhoz (Gong 1999). Igy a p5
termindlisa is kotodhet.

A lipid raftok szerepe a T sejt receptor jelatvitelének térbeli és idébeli koordinacidjaban
jol ismert (Matko 2003). Egyre tobb kisérletes eredmény mutat arra, hogy az ioncsatornak lipid
2001). Ezen informacidk alapjan indokoltnak lattuk a Kv1.3 csatorndk membran sikjaban valo
lokalizaciojanak vizsgalatat, valamint a csatorndk és a T-sejt receptor komplex, illetve a lipid

raftok egymashoz képesti viszonyadnak tisztdzasat.
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2. CELKITUZESEK

1, Ismert, hogy a Kvl.3 csatornablokkoloknak immunszuppressziv hatdsa lehet. A
gyogyszergyarak részérdl fennallod érdeklédés minimalis mellékhatassal rendelkezd, terapids célra
is alkalmazhat6 csatornablokkold vegyiiletek irdnt indokolta uj Kv1.3 gatlészer keresését.
Kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy az Anuroctonus phaiodactylus skorpido mérgébdl

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

2, Kivancsiak voltunk arra, hogy milyen a Kv1.3 csatorna sejtfelszini eloszlasa a limfocita
membranban, a csatorndk eloszlasaban talalhatd-e inhomogenitas. Emellett vizsgélni kivantuk,
hogy van-e az immunoldgiai folyamatokban fontos szerepet jatszo TCR/CD3 receptor komplex

és a fesziiltségfliggd Kv1.3 csatorna kozott térbeli asszociacio.

3, Szamos biokémiai és biofizikai kisérlet sugallta, hogy a mar megismert molekuldkon
kiviil a Kvl1.3 K' csatorndk is részesei lehetnek az immunologiai szinapszis kialakuldsaval
létrejovo szignalizacids komplexnek. Ezért vizsgalni kivantuk, hogy milyen a csatorna eloszlasa a
target sejttel kontaktusba 1épd citotoxikus T limfocitdk felszinén, jelen van-e a Kvl1.3 az

immunolodgiai szinapszisban, van-e szerepe a citotoxicitasban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Sejtek

A Jurkat TagCl5 sejteket <Ix10%ml koncentracioban ndvesztettik RPMI 1640
médiumban, mely 10% (v/v) FCS-t, 50 mg/liter gentamicint és 2 mM L-glutamint is tartalmazott.
A sejteket 2-3 naponta passzaltuk. A citotoxikus egér T sejteket (CTLL-2) szintén RPMI 1640
médiumban novesztettiik, antibiotikum nélkiil. A médium tartalmazott 10% (v/v) FCS-t, 2 mM
Na-piruvatot, 10 mM HEPES-t, 4 mM L-glutamint, 50 uM 2-mercaptoetanolt és 100 CU/ml IL-
2-t. A mKvl.1 és rKvl.2 csatorndkat stabilan expresszalo 1929 és B82 sejteket Dr. Heike Wulff-
tol kaptuk (UC Davis, CA, USA)(Grissmer, 1994).

Az antigén specifikus CD8" humén CTL sejteket periférias vér mononukleéris sejtek és
JY limfoblasztok egyiitt-tenyésztésével nyertiik (Bacso 1996) (RPMI-1640, 10 mM Hepes-sel
(pH 7.3) és 50 uM 2-mercaptoetanollal kiegészitve). A periférids vér mononukledris sejtjeit 50
pg/ml mitomycin C-vel kezelt JY sejtekkel stimulaltuk két héten keresztiil. A negyedik naptol a
médiumot kiegészitettilk 20 U/ml human rekombindns IL-2-vel, a tovabbiakban ezt minden 3.
nap megismételtiik. A 14. napon a CTL sejteket Ojra stimuldltuk mitomycin C-vel kezelt JY
sejtekkel, és a ciklust 14 naponta ismételtilk. Leghamarabb 2 hénap mulva a limfocitakat
lefagyasztottuk tarolas céljabol. A kezelés hatasara a sejtpopulacio 90 % CDS8" sejtet tartalmazott.
A lefagyasztott sejteket felolvasztva, stimulalo JY sejtekkel ujra kezelve, 3-5 nappal az utolso
stimulacid utan hasznaltuk kisérleteinkhez.

A JY sejtvonal egy human Epstein-Barr virus transzformalt B limfoblaszt sejtvonal,
amely nagy mennyiségi HLA-A2, B7, DQw 1, DQw 3, és DR fehérjét expresszal (Terhorst
1976). A human periférias limfocitdkat egészséges onkéntesekbdl szeparaltuk Ficoll-Histopaque
stirliség gradiens centrifugalassal. A limfocita sejtkultirdhoz 10 pg/ml phytohemagglutinint

adtunk, hogy a K csatorna expressziot megnoveljiik (Deutsch 1986, Péter 2001).

3.2 Skorpio toxinok

A felhasznalt toxinok tisztitasa kromatografias eljarassal tortént. A skorpiomérget az
allatokbol elektromos stimuldcidval nyertiik. A skorpié6 méreg oldhatd frakcioit elészér magas
nyomasu folyadék kromatografids eljarassal (HPLC) szeparaltuk. Az Apha-2 frakcidt, amely az
aktiv peptid komponenst tartalmazta, HPLC kromatografiaval szubfrakciokra bontottuk. Az
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anuroctoxin szekvencidjat Beckamm LF 3000 analizator segitségével hataroztuk meg, az
aminosav szekvencidkat ClustalX, BLAST és FASTA keresd programokkal hasonlitottuk ossze.
A toxinok izolalasat és a szekvencia analizist kollaborécios partneriink (Dr. Possani, Cuernavaca,

Mexikd) laboratdriumaban végezték.

3.3 Molekularis biologia

A FLAG epitopot (DYKDDDDK) pRC/CMV-Kv1.3 plazmidba klonoztuk QuikChange
PCR mutagenesis kitet hasznalva (Stratagene). 21 bazispart inzertdltunk az S1 és S2
transzmembran szegmens kozotti extracellularis szakaszba a 220. pozicidba ugy, hogy a FLAG
epitop 1. aminosava az eredeti D220. Az inzerciés mutagenezis eredményességét Aatll

restrikcids enzimes hasitassal és szekvencia analizissel ellen6riztik.

3.4 Jurkat sejtek transzfekcioja

24 oraval a transzfekcio elott a sejteken lecseréltiik a médiumot, hogy a logaritmikus
novekedési fazist biztositsuk. A sejtekbe a vad tipusu (Kv1.3/WT) vagy mutans (Kv1.3/FLAG)
csatornat Effectene reagenssel (Qiagen) tranziensen transzfektaltuk gy, hogy a DNS/reagens
arany 1 pg/25 ul volt a 60 mm-es petri edény 4x10° sejtet tartalmazott 5.2 ml végtérfogatban. A

sejteket 24 oraig ndvesztettiik az immunogold és fluoreszcens vizsgalatok elott.

3.5 CTLL-2 sejtek transzfekcioja

A CTLL-2 sejteket tranziensen kotranszfektaltuk a Kv1.3/WT vagy Kv1.3/FLAG Kv1.3
csatornat kodold plazmiddal és CD4 gént kddoldo Ced4neo plazmiddal (5.0 kb; CD4-et kodold
pUC/CMV) 5:1 aranyban, elektroporacioval (Panyi 1995). A rKv2.1 vagy Shaker IR

ioncsatornakat hasonldé modszerrel transzfektaltuk CTLL-2 sejtekbe.

3.6 COS-7 sejtek transzfekcidja

A Cos-7 sejteket tranziensen kotranszfektaltuk hKv1.2 csatornat kdédold plazmiddal és
z0ld fluoreszcens fehérjével (GFP) és 5:1 aranyban, elektroporacidoval. Az aramokat a
transzfekcid6 utdn 3 nappal mértik, a GFP pozitiv transzfektalt sejteket fluoreszcens

mikroszkdppal azonositottuk.
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3.7 CTL transzfekcio és a CTL-JY kontaktus kialakitasa

A CTL sejeket Lipofecamine 2000 reagenssel (Invitrogen) transzfektaltuk a gyartod
instrukcioi szerint. A transzfekcid utan 24 ordval a sejteket fenolvords nélkiili RPMI 1640
médiummal mostuk, és 2.5 x 10° CTL sejtet adtunk ugyanennyi JY sejthez 1 ml fenolvords
nélkiili RPMI 1640 médiumban. A sejtkeveréket 1 percig centrifugaltuk 200 g-vel és 37 °C
hémérsékleten inkubéltuk 5 percig. A konjugalt sejteket jégen tartottuk 1 % paraformaldehides
PBS-ben 1 6rén 4t.

3.8 Sejtek elokészitése elektrofiziologiai mérésekhez

A hCD4 molekulaval ¢€s kiilonb6z6 ioncsatorna génekkel kotranszfektalt CTLL-2 sejteket
monoklonalis egér anti-human CD4 antitesttel (0.5 mg/10° sejt) inkubaltuk és kecske anti-egér
IgG—vel (BioSource International, Camarillo, CA) bevont petri-edényekhez (35 mm) rogzitettiik
(Deutsch 1993). A sejteket 6tszor mostuk 1 ml normal extracellularis oldatban, hogy a le nem

tapadtakat eltavolitsuk.

3.9 Elektrofiziolégia

Axopatch 200A erOsitét hasznalva, fesziltség-zar lizemmodban. Az ingerld fesziiltség
impulzusokat és az adatgyiijtést személyi szamitogép vezérelte Digidata 1200 illesztdegységen
keresztiil a pClamp8 programcsomag (Axon Instruments Inc., Foster City, CA) segitségével
(Hamill 1981, Panyi 1996). A mérések soran soros ellenallas kompenzaciot alkalmaztunk (85%-
1g), hogy minimalizaljuk a fesziiltséghibat. Az aramgorbék analiziséhez szintén a pClamp8
programcsomagot hasznaltuk. Az analizis el6tt a gorbéket ohmikusan leak-korrigaltuk és
digitalisan simitottuk.

A pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat tivegkapillarisokbol huztuk két Iépésben, és
poliroztuk. A pipettak ellenallasa 2-3 MQ volt. A kiilsé oldat dsszetétele (mM): 145 NacCl, 5
KCl, 1 MgClp, 2.5 CaCl, 5.5 glikéz, 10 HEPES (pH 7.35), 0.1 mg/ml BSA-val kiegészitve. Az
oldat ozmolaritasa 302 and 308 mOsm kozott valtozott. A belsd oldat dsszetétele (mM): 140 KF,
2 MgClp, 1 CaCl2, 10 HEPES, 11 EGTA (pH 7.22), kivéve a kalcium aktivalt kalium aram
méréseket, amikor 150 K-aspartate, 5 HEPES, 10 EGTA, 8.7 CaCl,, 2 MgCl,, (pH 7.2) tartalmt
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oldatot hasznaltunk. Az utobbi esetben a pipetta oldatban a szabad Ca®" koncentracidja 1 pM
volt. A bels6 oldat ozmolaritasa 295 mOsm volt.

A CDS8" sejteket Alexa Fluor 546 festékkel konjugalt anti-human CDS$ antitesttel jeldltiik,
a jelolt sejteket Nikon TE2000 fluoreszcens mikroszkoppal azonositva mértiik a rajtuk atfolyo
aramot.

Az Kvl.3 blokkolokat tartalmazd oldatokat szamitogép 4ltal szabalyzott gravitacids
perfuzids rendszerrel juttattuk el a sejtekhez, a folyadék felesleget folyamatosan eltavolitottuk.
Minden esetben legalabb 3 fliggetlen mérést végeztiink, a Ky értékeket atlag + SEM formaban
adtuk meg.

3.10 Aramlasi citometrias mérések

A Kv1.3/FLAG csatornaval transzfektalt Jurkat sejtek specifikus jelolodésének
vizsgélatdhoz a Kv1.3/WT illetve Kv1.3/FLAG csatornakkal transzfektalt Jurkat sejteket anti-
FLAG-M2 monoklondlis primer és FITC-konjugalt nyul-anti-egér I1gG poliklonalis szekunder
antitesttel (F-RAMIG, SIGMA), a kontroll mintdkat csak F-RAMIG-gal jeloltik, és a
fluoreszcenciat aramlasi citométerrel detektaltuk. A Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi

citométer 488 nm-es vonalat hasznaltuk gerjesztéshez.

3.11 Immunogold jelolés

A transzfektalt sejteket kétszer mostuk Hanks’ pufferrel és anti-FLAG M2 primer
antitesttel (egér anti-human, Sigma) jeloltiik jégen, 40 percig. A sejtszuszpenziot kétszer mostuk
és 10 illetve 30 nm atmérdjii aranygdmbbel konjugalt poliklonalis szekunder antitesttel
(Aurogamig G10, Aurogamig G30, Amersham Pharmacia) jeloltik. A  sejteket
paraformaldehiddel  és  glutdraldehiddel  fixaltuk  és  preparadltuk  transzmisszios

elektronmikroszkopos (TEM) vizsgalathoz.

3.12 CLSM

A Jurkat sejtek CD3 molekuldk ¢és Kv1.3 ioncsatorndk konfokalis lézer scanning
mikroszképos (CLSM) vizsgalatdhoz a kovetkezd jeldléseket végeztiikk el: A CD3 receptorokat
Alexa Fluor 633-mal (Molecular Probes) konjugalt anti-CD3-mal (UCHT-1), a csatornakat pedig
anti-FLAG-M2 (egér anti human, Sigma) primer, és Alexa Fluor 546-tal (Molecular Probes)
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konjugalt RAMIG (Sigma) szekunder antitestekkel jeloltiik. A sejteket polilizines fed6lemezekre
cseppentettiik ki és Mowiolt (Calbiochem) adtunk a mintdkhoz, hogy a kifakulast csokkentstik.

A felvételeket Zeiss LSM 510 mikroszkoppal készitettiik, az Alexa Fluor 546
gerjesztéséhez HeNe lézer 543, az Alexa Fluor 633-hoz pedig 633 nm HeNe lézert hasznaltuk.
A fluoreszcencia detektalasahoz az 560-615 nm bandpass €s 650 nm- longpass filtereket, €s a
mikroszkép “Multi Track™ funkciojat hasznaltuk. A mikroszkop Plan-Axomat 63 “immersion
oil” objektivjét hasznaltunk (numerikus apertara 1.4, Zeiss), és 0.6 um vastag optikai szeleteket
gyljtottiink. A kiilonb6zd csatorndkban tortént detektalasok miatt keletkezett eltolodasok
korrigalasahoz a felvételeket néhany pixellel eltoltuk a maximalis atfedéshez (Vereb 2000).

A CTL-JY konjugatumokaton a Kvl.3 csatornat anti-FLAG-M2 primer (egér anti-
humaén), és Alexa 546-RAMIG szekunder antitestekkel jeloltiik. Maés sejtfelszini fehérjék
jelolésére a kovetkezd festék-konjugalt antitesteket hasznaltuk: X-FITC-jelolt W6/32 az MHC 1
(Barnstable 1978), Alexa Fluor 647-jelolt MEM31 (V. Horejsi, Molekularis Genetikai Intézet,
Praga szives ajandéka) a CD8 molekuldk ellen. A sejteket polilizines feddlemezekre
cseppentettiik ki, és Mowiolt adtunk a mintdkhoz.

A CTL sejtek plazmamembranjan CLSM-mel (Zeiss LSM 510) tanulményoztuk a
Kv1.3/FLAG csatorna, CD8 és MHC I molekuldkat. A fluorescein gerjesztéséhez az Argon lézer
488 nm-es, az Alexa Fluor 546-hoz a He-Ne 1ézer 543 nm-es, az Alexa Fluor 647 festékekhez
pedig a He-Ne lézer 633 nm-es vonalat hasznaltuk.

A fluoreszcenciat 505-550 nm bandpass, 560-615 nm bandpass, €¢s 650 nm- longpass
filterekkel detektaltuk. A mikroszkép Plan-Axomat 63 ,,immersion o0il” objektivjét hasznalva
(numerikus apertura 1.4, Zeiss), a fluoreszcens képeket ,,Multi Track™ funkcidban készitettiik 0.8-

1.5 um vastag optikai szeleteket gylijtve.

......

es felbontasban

A duplan jelolt sejtek CLSM-mel késziilt projekcids képeinek also vagy felsé 2-3 optikai

------

intenzitasainak keresztkorrelacigjabol szamoltuk a kdvetkezo képlet alapjan:
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Z(xij_ <x>)y;=<y>)

\/Z(xy—<x>) Z(yy—<y>)

ahol C a korrelacios koefficiens, x;; és y; az x és y képek i és j koordinataju pixeleinek egyedi
fluoreszcencia szintje, (x) és (v) a megfeleld képek atlagos pixel intenzitdsait jelolik. A képek
keresztkorrelacids egyiitthatgjat a Vereb Gy. altal irt LABVIEW programmal szamoltuk
(National Instruments, Austin, TX), a kiértékelésnél a vizsgalt sejt minden pixeljét figyelembe
vettilk. A tokéletesen egyezd eloszlasu molekuldk esetén C = 1, mig az egymastol fliggetlen

eloszlas esetében C =0 (Vereb 2000).

18



4. EREDMENYEK

4.1 Az anuroctoxin a Kv1.3 csatorna hatékony blokkoléja

Az anuroctoxin izoldcioja és rendszertani besorolisa. Az Anuroctonus phaiodactylus
nevl skorpid szolubilis mérge HPLC-vel tisztitva legalabb 70 frakcioit eredményezett. A 20.42
percnél eludlodd frakcido a Kvl1.3 csatornat nagy affinitassal gatolta, ezt HPLC-vel tovabb
tisztitottak kollaboransaink, majd a kiilonb6zé retencids idejli frakciok gatld hatasat is

megvizsgaltuk Kv1.3 csatornakra (3. abra).
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3. abra: Az Anuroctonus phaiodactylus HPLC-vel tisztitott frakcidinak gatld hatdsa a Kvl.3
aramra. A tisztitas eredményeként kapott frakciok koziil nyolcat vizsgdlunk. Az abran lathato,
hogy a 2. szdmua frakcio (mely 20.42 percnél eludlodott) a Kv1.3 csatornat a tobbi frakciohoz
képest nagy affinitassal gatolta. Ennek HPLC-vel torténd tovabbi tisztitdsa erdményezte az
anuroctoxint.
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A tovabb tisztitott frakciok koziil a 24.72 retencios idejli bizonyult hatékony gatlészernek

(anuroctoxin, Kg = 0.73 nM). Mexicdi partnereink meghataroztdk az anuroctoxin harom

dimenzios szerkezetét is (12. dbra). A szekvencia analizis szerint az anuroctoxin a jelenleg ismert

81 K" csatorna blokkold skorpi6 toxin mindegyikével kevesebb mint 50 % homologiat mutatott

(4. abra). Filogenetikai analizis sordn az anuroctoxint az o-KTx toxincsalad 6. alcsaladjaba

soroltuk, a-KTx 6.12 szdmmal jelolve (5. abra).
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--—ZFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRG-KCMN---KKCRCYS-—--- 31
--—TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMN---GKCKCYNN--- 37
--GVEINVKCSGSPQCLKPCKDA-GMRFG-KCMN---RKCHCTP-—--- 32
---VFINAKCRGSPECLPKCKEAIGKAAG-KCMN---GKCKCYP---- 33
---VVIGQRCYRSPDCYSACKKLVGKATG-KCTN---GRCDC-—-—=— 26
——————— AFCN-LRMCQLSCRS-LGLL-G-KCIG---DKCECVKH--- 28

—————— LVKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNS-KCIN---RMCKCYG-C—-- 36
——————— VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNA-KCIN---KSCKCYG-C-- 42
——————— ASCRTPKDCADPCRKETGCPYG-KCMN---RKCKCNR-C-- 50
—-——-—-IEAIRCGGSRDCYRPCQKRTGCPNA-KCIN---KTCKCYG-CS- 34
———-DEAIRCTGTKDCYIPCRYITGCFNS-RCIN---KSCKCYG-CT- 34
————AEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHG-KCMN---RTCRCNR-C-- 45
————AEVIKCRTPKDCADPCRKQTGCPHG-KCMN---RTCRCNR-C-- 45
————AEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHA-KCMN---KTCRCHR-C-- 39
————— AIIRCSGTRECYAPCQKLTGCLNA-KCMN---KACKCYG-CV- 39

————AEVIRCSGSKQCYGPCKQQTGCTNS-KCMN

————— CKCYG-C-- 37

———-VHTNIPCRGTSDCYEPCEKKTNCARA-KCMN---RHCNCYNNCPW 34
—————— ZKECTGPQHCTNFCRKNK-CTHG-KCMN---RKCKCFNCK-- 100

.1|Pi2 (2pta)y —mmm—— TISCTNPKQCYPHCKKETGYPNA-KCMN---RKCKCEFGR--- 44
.1/PO1 (lacw) ——————-— VSC---EDCPEHCSTQKAQA---KCDN---DKCVCEPI--- 25
.1|Bmp02 (1du9) ——————- VGC---EECPMHCKGKNAKP---TCDD---GVCNCN-V--- 17
1|Cotx (lpjv)y  ——————- AVCV-YRTCDKDCKR-RGYRSG-KCIN---NACKCYPY--- 25
1|PBTx1 —-DEEPKESCS-DEMCVIYCKG-EEYSTG-VCDG--PQKCKCSD-—-—-—- 22
.1|Btx (1cb55) WCSTCLDLACGASRECYDPCFKAFGRAHG-KCMN---NKCRCYT---- 31
1|Tcl (131z) —=====—= AC-—--GSCRKKCK-———- GSG-KCIN---GRCKCY—-—-—--- 28
1|BmKK1 -—--TPFATIKCATDADCSRKCP---GNP---SCRN---GFCACT----- 18
1lAal —-—QNETNKKCQ-GGSCASVCRRVIGVAAG-KCIN---GRCVCYP---- 30
.1|Tamulotx ———-DLIDVKCISSQECWIACKKVTGRFEG-KCQON---RQCRCY-———— 26
.1|/BmKK4 (1klh)  -————-— QTQCQOSVRDCQOQYCLT--—--PDR--CSY—---GTCYCKTT--- 20
1]Tc32 -—--TGPQTTCQ-AAMCEAGCKG-LGKSME-SCQG---DTCKCKA---- 21
1|/BmBKTx (lg2k)  --—----- AACY-SSDCRVKCVA-MGFSSG-KCIN---SKCKCYK---- 31
l-dlp === AC-QFWSCNSSCISR-GYRQG-YCWGIQYKYCQCQ-———-- 18

4. abra: Az anuroctoxin és az a-KTx toxin csaladba tartozo toxin szekvenciak 0sszehasonlitasa.

Az

Osszehasonlitast

elvégeztik az o-KTx

toxincsaldd mind a

19 alcsaladjanak a

reprezentansaival, illetve a 6. alcsalad Osszes tagjaval a ClustalX programot hasznalva. 1%
mutatja a szekvencia azononossag mértékét az anuroctoxinnal dsszehasonlitva.
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5. abra: Az o-KTx toxinok filogenetikai torzsfaja. Az é&brdn az o-KTx csalad 81
szekvencidjanak filogenetikai analizisének eredménye lathatdo. Az anuroctoxin leginkabb 6.
alcsalad tagjaival mutatott rokonsdgot. A 6. alcsaldd tagjainal jeloltik a toxinok relativ
hatékonysagat a kiilonb6zo csatornakra.

A Kvl.3 csatorna gdtlasa anuroctoxinnal. Human periférias T limfocitdkon teljes sejtes
tizemmmodban, voltage-clamp technikdval az Anyagok ¢és modszerekben leirt kisérleti
korilmények kozott Kv1.3 csatorna aramokat mértiink (Peter 2001). Az egyedi csatorna
konduktancia értékekbdl meghatarozott sejtenténti Kv1.3 csatornaszam 1000 és 2000 kozott volt.
A 6A abran a Kv1.3 csatornan keresztiil folyd makroszkopikus aramok regisztratumai lathatok
ugyanazon a sejten felvéve kontroll koriilmények kozt, az egyensulyi blokk beéllta utan (0.5 nM

anuroctoxin) valamint a toxin kimosasat kdvetdéen. Az anuroctoxin adésa eldtt és utan felvett

21



aramgorbék szinte egymason futnak. 0.5 nM anuroctoxin a csatorndknak kb. a felét gatolta, a
gatlas teljesen reverzibilis volt, amint az a 6B abran is jol latszik, toxin mentes kiilsé oldattal
perfundélva (kimosas) a csatorndk teljesen visszatértek a gatolt allapotbol. A csatorna gatlas és a

kimosas kinetikaja viszonylag gyors volt.

A B
1.5 1 1.5 4 0.5 nM anuroctoxin
| kontroll és kimosas
°
1.0 - [ ® co® o0 4
< g 1.0 °
k= 1 0.5 nM anuroctoxin = °
£ / § °
gosH .
J % ®e e®e0,
S 0.5
0.0
ﬁ 1 kimosas
I e e e B e L A e e e e e e e S S | o0 +—+—F—F+—+—7——7T—T7T "7
0 5 10 15 20 0 200 400 600 800
id6 [ms] id6 [s]

6. abra: Az anuroctoxin a Kv1.3 csatorna hatdsos gatloszere. (A) A reprezentativ aramgorbék a
toxin adasa el6tti (kontroll), 0.5 nM anuroctoxinnal torténd blokkolds utani és a toxinmentes
extracellularis oldat jboli perfizidja (kimosas) utan mért K™ aramokat mutatjik az egyenstlyi
allapot beallta utdn. Az aramokat periférias T-limfocitan mértiik -120 mV-os tartofesziiltség
mellett, + 50 mV tesztimpulzust alkalmazva. A tesztimpulzusok k6zott 40 s telt el. A (B) abra a
K" blokkolasanak és a blokk megsziintetésének idofiiggését mutatjia.mutatja. A nyilak a 0.5 nM
anuroctoxinnal tortént perfuzio kezdetét és végét jelzik. A fesziiltség protokoll és az egyéb
kisérleti koriilmények megegyeznek az abra (A) részében leirtakkal. Az abran jol lathat6, hogy az
anuroctoxin teljesen kimoshato.

Méréseink soran meghataroztuk a megmaradé aramhanyadot is (MAH) kiilonboz6
tesztfesziiltségek mellett 0.6 nM anuroctoxin jelenlétében (7. abra). MAH = I/, ahol Iy jelenti a
kontroll &ram amplitadojat, I pedig az aram amplitdddjat a toxin jelenlétében az egyensulyi blokk
elérése utan. A tartofesziiltség —120 mV volt. Azon esetekben, amikor a blokkold nettd toltéssel
bir és kotOhelye mélyen helyezkedik el a membran elektromos erdterében a blokkolas mértéke
fesziiltségfiiggd lehet. Fesziiltségfliggd blokk esetén a pozitiv tdltésli toxin pozitivabb

membranpotencidloknal a csatorndhoz kisebb affinitdssal kotdédik. Az anuroctoxin nem
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valtoztatta meg a Kvl1.3 csatorna aram-fesziiltség karakterisztikajat, a csucsaramokat minden
fesziiltség értéknél hasonldan csokkentette, tehat a gatlds nem fesziiltségfiiggd. Az aktivacids
kiiszob -42.5 £ 4.8 mV (n =4) volt kontroll koriilmények kozott, illetve -42.5 mV £ 2.5 mV (n =
4).

2.5 <
2.0
- i
£ 1.5 4 =
€
& i
“©
B 1.0 1
3
7 i
(6]
0.5 1 / kontroll
. O 0.6 nM anuroctoxin
0.0 4 —-v— kimosas
T T T T T T T T T T T T T 1

-80 60 -40 -20 0 20 40 60

tesztpotencial [mV]

7. abra: Az extracellularisan alkalmazott anuroctoxin hatasa a limfocitak teljes-sejt aramanak
fesziiltségfiiggésére. Betétabra: a sejteket —120 mV-on tartva az abran jelzett fesziiltségekre
depolarizaltuk (=70 mV - +50 mV tartomany) 200 ms-ig. Az egyes impulzusokat 40 s
valasztotta el. A betétdbra az aramgorbéknek 50 ms-os kezdeti szakaszdt mutatja az
anuroctoxin adésa eldtt. Az aramgorbékbdl kapott csticsdramokat abrazoltuk a tesztpotencial
figgvényében. Az analizist elvégeztiik kontroll koriilmények kozott (fekete korok: kontroll
oldat), 0.6 nM anuroctoxin jelenlétében (fehér korok) és a kimosas utan is (haromszogek:

kimosés utdn) ugyanazon protokoll szerint.

anuroctoxint tartalmazé kiils oldatokkal is, 0.05-10 nM tartomanyban meghataroztuk a K dram
gatlasanak az anuroctoxin koncentracidjatol valo fliggését (8. abra). A megmaradd
aramhanyadokat (I/Ip) abrazolva az anuroctoxin koncentracio fliggvényében megkaptuk a dézis—
hatas gorbét. Az 1/1p = Ky"/(K"+H[Tx]") fliggvénnyel igen jo illeszkedést kaptunk. A képletben Iy

az a peptid hidnyaban mért csiicsaram, I a csucsaram a megfeleld méregkoncentracioé mellett, Kq
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disszociacids allando értéke K4 = 0.73 nM lett. Ennek alapjan megéllapitottuk, hogy a toxin nagy
affinitdssal kotddik a Kv1.3 tipust csatorndhoz. A Hill koefficiens 1-hez kozeli értékébdl (0.99)
arra kovetkeztettiink, hogy sok mas K™ csatorna blokkolokhoz hasonléan egy toxin molekula

kotédik a csatorna pérusaba a gatlas soran (Miller, 1995).

1.0
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0.4
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1

K,=0.73 nM
024  n,=0.99

00 T T T T 11T1] T T T T T IIr] T T T T T T1T] 1
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anuroctoxin [nM]

8. abra: Az anuroctoxin altal eldidézett K™ csatorna gatlas dozisfiiggése. A Kv1.3 aramokat
human peiférias limfocitakon mértiik, -120 mV-os tartofesziiltség mellett, +50 mV tesztimpulzust
alkalmazva. A megmarad6 aramhanyadot a toxin jelenlétében (I), valamint kontroll kdriilmények
kozott mért csticsaramok (Io) hanyadosaként szamitottuk. A dozis-hatds gorbéket 3 paraméteres

Hill egyenlettel illesztettiik, a disszociacios allandoé értékére 0.73 nM-t kaptunk.

Az anuroctoxin K csatorna gadtlasinak szelektivitisa. Az anuroctoxin hatisat mas
ioncsatornakra is megvizsgaltuk annak bizonyitdsara, hogy a gatlds specifikus-e a Kvl.3
csatornara. 10 nM anuroctoxin hatasat teszteltiik IKCal, mKvl.1, rKv1.2, hKv1.2, rKv2.1 és
Drosophila Shaker-IR csatornara.

Az anuroctoxin IKCal csatornara gyakorolt hatdsat human periférias T limfocitdkon
mértikk, 1 UM szabad Ca*"-ot tartalmazé pipettatolté oldatot hasznalva (9. 4bra). Ez a Ca®’

koncentracio elegend6 volt a calcium fliggd IKCal kalium csatorndk maximalis aktivacidjahoz.
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Az IKCal aram méréséhez fesziiltség-rampa impulzusokat alkalmaztunk, a blokkolast a gérbének

a Kv1.3 csatorna aktivacios kiiszobe alatti részének meredekségének valtoztatasaval jellemeztiik.

2.5 4 kontroll

2.0 -
anuroctoxin (10 nM)

1.5
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aram [nA]

0.5 A
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9. Abra: Az anuroctoxin nem gatolja a limfocitak IKCal Ca®" aktivalt K™ csatornajat. Az IKCal
aramokat human periférids limfocitdkon mértiik, a tartasi potencial —80 mV volt. A fesziiltség-
rampa impulzusok sordn a membranpotencialt folyamatosan valtoztattuk —120 mV-t6l +50 mV-ig
1.176 mV/ms sebességgel. A feltiintetett membranpotentcial tartomanyban mind az IKCal, mind
pedig a Kv1.3 csatornak aktivalodtak. Az IKCal aramot a fliggdleges szaggatott vonaltdl balra, a
Kv1.3 csatornak aktivacios kiiszobe alatt mértiik. A gatlas hatdsossagat a gorbék meredekségének
valtozasabol hatdroztuk meg. Pozitiv kontrollként 10 nM charybdotoxint alkalmaztunk, mely
gatolja mind a Kv1.3, mind pedig az IKCal csatorndkat. Az abrabdl kitlinik, hogy az anuroctoxin
nem gatolja az IKCal csatorndk aramat.

10 nM anuroctoxinnak nem volt hatdsa az IKCal csatornara, a kezelt és kontroll gérbék
meredekségének aranya 1.06+0.02% (n = 5) volt. Pozitiv kontrollként az IKCal és Kvl.3
csatorndkat egyarant blokkold6 10 nM ChTx-t hasznaltunk, a Kvl1.3 csatorna aktivacios
kiiszobénél negativabb membranpotencidlokon a kezelt és kontroll gorbék meredekségének
aranya 0.38+0.06 (n = 5) volt. A megfordulasi potencial (az a membranpotencial érték, ahol
nyitott csatornakon at sem nem folyik aram) a kontroll és a ChTx kezelés gorbék esetében is -70

¢s -80 mV kozotti értékeket mutatott, ami a kalium szelektiv konduktanciara jellemzd. A Kv1.3
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aktivacios kiiszobénél magasabb membranpotencialok esetében, amint az varhaté volt az
anuroctoxin nagy affinitdsa miatt, a Kv1.3 dram majdnem teljesen gatlédott 10 nM anuroctoxin
jelenlétében. 10 nM ChTx jelenlétében viszont a Kv1.3 csatorndk mellett az IKCal csatorndk is

gatlddtak (Kg~3 nM a Kv1.3, és K¢~5 nM az [KCal gatlas esetében).
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10. abra: Az anuroctoxin hatasa a Shaker IR (A), rKv2.1 (B) mKvl.l (C) és rKvl.2 (D)
csatorndk 4ramaira. A reprezentativ dramgorbék a toxin adéasa eldtti (kontroll), 10 nM
anuroctoxinnal torténd blokkolas utani és a toxinmentes extracellularis oldat jboli perfuzidja
(kimosas) utan mért K aramokat mutatjdk az egyenstlyi allapot beallta utdan. A Shaker IR és
rKv2.1 aramokat a csatorndkat tranziensen expresszaldé CTLL2 sejteken, az mKvl1.1 és rKvl.2
aramokat pedig a csatorndkat stabilan expresszalo L929 ( mKvl.1), és B82 (rKv1l.2) sejteken
mértiik -120 mV-os tartofesziiltség mellett, +50 mV tesztimpulzust alkalmazva.

10 nM anuroctoxin hatasat Drosophila Shaker-IR, rKv2.1, mKvl.1, hKv1.2 és rKv1.2
csatornakra kiilonbozo expresszios rendszerekben vizsgaltuk (Id. Anyagok és moddszerek). Az

anuroctoxin blokkoldsa minden esetben reverzibilis volt, amint az a kontroll és a kimosasi gorbék
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atfedésébol lathato. A gatlas erdsségének a sorrendje a kovetkezoképpen alakult: Kv1.3 > rKv1.2
= hKv1.2 >> Shaker-IR ~ mKv1.1 ~ rKv2.1 > IKCal. Az anuroctoxin 10 nM koncentracidoban
csak a hKvl.2 és rKv1.2 csatorndkat gatolta szignifikdnsan (10, 11. &dbra). Az anuroctoxin az
rKv1.2 és a hKv1.2 csatorndkat hasonld6 mértékben gatolta (K4 = 6.14 illetve 5 £ 0.28 nM),
aminek a magyardzata az, hogy a human ¢s a patkany Kv1.2 csatorna a porus régidoban csak egy
aminosavban kiilonbozik (az E355 hKv1.2 -ben megfelel az rKv1.2 D355 aminosavjanak). Az
anuroctoxinnak nem volt jelentds hatasa a Kv1.3 csatornaval egy csalddba tartoz6 Drosophila
Shaker csatornara, illetve a mKvl.l, hKv2.1, és IKCal csatornara sem (a megmaradd

aramhdnyadok: 96.7 £2.68, 91.6 £ 2.11, 84 + 1.98, 106 = 1.7 %).
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11. dbra: Az anuroctoxin szelektivitasi vizsgalatanak eredménye. Az dbran 10 nM anuroctoxin
jelenlétében szamitott megmaradd aramhanyadok lathatéak a Kv1.3, IKCal, Shaker IR, rKv2.1,
mKvl1.1, rKv1.2 és hKv1.2 csatorndk esetében. A megmarad6 aramhanyadot a toxin jelenlétében
(I), valamint kontroll koriilmények kozott mért csucsaramok (Io) hanyadosaként szamitottuk. A
fesziiltség protokoll megegyezett a 9. és 10. abranal leirtakkal. Minden esetben legalabb négy
fliggetlen mérést végeztiink, az eredményt atlag ZSEM forméban adtuk meg.
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12. abra Az anuroctoxin molekula térbeli szerkezetét tiikr6zé szalagdiagram. Az anuroctoxin
hasonléan a ChTx-hez, rendelkezik a csatorna kotédésben fontos szerepet jatszo két aromas
aminosavval (K23, F32), mint esszencialis didddal, ami az abran jol lathato.

4.2 A KvL.3/FLAG csatorna és a FLAG epitop funkcionalis expresszioja

Az endogén fesziiltségfiiggd csatorndkat nem tartalmazd CTLL-2 sejtekbe transzfektalt
vad tipust (Kv1.3/WT) és FLAG epitopot is koédold (Kv1.3/FLAG) csatorndk aramait —120 mV
tartasi fesziiltség mellett, +50 mV-ra depolarizdlva mértiik. Azért valasztottuk a CTLL-2 sejteket
a transzfekciohoz, mert ezek a sejtek nem expresszalnak endogén fesziiltség-fiiggd K"
csatornakat. Az 13. 4dbran lathato, hogy a vad tipusu és a muténs csatorna idofiiggd kapuzésa
nagyon hasonlit egymashoz. Az aktivaci6 mindkét esetben nagyon gyors, ezt kdveti egy
viszonylag lasst inaktivacio. Az inaktivacios idéallandokat az aramgorbék lefutd részének
egyszerli exponencidlis illesztésével hataroztuk meg. A KvI1.3/WT d4ram inaktivacios
idéallanddja 234.6 ms, a Kv1.3/FLAG aramé pedig 214.6 ms volt. A muténs és a vad csatorna

inaktivacios kinetikdjaban nem volt jelentds kiillonbség p = 0.05 szignifikancia szinten.
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13. abra: A KvI1.3/WT ¢és KvI1.3/FLAG aramok nagyon hasonléak. CTLL-2 sejteket
transzfektaltunk Kv1.3/FLAG (bal oldali panel) illetve Kv1.3/WT (jobb oldali panel)
csatorndkkal, majd teljes-sejt konfiguracioban regisztraltuk az iondramokat. A tartdsi fesziiltség —
120 mV volt, a tesztpotencial pedig +50 mV. Az inaktivaciés id6allandot az dramgorbe leszalld
szarahoz illesztett exponencidlis fliggvény alapjan hataroztuk meg. A bemutatott Kv1.3/WT aram
inaktivacios idoallandoja 234.6 ms, a Kv1.3/FLAG aramé pedig 214.6 ms volt.
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14. abra: A Kv1.3/FLAG csatornaval transzfektalt Jurkat sejtek specifikusan jeldlhetok. Jurkat
sejteket Kv1.3/WT (A) illetve Kv1.3/FLAG (B) csatorndkkal transzfektaltunk. A sejteket anti-
FLAG primer és FITC-konjugalt nytl-anti-egér IgG szekunder antitesttel (F-RAMIG) (folytonos
vonal) vagy csak F-RAMIG-gal (szaggatott vonal) jeldltiikk, és a fluoreszcencidt aramlési
citométerrel detektaltuk. A hisztogramok a FLAG epitop specifikus jel6l0dését mutatjak.
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A 14. abréan lathaté, hogy a Kv1.3/FLAG csatornaval transzfektalt, de endogén Kv1.3
csatornakat is kifejez0 Jurkat T sejtek specifikusan jeldlhetdk voltak FLAG epitop ellenes
antitestet hasznalva. A 14A ébra atfedd fluoreszcencia hisztogramjai mutatjak, hogy nem volt
specifikus jelolddés, ha a Jurkat sejteket Kv1.3/WT csatornaval transzfektaltuk és anti-FLAG-
M2 elsddleges, valamint fluorescein-konjugalt masodlagos antitesttel jeloltik. A Kv1.3/FLAG
csatornaval transzfektalt Jurkat sejteket ugyanezekkel az antitestekkel specifikusan meg tudtuk
jeldlni, amint ez a dupldn jelolt minta fluoreszcencia hisztogramjanak a hattérhez (csak

masodlagos antitesttel jelolt mintdhoz) viszonyitott jobbratolodasabol 1athatd (14B éabra).

4.3 A Kv1.3 csatornak sejtfelszini eloszlasa nem véletlenszerii

A 15A ¢és 15B abra 0sszehasonlitasabol kitilinik, hogy hasonloan a fluoreszcens jeldléshez,
a Kv1.3/FLAG csatorndk immunogold jeldlése szintén specifikus volt, ugyanis a Kv1.3/WT
csatornaval transzfektalt Jurkat sejtek transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) felvételein
(15B éabra) nem voltak lathatéak aranygombok, mig a Kv1.3/FLAG csatornakat expresszald

sejtek felszinén nagy striiségben lathatok a kolloidalis arany gombok (15A abra).

— 200 nm

15. abra: Kv1.3/FLAG (A) illetve Kv1.3/WT (B) csatornakkal transzfektalt Jurkat sejtekrol
készitett elektronmikroszkopos felvételek. A sejteket anti-FLAG-M2 primer és 10 nm-es
aranygombbel  konjugalt rat-anti egér IgG szekunder antitesttel jeloltik. Az
elektronmikroszkopos képeken megfigyelhetd a FLAG epitdp specifikus jelolddése.

30



0204 € B 3=5.7 0204 D M 1=5.2
| [
) N o) m
3 0.154 " S 0.15- p™
_é | || E [
©
2 0.10- [ . & 0.104
= 1 A\ 2 n
-— . =
% 0.05 u _l_\r_h' % 0.054 |:
1 |m
o.oo............!*ﬂﬂ;\.._ 0.00 4+ L L L L L L e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
a beadek szama a beadek szama
teruletegységenkeént tertletegységenkeént
1E 1F
0.204 0204
o) _ m. 1=5.8 o ] m-u =5
% 0.15- o " S 0.15- / a
S s IS N\
$ 0.104 g 0.104 n
o © [ \
2 2 1 u
© 4
g 0.054 5 0.05 gy .,
1 |a 1 u
0.00 4 L L L L LT Ll o.oo..........mﬂ;\-.-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16
a beadek szama a beadek szama
terlletegységenként teriiletegységenként

16. abra: A Kvl1.3 csatorndk sejtfelszini eloszlasa nem véletlenszerii. Az elektronmikroszkopos
képeket digitalizaltuk, és az intézetlink altal készitett szoftver segitségével meghatdroztuk az
aranygombok pixel koordinatait. A képeket teriiletegységekre bontottuk (120x120 pixel) és
meghatdroztuk a teriiletegységenkénti csatornaszdmokat. Az abrdn 4 sejt relativ gyakorisagi
hisztogramja lathato. A tapasztalati és a Poisson eloszlas kozott a kiilsnbség chi” teszttel (p<0.05)
statisztikailag szignifikansnak adddott (A az atlagos csatornaszam /teriiletegység).

A Kvl.3 csatornak térbeli eloszlasanak statisztikai ananizisé¢hez a képeket digitalizaltuk,
terliletegységekre bontottuk (120x120 pixel), meghataroztuk az aranygdmbok szamat az
egységnyi membranfeliileteken, majd elkészitettiik a teriiletegységenkénti csatornaszamok relativ
gyakorisagi hisztogramjait (16. abra). Véletlenszerii eloszlas esetén a gyakorisagi hisztogramok
Poisson eloszlast kovetnének. A Kv1.3/FLAG csatornaval tanszfektalt sejtek hisztogramjai
szerint a teriiletenkénti csatornaszdmok szignifikdnsan eltértek a Poisson eloszlas alapjan vart
elméleti eloszlastol. Hasonld eredményt kaptunk, ha eltérd teriiletegységeket valasztottunk (30 x

30-t6l 150 x 150 pixel-ig).
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A Kv1.3/FLAG csatornaval transzfektalt Jurkat sejtekrdl készitett CLSM felvételeket
mutatja az 17. dbra. A csatornakat specifikusan jeloltiik anti-FLAG-M2 elsddleges és Alexa Fluor
546-konjugalt RAMIG masodlagos anitesttel (piros szinnel jeldlve). A CD3 molekuldkat Alexa
Fluor 633-konjugalt anti-CD3 monoklonalis antitesttel jeloltiik és a CLSM felvételeken kék

szinben jelenitettiik meg.

.....

felvételeken. A Kv1.3FLAG-transzfektalt Jurkat sejteket anti-FLAG M2 primer és Alexa Fluor
546-tal konjugalt RAMIG-gal jeldltiik (piros), valamint Alexa Fluor 633-mal konjugalt anti-CD3-
mal (kék). A HeNe lézerek 543- ¢és 633-nm vonalaival gerjesztettiik a festékeket, a fluoreszcencia
jeleket pedig 560-615 nm bandpass €s 650 nm- long-pass sziirokkel detektaltuk. (4 és B) A
Kv1.3FLAG (piros) és CD3 (kék) jelek a sejt proximalis optikai szeletébdl szarmaznak. (C) A két
jel fuzids képe lathatd (1d. Anyagok és modszerek). Az 1. képletbdl szamitott keresztkorrelacios

koefficiens C = 0.64 £ 0.10 (D) A sejt egyenlitdi sikjabol szarmazé fluoreszcens jelek.

A lila szin a CD3 és Kv1.3/FLAG csatorna asszociacidjat jelenti a plazmamembranban. A

.....
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korrelaciés koefficiens érték (C = 0.64 = 0.10 (SD), n = 6 ) bizonyitja a két fehérje térbeli

------

vd 002

18. abra: Egy antigén aktivalt CTL sejt teljes-sejt d&ramai. A kalium dramokat —70-t61 +50 mV-ig
mértiik, 10 mV lépésekben depolarizdlva. A depolarizdldo impulzusok iddtartama 2 s volt,
amelybdl az els6 500 ms lathatd6 minden gorbe esetében. A sejteket —120 mV nyugalmi
potencialon tartottuk és 50 s-ot vartunk a rekordok kozott. Minden mésodik rekordot jelenitettiik
meg a jobb attekinthetdség érdekében. A betétabra a sejt csucsaram-fesziiltség Osszefiiggését
mutatja. Mindegyik tesztpotencial esetében meghataroztuk a csticsaramokat ¢s elvégeztiik az
ohmikus szivargd dram korrekciokat, majd abrazoltuk a teszt potencial fliggvényében.

4.5 Az aktivalt CTL sejtek nagy mennyiségi fesziiltségfiiggé Kv1.3 csatornat fejeznek ki

Az immunoldgiai szinapszis funkcionalis vizsgalatan kiviil sziikség volt annak
bizonyitasara is, hogy az altalunk hasznalt effektor CTL sejtekben a dominans fesziiltségkapuzott
K" csatorna a Kv1.3. Ehhez elektrofiziologiai és farmakoldgiai kisérleteket végeztiink.

A 18 abran CTL sejteken teljes-sejt tizemmodban mért &ramgdrbék lathatoak, kiilonbozo
tesztpotencidlok mellett. Az dram-fesziiltség gorbék (18B ébra, belsd ablak) mutatjak, hogy a
csatornak —60 mV-nal kezdenek el aktivalodni. A steady-state aktivacio fesziiltségfiiggésének
kozéppontja -33.8 + 4.8 mV, meredeksége 10.7 £ 0.7 mV (n = 5). Ezeket az értékeket a

normalizalt konduktancia gérbék Boltzmann fliggvénnyel tortént illesztésével kaptuk. Az d&ramok

33



inaktivacios idéallandoja 180 + 27 ms volt +50 mV tesztpotpotencialt alkalmazva. Ezt az értéket
10 mM tetraetil-ammonium 56 + 4 %-kal megnovelte (n = 4). Ezek az adatok jo egyezést
mutattak a Kv1.3 ioncsatorna kordbban kozolt hasonld paramétereivel (Cahalan 1985, Varga
2001).

A farmakologiai kisérletek soran szintén a limfocitdk Kv1.3 csatorndjanak korabban
kozolt paramétereihez hasonlo értékeket kaptunk. A CTL sejt kdlium csatornajat az alabbi
blokkolokkal karakterizaltuk: MgTX (disszocidcios konstans, Kq4 = 50 £ 12 pM, n = 3), ChTx
(3.4 £ 0.6 nM, n = 3), és tetractil-ammonium (14 £ 1 mM, n = 4) (Garcia-Calvo 1993, Rauer
2000).

A biofizikai és farmakologiai adatok alapjan megallapitottuk, hogy a CTL sejtek Kv1.3
csatornat expresszalnak. Az atlagos csucsaram +50 mV tesztpotencidlt alkalmazva antigén
aktivalt CTL sejtek esetében 1.9 £ 0.3 nA (n = 13), nem aktivalt CTL sejteken pedig 0.6 + 0.09
nA (n = 14), tehat a nyugvo T limfocitakhoz képest az aktivalt CTL-ek joval nagyobb szamban

expresszalnak Kv1.3 csatornakat.

4.6 A Kv1.3/FLAG csatornak CTL sejtekben az IS-be rendezédnek

A Kv1.3/FLAG csatornék térbeli elrendez6dését CTL sejtekben és target sejttel konjugalt
CTL sejtekben CLSM-mel vizsgaltuk. A CTL sejtekr6l, valamint a CTL-JY konjugatumokrol 1.1
um vastag optikai szeleteket készitettiink (19. abra). A Kv1.3 csatorndk foltszeri eloszlast
mutattak a targettel nem konjugalt CTL sejtek felszinén. A foltok eloszlasa hasonlo volt a Jurkat
sejteken megfigyelt Kv1.3 eloszlashoz (Bock 2003, Panyi 2003), egyenletesen oszlottak el a
membranban, hasonléan az MHC-1-ben és CD8-ban gazdag doménekhez (19. abra, fels sor). A
Kv1.3/FLAG csatornat anti-FLAG-M2 elsddleges, és Alexa Fluor 546-RAMIG masodlagos
antitesttel (piros), az MHC I-et fluorescein-konjugéalt W6/32 antitesttel (z6ld), a CD8-at Alexa
Fluor 647-konjugalt MEM31 antitesttel jeloltiik (kék).

A CTL-target sejt konjugatumok vizsgalatakor a sejtek azonositasa egyrészt méretiik
alapjan tortént (a JY joval nagyobb, mint a CTL), masrészt a CD8 molekuldk csak a CTL
sejteken talalhatok meg. A target sejttel konjugalt CTL sejteken a Kv1.3/FLAG csatornak
atrendezését figyeltiik meg. Az esetek nagy részében a csatorndk a CTL-target sejtek érintkezd
felszinére keriiltek. A 19. abra k6zépso sordban két CTL sejt és két target sejt lathato. Az egyik

CTL Kv1.3/FLAG pozitiv volt, a masik nem expresszalta a mutans csatornat. Néhany esetben a
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Kv1.3/FLAG o6vszertien koriilvette a CTL és target sejt kozott képzodo 1S-t (19. abra, alsé sor). A
target sejtek MHC I és a CTL sejtek CD8 molekulai szintén az IS-ben gytltek ossze (19. dbra,

alsoé sor).

overlay
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19. abra. A Kv1.3/FLAG felhalmozédasa az IS koriil. A Kv1.3/FLAG (vords: anti-FLAG-ot
kovetd ALEXA 546 RAMIG), MHC I (zold: XF-W6/32) és CDS8 (kék: ALEXA 647-anti-CDS)
molekulak eloszlasa CTL sejten (felso sor) és CTL-JY target sejt konjugatumon (k6zéps6 és also
sor). Az optikai szeletek vastagsaga 1.1 pm volt. CTL sejteken a csatornak foltszerlien oszlanak
el a membranban (felsd sor). CTL-target konjugdtumokban a Kv1.3 csatornak az IS-ben (k6zépsé
sor) vagy a szinapszis koriil gylirliszerlien halmozodnak fel a CTL sejtek tobbségében (also6 sor).

A skala hossza 5 pm.



5. MEGBESZELES

Kisérleteink soran célunk volt 11, hatékony, specifikus Kv1.3 csatorna blokkold keresése.
Ennek érdekében az Anuroctonus phaiodactylus nevii skorpiobol tobb 1épcsoben, HPLC-vel
izolalt anuroctoxin ioncsatorna gatlo hatasat vizsgaltuk. Patch clamp kisérletekkel
megallapitottuk, hogy az anuroctoxin a nyugvo és kronikusan aktivalt T limfocitdk dominans
fesziiltség-fliggd csatorndjat, a Kv1.3 csatornat nagy szelektivitassal gatlo 0j toxin, amely mar
igen kis koncentracoban hatasosnak bizonyult (0.73 nM félhatasos koncentracioban).

A csatornablokkolé anyagok két csoportra oszthatok: porusblokkolok és kapuzast
befolydsolé anyagok. A csatornaporus blokkolok a csatorna szajadékaba kotddnek be, és igy
akadalyozzdk meg a megfeleld ionok aramldsat a csatorndn at. A skorpio toxinok ezen utdbbi
csoportba tartoznak, a gatlas sztdchiometriaja 1:1. A skorpiok mérgébdl szarmazo kisméretli és
meglehetésen merev strukturaja peptid inhibitorok hatdsukat ugy fejtik ki, hogy az ioncsatorna
kiilsé nyilasdba kotddve elzarjak az athaladas tutjat a kdlium ionok eldtt. Az ismert struktaraja
inhibitor molekulak szerkezetébdl igy logikus kovetkeztetéseket lehet levonni az altaluk lezart
poérus molekuldris szerkezetére. A kationok kiszoritdsaban a csatornaszajadékbol Kkitlintetett
szerepet jatszik a csatornaszajadékba mélyen behatolo, pozitiv toltésii lizin. Ennek megfelelden a
K" csatornak gatlasaért felelds strukturalis elem (,,esszencialis diad”) a referenciaként valasztott a
egy aromas aminosav, amelynek aromas gyirtije ~7 A tavolsagra helyezkedik el a centralis lizin
o szénatomjatol (Tytgat 1999 Dauplais 1997).

Az anuroctoxin 3D szerkezete alapjan megallapitottuk, hogy hasonléan a ChTx-hez,
rendelkezik a csatorna kotddésben fontos szerepet jatszo két aromds aminosavval (K23, F32),
mint esszencialis diaddal (12 é&bra). Az anuroctoxin 23-as pozicidban 1évd lizinje megfelel a
talalhato aminosavnak. Az anurotoctoxin harom dimenzids szerkezete hasonld a ChTx-hez, bar
az F32 és a K23 a-szénatomja kozotti tavolsag tobb, mint 7 A. A szekvencia analizis szerint az
anuroctoxin szerkezete nagymértékben eltér az dsszes a-KTx toxintol, a filogenetikai analizis
soran az anuroctoxin leginkédbb az o-KTx 6 alcsaladdal mutatott rokonsagot. Az anuroctoxin 1:1
csatorna-toxin sztdchiometriaval gatolja a Kv1.3 csatornak aramat, mivel harom paraméteres Hill

egyenlettel illesztve a Hill koefficiensre 1-hez kozeli érték adodott (n=0,99). Az aktivacio, a
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kapuzés, a fesziiltség-fiiggetlenség, a Hill koefficiensbdl adodd sztochiometria valamint az
esszencialis diad jelenléte alapjan az anuroctoxin altal okozott gatlds mechanizmusa hasonlé a
tobbi skorpid toxin altal okozott gatlashoz, igy a toxin a Kvl.3 csatorna klasszikus
porusblokkoloja.

A Kvl.3 csatorna T limfocitdkban betoltott fontos szerepe miatt elvégeztik az
anuroctoxin farmakologiai karakterizalasat is, kiilonos tekintettel a Kv1.3 szelektivitasara a
kalcium aktivalt kalium csatornaval (IKCal) szemben. Ehhez 10 nM anuroctoxin hatdsat
vizsgaltuk kiilonbozé ioncsatorndkra T limfocitdkon és heterolog expresszios rendszerekben,
hogy megallapitsuk a gatlas specifikussagat.

A toxin limitalt mennyisége miatt nem tudtunk dozis-hatas gérbét meghatarozni az IKCal
csatornara, de abbol, hogy az anuroctoxinnak 10 nM koncentracidban nem volt hatdsa az IKCal
csatornara, a toxin hatasat legalabb 1000x szelektivebbnek becsiiljiikk Kv1.3-ra, mint az IKCal
csatornara. Az anuroctoxin 10 nM koncentracidoban csak a hKvl1.2 és rKv1.2 csatorndkat géatolta
szignifikansan, nem volt jelentds hatasa a Kv1.3 csatornaval egy csaladba tartoz6 Drosophila
Shaker csatornara, illetve a mKv1.1 ¢s hKv2.1 csatornara sem.

Mas toxinokrol (pl. MgTX, NxTx, kaliotoxin, ShK) is ismert, hogy szelektivebben
gatoljak a Kvl.3 csatornat, mint az IKCa csatornat, azonban az idegrendszerben ¢és az
izomsejtekben fontos ioncsatorndkat (pl. Kvl.1, Kv1.2) ezek szintén gatoljak pM illetve nM
koncentraciokban (Kalman 1998, Grissmer 1994, Koch 1997). Ezzel szemben az anuroctoxin a
Kvl.1 és Kvl.2 csatorndkat kb. egy nagysagrenddel kisebb mértékben gétolja, mint a Kvl1.3
csatornat. Bar filogenetikailag az anuroctoxin az o-KTx toxincsalad 6. alcsalddjaba sorolhato,
farmakologiaiailag a MgTx-nal (a-KTx 2.2) és a NxTx-nal (a-KTx 2.1) mutat leginkabb
hasonlosagot.

Napjainkban komoly kutatas folyik terapiasan is alkalmazhat6 hatékony, de a szervezetre
karos hatassal nem rendelkezd csatornagatld szerek utan, melyekkel immunszuppressziv hatést
lehetne elérni. Az anuroctoxin azon képessége, hogy szelektiven képes lehet gatolni a nagy
hogy a naive and Tcym sejtek osztodasat gatolnd, alkalmassd teheti bizonyos T sejt medialt
immunbetegségek (pl. sclerosis multiplex, diabetes mellitus) kezelésében €s a szervatiiltetés utani
kilokédés megeldzésére. A toxin Uj alternativat nyudjthat a Kv1.3 csatorna struktarajanak,

funkcidjanak kutatisaban is.
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A bevezetdben ismertetett biokémiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a Kv1.3 csatorna is
része lehet az antigén felismerésért felelds aktivacios komplexnek T sejtekben. Arra kerestiik a
valaszt, hogy modern biofizikai vizsgadld modszerek hasznalatdval ki lehet-e mutatni a Kvl1.3
Kv1.3 csatorna immunologiai szinapszisba torténd lokalizacigjat. Kisérleteink tovabbi részében
ezért a limfocitdk dominans fesziiltség-fiiggd csatorndjanak, a Kv1.3 csatornanak a sejtfelszini
eloszlasat, a membranfehérjék és a csatornak kozotti kapesolatot vizsgaltuk.

Ahhoz, hogy a Kv1.3 csatorna sejtfelszini eloszlasat vizsgalni tudjuk, specifikusan meg
kellett jelolniink azt egy nagy affinitdsti monoklonalis antitesttel. A Kv1.3 csatorna extracellularis
része ellen azonban ilyen antitest nem ismert, ezért PCR mutagenezissel egy FLAG epitopnak
megfeleld bazisszekvenciat inzertaltunk a csatornat kodold génbe (Kv1.3/FLAG).

A muténs csatornat ezutan tranziens transzfekcioval juttattuk a vizsgdlni kivant sejtekbe.
A transzfekciot nemcsak az indokolta, hogy a mutans csatornat be kellett juttatni a sejtbe, hanem
az is, hogy fiziologias koriilmények kozott a T sejtek endogén Kv1.3 expresszios szintje még
aktivalt allapotban is csak max. 1-2000/sejt, ami kevés ahhoz, hogy a fluoreszcencia jel
detektalhaté legyen a CLSM vizsgalatokhoz. Az endogén és a transzfektalt csatorndk a
sejtfelszini expressziohoz azonos utvonalat hasznalnak, igy a homo- és heterotetramer molekulak
klaszterek elemei dinamikusan kicserélddhetnek (Panyi 1996, Nagy 2001). Ezek alapjan
feltételeztiik, hogy a transzfektalt csatorndkkal kapott topoldgiai informéacié megfelel az endogén
Kv1.3 csatorna eloszlasanak. A Jurkat sejtek transzfekcioja FLAG epitopot tartalmazé Kvl.3
csatornaval olyan mértékben megnovelte a csatornaszamot a membran felszinén, hogy a
jeloléssel elegendd nagysagu jelet tudtunk elérni a CLSM mérésekhez.

A transzfektalt csatorndk kinetikai és farmakoldgiai karakterizalasaval kimutattuk, hogy a
mutans csatorndk hasonloképpen funkcionalnak, mint a vad tipusuak. A Kv1.3/WT és
Kv1.3/FLAG csatorndk  1do6fliggd kapuzasa nagyon hasonlit egymashoz, inaktivacids
kinetikdjukban nem volt szignifikdns kiilonbség. Azt is bizonyitottuk aramldsi citometrids
mérésekkel, hogy a beépitett FLAG epitép antitestek szdmara hozzaférhetd, a Kv1.3/FLAG
csatornak specifikusan jeldlhetok FLAG epitop ellenes antitestet hasznalva.

Kiilonb6z6 fehérjék (koztiik ioncsatornak) nem véletlenszerti eloszlasat irtak le tobbféle

sejt plazmamembranjan (Vereb 2000, Artym 2002, Damjanovich 1995, Bock 2003). Tovabbi

38



kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy a Kv1.3 csatorna esetében is kimutatho-e nem
véletlenszertli eloszlas.

Kimutattuk kolloidélis aranygdmb jeldléssel, hogy a Kv1.3/FLAG csatorna eloszlasa a
Jurkat sejtek membranjaban szignifikansan eltér a véletlenszerli eloszlasnak megfeleld Poisson
eloszlastol. A Singer Nicholson-féle folyadék mozaik membran elmélet szerint az integrans
membranfehérjék szabadon diffundadlhatnak a membranban, eloszldsuk ennek megfeleléen
véletlenszerli. Ezzel szemben azt taldltuk, hogy a Kv1.3 csatorna eloszldsa a membranban
(hasonldan sok mas, a T sejt szabdlyozasaban résztvevd fehérjéhez) nem véletlenszerii. A nem
véletlenszerti eloszlasnak két magyardzata lehetséges. Az egyik magyardzat szerint az
ioncsatorndk specialis mikrodoménekben, lipid raftokban helyezkednek el, a masik szerint a
membranon beliili, illetve a citoszkeleton fehérjéivel kozvetlen fehérje-fehérje kdlcsonhatdsok
befolyasoljak a csatornak eloszlasat. A TCR/CD3 komplex és a Kvl.3 csatorna T sejt
aktivacioban, valamint kiilonb6z6é fehérjék szabalyozasdban betoltott fontos szerepe miatt
kisérleteink kovetkezd fazisdban arra kerestiik a valaszt, hogy kimutathaté-e kozelség a
TCR/CD3 komplex és a Kv1.3 csatorna kozott.

A CLSM-mel kb. 200 nm-t6l pm-ekig terjedd skdlan tudjuk a fehérje eloszlasokat
megfigyelni. A CLSM képeken a két fehérje eloszlasabol és a korrelacidos koefficiens nagy
értékébdl (C = 0.64 + 0.10) nagymértékii domén szintli atfedésre lehetett kovetkeztetni. A Kv1.3
¢s CD3 molekulak kozotti kozelség noveli annak lehetdségét, hogy funkciondlis kapcsolat lehet
kozottiik. Az aktivalt TCR/CD3 komplex megvaltoztathatja a kdzeli ioncsatorna aktivitasat, vagy
forditva, az iondramok, vagy a membranpotencidl valtozdsa hathat az immunoldgiai
szinapszisban lejatszodo felismerési €s az azt kovetd folyamatokra.

Kisérleteink tovabbi részében aktivalt CTL sejteken vizsgaltuk a Kv1.3 csatorna jelenlétét
az immunoldgiai szinapszisban. A csatorna lokalalizciojanak vizsgalata eldtt biofizikai és
farmakologiai kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a CTL sejtek a Kv1.3 csatornat expresszaljak.
Ezek az eredmények egybevagnak a kordbbi tanulmanyokkal, melyek fesziiltségfiiggd kalium
konduktanciat mutattak ki human citotoxikus CD8" és NK sejtekben (Chandy 1984, Schlichter
1986, Wulff 2003). Hasonloan mas munkdkhoz, mi is azt talaltuk, hogy a Kv1.3 expresszioja a
sejtek aktivacigja soran megnovekszik (Cahalan 2002, Wulff 2003).

A CTL-target sejt érintkezési feliileten a Kv1.3 csatorndk IS-ben torténd felhalmozddasat

figyeltik meg a CLSM felvételeken. Figyelemre mélto, hogy a Kv1.3/FLAG-ot expresszalo és
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nem expresszalo CTL sejtek altal alkotott IS morfoldgidja hasonlo, tehat a transzfekcid nem
befolyasolta a sejtek kozotti kapcsolat kialakuldsat. A Kv1.3 csatorna kétféle lokalizacioja (az
immunologiai szinapszisban illetve koriilotte Gvszerlien) a szinapszis tipusaval korrelalhat, vagyis
a csatorna atrendezddése mas fehérjékhez hasonléan (Davis 2002, Grakoui 2002, Bromley 2002)
dinamikus: az IS érésével parhuzamosan (korai vagy érett szinapszis) az IS kiilonb6zo
doménjeibe szegregalodik.

A T sejt aktivacio soran a Kvl1.3 csatorndk IS-be jutdsdban a lipid raftok atrendezddése
jatszhat dontd szerepet. Ezek az eredmények hasonldak a Bock és munkatarsai (2003) altal
leirtakhoz, mely szerint a Kv1.3 csatornak Jurkat sejtekben raft asszocidltak, és a csatornak a
kisméretli raftok ¢és a nagyméretli, ceramidot tartalmazé membrandomének kozott
atrendezddhetnek a T sejtek Fas receptor-medialt apoptozisa soran. A Kv1.3 tehat a Kv1.5 ¢és
Kv2.1 csatorndkhoz hasonldan raft asszocidcialt. Eredményeink jo dsszhangban vannak azzal is,
hogy a membran koleszterol kivonasaval megvaltoznak a Kvl1.3 biofizikai tulajdonsagai (Hajdu
2003).

Mi lehet a Kv1.3 csatorndk IS-be torténd felhalmozodasanak a jelentdsége? A korabban
rendelkezésre 4allo és a sajat megfigyeléseink alapjan a Kvl.3 csatorndk és a T sejtek
jelatvitelében fontos molekuldk egymashoz viszonyitott térbeli elrendezddésére a 20. abran
bemutatott modellt hoztuk létre. A Kv1.3 és a TCR/CD3 komplex egymas molekularis
kozelségében helyezkedik el, melyet FRET mérésekkel (melyet e disszerticioban nem
részleteztem) és CLSM vizsgalatokkal igazoltunk. A Kv1.3 csatorndk és a kinazok, f3;-integrin,
hDIlg, a kiilonbozé adapter fehérjék kapcsolatardl kordbbi informaciok alltak rendelkezéstinkre
(1d. bevezetd rész).

Modelliink alapjan az  intermolekularis  kolcsonhatasok — feltételezett  élettani
kovetkezményeit az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze. Nem valoszinii, hogy a Kv1.3 csatorna IS-be
jutdsa dnmagaban lokalisan jelentdsen megvaltoztatnd a membranpotencialt a nyugvé sejthez
képest, az [S-ben koncentradddott protein kindzok viszont hatékonyabban tudjék foszforilalni a
csatorndkat. A fehérjék csoportosulasa és térbeli orientacidja biztositja azt, hogy a TCR/CD3
komplex jelatvitele és ezen keresztiil az IS funkcidja hatékony legyen a protein kinazok
molekularis kozelségbe keriilése révén (Davis, 2002). Bizonyitott, hogy a TCR/CD3

szignalizacioban szerepet jatszo protein kindzok (mint pl. LCK, PKC) a Kvl.3 csatornat is
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szabalyozzak, hatdssal vannak annak biofizikai és fiziologiai tulajdonséagaira. (Szabo 1996,
Chung 1997, Hanada 1997).

A membranbeli asszociacio altal biztositott térbeli feltételeken feliil a Kv1.3 és a p56ICk
kozotti adapter fehérjék is hozzajarulhatnak a Kv1.3 tirozin foszforilacid révén torténd
szabalyzasahoz, és ezen keresztiil a membranpotencial és a Ca’" jelatvitel modulalaséhoz. A
Kv1.3 és az integrinek kozott nem egyszeriien fizikai, de funkcionalis kapcsolat is van, a K
csatornak 4ltal biztositott K efflux az integrin funkcié pozitiv modulatora (Levite 2000), ezaltal
az IS-ben lokalizalt Kv1.3 csatornak hozzéjarulhatnak az IS stabilitadsdhoz is. A Kv1.3 csatorna
legfontosabb fiziologiai funkcidja a T sejtek membranpotencidljanak szabalyozéasa (Cahalan
2002), a membranpotencidl megvaltozdsa pedig kihathat az antigénfelismerésben résztvevo

crer

szabalyozza (Gray 1987).

FRET o

TN SN\ a

&

o N 2

= N 8
8 | = TCR/
= < CDh3

‘C_L X
p56Ick

20. abra: A Kvl.3 csatorndk térbeli eloszldsdnak modellje. Az 4bran felktiinetett molekuldk
roviditései: TCR/CD3: T sejt receptor/CD3 komplex; CD4/CDS8: koreceptorok, hDlg: a
Drosophila disc-large tumor suppresszor fehérje Jhuman homologja; PKC: protein kinaz C;
ZIP1/Z1P2: PKC-kolcsonhatast mediald feférje; KP,: Kvl1.3 jarulékos alegység. FRET:
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer. A FRET mérésekkel azonos eredményt adtak
konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkopos vizsgalatok. Részleteket 1d. a szovegben.
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A modell 0sszegzéseként tehat valdszinii, hogy a TCR/CD3 aktivacidja az IS-ben egytitt
jar egy kozeli ioncsatorna modositasaval, ezaltal az IS funkcidja is megvaltozik, ami az IS
funkcidjanak és a csatorndk aktivitasanak kolcsonds szabalyozasi lehetdségét jelenti, a

kovetkezmény pedig a target sejt specifikus Olése.

42



6. OSSZEFOGLALAS

Vizsgaltuk egy 1) Kvl.3 csatornablokkoloszer, az anuroctoxin hatékonysagat és

specifikussagat. Megallapitottuk, hogy az anuroctoxin a Kv1.3 csatornat szelektiven gatld 0j
toxin, amely mar igen kis koncentracoban hatasosnak bizonyult (Kgq = 0.73 nM), ezzel szemben

nem hat az IKCal csatorndkra. Az anuroctoxin gatlds mechanizmusa hasonld a tobbi skorpio
toxin altal okozott gétlashoz, mas skorpid toxinhoz hasonldéan klasszikus porusblokkoloja a
Kv1.3 csatorndnak. Az anuroctoxin ezen kivil az altalunk vizsgalt fesziiltségfiiggd Kv1.x illetve
Kv2.1 csatorndkra sem hatott jelentésen, ezért a klinikumban is bevalhat, mint a limfocita
aktivaciot és proliferaciot gatld hatékony immunszupressziv szer.

Altalanosan elfogadott, hogy a membranpotencial és a kalium ioncsatornak miikodése
fontos a limfocita proliferaci6 mitogén indukciojahoz (Cahalan 1997), a sejt térfogat
szabalyozasahoz (Deutsch 1993), és a sejt medialt citotoxicitashoz (Schlichter 1986, Felzen
1996). Kisérleteinkben a Kv1.3 csatorna és a T sejtek jelatvitelében fontos molekulak térbeli
kolesonhatasokbol kovetkeztethessiink a csatorna T sejt aktivacioban betoltott szerepére.

A Kvl1.3 csatorna specifikus jeloléséhez PCR mutagenezissel egy FLAG epitdopnak
megfeleld bazisszekvenciat inzertaltunk a csatornat kodold génbe (Kv1.3/FLAG). A mutans
csatorna hasonl6 biofizikai tulajdonsagokat mutatott, mint a Kv1.3, és specifikusan jeldlheto volt.

A FLAG epitopot hordozo csatorndk felhasznalasaval kimutattuk Jurkat sejteken, hogy a
Kv1.3 csatorna eloszlasa nem véletlenszerti, valamint hogy a csatorna és a CD3 molekula kozott
membran domén szinten kolokalizacio van. Sikerilt kimutatnuk a CTL sejteken, hogy a Kv1.3
csatorna felhalmozdodik az immunoldgiai szinapszisban. Megéllapitottuk, hogy az immunolégiai
szinapszis képzddésekor a T sejt membranban a csatorna dinamikus atrendezddése figyelhetd
meg, €s a csatorna bejut a szinapszisba, ami magédba foglalja a csatorndk és a jelatviteli

molekuldk kdzotti kolesonds szabalyozasi lehetdséget.
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