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1 ALTALANOS BEVEZETES

Az ioncsatorndk a sejtmembrant teljes egészében atérd, tobb fehérje alegységbol
felépiild szupramolekularis struktarak, amelyek hidrofil porusokat hoznak 1étre a membranon
keresztiil. A csatornara jellemzd kationok vagy éppen anionok a porusokon keresztiil képesek
ataramlani az elektrokémiai gradiens altal meghatirozott irdnyban a csatorna nyitott
allapotaban. Altaldnosan elmondhatd, hogy a csatornék egyetlen kinyildsa alatt nagyszamu
ion transzportalddik a membran egyik oldalarol a masikra, ezaltal az ioncsatornak hatékonyan
képesek szabalyozni a sejt membranpotencialjat és az intracellularis ionmili6t.

Hagyomanyosan az ioncsatornak szerepe az ingerelhetd sejtekhez kothetd: az akcios
potencial 1étrehozasa, valamint annak fenntartdsa, s ezaltal szamos élettani funkcid, mint pl.
szivmiikddés, mozgas, ¢érzékelés, izomkontrakcid, neurotranszmitter szekrécid stb.
folyamatokban vesznek részt. Az 1980-as évek kozepétdl kezdve azonban egyre tobb
tanulmany is beszamolt arrdl, hogy a klasszikus értelemben nem-ingerelhetd sejtek, koztiik
kiilonféle immunsejtek, mint pl. a T limfocitdk plazmamembranjaban is sokféle ioncsatorna
talalhat6, melyeknek szerepe van a megfeleld immunvélasz kialakitasaban.

A limfocitamembran dominéns fesziiltségkapuzott K* csatorndja a Kv1.3 kdzponti
szerepet jatszik a T sejtek antigénekkel és mitogénekkel kivaltott aktivacidjanak és
dontden meghatarozzdk a T sejtek membranpotencialjat, s ezen keresztil a sejtek
aktivaciojaban kulcsszerepet jatszo Ca2+-jelétvitelt. Ezen feliil kimutattak, hogy a csatorna
szerepet jatszik az immunologiai szinapszisban, feldusulva az antigén prezentald sejt és a T
sejt kozotti kontaktrégioban.

A Kv1.3 csatornak szerkezetének és funkcidjanak megismerésében nagy szerepe volt a
Kv1.3 csatorndkat gatlo peptid toxinoknak €s az igen szertedgazd kémiai szerkezetli un. kis-
molekula Kv1.3 inhibitoroknak. A Kv1.3 csatornék specifikus, nagy affinitasa gatloszereinek
felfedezését célzo vizsgalatok fontossagara mutat az is, hogy eldtérbe keriilt az ilyen
molekuladk terapids céli felhasznilasa egyes autoimmun betegségek kezelésére szelektiv
immunszuppresszié megvalositasan keresztiil. A Kv1.3 csatornak farmakologiai és biofizikiai
vizsgalata nagy jelentdségli lehet a T sejtek milkddésének ¢és a csatornafehérje

immunvalaszban betoltott szerepének feltarasaban.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A cellularis immunvalasz

Az immunrendszer sejtjei nem tomoriilnek egyetlen szervbe, hanem elszortan,
els6sorban a vérben és a nyirokrendszerben talalhatok meg nagy szamban. A nyirokszerveket
funkcidjuk alapjan elsddleges (kozponti) vagy masodlagos (periférids) nyirokszerveknek
nevezzilk. Mig az elobbiek a limfocitdk immunkompetens sejtté éréséhez biztositanak
megfeleld mikrokdrnyezetet azéltal, hogy az antigénkotd receptorokat kodold génjeik
atrendezddnek, és a gének fehérjetermékei megjelennek a sejtek membranjan, addig az
utobbiak biztositjadk a helyszint a patogének ill. antigének idegen struktirainak specifikus
receptorokkal valo felismeréséhez, a fajlagos immunvalasz kialakulasahoz. Mindehhez az
immunsejtek — els6sorban a limfocitak, dendritikus sejtek és makrofagok — folyamatos
migracidja sziikséges, mivel a korokozok szamos ponton juthatnak be a szervezetbe.

A szervezetbe kerilld antigének a behatolds helyéhez legkozelebb es6
nyirokcsomdban, a véraramba jutd idegen anyagok a lépben halmozddnak fel. Ha a nyugvo
Go-fazisban 1év6 limfocitdk nem taldlkoznak antigénnel, akkor 1-2 napon beliil elpusztulnak,
¢s helyettiik Ujak termelddnek a csontveldi eldalakokbol. Aktivacido esetén az idegen
struktarara specifikus sejtek a kolcsonhatds eredményeként Gi-fazisba jutnak, majd
limfoblasztokka alakulnak: a sejtek megnének, megné a citoplazma RNS-tartalma is. A
blasztos transzformacid folyamata az S-fazisban a DNS-szintézis fokozodasdhoz, majd az M-
fazisban osztddashoz vezet; ez antigéninger esetén a kivalasztott sejtek klonalis osztodasat
jelenti, azonos antigénkotd receptormolekuldkat hordozé limfocitdk klonjai alakulnak ki. Ez
tulajdonképpen a klonszelekcid folymata, amely a specifikus immunvélasz alapjat képezi. A
proliferalodd sejtek egy része effektor (Tem), mas résziik centralis memoriasejtté (Tcm)

differencialodik, amelyek kozvetve vagy kozvetleniil képessé valnak az antigén eliminalasara

[1].
2.1.1 Limfocita alpopulaciok
Az immunvalasz soran betoltott szerepiiket és sejtfelszini struktaraikat tekintve a

limfocitak harom f6 csoportba sorolhatok: B-sejtek, T sejtek és természetes 6l0sejtek (Natural

Killer — NK-sejtek). A B és T sejtek fénymikroszkoppal nem elkiilonithetd kis limfocitak,



nagy maggal, és keskeny citoplazmaval rendelkeznek. A természetes 616sejtek pedig nagyobb
méretll limfocitak, és citoplazmdjuk szamos granulumot tartalmaz.

A T sejtek eldalakjai a csontvelében képzddnek, és onnan véandorolnak a
csecsemOmirigybe, a timuszba. Ezek a sejtek a timocitdk, amelyek megfelelé kornyezeti
tényezok hatdsara érnek immunkompetens T sejtekké. A periférids nyirokszervekbe mar az
antigéneket fajlagosan felismerni képes receptorstruktirdkkal rendelkezd T-limfocitdkként
jutnak el. A T sejtek nem termelnek ellenanyagot. A membranjukon megjelend antigénkotd
struktara, a TCR (T-cell Receptor), szerkezetileg hasonl6 a BCR-hez (B-cell Receptor) —
mindkettét az Ig-szupercsaladba tartozo gének kodoljdk — de antigénfelismerd funkcidjuk
eltérd. Lényeges kiilonbség a T- és B-sejtek antigénfelismerd képessége kozott az, hogy a T-
limfocitdk nagy tobbsége a fehérjetermészetli antigénekbdl szarmazd peptidek linearis
szekvenciait csak az Un. antigénprezentalo sejtek (APC-k) membranjan megjelend {6
hisztokompatibilitasi komplex (Major Histocompatibility Complex - MHC) molekulakhoz
kotott formaban ismerik fel, ellentétben a B-sejtekkel, amelyek az intakt antigének
konformacios determinansaival képesek kdlcsonhatni, és az antigénnel specifikusan reagaléd
ellenanyag-molekulakat termelnek.

Az immunvélasz nagyfoku fajlagossagat és az immunoldgiai memoriat csak a
limfocitak képesek biztositani, mivel kizarolag ezek a sejtek rendelkeznek olyan

sejtmembranstrukturakkal, amelyek az antigéneket specifikusan ismerik fel [1].

2.1.2 T sejt alpopulaciok

A T-limfocitdknak a T sejt receptor szerkezete alapjan két csoportja kiilonboztethetd
meg: az a- és B-lancbol allo TCR az emberi vér T sejtjeinek 90-95%-an, mig a y- és d-lancbol
allo heterodimer azok 5-10%-an van jelen. Egy adott T sejten csak ofj- vagy yd-receptor van
jelen. Az o TCR-t hordozoé sejtek sejtfelszini markereik és kiillonbozo effektor funkciojuk
alapjan tovabbi alcsoportokra oszthatok. A két legjobban ismert €s jellemzett alcsoport a
CD4" segitd (helper — Ty) és a CD8" 616 (citotoxikus — Tc) sejtek alpopulacidja. A CD4",
segité T sejtek az MHCII, mig a CDS8", citotoxikus T-limfocitak az MHCI molekuléval
asszocialt peptidet ismerik fel, s a célsejt pusztulasat okozd anyagokat termelnek. Az antigén
hatdsara torténd aktivacio, valamint az antigént bemutatd sejttel vald kolcsonhatas
eredményeként a Ty-sejtek limfokinek széles skalajat termelik. Ezek a kisméreti molekulak

elengedhetetleniil sziikségesek a specifikus immunfolyamatok kialakulasdhoz, mivel el6idézik



crer

differencialodasat, ill. befolydsoljak e sejtek kiilonbozé funkcidit. Ugyanakkor ezek az
anyagok fontos kapcsot jelentenek a természetes és az adaptiv immunrendszer miikodése
kozott is azaltal, hogy a gyulladdsos folyamatokban dontd szerepet jatsz6 makrofagokat és
granulocitakat a reakcid helyszinére vonzzak, és ott aktivaljak. Attol fiiggden, hogy milyen
citokineket termelnek, a Ty sejtek harom tovabbi alpopulacioba sorolhatok: A Tyl-sejtek
elsdsorban a makrofagokat aktivalo, a gyulladasos €s a citotoxikus folyamatokban szerepet
jatszo limfokineket (IL-2, IFNy, TNFa) termelik, és igy foleg az intracellularis korokozok
elleni védelem soran elengedhetetlenek. A Th2-sejtek altal termelt limfokinek (IL-4, IL-5, IL-
6 ¢és IL-10) elsésorban a B-limfocitdk aktivalasaban és ellenanyag-termeld sejtté érésében
jatszanak donto szerepet, és igy foként az extracellularis korokozok elleni hatékony humoralis
immunvalasz kozvetitéi [1]. A Tpl7 sejtek az IL-17, egy gyulladast elésegitd
(proimmflamatorikus) citokin valamint 1L-22 IL-26, IFNy és CCL20 termelésére képesnek,
felszintikon 1L-23 és CD45RO receptorokat fejeznek ki. Fontos szerepet jatszanak az
autoimmun betegségek patogenezisében és a gyulladasos reakciokban. Az eddigi adatok
szerint a Treg és T17 sejtek kialakulasa kozott forditott arany figyelheté meg. Egerekben
mindkét alcsoport kialakulasahoz TGF-f sziikséges, ugyanakkor IL-6 hatasara naiv T sejtek a
Treg iranybol a Tu17 sejt differencialodas felé tolodnak. A természetesen eldforduld Treg Sejtek
heterogén sejtpopulaciot képeznek, amelynek tagjai Foxp3-at, valamint nagy mennyiségi
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocite associated antigen-4) és GITR (glucocorticoid induced
tumor necrosis factor receptor) fehérjéket expresszalnak. A Trq sejtek gatld miikodésének
pontos mechanizmusa vitatott, és nem teljesen tisztazott teriilet. Feltételezések szerint ezek a
sejtek részben kozvetlen sejt-sejt kontaktus, tovabba IL-10 és TGF-f termelés utjan fejtik ki
hatasukat [2].

A CDA45 egy protein kindz foszfataz, amely az Lck tirozin kindz defoszforilacidjan
keresztiil kritikus szerepet jatszik a T sejtek aktivaciojaban. Kiilonbozé CD45 izoformak
fejezédnek ki a T sejt differencialodasanak szakaszaiban, amelyek ezaltal hasznos markerek a
T sejtek csoportositasaban. A naiv T sejtek a CD45 receptor CD45RA izoformajat fejezik ki
sejtfelsziniikon. A CD45RO izoformdra nézve negativak, amely az aktivaciot kovetden
jelenik meg a a CD27 és CD62L receptorok mellett a memoria T sejtek felszinén. A naiv,
aktivalt és memoria T sejtek ardnya klinikai jelentdséggel bir, mert ez alapjan lehet
diagnosztizalni szamos autoimmun, gyulladasos megbetegedést vagy immundeficienciat. Az

egyszeri antigén stimulus hatdsara centralis memoria T sejtek alakulnak ki, amelyek a



masodlagos nyirokszervekbe migralnak. A Tcwm sejtek foleg interleukin-2-t (IL-2) termelnek
majd ismételt antigén stimulus hatasara proliferalodnak, effektor sejtekké differencialodnak,
¢s nagy mennyiségii IFN-y vagy IL-4 molekulakat termelnek. A human Tgy sejtek CCR7
receptorokkal nem rendelkeznek a naiv sejtekkel ellentétben, és heterogének a CD62L
expressziora nézve - ezt a naiv sejtek szintén kifejezik. A Tgm sejtek olyan karakterisztikus
kemokin receptorokat ¢s adhézidés molekuldkat fejeznek ki, amelyek elengedhetetlenek a
a Tcwm sejtek, protektiv memoriajaért a Tewm sejtek, feleldsek [3].

A CD8" Tewm sejtek nagy mennyiségii perforint szallitanak, és az antigén stimulust
kovetden a CD4" sejtekhez hasonléan IFN-y, IL-4 és IL-5 molekulédkat termelnek. A CD8
sejtek egy része CD45RA receptorokat is expresszal, ezek a Tegmra Sejtek, amelyek a
legnagyobb mennyiségii perforint szallitjak.

In vitro stimulus hatasara a T sejtek alacsony aktivacios kiiszobot, és élénk
proliferaciot mutatnak, bar ez a hajlam a Tcym sejtektol a Teym sejteken at a CD8 Tevra Sejtek
iranyaba csokken, ami jol korrelal a telomer hosszusaggal és a megndvekedett apoptotikus
hajlammal [4, 5]. In vitro stimulus hatasara a Tcm sejtek heterogén modon differencialédnak.
Antigén stimulus hatdsara a CCR7" fenotipus eltiinik a Tcy sejtek effektor sejtekké vald
differencialodasa kozben. A Tgm sejtek CCR7 negativak, és fenntartjdk a citokin
génexpressziot. In vivo esethen a Tcm sejtek, amelyek a masodlagos nyirokszervekkel
kapcsolatban vannak, érett dendritikus sejtek altal bemutatott antigénekkel stimulalhatok, mig
a Tem sejtek, melyek ezeket a régiokat nem érik el, és a kornyezet nem kedvez a sejt-sejt
stabil kolcsonhatasoknak, nem hivatasos APC-k altal bemutatott antigénekkel stimulalhatok
[6, 7].

Mindehhez hozzatartozik azonban, hogy ezeknek a markereknek egy része T sejt
aktivacié soran modosulhat, pl. antigénstimulus hatasara a Tgy sejtek atmenetileg a CCR7 és
CXCRS molekulakat pozitiv, mig a CCRS molekulat negativ iranyban szabalyozzak [8]. A
TCR triggert, vagy a nyirokcsomoéba vandorlast kovetden a sejtek a CD62L-t atmenetileg
elvesztik [9, 10]. Ezért a Tcm és Tem sejtek fenotipusos karakterizalasa csak nyugvo sejtekre

érvényes, amelyek az antigén altal vezérelt valaszfolyamatban nem vesznek részt.
2.1.3 AT sejt aktivacios mechanizmusa
A limfocitdk specifikus antigén hatasdra bekovetkezd klonalis proliferacidja az

immunrendszer mikodésének egyik meghataroz6 eseménye. A limfocita proliferacio a T sejt
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receptor/CD3  komplex (TCR/CD3) aktivalasat kovetden indul be, amikor az
antigénprezentalo sejt f6 hisztokompatibilitasi komplex molekulajan keresztiil az antigén egy
adott peptidrészletét bemutatja a specifikus T limfocita szdmara, ezaltal egy MHC-
peptidfragmentum-TCR/CD3 komplex jon 1étre. Ez az els6 szignalizacios 1épés szamos kinaz
¢s a foszfolipaz C-y (PLCy) aktivacidjat vonja maga utan. A PLCy aktivacidjat kdvetden a
szignalizacios utvonal két részre agazik: a PLCy foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,)
1,2-diacilglicerinné (DAG) és inozitol 1,4,5-triszfoszfatta (IP3) hasitja. A DAG molekula a
protein kinaz C enzimet (PKC) aktivalja, amely szamos intracellularis szubsztratot foszforilal,
¢s egy transzkripcioés faktor, az AP-1 sejtmagban valo felhalmozdodasat segiti el6. A
jelatvitelben a protein kindzok mellett a T limfocita aktivacié fontos 1épése a citoszolikus
Ca’*-koncentracio kétfazisa megemelkedése. Ezt a folyamatot egyrészt a citoszolban
szabadon diffundalo IP; molekula az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjan kifejez6d6
receptorokhoz vald kotddése aktivalja, amely soran az aktivalt limfocitaban a szabad Ca®'-
koncentraci6 megnovekszik a nyugvéd allapothoz képest. Az IPs-receptor itt tehat egy
intracellularis ligandkapuzott ioncsatornaként miikodik, és az endoplazmatikus retikulumbol
Ca’* szabadul fel. Ez a citoszolikus Ca?* komponens azonban nem elegendd a gén expresszio
vezérléséhez. A magas intracellularis Ca?*-koncentracio elérésének és fenntartasanak forrésa
az extracellularis tér. Az endoplazmatikus retikulum kiiiriilésével aktivalodnak a STIMI
molekulak (Stromal interaction molecule 1), amelyek az ER membranjanak azon részére
migralnak, ahol aktivalni tudjak a plazmamembranban talalhaté Orail molekulakat, amelyek
a kalcium felszabadulas aktivalt Ca** (CRAC) csatorna porusat alkotjat. A CRAC-on
keresztiili Ca®*-bedramlas a Ca?*-koncentracidt a nyugvé 50-100 nM-os tartomanybdl az alsd
mikromolaris tartomanyba emeli. [11, 12]. A tart6s, legtobb esetben oszcillalo intracellularis
Ca’*-koncentracidemelkedés a kalmodulinon (CaM) keresztiil aktivalja a kalcineurint. Ez
elosegiti az NF-AT transzkripcids faktor magba torténd transzlokdciojat, aminek
kovetkeztében az IL-2 gén aktivalodik, és a tobbi jelatviteli mechanizmussal (MAP kinéz,

crer

sziikséges a tovabbi, immar antigénfiiggetlen T sejt aktivacidhoz.
2.1.4 Az immunologiai szinapszis

In vivo korilmények kozott a T limfocita-aktivacio elsé 1épése, hogy az
antigénprezentald sejt MHC fehérjéihez kotddoé antigén és a TCR/CD3 kdlcsonhatdsa soran
kialakul az immunologiai szinapszis (IS), azaz megtorténik az antigén bemutatasa. Az IS az
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antigént prezentaldé és az azt felismerd sejt kozotti interakcids felszint jelenti. Az IS
kialakuldsa a két sejt plazmamembran fehérjéinek atrendezddését ¢és szubceellularis
szupramolekularis aktivacios komplexet (SMAC). Abraham Kupfer definidlta elsdként a T és
B sejtkonjugatumok kozotti, kozponti TCR komplexet centralis szupramolekularis aktivacios
klaszterként (CSMAC) [15]. Tovabba kideriilt, hogy a cSSMAC két elkiiloniild régioként, egy
belsébb és egy kiilsébb cSMAC-ként jellemezhetd. Az el6bbiben nagy mennyiségii TCR, az
utébbiban a CD28 és PKC-® membran- és citoszolikus fehérjék dominalnak az immunologiai
szinapszis T sejt feldli oldalan. Az immunologiai szinapszis kialakitasaban résztvevd két sejt
kozotti kontaktus stabilizaldsdban a CD3 receptor altal kijelolt cSMAC région kivill, a
periférialis SMAC (pSMAC) is szerepet jatszik [15] (1. abra). A kozponti szupramolekularis
egységet az LFA-1 és az ICAM-1 kolcsonhatas altal kialakult gytiri, valamint a talin
hatarolja, ez az Uin. periférias szupramolekularis aktivacios klaszter. Az LFA-1 és az ICAM-1
molekulak kezdetben adhézios molekulakként funkcionalnak, eldsegitve a T sejt - APC illetve
a TCR — MHC-peptidfragmentum kapcsolatot. Az ICAM-1-hez kot6d6 LFA-1 a pPSMAC
halézatba integralodik, amely folyamattal a T sejt antigén-szenzitivitasat akar 100-szoroséara
novelheti az LFA-1 részvételét megel6z6 allapothoz képest [16]. Az LFA-1 mikroklaszterbe
vald beépiilése és a pSMAC képzddése nagymértékben fiigg a talin aktivitastol és a miozin

[1A-alapt 6sszehtizodastol.

T @ X 0

LFA-1 TALIN TCR/CD3 PKC-©

1. abra. p-SMAC és c¢c-SMAC, az immunoldgiai szinapszis keresztmetszete. TCR, LFA-1, PKC-0, talin

molekulak atrendezédései [15]
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Az emlitett régiok mindegyike molekulak ezreit tartalmazza, amelyek nem-kovalens
moddon kotddnek egymashoz ebben a funkcionalis halézatban. A fehérjék térbeli orientdcidja
biztositja azt, hogy a TCR/CD3 komplex aktivaldsa hatékony legyen a protein kindzok
molekularis kozelségbe keriilése eredményeként [17]. Kupfer késébb egy un. disztalis
szupramolekularis aktivacids klasztert (ASMAC) is definialt mint a struktara legkiilsébb
Burkhardt irta le, amely olyan specifikus negativ regulatorok elkiilonitése szempontjabol lehet
Iényeges, mint pl. az SHP-1 [18]. Az 1. tablazat foglalja Ossze a szinapszist felépitd

molekuldkat a T illetve az antigénprezentéld sejt oldalarol.

SMAC T sejt APC
Centralis (cSMAC)a CD3, TCR (variabilis), LBPA MHC-peptid (variabilis)
Centralis (cSMAC)b PKC-®, CD28 CD80
Periférias (pSMAC) LFA-1, CD2, Talin, F-aktin ICAM-1, CD48/CD58
Disztalis (dASMAC) CD45?, CD4?, F-aktin ?
Disztalis polus komplex | CD43, SHP-1, PKC-y ?
TCR mikroklaszterek TCR, Lck, ZAP-70, SLP-76, LAT,|MHC-peptidek
Grb2

1. tablazat. Az immunologiai szinapszist felépité molekulak. (cCSMACK)a és b: bels6bb és kiils6bb centralis
régiok, LBPA: lysobisphosphatidic acid [18]

Nemcsak az adhézios, de a kostimulacios fehérjék is kritikus szerepet jatszanak a TCR
mikroklaszterek kialakulasaban. A CD28 kostimulacios receptor a CD80-nal képez
komplexet, amely cSMAC-ba vandorol. Itt a CD28 és a PKC-© dinamikus feldisulast mutat a
TCR-ral ellentétben, amelyet FRAP kisérletekkel igazoltak. A CD2 adhézids és egyben
kostimulacios funkcidkat is betolt: APC oldali ligandjai a CD48/CD58. A CD2 T sejt
aktivacios kiiszobot csokkenti [19], a Fyn kinaz altali PLC-y1 foszforlilaciojat indukalja [20,
21] ezzel az intracellularis kalciumszintet potencirozza. Ugyanakkor a CD2 elGsegiti a T sejt
komplexhez hasonlé6 membranok kozotti kolesonhatast hoz 1étre. A kotott CD2 egy része a
cSMAC komplexbe vandorol, bar mivel a pSMAC-ban jelen 1évé Fyn kinazzal asszocial, a

, y . cpr s , . o + , e,
molekuldk nagy része is a periférian dusul fel. Az intracelluléris Ca** koncentraci6
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emelkedésének stabilizald hatasa is van; a T sejtet immobilizalja az immunoldgiai szinapszis

kialakulasat kovetOen.

2.1.5 Toncsatornak és az immunologiai szinapszis

Laboratoriumunkban korabban elvégzett kisérletekkel els6ként igazoltak, hogy a
FLAG-extracellularis epitoppal rendelkezd, Jurkat sejtekben expresszalt Kv1.3 csatorndk és a
CD3 molekuldk atfedd0 membran doménekben helyezkednek el, amit keresztkorrelacids
szamitasokkal is igazoltak [22]. Tovabba, ha ugyanezen csatornakonstruktokat citotoxikus T
sejtekben fejezték ki (CTL), akkor azok citotoxikus T limfocitak és komplementer target
sejtek kozott 1étrejott IS-ba rendezddnek at, a csatornak polarizalt expressziot mutatnak [23]

(2. abra).

2. abra. Kv1.3/FLAG atrendez6dése az immunoldgiai szinapszisba. Nyugalomban 1évé citotoxikus T sejtek
(CTL) teljes mebranjan a Kv1.3 csatorndk foltszerii elrendezédést vesznek fel (fels6 sor), mig target sejttel
immunologiai szinapszisba keriilve a csatornak a két sejt kozotti kontaktrégioban dusulnak fel (alsé sor; 1€pték:

Sum).

Késobb mas munkacsoportok is megerdsitették ezt az eredményt, tovabba leirtak,
hogy a Kvl1.3 csatorndk mellett az IKCal (intermediate-conductance Ca’*-activated K)
csatornak is feldusulnak az APC-T sejt kontakt régioban [22-26]. Cahalan és munkatarsai
kimutattak, hogy a STIM1 és Orail fehérjék megjelennek a dendritikus sejt (DC) - T sejt
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alkotta par immunszinapszisaban. [27]. A csatornafunkcié és a Ca®'-szignal nem jatszik
kulcsszerepet a szinapszis kialakuldsanak kezdeti szakaszaban, a Kv1.3 vagy a CRAC
csatornak gatlasa nem befolyasolja a molekulak klaszterekbe rendezddését [24, 25, 27],
azonban a Ca®*-bedramlas gatlasa novekvd intracellularis Ca®*-puffereléssel kombinalva
hatassal van a szinapszis hossz( tavu stabilitasara. Igy a CRAC csatorna szinapszisba torténé
vandorldsa, ahol kiilonb6zé receptorok, adhézidés ¢és kostimulaciés molekuldk is
akkumulalodnak, az antigénstimulacié hatdsara bekovetkezd hosszii tava Ca?*-fiiggd
jelatviteli szabalyozasban jatszhat szerepet.

A CRAC csatornak szinapszisban torténé feldusulasa a Ca®* influx altal lokalisan nagy
intracellularis, és kis extracellularis Ca?*-szintet eredményez. A Kv1.3 és IKCal csatorndk
jelenlétének eredményeképpen K' efflux jon létre, ami a K'-ionok koncentracidjat
intracellularisan lecsokkenti, az extracellularis térben pedig megnoveli, azaz az APC és T sejt
kozotti szinaptikus résben lokalis K'-koncentracio-emelkedés jon létre, ami a T sejt

membranjanak depolarizacidjat eredményezi [28] (3. abra).

T sejt

® Ca2+

3. 4bra. loncsatornak és az altaluk kozvetitett ionok az immunolégiai szinapszisban. A Ca?* jelatviteli Gtvonal
soran a Ca”" koncentracio lokalisan csokken, mig a K* ionok felhalmozodnak az APC és T sejt alkotta

szinaptikus résben [28].
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2.1.6 Az ioncsatornak szerepe a limfocita aktivaciéban

A Ca*-fiiggd jelatviteli Gtvonal meghatirozoan fiigg a plazmamembranban
elhelyezkedd K* csatornak aktivitasatol. A nyitott CRAC csatornakon keresztiil folyo Ca*-
aram elektrokémiai hajtderejéhez komoly hozzajarulast ad a sejtek membranpotencialja [29,
30]. A T sejtek membranpotencialja -50 — -60 mV kozott van. A bearamlashoz sziikséges
feltétel a negativ membranpotencidl, melynek stabilizdlasdban a fesziiltségfiiggd
depolarizacio-aktivalt Kv1.3 ¢és az intracelluléris Ca**-aktivalt IKCal K' ioncsatornak
vesznek részt [31, 32]. E két ioncsatorna altal 1étrehozott kation kiaramlas a sejtmembrant
hiperpolarizalt allapotban tartja még a depolarizalé hatast jelentd Ca**-influx mellett is,
biztositva ezzel a Ca®" bearamlashoz sziikséges hajtoerdt, és igy a megfeleld Ca?*-medialt
jelatvitelt. A két csatornanak a folyamathoz vald relativ hozzajarulasa a csatornak relativ
valtozasoknak megfelelden alakul. A Ca®*-koncentracioban bekdvetkezd oszcillacid soran a
CRAC és a Ca®*-aktivalt K* csatornak szabalyos impulzusokban nyitnak és zarnak. A CRAC
csatorna a Ca®*-jel csticsa elétt inaktivalodik, ugyanakkor a Ca®'-fiiggé K* csatorna
aktivalodik, el8segitve ezzel az ismételt CRAC csatornan keresztiili Ca**-influxot [28] (4.

abra).
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4. abra. loncsatornak a T sejtek jelatviteli kaszkadjaban. Az abran szereplé fébb ioncsatornak funkcidi a
kovetkez6k: A Kv1.3 a nyugalmi membranpotencil fenntartasiban jatszik szerepet; az IKCal a citoszolikus
Ca®* megemelkedése soran hiperpolarizélja a membrant; az Orail alkotja a CRAC csatorna porusformald

alegységét, amely az ER kilirtilését kovetden a STIM1 fehérjék altal aktivalodik.

A T sejtek aktivalasanak K* csatorna-aktivitas fiiggésére kdzvetlen bizonyitékot az
szolgaltat, hogy pl. nagy affinitdsi Kv1.3- és IKCal-gatloszerek alkalmazéasaval a T sejtek
depolarizalhatok, ami gatolja a Caz+-jel kialakulasat, igy a T sejtek egyes alcsoportjainak
osztodasa szelektiven gatolhato [33-40].

2.2 A Kvl.3 csatorna jellemz6i
2.2.1 A Kvl.3 csatornak biofizikai jellemz6i

A limfocitamembran dominans fesziiltségkapuzott K* csatornajat, a hKCNA3 gén altal
kodolt Kv1.3 csatornat 1984-ben irtak le [31, 41]. A Kv1.3 csatorna, mely felelds a limfocitak
N-tipust dramanak kialakulasaért, a K* csatornak Shaker csaladjéba tartozik [42]. Roderick
MacKinnon kisérleteiben kimutatta, hogy a Shaker csatornak négy azonos, megkozelitéleg

szimmetrikusan elhelyezkedd alegységbdl felépiilé tetramer makromolekulak [43].
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Mindegyik alegység kb. 500 aminosavbol all, az alegységek kozotti nem-kovalens kotések
tartjadk egyben a tetramer csatornat. Az egyes alegységek hat transzmembran alfa-helikalis
szegmensbodl allnak, melyeket extra- és intracellularis hurkok kapcsolnak 0Ossze. Ezen
szegmenseknek ¢és hurkoknak jol meghatarozott szerepiik van a csatorna miikddésében. A
szegmensek koziil az elsé négy felelds a csatorna nyitasaért — kiilondsen a negyedik az itt
talalhato pozitiv toltésti aminosavak miatt kitiintetett szerepet jatszik az aktivacioé soran —, mig
az 0todik és hatodik szegmens kozotti extracellularis hurok alakitja ki a csatorna porusat (5.
abra). Ebben a szakaszban taldlhaté az a négy aminosavbol all6 szekvencia (GYGD), amely
felelos a K* szelektivitasért [44, 45], tovabba a csatorna porusat eltomitd gatloszerek is e
régi6 aminosav oldallancaival 1épnek kolcsonhatasba [46-49]. A porus és a szelektivitasi filter
szerkezetére ezen adatok alapjan levont kovetkeztetéseket MacKinnon és munkatarsai

rontgen-krisztallografias kisérletei igazoltak.

extracellularis tér

intracellularis tér

funkcionalis csatorna

5. abra. A Kv1.3 csatorna szerkezete: négy azonos, megkozelitéleg szimmetrikusan elhelyezkedd alegységbdl
(ov) felépiilé tetramer makromolekula. Az egyes alegységek hat transzmembran alfa-helikalis szegmensbdl allnak

(S1 — Sg), melyeket extra- és intracellularis hurkok kapcsolnak Gssze.

A Shaker csatornakhoz hasonléan a Kv1.3 csatorndk is a membran depolarizaciojara
nyilnak ki, mely a négy alegység kooperativ mechanizmusa révén jon létre [50]. A
membranpotencidl valtozéasait a csatorna fesziiltségszenzora érzékeli, melyet a tobbszordsen
pozitiv toltésti S4 hélixek és a nettd negativ toltést hordozd S3 hélixek kozosen alkotjak. A

fesziiltségszenzor membranpotencial-fliggd elmozdulasa az aktivacios kapu kinyilasat
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eredményezi [51-54]. A Kv1.3 csatornak aktivacios kiiszobfesziiltsége —50 mV koriil van, ami
megegyezik a T sejtek nyugalmi membranpotencialjaval. Az aktivacios kiiszob felett a
membran tovabbi depolarizacidjaval a nyitasi valoszinliség meredeken emelkedik [55]. Az
egyensulyi aktivacié fesziiltségfiiggése a szigmoid futdsi Boltzmann-fliggvénnyel
jellemezhetd, +20 — +30 mV koril éri el a telitési értéket, ekkor a csatornak nyitasi
valosziniisége 1. A Kv1.3 csatorndk egyensulyi inaktivacidja nem teljes a T sejtek nyugalmi
membranpotencialjanal [56]. Az egyenstlyi aktivacid ¢és az egyensulyi inaktivacid
fesziiltségfiiggése egy olyan membranpotencial-ablakot hataroz meg, amelyen beliil a Kv1.3
csatornak aktivak. Ez az ablak a limfocitdk nyugalmi membranpotencidl-értékének megteleld
fesziiltségeknél van, igy a Kv1.3 csatornakon keresztiili K*-fluxus hozzijarulhat a diffizios
membranpotencial kialakitasahoz [56, 57].

A gyors aktivaciét kovetéen, depolarizalt membran mellett a Shaker K* csatornak
inaktivalt allapotba keriilnek, amely egy stabil, nem-vezet6 allapot, és szintén konformacio-
valtozas eredménye. Kétféle, az in. N- és C-tipusi mechanizmus révén valosulhat meg. Az
N-tipust, gyors inaktivacid néhany ms alatt jon 1étre, és az un. ,,labda-és-lanc” (,,ball-and-
chain”) modell jellemzi, amelyben a fehérje intracellularis N-terminalis oldalan egy tobb
pozitiv toltést tartalmazd peptid szakasz (,,labda”) blokkoloként viselkedik tgy, hogy a
csatorna citoplazma feldli oldalan bekotodik, ezaltal elzarja a porust. Azonban szamos Shaker
K" csatorndban, koztik a Kv1.3-ban is hidnyzik ez az inaktivacios egység, igy
inaktivacidjukért az Un. lasst, C-tipusti mechanizmus a felelds, amely néhany 100 ms, vagy
akar tobb s alatt kovetkezik be.

A C-tipusu inaktivaci6 valdszintileg a szelektivitasi filter és a csatorna extracellularis
bejarata kornyékén Osszetett mechanizmussal lejatszodd konformécid-valtozas eredménye. Az
N- és C-tipust inaktivacio sztochiometriajukban is kiilonbozik; mig az N-tipusu inaktivacid
soran az inaktivaciés domének egymastol fiiggetleniil mozognak, ¢és az inaktivacid
kialakulasahoz egyetlen alegység inaktivacios doménjének elmozdulasa elegend6 [43] [58],
addig a C-tipusu inaktivaciohoz mind a négy alegység hozzajarul, azok egyiittes mozgasa
sziikséges [59, 60]. A C-tipusu inaktivacio az kiils6 kationokra €s a csatornaporus aminosav-
Osszetételére érzékeny. Ezt a folyamatot az extracellularis K* koncentracié megemelkedése
gatolja [61, 62]. A C-tipusu inaktivacio érzéketlen az intracellularis tetractilammoniumra
(TEA), ugyanakkor a csatorna extracellularis oldalan alkalmazott TEA a folyamatot gatolja
[63] (6. 4bra), mivel a csatorna extracellularis oldalan taldlhaté ionkoté hely K*-mal vagy
TEA-val torténd kitdltése lassitja vagy megakadalyozza a C-tipust inaktivacidhoz sziikséges

konformacio-valtozasokat [64]. Ezt a jelenséget az un. ,,foot in the door” mechanizmussal
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kozelitik amely jelentOsen eltér az N-tipusu inaktivaciétol, mivel az érzéketlen extracellularis
K*-ra vagy TEA-ra [63]. A C-tipusu inaktivacioban valosziniileg a fesziiltségszenzor is
szerepet jatszik, ez lehet akar a folyamat kivaltoja, azaltal, hogy konformécios atrendezédésen

megy keresztiil. [65-67].

800 pA

A
‘ 4000 ms

400 pA

4000 ms

-

6. abra. TEA gatlasa mutans Shaker catornan N-terminalis deléciéval. (A) Lassu inaktivacio, 0 mV-ra torténd
depolarizacio és 30 mM kiilsé TEA hatasa outside-out konfiguracioban; (B) lassu inaktivacio és internalis TEA

hatasa inside-out konfiguracioban.

A Shaker csatornak lassu inaktivacidja két egymas utani folyamatot foglal magaban: a
csatorna kiilsé porusanak kezdeti besziikiilését, ami megakadalyozza az ionok &ramlésat,
aramcsokkenést eredményezve, és az azt kovetd sokkal lassabb szelektivitasi filterben
bekovetkez6 konformacidvaltozast, ami stabilizalja a fesziiltségszenzort és a porust, és
toltésbefagyasztast eredményez [66]. Loots és Isacoff javaslata alapjan a P-tipus kifejezést a
kezdeti porusbezarddasra (,,pore collapse”), a C-tipus kifejezést a csatornanak a kapuzasi
toltésbefagyasztas kezdete utani stabilizalt inaktivalt konformacidjara hasznaljuk [66]. Sok
esetben, ahol a porus-inaktivacio és a toltésbefagyasztas relativ mértéke nem tisztdzott, az
Osszevont P/C-tipusi inaktivacio megnevezést hasznaljak [65]. A Kvl.3 csatornak
inaktivacioja kizarolag a lasst, P/C-tipusu mechanizmus [68].

Az inaktivacio csokkenti a membranpotencial-kontrollhoz rendelkezésre 4llo,
aktivalhato K csatorndk szamat. Az inaktivalt allapotbol a Kv1.3 csatornak még -120 mV
membranpotencial mellett is a Kv1.x csatornakhoz képest sokkal lassabban, hosszu id6 alatt
(50 s) térnek vissza nyugalmi (zart) allapotukba, igy az aktivalt Kv1.3 csatornak jelentés K-
fluxust képesek létrehozni, mieldtt a nem-vezetd inaktiv allapotba keriilnek. A Kv1.3
csatorndk e tulajdonsagai, valamint a limfocitdk membranjanak rendkiviil magas ellenéllasa
(10-20 GQ) biztositjak azt, hogy a T sejtek membranpotencialjat kevés szamu ioncsatorna is

képes fenntartani [69].
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2.2.2 A Kvl.3 farmakologiai jellemzése

A nyugvo T sejtek 2-300 Kv1.3 csatornat fejeznek ki a felsziniikon. A Kv1.3 éltali
membranpotencidl szabalyozas negativ visszacsatolasi mechanizmus szerint torténik, mivel a
depolarizaci6 a kapu nyitasat, K* ionok kidramlasat eredményezi, ami viszont
hiperpolarizacioval jar, és a kapu bezardsdt vonja maga utdn. A Kvl.3 csatorndk
blokkolasaval a sejtek depolarizacioja, a timidinbeépiilésnek, az IL-2-termelésnek és a
proliferacionak a gatlasa érhet6 el. Szamos, korabban alkalmazott gatloszer [41, 70-73] pl. a
tetractilammonium vagy a 4-aminopiridin azonban nem bizonyult specifikusnak a Kv1.3
csatornakra nézve. Igy ezen csatornak T sejt aktivacioban jatszott szerepét tisztazando, 1j,
specifikus, nagy affinitdsu peptid toxinokra volt sziikség, amelyeket késobb szamos allati
venombol, elsdsorban skorpidoméregbdl izolaltak [74-76]. A Leiurus quiquestratus skorpiod
mérgébdl izolalt 37 aminosavbol allo Charybdotoxin (ChTX) volt az els toxin, ami a
fesziiltségkapuzott kalium és az IKCal ioncsatornak specifikus gatloszerének bizonyult. A
ChTX nagysagrendekkel nagyobb affinitassal gatolta ezeket az ioncsatornakat a korabbi
gatloszerekhez képest [77, 78]. A ChTX mar nanomolaris koncentraciokban is gatolta a Kv1.3
aramokat, az IL-2-termelést és a T sejt proliferaciot. A ChTX azonban a Kv1.3 és az IKCal
csatornat egyarant gatolta. Ezt kovetéen fedezték fel a Noxiustoxint és a Margatoxint
(MgTX), amelyek Kv1.3-ra nagy szelektivitast mutattak, ¢és hasonléan a ChTX-hoz
depolarizaltdk a nyugvo T sejteket, gatoltak aktivacidjukat. Ez a megfigyelés mutatott ra arra,
hogy a nyugvd T sejtek membranpotencialjanak a Kv1.3 csatorndk a f6 meghatarozoi, és az
IKCal csatornak membranpotencialhoz vald hozzajarulasa elhanyagolhaté [33, 41]. A MgTX
volt az els6, amellyel in vivo immunszuppressziot értek el, a Kv1.3 csatornak gatlasa altal
[37].

A késébbiekben tovabbi nagy affininitist K csatornagatlo toxinokat azonositottak: pl.
Kaliotoxin [79], Agitoxin-1, -2, -3 [80], Maurotoxin [81], Heterometrus spinnifer toxin
(HsTx1) [82], Pi toxin-1, -2, -3 [75, 76]. Ezek a toxin molekuldk dugdszertien tomitik el a
csatorna porusdt. A nagy affinitdst a toxin és a csatorna kozotti nagy érintkezd feliilet
magyarazza. A még nagyobb affinitdsért a toxinok pozitiv toltésli lizin aminosav részletei a
feleldsek, amelyek a csatorna porusaba nyulva befolydsoljak a transzmembran elektromos
mez6t. Altalaban egy aromas gylirti is kapcsolédik a lizinhez, amely a nagy affinitasa K-
gatloszerek ismertetjele. A Hanatoxin Ujabban felfedezett, nagy affinitdsu toxin, amely
nanomolasris koncentraciokban is hat, azonban nem tartalmazza sem a lizin, sem az aromas

részletet. POkméregbdl izolaltak, és nem a megszokott porusblokkolé mechanizmus szerint
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miikodik: négy Hanatoxin molekula képes egyidejilleg kotédni a fesziiltségkapuzott K-

crer

[83].

A toxinok jelentOs része bar nagy affinitassal kotddik a Kv1.3 csatorndhoz (amelyet a
disszociaciés allandok pM-nM tartomaénya is jelez), szelektivitasuk a K*- csatornak, és azon
beliil a Kv1 csalad tagjai kozott nem jelentds, igy sulyos mellékhatdsok kockazata nélkiili,
biztonsagos terapids alkalmazast nem teszik lehetdvé. Ehhez olyan toxinokra van sziikség,
modon novelték meg a tengeri r6zsabol izolalt ShK toxin szelektivitasat a Kv1.3 csatornara. A
toxin vad tipusa eredetileg bar kicsi (pikomolaris) koncentracioban, de szamos Kvl tagot
gatolt. A Kritikus lizin aminosavat diaminopropionsavra cserélték le (ShK-Dap22). A mutans
toxin ugyan valamivel kisebb effektivitassal blokkolta a csatornat vad tipust parjahoz képest,
de szelektivitasban sokkal kiemelked6bbnek bizonyult. Mig a Kv1.3 csatornat még mindig az
als6 pikomolos koncentracioban gatolta a tobbi Kv csatornira nézve a félhatdsos dozis
mintegy 1000 - 10 000 szeresére nétt. Kés6ébb a toxin potencialis immunszuppresszorként
valo alkalmazasa megkérddjelez6dott, mivel az ShK-Dap22 a heteromultimer Kv1.1 és Kv1.2
csatornakra is blokkolast mutatott, ami a nem kivant mellékhatasok valosziniiségét
megnovelte.

A peptid toxinok mellett szamos kismolekula Kv1.3 gatloszert fedeztek fel, amelyek
valtozatos mechanizmusok szerint kotédnek a csatorndhoz. A kisebb kontaktrégionak és a
kevésbé specifikus kolcsonhatasoknak koszonhetéen, ezek a molekulak lényegesen kisebb
affinitassal és szelektivitassal birnak a Kv1.3 csatornara vonatkozoan, mint a peptid toxinok
[84].

2.2.3 A Kv1l.3 csatornak szervezetszintii eloszlasa

Ez az ioncsatorna a kozponti idegrendszer és az immunrendszer jellemzd
fesziiltségfliggd ioncsatorndja, amelynek expressziojat RT-PCR, in situ hibridizacio és
immunohiszokémiai technikdk, valamint radioaktivan jelolt toxinok segitségével is
kimutattak. Ezeken a teriileteken a Kv1.3 alegységei homo - és a Kvl csalad mas tagjainak
alegységeivel - heteromerekként Gsszeszerelddve alkothatnak funkciondlis csatorndkat. A
Kvl.3-at a human és patkany agy szamos teriiletén kimutattak: colliculus inferior, pons /
medulla, mesencephalon, colliculus superior, corpus striatum, cortex cerebri, tovabba

kimutattdk a Kv1.3 csatorndk expresszidjat a hippokampalis gatlé neuronokon, patkany
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palcika-bipolaris sejteken a plexus chorioideus epithélium sejtjeken, emellett leirtak a Kv1.3
aramok protein kindzokkal torténd szabalyozasat patkany szagloguméd neuronokban is.
Megtalalhatok a tiidében, a hasnyalmirigy Langerhans szigeteiben, a timuszban, a 1épben, a
nyirokcsomodkban, a manduldban, fibroblasztokban. Ezen feliil a Kv1.3 csatorna jelenléte a B-
¢és T-limfocitak, progenitor-limfocitak, az oligodendrocitak és mikroglia sejtek, valamint a

e yey

a herékben is [85].

2.2.4 A Kvl.3 posztszintetikus modositasa

A K" csatornak aktivitisa a gatloszerek mellet szabalyozhaté a csatorna kapuzasat
jellemzd biofizikai paraméterek modositasaval is. Ez utdbbi torténhet fehérje-lipid és fehérje-
fehérje kolcsonhatasokon keresztiil, ami magaban foglalja az ioncsatorndk protein kindzok
altal torténd szabalyozasat is.

Kimutattak, hogy Jurkat T sejtekben mind a PKA, mind a PKC negativ irdnyban
szabalyozza a Kvl.3 csatorna aktivitdsat, tovabba, hogy a PKC-fliggd modulaciéo az
elofeltétele a csatorna PKA altali szabalyozasanak [86, 87]. Ezzel ellentétben human T
sejtekben a PKA ¢és a PKC altali foszforilacio a csatorna aktivitasat poztiv iranyban
szabalyozza azaltal, hogy a csatorna egyensulyi aktivacids és inaktivacios fesziiltségfiiggését
modositja. A Kvl1.3 csatornaaktivitas PKC fliggé - szerin/treonin foszforilacio altali -
szabalyozasat késébbi tanulmanyok Jurkat sejtekben is alatamasztottdk, azonban kimutattak,
hogy a PKC- és PKA-medialt szabalyozas nagyban fiigg a csatorna természetes kornyezetét
kialakito fehérjéktol, tehat a szabalyozas nativ sejtekben joval érzékenyebbnek bizonyult, mig
transzfektalt HEK-tSA sejtekben ez a tulajdonsag részben elveszett [88].

Kimutattak, hogy a receptor tirozin kindzok aktivalasa (pl. epidermalis novekedési
faktor, inzulin receptor) szuppressziv hatassal van a Kv1.3 aramra [89, 90]. T sejtekben
azonban a jelatvitel nem-receptor tirozin kinaz altal medialt, amelyek a TCR/CD3 aktivacio
kovetkeztében dusulnak fel, igy T sejtekben a Kv1.3 ezen kinidzok é&ltali szabalyozasa
nagyobb élettani relevancidval bir. Nem-receptor tirozin kindzok (v-Src) és Kv1.3 csatorndk
egyidejii transzfektalasa HEK-tSA sejtekbe a csatornafehérje tirozin foszforildcidjaban
jelentds novekedést mutatott, amely cell-attach patch konfiguracioban makroszkopikus
aramcsokkenéssel tarsult [91]. Tirozin foszfataz inhibitorok alkalmazasa (pervanadate) az
endogén kindzok altali Kv1.3-foszforilacidt ndvelte, amit ennek megfelelé aramamplitado-

csokkenés kovetett. [92]
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Ezen feliill biokémiai és biofizikai kisérletek egész sora utal arra, hogy a mar
megismert molekulakon kiviil a Kv1.3 ioncsatorndk is fontos szereplék az IS kialakulésa
soran létrejott jelatviteli komplexben. Ismert a Kv1.3 csatorndk p56'°k kinaz altali
szabalyozasa [93, 94], a Kv1.3 és p56' hDlg (SAP97) adapter fehérjéken keresztiili
kapcsolata [95, 96], tovabba a Kvl1.3 csatornak jarulékos alegységéhez (Kvp1.2) [97]
kapcsolodo egyéb adapter proteineken keresztiil (ZIP-1, ZIP-2) a PKC-hez torténd asszociaciod
[98] is ezt a feltételezést tamasztja ala. A Kv1.3 csatornak és az immunolodgiai szinapszis
molekulai kozotti kapcsolat lehetdségét az a felismerés is tdmogatta, hogy az emlitett fehérjék
koleszterin ¢és szfingomielin gazdag membran mikrodoménekhez, Un. lipid raftokhoz
asszocialodnak, melyek dinamikusan atrendez6dnek a TCR/CD3 komplex aktivalasat

kovetden [23, 99-102] (7. abra).
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7. abra. Molekularis kdlcsonhatasok az immunolégiai szinapszisban

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a csatorndk foszforilacios modositasa
szabalyozza a Kvl.3 ioncsatornak miikodését, valamint a csatornak IS-beli feldusuldsa
befolyasolja az 1S-ben a jelatviteli folyamatok hatékonysdagat. A vonatkozo vizsgalando

kérdéseket a célkutiizés fejezet A pontja tartalmazza (ld. 3. fejezet).
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2.3 A kétporusa K -csatornak

2.3.1 A kétporusi K* esatornak biofizikai jellemzéi

A K* csatornak csaladjat alkotjak a két alegységbdl felépiild, alegységenként két
porusrégiot (P1 és P2) tartalmazo, un. kétporusu K csatornak (8. abra). Az egyes alegységek
a membrant teljesen ativel6 négy o-helikalis szegmensb6l (M1-M4) allnak, melyeket intra- és
extracellularis hurkok kotnek ossze. A kétporusti K csatornak szekvencidlis azonossig és
funkcionalis hasonlosag alapjan hat alcsaladba osztalyozhaté: TWIK (Tandem of Pore
Domains in a Weak Inward Rectifying K* Channel), TREK (TWIK-Related K™ Channel),
TASK (TWIK-Related Acid-Sensitive K" Channel), TALK (TWIK-Related Alkaline pH-
Activated K* Channel), THIK (Tandem Pore Domain Halothane-Inhibited K* Channel), és
TRESK (TWIK-Related Spinal Cord K" Channel). Az aminosav-szekvencia analizisek
csupan 25-40% homologiat mutatnak a csalddon beliili egyes csatorna-osztalyok kozott, s a

csatornak alapvetd elektrofiziologiai sajatsagai nagymértékben eltérhetnek egymastol.

extracellularis tér

intracellularis tér

funkcionalis csatorna

8. abra. A kétporusu csatornak feltételezett szerkezete: két alegységbdl felépiild, alegységenként két porusrégiot
(P1 és P2) tartalmazd K* csatornak. Az egyes alegységek a membrant teljesen ativeld négy o-helikalis

szegmensbdl (M1-M4) allnak, melyeket intra- és extracellularis hurkok kétnek ossze.
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Ko6z0s jellemz6jiik azonban, hogy a hagyomanyos peptid (ChTX, MgTX, stb.) és nem-
petdid jellegli (TEA, 4-AP) K* csatornagatloszerekre kis mértékben vagy egyaltalan nem
érzékenyek. A csatorndk aktivalasa a legkiilonfélébb szignalok hatdsara johet 1étre, melyek
koziil emlitést érdemel az intra- ¢€s extracellullaris pH modosulasa, a membran
telitetlen/telitett zsirsavainak aranyanak megvaltozasa, valamint a mechanikai fesziilés [103,
104], 104]. Feltételezhet6 élettani szerepiik a nyugalmi membranpotencial kialakitasaban és
fenntartdsaban van, ezek a csatornak tehetdk felelossé az un. ,,szivargési” aramért. A TWIK-1
(Two-pore Weak Inward Rectifier K™ channel) volt az els6, amelyet sikeriilt klonozni, és
emlés sejtekben expresszalni [105].

Az Aaltalunk vizsgalt TASK-1 ¢és TASK-3 csatorndkra egyarant jellemz6, hogy
rendkiviil érzékenyek az extracellularis pH fiziologias tartomanyan beliil torténd, relative kis
valtozasokra, mely a szelektivitasi sziird kozelében talalhat6 hisztidin (H89) protonalddasanak
tulajdonithatdo [106], de a pH-szenzitivitishoz két masik aminosav is hozzajarul kisebb
mértékben (H72, K210), mindketté az extracellularis hurkokon helyezkedik el [107]. Az
extracellularis savasodas pK=7,3 ¢és 1,6 Hill koefficiens értékekkel gatolja a TASK-1
csatornat, mig a sejten beliili pH-valtozasok nem befolyasoljak a csatornaaktivitast. A gatlas
fesziiltségfliggetlen, ami azt valdszindisiti, hogy a protonszenzor a transzmembran elektromos
mezOn kiviil helyezkedik el [108].

Kiilonbozo fajoktol fiiggéen a TASK-3 55-60%-0s szekvenciabeli hasonlésagot mutat
a TASK-1 csatornaval [106, 109]. A transzmembran szegmensek, a porusrégiok és az
extracellularis hurkok nagyfokt hasonldsagot mutatnak, mig a COOH terminusok jelentdsebb
mértékben térnek el egymastol. A heterolog TASK-3 expressziot idofiiggetlen és nem
inaktivalodé K'-aramként karakterizaltak, azonban késGbbi elemzések soran, -80 mV-rél -20
mV-ra torténd depolarizalas utjan, human TASK-3 csatorndkon egy kisebb iddfiiggd
aramkomponens is megjelent 10 ms-os id6éallandéval [110]. Inside-out patch konfiguracioban,
140 mM szimmetrikus K*- és 2 mM extracellularis Mg?*-koncentracio mellett a TASK-3 K*-
aram -V kapcsolata gyenge, befelé rektifikalo tulajdonsagokat mutatott; az egyedi csatorna
vezetdképesség 27 pS volt -60 mV, és 17 pS +60 mV fesziiltség mellett [109]. A kétértéki
kationok extracellularis térbdl valo eltavolitdsa utan a befelé iranyulod rektifikacid (és a
negativ fesziiltségeken 1étrejovo egységes vezetOképesség) még kifejezettebbé valt [106]. A
befelé rektifikalo aram és a fesziiltségfiiggés teljes-sejt szinten és szimmetrikus K™ mellett a
makroszkopos -V gorbét ellentétesen befolyasolja, a nettd6 dram enyhén kifelé rektifikalo
[106].
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A TASK-3 a TASK-1 csatorndnal kevésbé érzékeny savasodasra, pH=7,4-ig aktiv,
pK=6,7 és 1,8-2 Hill koefficiens értékeknél gatolt. A TASK-1-hez hasonléan a H89 hisztidin
aminosavmaradék hatarozza meg elsédlegesen a pH-szenzitivitast [106, 109].

A heteromer alegység-Osszeszerelddés nagymértékben megndveli a fesziiltségfiiggd és
befelé rektifikalo kaliumion csatorndk diverzitasat, a Kop csatornacsaladban minddssze a
TASK-1 és TASK-3 csatorndk bizonyultak funkcionalis heterodimereknek [111]. A
homodimer TASK-1 és TASK-3 csatornak kiilonb6zo biofizikai, regulator és farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A TASK-1/TASK-3 hetromer tulajdonsagaiban a TASK-1
homodimerhez hasonlé. A polikationos sajatsaga ruténium voros festék és a Zn?* kationok,
amelyek kizarolag TASK-3 homodimer gatloszerek, a heterodimerre és a TASK-1
homodimerre nézve hatastalanok [112-115], mas tekintetben a heterodimer a TASK-3
homodimerté] megkiilsnbozhetetlen. Extracellularis Mg?* jelenlétében a heterodimer egyedi
csatorna vezetOképessége megegyezik a TASK-3 homodimer vezetOképességével (vagyis
hozzavetdlegesen kétszer nagyobb a TASK-1 homodimer vezetoképességénél) [116, 117]. A
heterodimer bizonyos tulajdonsagokat, pl. a pH-szenzitivitast [111] vagy Mg**-mentes
extracellularis kornyezet melletti egyedi csatorna-konduktanciat [117] tekintve atmenetet
képezhet a sziild homodimerek tulajdonsagai k6zott.

Nativ szovetekben a TASK-1/TASK-3 heterodimer Osszeszerelédése ugyanolyan
hatékonysaggal torténik, mint a homodimereké, amennyiben a két alegység expresszios
arinya megfelel6. A TASK-1/TASK-3 heterodimerek 44%-ban felelések a folyamatos K-
kiaramlasért cerebellaris szemcsesejtek [116], 52%-ban a hattér K* aramért motoneuronok
[118] [119], és 75%-ban a pH-szenzitiv K'-aramért a patkany carotis test glomus sejtjei
esetén [117]. Heterodimereket kimutattak dorzalis, lateralis, talamokortikalis neuronokban
[120] és CA1l hippokampalis piramis sejtekben [121]. A két TASK alegység
heterodimerizaciodja jelentds eltérést biztosit pH-szenzitivitasban egy atmeneti pK érték kortil

(a homodimerek pK értéke kdzotti tartomanyban).
2.3.2 A kétporusi K'-csatornak farmakolégiaja

Az anandamidot eredetileg nagy specificitaist TASK-1 csatorna gatloszerként
azonositottak a Kyp csaladon beliil [122], ezért az anandamidot és a methanandamidot
rutinszertien alkalmaztak nativ szovetekben, glomus sejteken [123], simaizom sejteken, tiid6
artérian [124] kardiomiocitakon [125] és cerebellaris szemcsesejteken kifejez6dé TASK-1

csatornak azonositasara. Azonban egy késébbi tanulmany megcafolta a specificitast; az
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anandamidot és methanandamidot is TASK-1 és TASK-3 gatloszernek talaltak kiilonb6zé
fajokban [118, 126, 127], ezért a TASK alcsaladban a (meth)anandamid nem tekinthetd
specifikus, csatornakat megkiilonboztetd farmakologiai eszkoznek, ellentétben a ruténium
vorossel, amely az eddig vizsgalt fajokban csak a TASK-3 csatornat gatolta [111, 118], [114],
[116, 117]. Erdemes megemliteni, hogy hasonld koncentraciokban alkalmazott
endocannabionid szarmazékok a TASK-1 és TASK-3 csatorndkat gatoljak, azonban mas
ioncsatornak miikodését is modositjdk, pl. a tetrodotoxin (TTX)-szenzitiv Na® csatornakat
[128], a vanilloid receptort (TRPV1) [129], a T-tipust Ca®* csatornat [130], és a Shaker-
tipustt K* csatornakat is [131, 132].

2.3.3 A kétporusii K'-csatornak eléfordulasa és fiziolégiai funkcioi

Mivel a TASK-1 csatorna a kdzponti idegrendszer sejtjeiben is expresszalodik, igy
feltehetéleg fontos szerepet jatszik azok nyugalmi potencialjanak kialakitasaban, befolyasolva
elektromos aktivitasukat [104, 133-135]. Arra is fény deriilt, hogy a klinikai gyakorlatban
alkalmazott kiilonboz0 altatd és érzéstelenitd vegyiiletek (éter, halotan, kloroform) gatlo vagy
éppen ellenkezdleg, serkent6 modon hatnak a TASK-1 csatorna miikodésére, mely arra utal,
hogy valdszinlileg ezen 1oncsatorndn keresztiil torténik meg az idegrendszer ,,atmeneti
blokkolasa” az anesztézia soran [136-139]. A halotan aktivalja a savérzékeny TASK-hoz
hasonld csatornakat, hiperpolarizalja az azokat kifejezd neuronokat, és sziinetelteti spontan
aktivaciojukat [137]. A TASK-1 és TASK-3 csatornakat mRNS szinten az agytorzs
kemoreceptiv teriiletein, a locus coreulus [137, 140], a szerotonergikus raphe nuclei [141]
sejtjein mutattak ki, valamint a csatorndk jelenlétét és szerepiiket az acidozis és hypoxia
érzékelésében a carotis test l-es tipust glomus sejtjein is [139]. Szamos oxigénszenzitiv és
fesziiltségfliggd (Kv1.2, Kv1.5, Kv2.1, Kv3.1) csatorna mellett mRNS és fehérje szinten a
TASK-1 csatorna is kimutathatd pulmonalis simaizom sejtek felszinén, amelyek
depolarizacioja féleg a hypoxia és hyperkapnids aciddzis altal eldidézett nyugvéd kaliumion-
vezetOképesség gatlasan alapszik [124, 142, 143]. A TASK-1 csatornakat mMRNS szinten
kimutattak mar izlelébimbokon is, valamint TASK-1 ¢és TASK-3 csatornakat patkany iz
receptor sejteken [144], amelyek a savanyu izek érzékelésében jatszhatnak szerepet. TASK-1
MRNS-t az agytdrzs motoneuronjaiban [145] és a gerincveld ventralis szarvan is kimutattak
[140]. Hypoglosszalis motoneuronokban a pH=6,5-re torténd extracellularis savasodas
depolarizaciét és a pH-érzékeny K'csatornagatlast eredményez, amelyek mas csatornak

mellett a membranpotencial valtozasaért felelések [140]. Bizonyos sejtekben a savasodas altal
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eldidézett depolarizacio elérte azt a kiiszobértéket, amely az akcios potencial kialakulasdhoz
szikkséges [145]. A TASK-1 mellett késébb a TASK-3 csatornakat is kimutattak in situ
hibridizaci6 1tjan agyidegek motoros magjaiban [146] ¢€s a gerincvelé szomatikus
motoneuronjaiban [141]. A savérzékeny K* csatornak G-proteinekhez kapcsolt receptorokon
keresztiil szamos neurotranszmitterrel gatolhatok [140, 145]. A TASK-1 gatlasa
depolarizaciot eredményez, amely feltételezhetben a motoros respiracios —aktivitast
szabalyozza [140]. Valojaban a motoneuronokon kifejez6d6 pH-érzékeny aramok aktivacioja
okozza az anesztézia altal kivaltott immobilizaciot [137]. Tovabba, a cerebellaris
szemcsesejteken kifejez6dd TASK-1/TASK-3 heterodimereirél kimutattak, hogy a hattér K*
konduktancia elsddleges meghatarozoi in vivo [126], mig a TASK-3 homodimerekkel egylitt
a tenyésztett sejtek aramai nagy részének hozzajaruldi [116], tovabba a TASK-3 csatornak
részt vesznek a cerebellaris Szemcsesejtek akcios potencialjai tlizelési mintazatanak
szabalyozasaban is [147]. Feltételezhetd, hogy a TASK-1/TASK-3 heteromerek az orexin
neuronok glitkoz-aktivalt K* csatornai. Alacsony szubfizioldgias gliikkozkoncentracié mellett
(0,2 mM) a savérzékeny K* konduktancia csaknem teljesen szuppresszalt, ami az orexin
neuronok héttér K'-aramainak jelentés mértékii glilkozfiiggdségére mutat; a csatornak a
glikoz altal szabalyozzak az orexin sejtek inhibicidjat [148]. A TASK-1 szamottevd
mértékben jelen van a szivben is, pitvari és kamrai szovetekben is kimutattak, a TASK-3
csatornaval ellentétben, melynek jelenléte elhanyagolhato [108, 149, 150]. Kimutattak, hogy a
hattér TASK-1 csatorna trombocita aktivalé faktor (PAF) altali gatlasa arrythmogén hatasokat
eredményezhet [151]. A TASK-1 csatornak szerepét patkany kamrai kardiomiocitak
repolarizacidjaban valoszinisitették [150], valamint az a feltételezés is el6térbe keriilt, hogy
szimpatikus aktivacié soran befolyasolja az akcids potencial id6tartamat [150]. E mellett a
mellékvesében is kimutattak a kétporusa K csatornak jelenlétét. A mellékvesekéreg
permeabilitas felelds. Ezek koziil a csatorndk koziil a TASK-3 csatorndk fejezddnek ki a
legjelentdsebb mértékben a glomeruloza sejtekben, mig a TASK-1 csatorndk az egész
mellékvese kéregben egyenletes eloszlast mutatnak [152-154]. Patkany mellékvese
glomeruléza sejtekben kimutattik, hogy az angiotenzin Il a K* permeabilitasan keresztiil
depolarizalja a glomeruldza sejtet, tovabba azt, hogy a TASK csatornak gatlasa dont6 szerepet
jatszik az aldoszteron kivalasztas szabalyozasaban is [133].

A T sejt aktivacid soran a limfocitdk kaliumion csatornai jatszanak kulcsszerepet a

negativ membranpotencial stabilizalasaban és a Ca**-bearamlas hajtoerejének fenntartaséban,
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fokozasaban. Ujabb tanulmanyok azonban azt sugalljdk, hogy az aktivalt effektor T
limfocitakban a dominans fesziiltségfiiggd Kv1.3 és a Ca**-aktivalt IKCal csatornak mellett a
TASK-1 és TASK-3 csatorndk is részt vesznek az immunvalaszban. Meuth és munkatarsai
valosziniisitik, hogy a TASK csatornak K*-effluxhoz valé hozzajarulasa akar 40%-0s is lehet.
CD3" T limfocitakon kimutattdk a TASK-1 és TASK-3 immunreaktivitasat, valamint azt,
hogy ezeknek a T sejteknek a proliferacidja és interferon-y termelése TASK
csatornagatloszerek alkalmazasa mellett szignifikansan lecsokkent [155].

A TASK-3 csatornar6l megallapitottak, hogy az a sejt életképességet jelentdsen
befolyasolhatja. Bizonyos koriilmények kozott apoptozist indukal, mas koriilmények kozott a
proliferaciot segiti el6. Erre példa, hogy az agy korai fejlédése alatt a szemcsesejtek jelentds
része apoptotizal, amely a megfeleld cerebellaris struktura kialakuldsanak feltétele. Az
apoptozis folyamata egybeesik a TASK-3 csatornak megjelenésével. Az érett szemcsesejtek,
amelyek szintén expresszalnak TASK-3 csatornékat in vitro koriilmények kozott, fiziologias
K*-koncentracié mellett szintén apoptotizalnak [156]. Bizonyos sejteknél, kiilonosen a
neuronoknal a csdkkent intracellularis K*-szint apoptotikus szignalként jelenik meg, igy az
extracellularis K'-koncentracio novelésével a szemcsesejtek apoptozisa elkeriilhetd [157].
Ugyanezt a hatast érték el in vitro TASK-3 csatornak farmakologiai gatlasaval vagy mutans
TASK-3 csatornak transzfekciojaval [156]. A masik fontos jelenség, hogy a TASK-3 gén 5-
100-szoros overexpressziot mutat malignus sejteken. Ez a fokozott mértékli expresszid kb.
44%-0s az emld-, 35%-o0s a tiidokarcindma eseteiben, igy a csatorna potencialis szereploként
meriil fel a karcinogenezisben és tumorok progresszidjaban [158]. A gyomor karcindma
sejtekben a TASK-3 expresszios szint nem tér el szamottevéen az egészséges
gyomornyalkahartyaétol [159], de a TASK-3 immunofluoreszcens jelolése a membran helyett
a citoplazmaban mutat diffuz eloszlast [160]. Tehat az is elképzelhetd, hogy a nem

plazmamebran lokalizacio is elésegitheti a malignus elvaltozasok kialakulasat [132].

2.4 Aregulator T sejtek és az autoimmunitas

Akarcsak a B sejtek, a T sejtek tobbsége is nyugvo allapotban kering a periférias
nyirokszervek kozott. Az aktivalodas a T sejtek esetében is a Go-fazisbol a sejtciklusba valo
belépést jelenti, amelynek egyes szakaszai a megfelelé gének illetve sejtfelszini molekulak
expresszidjaval jellemezhetdk. A CD4"CD25" T sejtek, melyeket ,,regulator” (regulatory) T
sejteknek (Treg) neveznek, kritikus szerepet jatszanak a sajat szovetek iranti immuntolerancia

fenntartdsdban, az autoimmun folyamatok visszaszoritdsaban. A Ty sejtek szama és
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aktivitasa fiziologias koriilmények megvaltozasdhoz kotheté [161, 162]. A Trg sejtek
gatolhatjak a T sejtes immunvalaszt sclerosis multiplex [163, 164], 1-es tipusu diabétesz [165,
166] és mas autoimmun betegségek esetén. Ugyanakkor a megndtt csatornaszam ¢€s

Kezdetben a Try sejteket kizarolag az interleukin-2 receptor a-lancanak
expresszidjaval azonositottak (CD25) [169, 170], de késébb a FoxP3 transzkripcids faktor
jelenléte bizonyult a T sejtek ezen alcsoportjanak legspecifikusabb markerének [171, 172].
Mivel a FoxP3 egy intracellularis marker, jeldlése a sejtmembran permeabilizacidjat igényli.
Ez szamos élettani vizsgalatot tett koriilményessé. Ujabban azonban kimutattik, hogy a
sejtfelszini CD127, ami a heterodimer IL-7 receptor része, regulator T sejteken negativ
irAnyban szabalyozott, és a CD25™9°CD127%°Y" expresszids szint jol korrelal a FoxP3-
mal [173]. A T sejt aktivacioja utan a CD127 receptor minden human T sejten negativ iranyba
szabalyozott, de az effektor és memoria T sejtek nagy részében Ujra kifejezddik mindaddig,
amig a FoxP3" T sejtek CD1272%*..ak maradnak [174, 175].

Mivel a Tyeq sejtek kritikus szerepet jatszanak az immunrendszer mikddésében, tumoros
¢s autoimmun betegségek szabalyozasaban, igy mara egyre inkabb elétérbe keriilnek terapias
célpontokként. Nagy jelentdségiiek lehetnek azok a kezelések, amelyek a jovében szelektiven
tudndk a Ty sejtek funkcidit stimulalni autoimmun betegségekben vagy gatolni azokat

tumoros megbetegedések esetén [176, 177].
2.5 Az ioncsatornak szerepe autoimmun betegségekben

Szamos betegség az ioncsatornak nem megfelelé mitkodésére vezethetd vissza. Ezeknek
a betegségeknek a nagy része velesziiletett, kiilonb6z6 sziv, vazizom ¢és idegrendszeri
rendellenesség, amelyet gyakran a csatornafehérjében bekovetkezett egyszeri pontmutécio
eredményez. Ide tartozik tobbek kozott a ,long QT szindréma, tovabbd az izommerevség
(myotonia). A paralizis és epilepszia kiillonboz6 fajtai is ebbe a csoportba sorolhatok. Az
ioncsatorndkat érintd betegségek masik csoportja szerzett, amely az immunrendszer nem
megfeleld miikodésének eredménye.

A myasthenia gravis volt az els§, amelyet autoimmun csatorna-rendellenességként
azonositottak [178, 179], késébb szamos antitest-medialt autoimmun elvaltozast irtak le, ilyen
pl. a Lambert-Eaton myasthenia szindroma [180], az Isaac szindroma [181], a Morvan
szindroma [182] valamint a limbikus encephalitis [183]. Ezekben az allapotokban fesziiltség-

vagy ligandkapuzott ioncsatornak valnak autoantitestek célpontjaiva. Ez a plazmamembranon
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keresztiil csokkent ionaramlast eredményez, ami az ideg- ¢és izomsejtek ingerelhetOségét
kedvezétleniil befolyasolja.

Ezzel szemben, vannak olyan autoimmun megbetegesések is, amikor az ioncsatornak
allnak a ,,tdmado oldalon” vagyis pl. effektor sejtek feliiletén fejezddnek ki, és ily modon
vesznek részt az autoimmun reakcidban. Bar az immunsejtek mindegyike fejez ki
ioncsatorndkat, az effektor memoria T sejtek azok, amelyek a sclerosis multiplex, az 1-es
tipusu diabetes mellitus vagy a rheumatoid arthritis autoimmun megbetegedések
pathogenezisében kritikus szerepet jatszanak. Ezeknek az effektor memoria T sejteknek
jellegzetes csatornamintazata van, amely megkiilonbozteti 6ket mas T sejt alpopulaciotol
[184], a Kv1.3 csatornakat nagy szamban fejezik ki. Ez a specifikus csatorna-expresszios
mintazat teszi lehetové a csatorndk gatlasan keresztiili sejt alpopuldcié szelektiv
manipulalasat. Igy tehat feltételezhetSen anélkiil lehet a karos reakcidkat visszaszoritani, hogy

az immunrendszer mas folyamatainak miikodését veszélyeztetnénk.

2.6 A Sclerosis multiplex és az autoimmunitas

A sclerosis multiplex (SM) olyan szisztémds autoimmun megbetegedés, amelynek
eredményeként a kdzponti idegrendszerben gyulladasos 1€zidk jonnek létre, ami az idegrostok
¢s az azokat védd mielinhiively karosodasdhoz vezet. Ennek kovetkeztében kiillonbozo
mértékll idegrendszeri zavarok lépnek fel. A betegség folyaman az idegrendszer allando
gyulladdsban van. Az idegrendszert alkotd legfontosabb sejtek az idegsejtek ¢és az
idegrostokat koriilvevé mielint képz6 sejtek, amiket a kozponti idegrendszerben gliasejteknek
hivnak. A gyors €s pontos jelatadas a finom és gyors, koordindlt mozgésok feltétele. Az SM-
nél elvész ez a képesség, mivel ilyenkor a gyulladas miatt a mielin elpusztul, a helye heggel
gyogyul. A betegség nevében a sclerosis latinul megkeményedést jelent. A gyulladasok és
hegek az idegrendszerben egyszerre tobb helyen is kimutathatok, erre utal a multiplex jelzo.
Az SM hasonléan a reumatoid arthritishez, nékben gyakrabban fordul el6. A betegség
kialakuldsdban genetikai tényezok, koztiik az MHCII termékek szerepét igazoltdk. A korkép
kialakuldsat befolyasolod kornyezeti tényezoket még nem sikeriilt azonositani. A gyulladasos

1éziokban makrofagok és CD4" T limfocitdk mutathatok Ki.
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2.7 A Kvl.3 csatorna az immunoldgiai szinapszisban és autoimmun betegségekben

Nicolaou ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a Kvl.3 csatorna immunszinapszisban
torténd felhalmozoddasa a sejtfelszini csatornak membranbeli laterdlis mozgasa révén jon Iétre.
Tovéabba, hogy a Kvl.3 szinapszisban torténd lokalizacioja a T sejt APC-vel torténd
kolcsonhatasat koveté Ca®'-jelatvitelt Jurkat T sejtekben befolyasolja. Az endogén Kvl.3
csatorndk extracellularis antitestek altali keresztktése gétolja a csatorndk mobilitasat, a
szinapszisba vald feldusulasat, valamint a fehérjeszintézis gatldsa nem befolyéasolja a
csatornak 1S-ban valo feldusulasat, vagyis az Gjonnan szintetizalt Kv1.3 csatornak nem
dusulnak fel a két sejt kozotti kontaktrégioban. Kimutattak, hogy a Kv1.3 szinapszisbeli
lokalizacioja a Ca**-valaszt modositia. A keresztkdtott Kv1.3 csatornak blokadjanak
szinapszisba val6 vandorlasa jelentésen megndvelte az anti-CD3/anti-CD28 ellenanyagokkal
bevont felilletii gyongyok altal kivaltott Ca?*-valasz amplitadojat, amely a szinapszis
kialakuldsat idézi el6. Antigénprezentdcid hatasara bekovetkezd6 Kv1.3 csatorndk a
plazmamembranmenti szinapszisba torténd lokalizacioja fontos a Ca?*-valasz amplitudéjanak
szabalyozasa szempontjabol, és ennek a folyamatnak a megszakitdsa magyarazhatja tovabbi a
Ca2+-ﬁigg6 szignalizacios események modositasat is.

A megvaltozott Kv1.3 lokalizacio fontos pathofiziologiai kovetkezményekkel is
birhat. A Ca*" kulcsszerepet jatszik a transzkripcios faktorok aktivitdsanak szabéalyozaséban,
amelyek a citokintermelést és proliferaciot is irdnyitjak. A Ca®*-vélasz amplitaddja és
id6tartama meghatdrozza a transzkripcids faktor-aktivitas specificitasat, igy a génexpressziod
mintdzatat. Nicolaou és munkatdrsai beszamoltak arrdl, hogy Kv1.3 csatornak mozgasa
megvaltozik szisztémas lupus erythematosus-ban (SLE) szenvedé betegekt6l szarmazd T
sejteken, és a csatornak Szinapszisban valo id6tartama jelentésen lerdvidill az egészséges
koriilményekhez képest [185]. Az SLE-s T sejtekben kimutattak, hogy a Caz+-jelétvitel sokkal
kifejezettebb, és tovabb fenntartott, hasonloan a nagyobb mértékiit NF-AT vandorlashoz. Ezek
a megfigyelések alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a nem megfeleld6 mértékii Kv1.3

lokalizacié hozzajarulhat a hianyos Ca®" jelatvitelhez ezekben a betegekben [186].
2.8 A Kv1.3 csatornak gatloszerei specifikus immunszuppressziét okozhatnak

A T limfocitak két jellemz6 kéalium ioncsatornaja a Kvl.3 valamint az IKCal. Az
elébbi depolarizacié hatdsara nyit ki kb. -50 mV kiiszobfesziiltség felett, mig az utdbbi

esetében az intracellularis Ca?* szint megemelkedése (Kg~ 200 nM) eredményezi a csatorna
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aktivacidjat. Mindkét ioncsatorna szelektiv a kalium ionra, s megkozelitdleg azonos egyedi
csatorna-konduktanciaval rendelkeznek. Specifikus és nagy affinitdst gatldoszereik nem
azonosak, igy akar immunszuppresszid is elérhetd az egyik kalium ioncsatorna-populécid
szelektiv blokkolasaval.

A kiilonféle autoimmun betegségek, mint pl. sclerosis multiplex, reumatoid arthritis,
1-es tipusu diabétesz mellitusz esetében a betegség pathogenezisében az autoreaktiv effektor
memoria T sejtek jatszanak szerepet (CCR7,CD45RA™). A naiv T sejtek, egy adott antigén
stimulacié hatasara differencialodnak centralis memoria T sejtekké (Tcm), majd tovabbi
antigén stimulust kdvetden Tem Sejtekké. Chandy és munkatarsai kimutattak, hogy az emlitett
betegségekben szenvedd paciensekben az aktivalt, beteg szoveti kornyezetbdl izolalt effektor
memoria T sejtekben a Kv1.3 expresszid sokkal magasabb, mint a naiv és centralis memoria
T sejtekben (kb. 1500/sejt) [184] (9. abra). Ezzel szemben az IKCal csatornak szama sokkal
alacsonyabb az aktivalt Tgy-ben, mint az utobbi kettében. Tovabba, a naiv (CCR7'CD45RA")
és centralis memoria T sejtek (Tcm; CCR7'CD45RA)) esetén a mitogénindukalt proliferacio a
Kv1.3 csatorndk expressziojanak enyhe (kb. 250/sejt — 400/sejt) ugyanakkor az IKCal

csatornak expresszidjanak jelentds fokozddasaval (8-10/sejt — 500/sejt) jar egyiitt.

Naiv T TEM
CCR7+*CD45RA* R7+CD45F1A— CCR7-CD45RA-

Kv1.3 200 sto C]. 300
20 35

IKCa1

_ Kv1.3 300 500
Aktivalt
IKCa1l 500 50
J 1 ]

Nyugalmi
CD4+

IKCa1ma9% Kyv1.3 Ma9%s
Naiv T,, T.,
CCR7+*CD45RA* H?‘CD45HA CCR7-CD45RA- CCR7-CD45RA*
Nyugalmi Kv1.3 @ 250 2 0 200 25
D8 IKCai 20 25 35
JLE 1600 1800
tivalt
VA kca 550 800 50
IKCa1magas Kv1.3 magas

9. abra. Atlagos, sejtenkénti Kv1.3- és IKCal- csatornaszam nyugvé és aktivalt CD4" és CD8" centralis és

effektor memoria T sejt alpopulacidkon.
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Azaz a Tgv sejtek, valamint a nyugalomban 1év0 Osszes emlitett T sejt
membranpotencialjat dontden a Kv1.3 ioncsatornak szabalyozzak, mig a naiv és Tcm T Sejt
alpopulacioban az IKCal a dominans. A Kvl1.3 nagy affinitdstu gatloszerei (pl. ShK toxin,
IC~100 pM [187]) a Tem sejtek osztodasat specifikusan gatoltak, ugyanis a Kv1.3-blokkolas
medialt proliferacid-gatlas alol a nyugvé (naiv) és Tem sejtek az IKCal csatornak fokozott
expressziojaval mentesiilnek. A Kv1.3 csatorna szelektiv gatlasdval Tgy sejtek aktivacidja
gatolhatd, immunszuppresszio érhetd el.

A 2.4-2.8 fejezetek alapjan felemeriil a kérdés, hogy a SM-ben szenvedd betegek
reguldtor T sejtjei rendelkezne-e valamilyen specifikus ioncsatorna expresszio mintdazattal, és
esetleg ezen csatornak funkciojanak modositasaval befolyasolhato-e a betegség lefolyasa. A
human T limfocitak ioncsatornait, kiilonosen a Kvl.3 és a IKCal csatornadkat, széleskoriien
vizsgaltak, és karakterizaltik kordbbi tanulmanyok soran [31, 41, 78] de egészen mostandig
nem kozoltek olyan tanulmanyt, amelyben SM betegek Tyeq sejtjeinek csatornamintazataval
foglalkoztak. Tanulmanyunkban csatornamintdzatbeli kiilonbségeket kerestiink, amely
lehetoséget nyujthat a T sejtek e fontos alcsoportjanak szelektiv manipulalasara. A vonatkozo

vizsgalando kérdéseket a célkutiizés fejezet B pontja tartalmazza (Id. 3 . fejezet).
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CELKITUZESEK

Kisérleti munkam két f6 irdnyvonalat képviselt:

A. A Kvl1.3 ioncsatornak tanulmanyozasa az immunolégiai szinapszisban

B. Sclerosis multiplexes betegek vérébol izolalt regulator T sejtek ioncsatorna-

expresszios vizsgalata

Munkam soran az alabbi célokat tiztik ki:

A

Az altalunk hasznalt D10 egér Th2 sejtvonal K dramainak karakterizaldsa, biofizikai
jellemzése (egyensulyi és kinetikai paraméterek meghatarozasa) és farmakoldgiai

vizsgalata specifikus gatloszer alkalmazasaval.

Egy antigénprezentalo sejt (APC) — T sejt modellrendszer beallitdsa az immunologiai

szinapszis tanulméanyozasara.

Immunfluoreszcens jelolés segitségével a Kvl1.3 ioncsatorndk vizsgalata az

immunologiai szinapszisban.

Nyugalomban és szinapszisban 1évé D10 sejtek K'-aramainak egyensulyi és kinetikai

jellemzodinek 6sszehasonlitasa.

Protein kinaz gatloszerek alkalmazasaval a csatorndk &atrendez6dését szabalyozo
tényezOk meghatarozésa, valamint annak vizsgalata, hogy a Kvl.3 csatorndk

immunologiai szinapszisba rendezddése milyen funkciondlis kovetkezményekkel jar.

Célunk volt tovabba a regulator T sejtek (Treg) iONCsatorna-expresszios mintazatanak
vizsgélata, vagyis annak a meghatarozasa, hogy ez a specialis T sejt alpopulécio
rendelkezik-e specialis ioncsatorna mintazattal, valamint, hogy kiilonbozik-e az
egészséges ¢€s az autoimmun betegségben szenvedé donorok Trq illetve naiv T

sejtjeinek ioncsatorna mintazata.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Sejtek

A D10 egér Tn2 sejteket, melyek a GFP-vel konjugalt PKC-0 enzimet stabilan
expresszaljak, Click’s médiumban tenyésztettiik, amely 10% f6talis borju szérumot, 1%
Glutamint, 1% Penicillin/Streptomicin-t, 1% Piruvatot, 50pg/ml Gentamicin-t, f-
merkaptoethanolt és 25 mg/L adenozint, citozint, guanozint, uridint tartalmazott. A sejtek
G418 rezisztensek voltak. A sejtvonalat Abraham Kupfer és munkacsoportja adomanyozta
(Johns Hopkins University, Baltimore), melyet retrovirusos infekcioval allitottak eld.

A CH12-LX egér B sejteket DMEM médiumban tenyésztettiik, amely a kovetkezd
adalékanyagokat tartalmazta: 10% fotalis  borja  szérum, 1% Glutamin, 1%
Penicillin/Streptomicin, 1% Piruvat, 50ug/ml Gentamicyn, B-merkaptoethanol és 25 mg/L
adenozin, citozin, guanozin, uridin.

A HEK tsA 201 sejtek tapoldata 10% fotalis borju szérumot, 1% Gluatmint, 1%
Penicillin/Streptomicint tartalmazott. A transzefkciokat 2 pg pRC/CMYV és 0,2 ug pEGFP-C;
plazmidok egyesitésével végeztiik, LipofectamineﬂvI 2000 reagens fehasznalasaval. Az EGFP
pozitiv sejtek dramait 24 draval a transzfekcid utan regisztraltuk.

A human periférias limfocitakat egészséges onkéntesektdl és sclerosis multiplexben
szenvedd betegektél nyertiik. A mononukledris sejteket Ficoll-Hypaque stirliségalapt

centrifugalassal szeparaltuk, majd foszfatalapt pufferben (PBS) mostuk.

4.2 Betegek

A humén periférids limfocitakat 6 sclerosis multiplexes betegbdl ¢€s 9 egészséges
onkéntesbdl izolaltuk. A betegek klinikai jellemzdit a 2. tabldzatban foglaltam Ossze. A
sclerosis multiplexes betegek atlagéletkora 33,7 + 3,4, mig az egészséges donoroké 32,4 + 2,1
év volt.

A human vérmintak felhasznaldsahoz sziikséges engedély szama: DE OEC Rkeb/Ikeb
2790-2008
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Beteg Kor Nem SM tipusa SM EDSS
id6tartama
(¢v)
1. 43 N6 PPMS 3 3,5
2. 22 N6 CIS <1 2
3. 42 N6 RRMS <1 2
4, 24 N6 RRMS <1 15
o. 30 N6 RRMS <1 15
6. 41 N6 RRMS <1 2

2. tablazat. A tanulmanyba bevont sclerosis multiplexes betegek adatai. EDSS: Kurtzke’s expanded disability
status scale (tizfokozata skala); PPMS: primary progressive MS; RRMS: relapsing remitting MS; CIS: clinically

isolated syndrome. Az SM idétartama: a diagndzistdl a tanulmany kezdetéig eltelt id6.
4.3 Aramlasi citometria

A human periférids limfocitdkat a kovetkezd, egérben termeltetett fluoreszcens
festékkel konjugalt antitestekkel jeloltiil 30 percig jégen: anti-CD4 — FITC, anti-CD127 — PE
(Becton Dickinson, Pharmingen) és anti-CD25 — APC (Invitrogen). Az aramlasi citometrids
sejtelvalasztast FACSVantage SE — DiVa berendezéssel végeztiik. A fluoroforok gerjesztése
488 nm-en Argon-ion lézerrel, 532 nm-en didda pumpas szilard lézerrel és 633 nm-en HeNe
1ézerrel tortént. A fluoreszcencids detektalasi csatornakhoz a kovetkezd sziirdket hasznaltuk:
530/30 BandPass (FITC), 585/42 BP (PE), 650 Long Pass (APC). A szeparalt sejtek a tovabbi
elektrofiziologiai mérésekhez extracellularis oldatba keriiltek életképességiik fenntartasa
érdekében, melynek Osszetétele: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl,, 5,5
mM gliik6z, 10 mM HEPES volt (pH=7,35; 305 mOsm).

4.3.1 CD4" regulator és naiv T sejtek szeparalasa

Az egészséges egyénektdl, és a sclerosis multiplexes betegektdl szdrmazd periférids
limfocitak  populacioit aramlasi citometriaval —valasztottuk szét  elektrofizioldgiai
méréseinkhez. A sejteket CD4, CD25 és CD127 sejtfelszini markerek alapjan kiilonboztettiik
meg. A CD4'CD25™9*CD127%%  gejteket  tekintettik  regulator, mig a
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CD4*CD25*°YCD127™9% sejteket naiv T sejteknek. Mivel a patch-clamp mérések egyedi
sejt szinten torténnek, a sejtek szétvalasztdsa soran nagy hangsulyt fektettiink a populdciok
homogenitasara, hogy a més fenotipusok altali szennyezéseket minimalisra csokkentsiik. Igy a
Treg Sejteket 0,8-3%-o0s, mig a naiv sejteket 6-10%-os hatasfokkal valasztottuk ki a CD4"
populaciobol a korabban leirt 7-8% és 70-80%-os hatasfokokhoz képest [173] [188] (10.

abra).

A B
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10. abra. Regulator T sejtek kapuzasi stratégidja. E16szor a teljes T sejt populaciot valasztottuk ki az eldre és
oldalra szorasi tulajdonsagok alapjan (A), majd a populaciot CD4" sejtekre sziikitettiik le (B). A CD4" T sejteket
anti-CD4-FITC/anti-CD127-PE  antitestekkel jeloltilk, amelyeket negativ kontrollként hasznaltunk a
CD4*CD25™9CD1274% regulator és CD4'CD25*°YCD127™% naiv T sejtek kapuzési paramétereinek
beallitasahoz (C). Az igy beallitott kapukat ez utan az anti-CD4-FITC/anti-CD127-PE/anti-25-APC fluoreszcens

festékekhez konjugalt ellenanyagok altal jelolt mintak szelektalasara hasznaltuk (D).
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4.4 Az immunolégiai szinapszis l1étrehozasa

Az egér D10 Tn2 sejtvonalat, mely a tojasfehérje conalbumin antigénre specifikus,
antigénfelismerd sejtként, mig a CH12-LX B sejteket antigénprezentald sejtként hasznaltuk.
A CH12-LX sejteket egy €jszakan at 500 pg/ml conalbuminnal kezeltiik. Mind a CH12-LX,
mind a D10 sejteket Click’s médiummal mostuk, majd a sejtkoncentraciét 1x10° sejt/ml-re
allitottuk be. A T és B sejteket 1:1 aranyban kevertiik, 5x10° T és 5x10° B sejtet 1 percig, 37
°C-on, 200 g-n centrifugaltuk. Az elektrofiziologiai mérésekhez a pelletet extracellularis
oldatban szuszpendaltuk, majd 5 perc 37 °C-on torténd inkubalas utan 35 mm-es Petri
csészékbe pipettaztuk. A D10 sejtek és egyben a szinapszis azonositdsa a PKC-6 GFP
fluoreszcens jele alapjan tortént, amely egyediilallo sejtben egész sejtre kiterjedd diffuz jelet
adott, mig szinapszisban lévé sejtben az antigén bemutatd sejttel vald kontaktrégioba
rendez6dott at. A B sejteket a szinapszis létrehozasa el6tt Cell Tracker Red™

membranpermeabilis fluoreszcens reagenssel jeloltik meg, a konnyli megkiilonboztetés

céljabol (11. abra).

11. abra. (A) Teljes-sejt aram mérése egyediilallo és (B) immunologiai szinapszisban 1év6 T sejten kalium-

fluorid (KF) alapu bels6 oldat alkalmazasaval.
4.5 Immunhisztokémia és konfokalis l1ézer pasztizé mikroszképia

A szinapszis kialakitasat kovetéen a konjugatumok D10 sejtjeit poli-L lizines
feddlemezeken 3,75% formaldehiddel vald fixalas utan jeloltik. A sejteket extracellularis
Kvl.3-ellenes elsddleges (rabbit anti-mouse Kv1.3, Sigma-Aldrich Kft. Hungary) antitesttel
inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on, majd Cy3-konjugalt masodlagos (donkey anti-rabbit,

Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.) antitesttel egy o6ran at. A sejtkonjugatumokrol
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késziilt felvételeket Olympus FV1000 tipusu konfokalis mikroszkoppal készitettiik. A PKC-0
izoformahoz konjugalt GFP gerjesztése 488 nm-en Argon-ion lézerrel, mig a Cy3 gerjesztése
543 nm-en HeNe lézerrel tortént. A fluoreszcens detektaldsi csatorndkhoz a kovetkezd

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

4.6 Anyagok

A kisérletekben hasznalt vegyszereket az alabbi forrasokbol szereztiik be:
e Tetractilammonium (TEA): Sigma-Aldrich Ltd., Hungary
e MgTX: Alomone Labs, Israel
e ChTX: Alomone Labs, Israel
e Anandamid: Sigma-Aldrich Ltd., Hungary
e Ruténium voros: Sigma-Aldrich Ltd., Hungary
e HB89: Sigma-Aldrich Ltd., Hungary
e GF109203X: Sigma-Aldrich Ltd., Hungary
e Damnacanthal: Merck Ltd., Hungary

Toxin Kv1.3 (Kq)
Tetraetilammonium 10 mM
Margatoxin 100 pM
Charybdotoxin 3nM

3. tablazat. Tetraetilammonium, Margatoxin, és Charybdotoxin Kv1.3 csatornara vonatkozo egyensulyi

disszociacios allanddja (Kq) [189].
4.7 Sejtek kezelése protein kinaz gatlészerekkel

A D10 sejteket 37 °C-on a kovetkezd protein kinaz inhibitorokkal kezeltiik: 0,1 uM
H89, inkubakas: 3 ora; 0,5 pM GF109203X és 1 uM Damnachantal, inkubalas: 1 éjszakan at.

Minden reagenst dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottunk fel, és adtunk a tenyésztd
folyadékhoz.
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4.8 Elektrofiziologia

A kisérletes munka nagy része patch-clamp technikan alapult [190]. A méréseket un.
teljes-sejt (whole-cell) vagy outside-out konfiguracioban végeztiik (12. abra). A teljes-sejt
modell Iényege, hogy az iivegpipetta és a sejtmembran kozott létrejové nagy ellenallast
kontaktust (giga-seal) hozunk létre, majd a giga-seal kialakulasa utan a pipetta alatti
membrant rovid ideig tartd vakuum impulzus alkalmazasaval atlyukasztjuk, s igy
hozzaférhetové valik a sejt belseje. Ilyenkor az egész sejtmembranon, ténylegesen a
sejtmembranban elhelyezkedd Osszes ioncsatornan atfolyd aram mérhetd, és jol
tanulmanyozhatd példaul az aktivacio fesziiltségfiiggése vagy az inaktivacios kinetika. Az
outside-out konfiguracié annyiban kiilonbozik a teljes-sejt konfiguraciotol, hogy a giga-seal
¢s a membran atlyukasztisa utan az elektrodot ovatosan felemeljiik, ezaltal egy kis membran
darabot kiszakitunk. A tovabbiakban ezen a membran feliileten 4thaladé aramot mérjiik.

Meéréseinkhez Axopatch 200B és 200A patch-clamp erdsitoket hasznaltunk fesziiltség-
zar tizemmodban [190]. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt sejt membranpotencialjat konstans
értéken tartjuk, mikdézben a sejtmembranon atfolyd aram nagysdgit meghatirozzuk. Az
ingerld fesziiltség-impulzusokat és az adatgyiijtést személyi szamitogép vezérelte Digidata
1200, 1322A vagy 1440 illesztéegységen keresztiil a pCLAMP programcsomag segitségével
(8.0 - 10.0 verzid). Méréseink soran sziikség esetén soros ellenallas kompenzaciot
alkalmaztunk egészen 85 %-—ig a soros ellendllason esd fesziiltséghiba korrekcidjanak
érdekében, igy a fesziiltséghibat minden esetben 5 mV ald csdkkentettiik.

A pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark Biomedical Instruments, UK) iiveg
kapillarisokbol huztuk két fazisban, majd hé alkalmazasaval poliroztuk a pipettdk hegyét. A
pipettak ellenallasa normal extra- és intracellularis oldat esetén 2-5 MQ volt.

Kiils6 normal oldat osszetétele: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM
CaCly, 5,5 mM gliikoz, 10 mM HEPES volt (pH=7,35; 305 mOsm). A nagy koncentracioju
K" oldat &sszetétele: 150 mM KCIl, 1 mM MgCly, 2,5 mM CaCl,, 5,5 mM gliikéz, 10 mM
HEPES volt (pH=7,35; 305 mOsm). A bels6 oldat osszetétele D10 és HEK-tSA sejtek Kv1.3
aramaira: 140 mM KF, 11 mM K,EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES volt
(pH=7,20; 295 mOsm). A bels6 oldat osszetétele D10 és HEK-tsA sejtek TASK aramainak
vizsgalatara: 140 mM KCI, 11 mM K;EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES
volt (pH=7,20; 295 mOsm). A IKCal mérésekhez 150 mM KCl, 5 mM HEPES, 10 mM
EGTA, 8,7 mM CaCl,, 2 mM MgCl, 6sszetételii belsé oldatot hasznaltuk (pH=7,20), amely 1
uM szabad Ca®*-ot tartalmazott (a IKCal teljes aktivalasa céljabol).

42



Az extracelluléris oldat cseréjével vizsgalhatok a kiilonbozo gatloszerek hatasai és a
csatorndk farmakologiai tulajdonségai. A TEA-tartalmu kiils6 oldat 1, 3, 10, 30 és 100 mM
TEACI-ot (tetraetilammmonium-klorid) valamint 145 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1 mM
MgCl,-ot, 2,5 mM CaCly-ot, 5,5 mM gliikkozt, 10 mM HEPES-t tartalmazott (pH=7,35; 305
mOsm). A Margatoxint normal kiilsé oldatban oldottuk fel, amely 0,1 mg/ml marha szérum
albumint (BSA, Sigma-Aldrich Ltd., Hungary) tartalmazott a toxin miianyag feliiletekhez
(perfuzios cs6hoz és Petri csészéhez) valo aspecifikus kitapadasanak elkertilése érdekében. Az
anandamidot etanolban oldottuk fel, majd a torzsoldatot normal kiils6 oldatban higitottuk. Az
anandamid kontroll oldatot megegyezd térfogati alkohol és normal kiilsé oldat keverékébdl
készitettikk el. Az oldatok cseréjét a mért sejtek kornyezetében gravitacid altal hajtott
perfuzios rendszer segitségével valdsitottuk meg, folyamatos elszivas mellett.

Az aramgorbéket 4 polusu Bessel sziirdvel sziirdztiik. A mintavételezés frekvencija a

szlir6k sarokfrekvencidjanak legalabb kétszerese volt.

L r':; Vi

7 anr'frki

12. abra. A teljes-sejt konfiguracio sematikus rajza

4.9 Az adatok kiértékelése

Az adatok gyljtésére és kiértékelésére a pClamp9 szoftver-csomagot (Molecular
Devices Inc. Sunnyvale, CA) hasznaltuk. A mért teljes-sejt aramgorbéket a kiértékelés elején
korrigaltuk az ohmikus szivargasi aramra, és digitalisan megsziiréztiik azokat (hdrom pontos
boxcar mddszerrel). A mért pontokhoz az egyes fliggvények illesztését a Marquardt-
Levenberg algoritmus segitségével végeztiik.

A csatornak szamat a membranban a teljes sejt konduktancia (aramamplitad6/
(aktualis fesziiltség + megforditasi potencial)) és az egyedi csatorna vezetdképességnek

hanyadosaként hataroztuk meg. Az éaramsiiriiségeket az éaramamplituidd ¢és kapacitds
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hanyadosaként hataroztuk meg (pA/pF), majd az adott csoportra vonatkozdan atlagoltuk a
szamolt értékeket.

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

esetén.
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5 EREDMENYEK

5.1 A Kvl.3 csatorna az immunologiai szinapsisban

5.1.1 A D10 sejtvonal teljes sejt aramanak biofizikai és farmakologiai jellemzése

Elektrofiziologiai kisérleteink soran a D10 sejtvonalon regisztralt kalium ionaramok
biofizikai paramétereinek meghatarozasakor az aktivacios és inaktivacios kinetikat, valamint
az egyensulyi aktivacid membranpotencidl-fiiggését tanulmanyoztuk. Az aktivacios kinetika
meghatarozasakor révid, 15 ms-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az dramgorbéket
Hodgkin és Huxley altal kidolgozott modell szerint (HH) illesztettiik az 1(t) = 15 x (1 — exp(-
t/12))* + C egyenlettel, ahol 1, az aktivalédé aram amplitdoja; 7, az aktivacios id6allando, C
pedig az aram értéke a depolarizalé impulzus kezdetén (-120 mV-nal) (13A ébra). Az
aktivacios idéallandot egy sejt esetén 3, 15 s-onként bekovetkezd depolarizaldé impulzus soran
kialakul6 aktivacios id6allando atlagdbol hataroztuk meg (7= 1,36 + 0,06 ms, n = 18).

Az inaktivacios kinetika meghatarozasakor hosszu, 1,5 vagy 2 s hosszisagii 40 mV-0s
depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az inaktivaciot jellemzd idéallandot az aramgorbe
leszallo aganak egy-exponencialis fliggvénnyel valo illesztésével hataroztuk meg: I(t) = Iy x
exp(-t/zin) + C, ahol ly az aramamplitado, 7, az inaktivacios idéallando, C pedig a megmarado
teljes-sejt aramérték (steady-state érték) a depolarizald pulzus végén (13B abra). Az
inaktivacios idoallandot, az aktivacios idoallandohoz hasonloan, 3, 60 s-onként bekovetkez6
depolarizald impulzus soran kialakul6 inaktivacids idéallandé atlaga alapjan hataroztuk meg

(tin=365+27 ms,n=17).
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13. abra. D10 sejtek teljes-sejt K™ 4ramanak biofizikai karakterizaldsa. (A) Az aktivacidés kinetika
meghatarozasa céljabol a D10 sejteket -120 mV tartd fesziiltségrol 15 ms-ig +50 mV-ra depolarizaltuk amely
soran Un. P/5 on-line leak korrekcidt is alkalmaztunk. Az (A) abran lathatdo dramgorbét a Hodgkin és Huxley
altal kidolgozott modell alapjan illesztettiik. Az illesztés soran kapott goérbét szaggatott vonallal szemléltettem.
Az aktivacios idéallandé értéke 1. = 1,52 ms. (B) A K* dramok inaktivaciojanak vizsgalata soran a T sejteket —
120 mV-on tartva 2 s hosszi, +40 mV-os depolarizald impulzust adtunk a sejtekre minden 60. masodpercben. A
(B) abran bemutatott aramgorbe leszalld agat egy-exponencialis fiiggvénnyel illesztettilk, az aramgorbékre

illeszkedd pontokat szaggatott vonallal tiintettem fel. Az inaktivacios idéallando értéke i, . = 349,6 ms.

Tovabba, meghataroztuk a normalt konduktancia tesztpotencial fiiggését is. Az
adatpontokhoz Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink, az illesztés eredményeképpen kapott
félaktivacids-fesziiltség (Vi, =-26,4 £ 1,5 mV) ¢és a meredekség értékeket (k =7,6 = 0,5 mV, n
= 12) hasznaltuk egyensulyi aktivacid membranpotencial fiiggésének jellemzésére (14. 4bra).
Az aktivacio és inaktivacidé kinetikus és steady-state paramétereinek irodalmi adatokkal

torténd Osszevetése a Kv1.3 csatornak jelenlétére utalt.
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14. abra. (A) A K' dram egyensulyi aktivacioja fesziiltségfiiggésének tanulmanyozasa soran a sejteket —120
mV-r6l kiindulva 10 mV-os Iépésekben -70 mV-t6l +40 mV-os fesziiltségre depolarizaltuk minden 30.
masodpercben. (B) Az aram — fesziiltség gorbe segitségével meghataroztuk a megfordulasi membranpotencial
értékeket. A teljes-sejt konduktanciat a (G(V)), G = Inax / (V-Erv) egyenlettel definidltuk, ahol I a V
tesztfesziiltségnél mért aram cstcsértéke, E, pedig az aram megfordulasi potencidlja. (C) A G(V) értékeket a
maximalis értékre normalva (Gy) a tesztfesziiltség fliggvényében abrazoltuk, majd Boltzmann fiiggvénnyel
illesztettiik (Gn(V) = 1/(1 + exp [-(V - V) [ k], ahol V a tesztfesziiltség, V., a fliggvény kozéppontja, a
félaktivacios fesziiltség, k a meredeksége). (D) A félaktivacios fesziiltség és meredekség értéke V,,=—22,7 mV
ésk=7,1mV.

Viszont a kalium csatorndk kizardlag biofizikai jellemzdk alapjan torténd azonositasa
nem egyértelmii; néhany ragesaldo T limfocita sejtvonal Kv3.1 csatornakat is kifejezhet, ami
szintén hozzajarulhat a D10 sejtvonal teljes-sejt &raméahoz. Ezért a K csatornak altalanos, és a
Kv1.3 csatorndk specifikus gatloszerével, a tetractilammonium (TEA) ¢és a MgTX
alkalmazéséaval farmakoldgiai karakterizalast végeztiink.

10 mM TEA jelenlétében a gatlas mellett C-tipusu inaktivaciot is megfigyeltiink (15A
abra). 50 pM MgTX a kontoll koriilmények kozott mért teljes-sejt iondram csucsértékét
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megkozelitdleg 22 %-ara csokkentette (15B dbra). Ezen két gatloszer dozis-hatas gorbéje a
15C ¢és 15D ébrakon lathatdé. A dozis-hatds gorbékre két-paraméteres Hill egyenletet
illesztettlink, amely alapjan meghataroztuk a Kq értékeket: 13,4 mM értéket kaptunk a TEA-
ra, mig 16,8 pM értéket a peptid toxinra. Ezek alapjan egyértelmiien eldonthetd volt, hogy a

D10 sejtek endogén Kv1.3 kalium csatornakat expresszalnak.
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15. abra. D10 sejtek K*-aramainak farmakolégiai vizsgalata. Az (A) abran lathato aram gorbéket 200 ms hosszi
+ 50 mV-os depolarizal6é impulzusok alkalmazasa soran regisztraltuk kontroll koriilmények kozott €s 10 mM TEA
oldat jelenlétében (-120 mV tartéfesziiltség mellett). A (B) dbran bemutatott K*-aram gérbe 50 pM Margatoxin
(MgTX) D10 sejtre kifejtett gatlo hatasat szemlélteti, mely gorbéket 15 masodpercenként bekdvetkezd, 15 ms
hosszu +50 mV-o0s depolarizalé imulzusok alkalmazasaval regisztraltunk (-120 mV tartofesziiltség mellett). (C) A
megmarado aramhanyadokat a TEA-koncentracio fiiggvényében abrazoltuk. Minden adatpontot 3-4 egymastol
fiiggetlen kisérlet alapjan hataroztunk meg (SEM). A megmaradé aramhanyadokat a gatloszer jelenlétében és
hianyaban kapott csticsaramok hanyadosaként allapitottuk meg. Az abrazolt gorbe az adatpontokra illeszkedd Hill
egyenletet szemlélteti Ky = 14,3 mM értékkel (ny = 0,83). (D) Valtozé koncentracidban alkalmazott MgTX dozis-
hatas gdrbéjét mutatjuk be, ahol minden mérési pont szintén 3-4 egymastol fiiggetlen mérés eredménye. Hill

egyenlettel illesztett adatsor alapjan a Ky = 16,8 pM (ny = 0,99).
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5.1.2 A TASK csatornak feltételes jelenlétének vizsgalata a D10 sejtvonalon

A Functional consequences of Kv1.3 ion channel rearrangement into the
immunological synapse” cimii kézleményiinkre érkezett kritikai megjegyzéseket targyalod
cikkben a szerzok azt fejtették ki, hogy a D10 sejtvonal teljes-sejt aramahoz a Kv1.3 csatornak
mellett a kétporust TASK-1 és TASK-3 csatorndk is hozzajarulnak. Annak érdekében, hogy
kizarjuk az emlitett kétporusi K' csatorndk jelenlétét, kisérleteinket a D10 sejtekben
feltételesen expesszald6ddo TASK-1 és TASK-3 csatornak vizsgalatara iranyitottuk.

A karakterizalas soran, mivel a TASK csatorndk idd- és fesziiltségfiiggetlenek
(hasonldéan az IKCal csatorndkhoz), fesziiltség-rampa protokoll segitségével megmértik a
teljes-sejt aramokat D10 sejtekben. KCl-alapu, Ca®*-mentes belsé oldatot alkalmaztuk, hogy az
IKCal csatorndk hozzéjarulasat elhanyagolhatova tegyilk a vizsgélt limfocitdkban. A
fesziiltségfliggd Kv1.3 csatornak eliminalasara 100 pM Margatoxint alkalmaztunk, valamint a
tartofesziiltséget 0 mV-ra allitottuk (a Kv1.3 csatornak ennél a fesziiltségnél inaktivalédnak) az
un. dupla-rampa protokoll alkalmazasa mellett (16A abra). A megforditasi potencialt -4mV-
nak hataroztuk meg (16B 4bra), amely sokkal pozitivabb, mint ami a TASK csatorndk
jelenlétében varhato lett volna (elméleti érték az oldatok Osszetételének ismeretében -85 mV).
Ezen tal, 150 mM K'-tartalmi oldat jelenlétében nem tapasztaltunk jelentds jobb oldali
eltolodast az aram és fesziiltség fliggvényében, a TASK csatorndk jelenléte a D10 sejtvonalon

ez alapjan kizarhato.
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16. abra. (A, B) TASK csatornak karakterizasasa D10 sejtekben. (A) A D10 sejteken minden 15. masodpercben
dupla-rampa protokollt alkalmaztunk 0 mV tartofesziiltségrol indulva a Kv1.3 aramok kizarasa céljabol: a két
200 mV-os fesziiltség-rampat egy 1,5 masodperc hosszl, +50 mV-os depolarizald 1épés valasztja el. (B) I-V

kapcsolat; a teljes-sejt aramokat normal extracellularis oldat, és 150 mM K* oldat jelenlétében 0 mV
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tartofesziiltségrél indulva fesziiltség-rampa protokoll segitségével -150 mV ¢és +50 mV  kozotti

fesziiltségtartomanyban regisztraltuk. Mindkét oldat 100 pM MgT X-t tartalmazott.

5.1.3 A kétporusii K' esatornak nem érzékenyek Margatoxinra

Ahhoz, hogy a kétporusu csatornak jelenlétét tovabb vizsgaljuk expresszids rendszerre
tértiink at, ahol nagyobb az aram. HEK-tsA sejtekbe mTASK-1 (egér) és hTASK-3 (human)
csatornakat kodolod plazmid DNS-eket transzfektaltunk, majd megvizsgaltuk 100 pM MgTX
hatasat ezekre a csatornakra. Kordbban kimutattuk, hogy a Margatoxin, mely széles korben
elfogadott Kv1.3 csatornaspecifikus gatloszer, ebben a koncentracioban a Kv1.3 csatornak tobb
mint 85%-at gatolja. Ugyanez a koncentracié hatastalannak bizonyult a HEK-tSA sejtekben
kifejezett TASK-1 és TASK-3 csatornak esetében (17A és B abra). Ez az eredmény azt
bizonyitja, hogy a D10 sejtvonal teljes-sejt K™ dramait Kv1.3 csatornék adjak, és a TASK-1 és

TASK-3 csatornak a teljes-sejt aramhoz valo hozzajarulasa elhanyagolhato.
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17. abra. (A, B) Margatoxin hatdsa TASK-1 ¢és TASK-3 csatornakra. -150 és + 50 mV-0S
fesziiltségtartomanyban 15 masodperecnként bekdvetkezd, 500 ms hossza fesziiltségrampat alkalmaztunk HEK -

tsA 201 sejtek mTASK-1 (A) és hTASK-3 (B) aramaira 0 mV tartofesziiltség mellett.

5.14 TASK gatlészerek hatasa a Kv1.3 csatornara

Megvizsgaltuk az anandamid (AEA) és ruténium vords (RR) HEK-tsA sejtekbe
transzfektalt Kv1.3 csatornakra kifejtett gatlo hatasat. Az anandamid elfogadott Kv1.2, Kv1.5
és Kv4.3 gatloszer, a ruténium vorosrél eddig nem kozoltek adatot a Kvl.3 csatornidk
gatlasaval kapcsolatban. Az anandamidot 3 és 30 uM koncentracioban, a ruténium voroset 10

uM koncentracioban alkalmaztuk (18A ¢és B abra). Mindkét anyagot a Kv1.3 csatornak
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hatékony gatloszerének talaltuk, a Kvl1.3 csatorndk dramamplitadoit szignifikdnsan
csOkkentették, és a Kv1.3 esetében megbecsiilt Kq értékek jo egyezést mutattak a kétporusu
csatorndkra leirtakkal (AEA: 3uM, RR: 4 uM). Tovabba, anandamid alkalmazdsa soran az
inaktivacids kinetika gyorsulasat tapasztaltuk. Azért, hogy minimalisra csokkentsiik az
endogén Kvl.3 csatorndk teljes-sejt aramhoz valdé hozzajarulasat, a csatornadkat
tulexpresszaltuk a HEK-tsA sejtekben, és outside-out konfiguraciot alkalmaztunk az aramok
regisztralasa sordn. Ezek az eredmények azt szemléltetik, hogy mind az anandamid, mind a
ruténium vords, a TASK csatornaknal alkalmazott koncentraciokkal 6sszevethetoen, a Kv1.3
csatorndk gatloszerei is, ezért a két csatornatipus ezeknek a vegyiileteknek az alkalmazasaval
nem kiilonithetd el. Ugy gondoljuk, hogy az anandamid alkalmazasa mellett regisztralt
inaktivacids kinetikaban bekovetkezd valtozdsok az anandamid Kvl.3 csatornakra kifejtett

hatasanak, mintsem a TASK csatornak szelektiv kiiktatasanak kovetkezménye.

v 4DV
A | B |
Ao -~ a0nv =
1500 7 <— kontroll 500 1
= < 400 - kontroll
< 1000 - <
- = 300 -
§ 5001 3 uM AEA %
o H © 200 -
© 04 “©
] 100 A
s J S
§ -500 r/’ Y 0 e
-1000 T T T T \ -100 T T T T !
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
id6 (ms) id6 (ms)

18. abra. (A, B) Anandamid (AEA) és ruténium vorés (RR) hatdsa HEK tsA sejtekben kifejezett Kv1.3
csatornakra. Az aramgorbéket 200 ms hosszl, 15 masodperecnként bekdvetkezé +50 mV-os depolarizald
impulzusokkal, -100 mV tartofesziiltség alkalmazasa mellett, outside-out konfiguracioban regisztraltuk normal

extracellularis oldat és (A) 3 uM anandamid valamint (B) 10 uM ruténium voros jelenlétében.

Tovabba belathato, hogy egy exponencialis csokkenés vagy novekedés idobeli lefolyasa
konstans értéktdl fliggetlen. Az egyenlet alapjan, ami az aram inaktivacios kinetikajat irja le,
I(t)=lp x ¢"+ C, ahol I(t) az id6fiiggd aram, Iy az inaktivalédo aramkomponens amplituddja, t
az inaktivacios id6allando, belathatoé hogy az idéfliggetlen TASK dram hozzaadasaval a teljes-
sejt aram csak a fiiggéleges tengely mentén tolodik el. A TASK daram fesziiltség- és
idofliggetlen, tehat egy konstans érték novelésével az exponencidlis lefutas nem
befolyéasolhato.

Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a D10 sejtek nem, vagy csak nagyon kis mértékben

fejeznek ki TASK csatornédkat a membranjukban.
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5.1.5 A Kvl.3 csatornak kapuzasa megvaltozik az immunologiai szinapszisban

Az immunoldgiai szinapszis kialakuldsat szdmos membran- és citoszolikus fehérje
atrendez6dése kiséri. Korabban [23] valamint a D10-CH12-LX sejtpar alkotta szinapszisban
is kimutattuk, hogy a Kv1.3 csatornak a két sejt kozotti kontaktrégiojaba rendezédnek (19.

abra).

19. abra. Kv1.3 csatornak atrendez6dése az immunologiai szinapszisba. (A) Transzmisszios kép, (B) GFP-vel
konjugalt PKC-0 enzim fluoreszcens jele (zo6ld, gerjesztés 488 nm-en, Ar-lézer), (C) Kv1.3 csatornak jele
(piros, gerjesztés 543 nm-en, He-Ne 1ézer), (D) a 488 nm-es és 543 nm-es csatornak atfedd jele (B + C). A
konfokalis mikroszkoppal készitett szeletek vastagsagat 1 pm-re allitottuk be. A felvételen két D10 sejt kozépsd
és egy CHI2-LX sejt felsé szelete lathato. A T sejt — B sejt konjugatumokat el6zbleg poly-L-lysine-es
fed6lemezre tapasztottuk ki, a sejtek keverését és centrifugdlasat kovetden 10 perc mulva fixdltuk 4%

paraformaldehid oldattal, majd Kv1.3 ellenes antitesttel jeloltiik indirekt médon.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen kovetkezményekkel jar ez a folyamat, azaz a
csatornafunkcio mas fehérjék altali modositasa milyen mértékben valdszintsithetd, az APC-
hez kapcsolodo D10 sejteknek is megvizsgaltuk a teljes-sejt aramait. Az APC-hez kapcsolodo
¢s egyediilallo D10 sejten kifejez6dd Kv1.3 csatorndk normalt dramgorbéit dsszehasonlitva
mind az aktivacids kinetikaban (t,c = 1,36 + 0,06 ms, 1415 = 2,36 £ 0,13 (n=7), p < 0,001),
mind az inaktivacids kinetikdban (tinc = 365 = 27 ms, Tinyis = 263 £ 29 (n = 7), p = 0,037)
bekovetkezett kiilonbségeket szignifikdnsnak talaltuk, vagyis az IS-ban 1év6 D10 sejtekben a
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Kv1.3 csatornak aktivacioja jelentdsen lelassult (20A, B abrak), az inaktivacios kinetika pedig
jelentés mértékli gyorsulast mutatott és (21A, B abrdk). Az immunologiai szinapszisban
résztvevd T sejtek kinetikus és egyensulyi paramétereit a D10 sejtek karakterizalasaval

megegyez0 modon vizsgaltuk, (13-14. abrak) és hasonlitottuk dssze.
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20. abra. Kv1.3 csatornak kapuzasa az immunologiai szinapszisban I. Az aktivaciés kinetika tanulmanyozasa
soran 15 ms-0s +40 mV-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az (A) abran egy egyediilallo és egy
szinapszisban 16v6 D10 sejt normalt K*-aramai lathatok. Az aktivacios aramgorbét a Hodgkin-Huxley n*-es
modellel illesztettiik. Az abran lathatdé aramgorbékhez tartozé aktivacios idéallando értékek a kovetkezok: T,
= 1,56 ms és 1,5 = 2,28 ms. (B) Az egyediilallo és szinapszisban 1évé T sejtek aktivacios idéallanddiban

bekovetkezd kiilonbségeket a paraméterek atlagaiként, oszlopdiagramokon szemléltetem a szdrasokat is

feltiintetve.
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21. abra. Kvl.3 csatornak kapuzasa az immunoldgiai szinapszisban II. Az inaktivacios kinetika
tanulmanyozasa soran 1,5 ms-0S +50 mV-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az (A) abra jol
szemlélteti a szinapszisban 1évé sejt inaktivacios kinetikdjanak felgyorsuldsat. A bemutatott aramgdrbe leszallo
agat egy-exponencialis fiiggvénnyel illesztettiik. Az inaktivacios idéallandok a kdovetkezok: tin. = 350 ms és
Tingis = 251 ms. (B) Az egyediilallo és szinapszisban 1év6 T sejtek inaktivacios idéallanddiban bekovetkezd

kiilonbségeket a paraméterek atlagaiként, oszlopdiagramokon szemléltetem a szorasokat is feltiintetve.
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Feltételeztiik, hogy a kinetikaban bekovetkezd valtozasok az aktivacid egyensulyi
paramétereit is moddosithatjdk. A tesztfesziiltség fiiggvényében abrazolt normalt
vezetoképességek alapjan azt taldltuk, hogy szinapszisban 1évé Kvl1.3 csatorndk egyensulyi
aktivacidjanak membranpotencial fiiggése a pozitiv fesziiltségek iranyaba tolodott el (V.. = -
264 + 1,5 mV (n = 12), Vs = -20,9 £ 2 mV (n = 7), p < 0,05). Az IS-ban 1évé Kvl1.3
csatorndk meredekség értéke is nagyobb volt, bar a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans

(Ke=7,6+0,5mV, kis=9,3 0,8 mV, p=0,115) (22A és B 4bra).
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22. abra. Kvl.3 csatornak kapuzdsa az immunoldgiai szinapszisban III. A membranpotencial
fesziiltségfiiggésének tanulmanyozasa céljabol -70 mV és +40 mV kozotti depolarizald impulzusokat
hasznaltunk. (A) A normalt vezet6képesség fesziiltségfiiggését kontroll (®) és szinapszisban 1évé T sejt (A)
esetén Boltzmann-fiiggvénnyel abrazoltuk. A meredekség és félaktivacios fesziiltségértékek az abran bemutatott
sejtre vonatkozdan: k. = 6,8 mV, V., = -24 mV; ks = 8,8 mV, Vs = -16,6 mV. (B) Az egyediilallo és
szinapszisban 1év6 T sejtek egyensulyi paramétereiben (meredekség és félaktivacios fesziiltség) bekovetkezo

kiilonbségeket a paraméterek atlagaiként, oszlopdiagramokon szemléltetem a szdrasokat is feltiintetve.

Az inaktivaciés kinetikai paraméterek valtozasa alapjan arra kovetkeztettiink, hogy
valamilyen foszforilacios vagy defoszforlacios folyamat all a jelenség hatterében.

Az APC-hez kapcsolodd és egyedilallo T sejtek Kv1.3 aramsiiriiségét is
megvizsgaltuk (+40 mV-nal aramamplitado / sejt kapacitasa) (CD; = 154 + 16 pA/pF, CDis =
104 + 19 pA/pF), ezek a kiilonbségek nem voltak szignifikansak.

e rer

Mivel nem ismert, hogy a DIO sejtekben a Kvl.3 csatornahoz mely protein
kinaz/foszfataz képes asszocialni, ezért megvizsgaltunk két PK és egy p56'°k inhibitor Kv1.3

csatornak aramaira gyakorolt hatasat, amelyek a kovetkezok voltak: a PKA-t gatlo H89 (Kq4 =
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50 nM), a PKC inhibitor GF109203X (GF, Ky = 14 nM) valamint a p56'* kindz gétl6
Damnachantal (DAM, Ky = 17 és 620 nM). Ezeknek a vegyiileteknek kdzvetlen gatldo hatasa
IS van ioncsatornakra, pl. a H89 Kv1.3 csatorna gatloszer (ICso = 1,7 uM), a GF Kvl1.5
gatloszer ( Kg = 1-2 uM), ezért a kisérletekben alkalmazott koncentraciokat tgy allitottuk be,
hogy elkertiljiik ezen vegyiiletek blokkold hatasat, ugyanakkor még effektiven inaktivaljak a
protein kinazokat. Az alkalmazott koncentraciok a kdvetkezok voltak: H89: 0,1 uM, GF: 0,5
uM, DAM: 1 uM.

30 ms hosszu, +50 mV-os depolarizald6 impulzusokkal vizsgaltuk a csatornak
aktivacios kinetikdjat kontroll és PK antagonistakkal kezelt sejteken, amelyet szintén az n-es
HH modellel illesztettink meg. Az aktivacios kinetika a PK antagonistdk hatasara nem
valtozott szignifikansan (tac= 1,36 + 0,06 ms, (n = 18) 156r= 1,51 £ 0,17 ms (n=9), p=0,3;
Tango = 1,56 £ 0,2 ms (n=13) p =0,3; tapam = 1,16 £ 0,19 ms (n=6) p=0,22) 23 Aés B
abra).

Az inaktivacios kinetika vizsgdlata sordn azonban mind a H89, mind a GF109203X
vegyiiletekkel, mind pedig a Damnachantallal torténd kezelés soran azt tapasztaltuk, hogy a
Kv1.3 csatornak inaktivacioja gyorsul, az inaktivacios id6allandd szignifikdnsan csokkent a
kezeletlen kontrollokhoz képest a D10 sejtekben (tinc =365+ 27 ms, (n = 17) Tince =252 + 32
ms (n =9); Tinpge = 254 + 20 ms (n = 12); Tinpam = 269 £ 27 ms (n = 7) p < 0,05) (24A és B
abra).

Az aktivacio egyensulyi és kinetikai jellemzdit is tanulmanyoztuk; az egyenstlyi
aktivacio paraméterei, fesziiltségfiiggése és meredeksége nem valtoztak meg szignifikansan a
PK inhibitorokkal torténd kezelés hatasara (Vi = -26,4 £ 1,5 mV (n = 12); (Vi gr = -27,6
1.3mV(n=7); (Vynso =-24,8+24mV (n=10); (Vy,pam =-27,0£ 2,1 mV (n=5); ke=7,6
+ 0,5 mV; kge= 6,6 £ 0,6 mV; kngg=7,7 = 0,6 mV; kpam= 8,6 = 1,2 mV, p = 0,05) (25A és B
abra).
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23. abra. A protein kinazok aktivacids kinetikara kifejtett hatdsdnak tanulmanyozasara a 12A éabranal leirt
protokollt hasznaltuk. Az (A) abran egy kontroll sejt és harom kiilonb6z6 kezelés mellett regisztralt sejt normalt
aramgorbéi lathatok. Az aktivacios kinetikat a Hodgkin-Huxley egyenlet alapjan illesztettik. Az abran
bemutatott kontroll és kezelt sejtek aktivacios idéallandoi a kovetkezok: t,c = 1,56 ms, T,or = 1,43 ms, Tonge =

1,41 ms, 1, pam = 1,44 ms. A (B) abra oszlopdiagramokon szemlélteti az aktivacios id6allando értékek atlagait és

szorasait.
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24, abra. A protein kinaz antagonistakkal kezelt sejtekben fegyorsul a csatornak inaktivacioja, amelyet a 12B
abranal ismertetett protokollal vizsgaltunk. Ezt szemlélteti az (A) abra. Az inaktivacios kinetikat egy-
exponencialis fliggvénynel illesztettiik. Az inaktivacios id6allandok az abran bemutatott aramgdrbékre a
kovetkezok: Tine = 350 ms, Tingr = 203 mS, Tinpge = 190 ms, Tjnpam = 261 ms. A (B) abra oszlopdiagramokon

szemlélteti az inaktivacios id6allando értékek atlagait €s szorasait.
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25. abra. Az (A) abran egy kontroll (@) valamint egy GF109203X- (A), H89- (0) és damnacanthal- (0) kezelt
sejt normalt vezetoképességének fesziiltségfiiggése lathatd. A méréseket a 13. abrdan ismertetett rotokollt
hasznaltuk. Az adatokat Boltzmann-fiiggvénnyel abrazoltuk: kontroll (folytonos vonal), GF109203X (r6vid
szaggatott vonal), H89 (pontozott vonal) és Damnacanthal (hosszi szaggatott vonal). A meredekség és
félaktivacios fesziiltségértekek az dbran szemléltetett sejtek esetén a kovetkezok: ko= 7,1 mV, V. = -22,7 mV,
ker= 6,5 mV, Vi, s = -259 mV; Kugo = 7,3 MV, Vi, g0 = -25,8 mV; kpam = 8,6 mV, Vi, pam = -26,9 mV. A (B)

abra oszlopdiagramokon szemlélteti a meredekség és félaktivacios fesziiltség értékek atlagait és szorasait.

Minden kezelésre megbecsiiltiik az aramsiriségeket (CD) is, a H89 és Damnacanthal
esetében szignifikans csokkenés kovetkezett be (CD; = 154 + 16 pA/pF, CDugo = 89,4 + 14
pA/pF, CDpam = 85,9 = 20 pA/pF, p < 0,05), mig a GF kezelés, méréseink szerint, nem
befolyasolta jelentdsen a csatornaaktivitast (CDgr = 163,1 £+ 25 pA/pF).
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52 K" csatornamintazat vizsgalata egészséges és sclerosis multiplexes

donoroktol izolalt CD4" regulator és naiv T sejteken

5.2.1 Periférias limfocitak karakterizalasa

Egészséges donorokbol izolalt naiv T sejteken kiilonbozo fesziiltség protokollokkal
regisztralt teljes-sejt aramok lathatok az 25. 4dbra paneljein. A fesziiltségfiiggd K* csticsaram
mérésekhez, a D10 T2 sejtvonalhoz hasonldan, révid depolarizalé impulzusokat hasznaltunk
(26A abra). Hosszabb depolarizalé impulzusok soran a teljes-sejt aramok inaktivalodtak
[191], amelyet az aramgorbe leszallo agahoz illesztett egy-exponencialis fliggvény alapjan
meghatarozott inaktivacios iddallandoval jellemeztiink (26B abra). Ismert, hogy a
fesziiltségkapuzott csatornak esetében az egyensilyi aktivacid (G-V gorbe) fesziiltségfliggése
jellemzd az adott csatorndra, igy alkalmas annak azonositasara, illetve a kiilonbozd élettani
koriilmények soran az ioncsatorna kapuzasaban bekdvetkezd valtozasok észlelésére. Az dram-
fesziiltség fliggést -70 és +40 mV kozott, 10 mV-os 1épésekben novekvd teszt fesziiltségek
mellett regisztralt aramérték alapjan hatdroztuk meg Ugy, hogy minden alkalmazott
tesztfesziiltségre kiszdmoltuk a normalt vezetOképességeket, hogy vezetOképesség-fesziiltség
figgvényt (G-V gorbét) kapjunk (26C é&bra). A mérési pontokat Boltzmann-fliggvénnyel
illesztettilk, majd meghataroztuk a félaktivacios fesziiltséget (Vy,) valamint a meredekség
értéket (k). Mind a naiv, mind a Trq sejtek esetében az dramok biofizikai tulajdonsagai az
irodalomban leirt T sejtek membranjaban uralkodoan kifejez6dd Kv1.3 K'-csatornik
tulajdonsagaival megegyezbek [31, 41]. Méréseink egyik sejtpopulacio esetében sem utaltak
mas fesziiltség-kapuzott csatorna jelenlétére. Korabbi adatokkal Gsszhangban sejtenként

néhany szaz csatorna jarult hozza a mért csucsaramokhoz [31, 41].
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26. abra. T sejteken regisztralt teljes-sejt kaliumion aramok. A T sejteken jelen 1évé ioncsatornak
megismerésére kiillonb6zo fesziiltség-protokollokat alkalmaztunk. A sejtmembrant 15 ms hosszusagl +50 mV-0S
impulzusokkal depolarizaltuk -120 mV tartofesziiltségrél 10 kHz-es mintavételezési frekvencia mellett. Az igy
alkalmazott protokoll az aktivacios kinetika tanulmanyozasat tette lehetévé (A). A mintavételi gyakorisagot 2
kHz-re allitottuk a Kv1.3 aramok inaktivacios kinetikajanak vizsgalata soran. Ezalatt ugyanilyen tartofesziiltség
mellett 1500 ms-os depolarizald impulzusokat alkalmaztunk (B). Az aram-fesziiltség (I-V) kapcsolatot 10 mV-0s
Iépésenként -70 mV és +40 mV kozott ismétlédé depolarizald impulzusokat tartalmazd protokoll segitségével
mértiink meg, szintén -120 mV-on tartva a membranpotencialt. A ndvekvé fesziiltségértékekkel az aramok
aktivacioja gyorsult, igy a depolarizalo impulzusok idGtartamat csokkentettiik, hogy elkeriiljiilk a csatornak

inaktivaciojat (C).

A Kv1.3 csatornak mellett a T sejtek Ca**-aktivalt IKCal csatornakat is kifejeznek
aktivacios allapotuktol és altipusuktol fiiggden [184]. Mivel ezek a csatornak csak emelkedett
Ca’*-koncentracio mellett aktivalodnak, igy a bels6 oldat Ca®*-tartalmat 1 uM-ra éllitottuk be,
hogy felbecsiiljiik a csatornak szdmat a membranban. Fesziiltségfiiggetlen természetiiknek
koszonhetéen a IKCal aramok fesziiltség-rampakkal jol mérhetok. A fesziiltség-rampak soran
a membranpotencial linedrisan nd -120 mV-r6l +50 mV-ig, és az aram a Kvl.3 csatornak

aktivacios kiiszobénél valtozik (27. abra). Nagyobb meredekség tobb IKCal csatorna
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jelenlétére utal, azonban a K'-ra specifikus aramkomponens teljes korti meghatarozasa a
megforditasi potencidl mérését is igényli.

A legtdbb sejt esetében Charybdotoxint (ChTX) is alkalmaztunk, a Kv1.3 és IKCal
csatornak elkiilonitésére, amely mindkét membranfehérje gatldoszere alacsony nanomoléaris
koncentraciokban [77, 78]. Az extracellularis térben alkalmazott 50 nM ChTX mindkét tipusu
csatornat gatolta. A megmaradé dramot, az Un. szivargéasi aramot a kontroll aramgorbébdl
vontuk ki, hogy megkapjuk a IKCal komponenst (27. abra). Az aramamplitudora és a IKCal
egyedi csatorna vezetoképességére alapozva (11pS [192]) becsiiltiik meg a csatornak szamat a
membranban. Egyik donortipustol szarmazo Treg €s naiv sejtpopuldcid kozott sem talaltunk
szignifikans kiilonbséget az IKCal csatorndk szamaban (egészséges naiv: 12,4 £+ 2.4,
egészséges Treg: 21,2 + 8,2, SM naiv: 8,7 £ 2,1, SM Treq: 22,9 + 8,5 csatorna/sejt).

Az alkalmazott fesziiltségprotokollokkal egyik sejttipus esetén sem talaltunk e két

+ I3 7 et I3 . I3
K" csatornan kivili mas ioncsatornat.

50 mvV

120 mv_/l_

100

50 nM ChTx

)]
o

teljes-sejt aram (pA)

o

Ikca1 lkcal + K,1.3

0 50 100

id6 (ms)

27. abra. A IKCal csatornak jelenlétét fesziiltség-rampa protokollokkal vizsgaltuk -120 mV-rél +50 mV-ig 180
ms alatt. Nagy Ca?*-koncentracio mellett a IKCal csatorndk fesziiltségtél fiiggetleniil nyitva vannak, és a Kv1.3
csatornak aktivacios kiiszobe alatt ezek a csatornak jarulnak hozza az aram-rampahoz (ez lathatd a szaggatott-
pontozott vonaltol balra az abra teljes-sejt aram — id6 fliggésén). A ChTX a Kv1.3 és IKCal csatornakat egyarant
gatolja. E peptid toxin 50 nM-os koncentracioban vald alkalmazasa lehetdvé teszi a IKCal csatornakon atfolyo
K'-aram és a nemspecifikus szivargd aram elkiilonitését. Az abran lathato dramgdrbék regisztrdlasa kontroll

koriilmények kozott extracellularis oldatban, valamint ChTX jelenlétében tortént.

A megvizsgalt Kv1.3 csatorndk kapuzasanak egyensulyi és kinetikus paramétereit
Osszehasonlitva nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget az egészséges donoroktol (k: p =
0,567, V., : p =0,632) és a sclerosis multiplexes betegektdl szarmazé (k: p = 0,628, Vi, : p =
0,397, MWRST) Ty s naiv sejtek alpopulacioi kozott sem A négy alpopulacio egyensulyi
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28. abra. Normalt vezetéképesség a fesziiltség fliggvényében. Kv1.3 csatornara vonatkozo G-V gorbék a sejtek
négy csoportjaban. A G-V gorbéket a 26C abran bemutatott fesziiltség-protokoll alkalmazasaval kapott aram-
fesziiltség Osszefliggésbol hataroztuk meg a megforditasi potencial segitségével. A vezetoképesség értékeket a
maximalis vezetOképesség értékre normaltuk, majd atlag £+ SEM formaban abrazoltuk n = 10-17 sejt esetében:

egészséges naiv: (), egészséges Ty (0), SM naiv (V), SM Tyg (A). Boltzmann-fiiggényt illesztettiink az

adatpontokra, majd meghataroztuk a meredekséget valamint a félaktivacios fesziiltségértéket (4. tablazat).

Normalt vezetképesség Inaktivacio (ms)
Egészséges ) ) Egészséges Sclerosis
Sclerosis multiplex _
donor donor multiplex
V,=-299+1,5mV | V,,=-293+£2,7mV
) u =227+£21 | =277+42
Naiv k=6,3+0,4 mV k=6,7+0,5mV
n=23 n=9
n=13 n=38
V,=-289+14mV | V,,=-293+1,7mV
250+ 17 197 + 34
Regulator k=6,0+0,3mV k=7,1+0,5mV
n=18 n=14
n=17 n=7

4, tablazat. Egészséges donoroktol €s sclerosis multiplexes betegektdl szarmazo naiv és regulator T sejteken

regisztralt Kv1.3 paraméterek; V., félaktivacios fesziiltség, k: meredekség t;: inaktivacios idéallando. Az n érték

az egymastol fliggetlen mérések szamat jelzi,
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5.2.2 Az egészséges donoroktol és sclerosis mutiplexes betegekt6l szirmazoé naiv és

regulator T sejtjeinek ioncsatorna expresszios vizsgalata

Mivel nagymértékii eltérések lehetnek a kiilonbozé T sejt alpopulaciok Kvl.3
expresszios szintjeiben, elséként a Kv1.3 aramamplitadokat, vagyis a Kv1.3 csatornak szamat
hasonlitottuk Ossze (29A 4bra, 5. tablazat). Mivel a SM betegek Trq sejtjeit csokkent
mikodésiinek irtdk le, statisztikai elemzésiinkben az egészséges €s sclerosis multiplexben
szenvedd donorok naiv és Treg sejtjeinek mérési paramétereit terveztilk dsszehasonlitani. Az
egészséges egyénektdl szarmazd naiv és regulator T sejtek feliiletén kifejez6dé Kvl.3
csatornak szamaban nem talaltunk kiilonbséget (p = 0,125, MWRST), azonban a sclerosis
multiplexes betegektdl izolalt sejtpopulaciokban a Kv1.3 csatornak szama szignifikansan
kisebbnek bizonyult a naiv sejtekhez képest (p = 0,005, MWRST).

A T sejtek mérete novekszik aktivacidjuk soran, amelyet nagyobb feliiletiikbdl
ad6dd megnovekedett membrankapacitassal tudunk detektalni [71]. Méréseinkben
Osszehasonlitottuk a membrankapacitas értékeket (29B abra, 5. tablazat). Az egészséges
donoroktol szadrmazd Ty sejtek membrankapacitdsa szignifikdnsan nagyobb volt naiv
parjaikhoz képest (p = 0,009), azonban ez a kiilonbség nem volt észlelhetd SM betegek Teq és
naiv sejtjei kozott (p = 0,392).

A memrankapacitdsra normalt dram (aramsiiriiség) nyujt informaciot a csatornak
hozzajarulasanak mértékérél a membranpotencial szabalyozasdhoz, mivel adott szamu
csatorna nagyobb mértékben befolyasolja a membranpotencialt egy kisebb sejt esetében, egy
nagyobb meéretli sejthez képest, megegyezd szamu csatornaval. Az egészséges populacio
sejtje1 kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk a Trg €és naiv sejteket dsszehasonlitva (p =
0,003, MWRST), mig ez a kiilonbség nem jelent meg a SM betegekbdl szarmazo sejtek
altipusai kozott, amely a naiv sejtekhez viszonyitott jelentdsen alacsonyabb csatornaszam
kovetkezménye regulator T sejtek esetében. Bar az Osszehasonlitds p-értéke kozel van a
szignifikancia-szinthez (p = 0,052), a naiv és regulator T sejtek aramsiiriiségének aranya
egészséges donoroktdl szarmazo sejteken végzett mérések alapjan 1,71, ami lényegesen

magasabb a sclerosis multiplexes donorok 1,29-es aranynal (29C abra, 5. tablazat).
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29. abra. Egészséges naiv (e. naiv), egészséges regulator (e. reg), valamint sclerosis multiplexes naiv (SM naiv)
és sclerosis multiplexes regulator T sejtek (SM reg) Kvl.3 cstcsaramanak, sejtkapacitasanak és

aramslriiségének Osszehasonlitasa.

Csucsaram (pA) Kapacitas (pF) Aramstirtiség (pA/pF)
Egészséges | Sclerosis | Egészséges | Sclerosis | Egészséges | Sclerosis
donor multiplex donor multiplex donor multiplex
. 644 + 58 590 £ 43
Naiv 1,20£0,09 | 1,36 £0,10 | 637 +82 489 + 38
n=24 n=39
566 + 55 438 + 58
Regulétor 1,64+0,12 | 1,23+0,10 | 373+31 378 + 39
n=235 n=26

5. tablazat. Egészséges donoroktol és sclerosis multiplexes betegekt6l szarmazo naiv és regulator T sejteken
regisztralt csticsaram, kapacitas és aramstiriség paraméterek. Az n érték az egymastol fiiggetlen mérések szamat

jelzi.
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6 MEGBESZELES

Elektrofiziologiai méréseink soran, a D10 sejtek K 4ramait biofizikailag és
farmakoldgiailag karakterizalva megallapitottuk, hogy ennek a Ty2 sejtvonalnak a dominans
fesziiltségfiiggd K* csatornaja a Kv1.3. Mivel ki szerettiik volna zarni a kétporusu K* csatornak
jelenlétét, illetve a teljes-sejt aram kinetikajara gyakorolt hatdsukat, méréseket kezdtiink a
TASK-1 és TASK-3 csatorndk D10 sejtvonalon vald expresszidjara vonatkozdan. A széles
korben elfogadott Kv1.3 csatornaspecifikus gatloszer, a Margatoxin a Kv1.3 csatornak tobb,
mint 85%-at gatolja 100 pM-os Kkoncentracioban, mig ugyanez a koncentracio nem
eredményezett valtozast a HEK-tsA sejtekben kifejezett TASK-1 és TASK-3 csatornak
esetében. Meuth és munkatarsai anandamid és ruténium vords gatloszereket alkalmaztak a
Kv1.3 és TASK aramok elvalasztasara limfocitakban [155]. Az anandamid alkalmazasa soran a
teljes-sejt aram kinetikajaban valtozast tapasztaltak, ami ahhoz vezethet, hogy a TASK
csatornak szelektiv blokkolasaval a D10 sejtvonal teljes-sejt aram kinetikaja is valtozik. A
szakirodalomban eddig nem tanulmanyoztak ezen molekulak Kv1.3 csatornakra gyakorolt
hatasat, sét, a ruténium vords hatdsat egyaltalan nem vizsgaltdk fesziiltségkapuzott K*
csatornakra [131, 193, 194]. Ezért megvizsgaltuk TASK csatornak specifikus gatloszereinek
HEK-tsA sejtekbe transzfektalt Kv1.3 csatornara kifejtett gatlohatasat. A 3 uM
koncentracioban alkalmazott anandamid valamint a 10 uM ruténium vorés a Kv1.3 csatornak
aramaplitidoit is szignifikdnsan csokkentette (a Kv1.3 esetében megbecsiilt Ky értékek jo
egyezést mutatnak a kétporusu csatornakra leirtakkal), tehat ezek a gatloszerek valdjdban nem
specifikusak, és igy a Kvl.3 és a TASK csatorndk arama 4altaluk nem kiilonithetd el
egyértelmiien limfocitdkban. Tovabba, mivel a TASK csatorndk 1d6 és fesziiltségfiiggetlenek,
ezért fesziiltség-rampa protokoll segitségével megmértiik a teljes-sejt dramokat D10 sejtekben.
A fesziiltség-fiiggd Kv1.3 csatornak eliminalasara 100 pM Margatoxint alkalmaztunk, valamint
a tartofesziiltséget 0 mV-ra Allitottuk, mivel a Kvl.3 csatorndk ezen fesziiltségnél
inaktivalodnak. A megforditasi potencialt -4 mV-nak hataroztuk meg, amely sokkal pozitivabb,
mint ami a TASK csatornak jelenlétében varhato lett volna (elméleti érték az oldatok
Osszetételének ismeretében -85 mV). Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a TASK csatornak a
D10 sejtek membranjaban nem jitszanak szerepet a teljes-sejt K 4ram kinetikai
paramétereinek modositasaban, mivel azokat a D10 sejtek nem, vagy csak nagyon Kkis
mértékben fejezik ki feliiletiikon.

Korabbi kozlemények tanulmanyoztak, hogy szamos ragcesalo T sejtvonalon az un. ,,n”

és 1” tipusti aramokért is felelds K* csatornak is jelen vannak [195, 196]. Nem zarhattuk ki
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tehat a Kv3.1 csatornak jelenlétét sem. Mig az elébbit a Kv1.3-nak, addig az utobbit a Kv3.1
ioncsatornanak tulajdonitjak [197, 198]. Mindkét csatorna depolarizalassal aktivalhato,
azonban az alapvetdé biofizikai paramétereik (egyenstlyi aktivacio és inaktivacio) és
farmakologiai sajatsagaik kiilonbozéek [195]. A TEA és a MgTX doézis-hatas gorbéje (15C-D
abra), valamint az illesztés soran szamitott K4 értékek (TEA: 13,4 mM és MgTX: 16,8 pM)
arra utalnak, hogy a Kv1.3 a D10 sejtvonalon meghataroz6 mértékben jelen 1évo
fesziiltségvezérelt K'-ioncsatorna. Nem zarhatjuk ki az ,n” és ,I” tipusi csatornak
Osszeszerelodését sem, de 500 pM MgTx jelenlétében (ami kb. harmincszor nagyobb a Kv1.3-
ra vonatkoz6 félhatdsos koncentracionéal) a megmaradd dramhéanyad (3-5%), és a TEA dozis-
hatas gorbéje azt mutatja, hogy ezek a heteromerek teljes-sejt aramahoz vald hozzajarulasa
elhanyagolhat6. Ez a kisérletlink is alatamasztotta a Kv1.3 csatornak kizarélagos jelenlétét.

Tovabbi tanulmanyaink soran azt feltételeztik, hogy a D10, Ty2 sejtvonalon
dominansan expresszalodd Kv1.3 csatornak immunszinapszis kialakulasa soran bekovetkezo
atrendezddése hatassal lehet a csatornak aktivacios és inaktivacidos kapuzédsira. Mind az
egyensulyi, mind az aktivaci6 és inaktivacid kinetikus paramétereit megvizsgaltuk, majd az
adatokat Osszehasonlitottuk a T sejtek nyugalmi allapotdban mért paramétereivel. A
kovetkez6 eredményeket kaptuk: immunologiai szinapszisban vald részvétel soran (1) a
Kvl1.3 csatorndk inaktivacios iddallanddja lecsokken, (2) az aktivacids kinetika lassul,
valamint (3) a félaktivacios fesziiltség szignifikansan valtozik (bar a meredekség nem
szignifikansan). A kinetikdban bekdvetkezd valtozdsok miatt azt feltételeztiik, hogy ennek a
jelenségnek a hatterében foszforilacio vagy defoszforilacié all. Ezt modellezve, protein kinaz
gatloszerekkel annak a lehetdségét is megvizsgaltuk, hogy a gyorsabb inaktivacio a
csatornafehérje foszforilacigjanak tulajdonithato-e.

Ezen feliil, szdmos korabbi tanulmany vizsgalta a T sejt és az antigénprezentald sejt
kozott  1étrejové  immunologiai  szinapszisban  felhalmozodd  citoszolikus  és
membranfehérjéket, beleértve a Kv1.3 ioncsatornat is [24, 185]. Alatamasztottak azt a
feltételezést, hogy a D10 és a CH12-LX sejtek kozott 1étrejové immunszinapszis soran a
sejtek kozotti kontaktrégioba vald Kvl.3-szegregalodas funkcionalis kovetkezményekkel
jarhat, ami valdsziniileg a tirozin, Szerin vagy treonin aminosav oldallancok protein kinazok
vagy foszfatazok altali mddositasainak tulajdonithatok. Human periférias T sejteken végzett
PKC és PKA aktivacios kisérletek névekedést mutattak a Kv1.3 teljes-sejt konduktanciaban
[199, 200]. Tovabba, a PKC miikodésének pozitiv szabalyozasa a T sejteken jelen 1év6 Kv1.3
csatorndk inaktivacios sebességének csokkenését, mig a PKA aktivacio Kvl.5 csatornak

lassubb inaktivaciojat eredményezi a Kvp1.3 jarulékos alegységet is expresszalo6 HEK-tSA
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sejtvonalon [199, 201]. Mig a PKC aktivacidja az egyensulyi aktivacidé és inaktivacio
fesziiltségfliggését is modositja, addig a PKA csak az egyensulyi inaktivaciot befolyasolja, oly
modon, hogy az un. ablak-dram — amely az ioncsatorndk nyugalmi potencidlja koriili nyitasi
valosziniiségét adja meg — szignifikdnsan nd. Ugyanakkor olyan tanulmanyok is megjelentek,
amelyek Jurkat T vagy HEK-tsA sejtekben heterogénen jelen 1évé Kv1.3 csatorndk teljes
vagy részleges gatlasat targyaljak PKA vagy PKC stimulaci6 altal [86, 88]. Receptor és nem-
receptor tirozin kinazok aktivalasa a Kv1.3 aramot csokkenti, bar a Fas-receptor aktivalasa a
Kvl1.3 aktivacigjat noveli. Ezek az ellentmondéasok a PK izoformak kiilonb6zd expresszios
mintazatainak jelenlétének vagy specifikus kapcsold fehérjék hianyanak tulajdonithatok
kiilonb6z6 sejtvonalakban. Mindezek alapjan, és a PKA, p56'°k antagonistakkal végzett
kisérleteknek megfelelden feltételezziik, hogy a Kv1.3 ioncsatorna immunologiai szinapszisba
valdé rendezddésekor defoszforilalodik. Ezt a lehetdséget az immunoldgiai szinapszisban
résztvevd D10 sejtek gyorsabb inaktivacios kinetikaja és kisebb aramsiirtisége tamasztja ala.
Azt gondoljuk, hogy a Kvl.3 szinapszisba vandorldsa a defoszforilaci6 eldfeltétele. A
szinapszisban bekdvetkez6 csatornamodositdas molekularis mechanizmusa jelenleg nem
tisztazott, bar nagy valoszinliséggel bizonyos protein foszfatdzok magyarazhatjdk a Kvl.3
aramban bekovetkezd valtozasokat.

A lassubb aktivacids kinetika és az egyensulyi aktivacio depolarizal6 fesziiltségek felé
val6 eltolodéasa a Kv1.3 csatorna mikrokdrnyezetében bekovetkezd valtozasokat valoszintisiti,
mikozben az a szinapszisba szegregal. Ezt a feltevést erdsitik a PK antagonistakkal végzett
kisérleteink: a PK inhibitorok csak az inaktivacios kinetikat modositjak, az aktivacié sem
egyensulyi, sem kinetikai paramétereinek valtozasdban nem jatszanak szerepet.
Laboratoriumunk egyik korabbi kozleményében Kv1.3 csatorndk egy hasonlo jelenséget
figyelhetiink meg T sejtekben: a membranviszkozitds novelésével, amelyet a membran
koleszterinszintjének novelésével értek el, az aktivacios sebesség csokkent és az egyensulyi
aktivacio fesziltségfiiggése eltolodott [102].

Elmondhatjuk, hogy a Kv1.3 csatorna immunszinapszisba val6é vandorldsa a csatorna
kapuzasi paramétereinek megvaltozasaval jar. A PK inhibitorok hasznéalata nem magyarazza
egyértelmilen a foszforilacid szerepét a csatorna modositasaban. Feltételezziik, hogy a
jelenséghez a csatornak nagyobb merevségi, rigidebb membrandoménekbe valo difftzioja is

hozzéjarulhat.
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crer

tanulmanyozasa soran csatornamintdzatbeli kiillonbségeket kerestiink, amely lehetdséget
nyujthat a T sejtek e fontos alcsoportjanak szelektiv manipulalasara.

Az altalunk vizsgalt négy sejtcsoport membranfeliiletén kifejez6dé Kv1.3 és IKCal
csatornak szdma Osszevethetd a korabbi kozleményekben leirt nyugvo T sejtek adataival
[184], azonban statisztikai elemzéseink azt mutattdk, hogy az SM betegekt6l szarmazod Tieg
sejtek kevesebb Kvl1.3 csatornat fejeznek ki, Osszehasonlitva a naiv sejtekkel, és ez a
kiilonbség nem mutathatod ki egészséges Treg ¢s naiv sejtek kozott. T sejtek populacidinak
mitogén stimulalasa egy altalanos ndvekedéshez vezet a sejtméretben, ami egyidejiileg egy
megnovekedett Kv1.3 és IKCal expresszidval is jar [71, 202]. Az altalunk vizsgalt sejtek nem
voltak stimuldlva, de az eredmények azt mutattdk, hogy az egészséges Ty Sejtek
membranfeliilete sokkal nagyobb a naiv sejtek feliiletéhez képest, amellett, hogy a csatornak
szamaban nem tapasztaltunk kiilonbséget, ami a naiv sejtek esetében szignifikansan nagyobb
Kv1.3 csatornastiriiséget eredményezett (pA/pF). Ez 6sszhangban all azzal az elképzeléssel,
hogy Treg sejtek csak részben vagy nem megfelelden aktivalodnak, és antigén stimuldcid
hatasara anergikusak [203-205]. A megndvekedett membranfeliilet egyfajta indikator lehet
bizonyos aktivaciés ttvonalak beinduldsira, de a megszokott K'-csatornaszam
novekedésének hidnya hozzdjarulhat a T sejt proliferacidhoz vezetd aktivacids folyamat
leallasdhoz.

Egészséges naiv és reguldtor T sejteket 6sszehasonlitva a Kv1.3 és a IKCal csatornak
szamaban nem talaltunk kiilonbséget. A K'-csatorndk kritikus szereppel birnak a T sejt
aktivacioban, ami a Ca’* ionok bearamlésa soran a membranpotencial stabilizaldsa. Ha a sejt
méretének novekedését nem kiséri a K' csatornak szaméanak ndvekedése, az elégtelen
membranpotencial szabalyozast eredményez, ami nem megfeleld Ca?* jelatvitelhez, és
csokkent proliferacids hajlamhoz vezet.

Egészséges donoroktdl szarmazd sejtekkel ellentétben SM betegekbél izolalt Tieg
sejtek kevesebb Kv1.3 csatornat fejeznek ki, mint a naiv sejtek, tovabba membranfeliiletiik
sem nagyobb. A kisebb csatornaszdm és sejtméret alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a
jelatviteli utvonal soran a fehérjeszintézist a betegség olyan mddon érinti kedvezdtleniil, hogy
akadalyozza a Trg sejtek differencialodasat. Ez a megfigyelés Osszhangban allhat az SM
betegek Trey sejtjeinek csdkkent szuppresszios képességével [163, 164], de ez a kapcsolat
tovabbi vizsgalatokat igényel.

Szignifikdns  kiilonbséget  taldltunk  csatornaszadmban,  sejtméretben,  és

csatornasiiriségben, ami a sejtek aktivacios allapotaval vagy azzal a képességiikkel all
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Osszefiiggésben, hogy mitogén stimulusok aktivaljak 6ket. A Tyeg populécid aktivacidja soran
az ioncsatorna-expresszioban ¢és sejtméretben bekovetkezé valtozasok tovabbi vizsgalatai
érdekesek lehetnek az aktivalt allapot természetének atfogdbb megismerése szempontjabol,
valamint nagy jelent6ségli lehet annak a lehetéségnek a tanulmanyozasa is, hogy ezen T sejt
alpopulacio hogyan valhat terapias célponttd, azaz hogyan manipulalhaté szelektiven
farmakologiailag, kiilonboz6 inhibitorok segitségével a sejtmembranjukon jelen 1évo

ioncsatorndikon keresztul.
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7  OSSZEFOGLALAS

Patch-clamp technikaval, fesziiltség-zar lizemmodban elvégeztik a D10 sejtek
biofizikai és farmakologiai karakterizalasat, melynek soran a kétporusi TASK K csatornak
jelenlétét kizarva kimutattuk, hogy ezen egér Ty2 sejtvonal dominans fesziiltség-fiiggd K*
csatorndja a Kv1.3.

A CH12-LX antigénprezentald sejteket felhasznalva beallitottunk egy modellrendszert
az immunologiai szinapszis tanulmanyozasara. Az endogén Kv1.3 csatornakat extracellularis
epitdp ellen termeltetett antitesttel, indirekt modszerrel jeloltiik meg, majd meghatdroztuk a
Kv1.3 csatornak sejtfelszini eloszlasat az immunolodgiai szinapszis kialakuldsat kovetden.
Konfokalis mikroszkopos felvételeink kimutattak, hogy a T sejtek Kv1.3 ioncsatornai a két sejt
kozotti kontaktrégioba rendezddnek.

Osszehasonlitottuk az egyediilallé és a szinapszisban 1é6vé T sejtek Kv1.3 4ramait,
megallapitottuk hogy az aktivacios kinetika lelassult, ezzel szemben az aram inaktivacidja
felgyorsult a szinapszisban 1évé sejtekben az egyediilalld sejtekhez képest, de a Kvl1.3
csatorndk  egyensulyi aktivacidjanak membranpotencial-fliggését jellemzd normalt
konduktancia—tesztpotencial dsszefiiggés nem valtozott szignifikans mértékben.

Azért, hogy ennek a hatterét minél jobban megismerjiik a D10 sejteket PKA, PKC ¢és
p56'Ck gatloszerekkel kezeltiik. Az aktivacios kinetikat jellemzd iddallandd és a normalt
konduktancia fesziiltségfiiggését jellemzd paraméterek nem kiilonboztek jelentdsen a kezelt és
a kezeletlen sejtek kozott, azonban az inaktivacios idéallandokban szignifikdns csokkenést
tapasztaltunk a kezelések hatasara, azaz az &aram inaktivacidja felgyorsult, amely

Tovabba, szintén teljes-sejt konfiguracioban megvizsgaltuk az egészséges és sclerosis
multiplexes donoroktol szarmazo naiv és regulator T sejtek ioncsatorna-expresszios mintazatat.
Megmértiik az egyes sejteken taldlhaté Kv1.3 és IKCal csatorndk szamat, valamint
megvizsgaltuk a kapuzasara vonatkoz6 paramétereket is, majd statisztikai Gsszehasonlitast
végeztiink a kiilonb6z6 populaciok kozott. Megallapitottuk, hogy az egészséges donorok naiv
és Trg sejtjei azonos szami Kvl.3 csatornat fejeznek ki, ugyanakkor a Ty sejtek
membrankapacitdsa nagyobbnak bizonyult, mint a naiv sejteké, és igy csatornadenzitasuk
alacsonyabbnak adodott. Ezzel szemben, a sclerosis multiplexes betegek Treq Sejtjei kevesebb
Kv1.3 csatornaval rendelkeztek, mint a naiv sejtek, és membranfelsziniik sem volt nagyobb a

naiv sejtekénél.
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8 SUMMARY

We carried out biophysical and pharmacological characterization of whole-cell K*
current in D10 cells by patch-clamp technique in voltage-clamp mode. Excluding the presence
of the two-pore TASK channels, we pointed out that this Ty2 murine cell line predominantly
expresses Kv1.3 channels.

Using the CH12-LX cell line as antigen presenting cells we set a model system for
studying the immunological synapse. We determined the cell surface distribution of Kv1.3
channels after the formation of the immunological synapse by labeling endogenous Kv1.3
channels against their extracellular epitope indirectly. Our confocal microscopy images
demonstrated that Kv1.3 channels of these T cells accumulate in the contact region of the T
cell - APC conjugate.

We compared the Kv1.3 currents, kinetic and steady-state parameters measured in
standalone and APC-engaged cells. We found that activation kinetics slowed down, while
inactivation rate increased in cells participating in the immune synapse, and we did not find
significant difference in voltage-dependence of steady-state activation between standalone
and T cells in the immunological synapse by plotting the normalized conductance as a
function of test potential.

To clarify its background we applied PKA, PKC and p56' inhibitors. The activation
kinetics and the voltage-dependence of steady-state activation were not altered by PK
inhibitors, however, our statistical comparison proved that the decrease in inactivation time
constant was significant in treated cells compared to the control group. We suppose this
phenomenon to be associated with the dephosphorylation of the channel protein in the
immunologiacal synapse.

Furthermore, we investigated the pattern of ion channel expression of naive and
regulatory T cells isolated from healthy volunteers and from patients with multiple sclerosis.
We measured the numbers of the voltage-gated Kv1.3 and the Ca**-activated IKCal channels,
studied the gating of these channels, then we performed a statistical analysis among the
different populations. Although, we did not find significant difference in gating parameters of
Kv1.3 and the number of IKCal channles, we determined that the naive and regulatory T cells
of healthy donors express the same amount of Kv1.3 channels, and that the membrane
capacitance is higher of regulatory T cells, thus the channel density is lower, while the Teg
population from MS patients expresses fewer Kv1.3 channels and their surface is not

significantly larger compared to their naive counterparts.
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