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AZ ERTEKEZESBEN GYAKRAN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE
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I. BEVEZETES

A koleszterin az emberi szervezet egyik fontos épitéeleme, mely a sejtmembran
felépitésében betoltott szerepén tul részt vesz szamos bioldgiailag jelentés molekula (pl. D
vitamin, epesavak) szintézisében, mint prekurzor. A koleszterin koncentracidja mas
1étfontossagi molekuldkhoz hasonléan szigorGian szabalyozott. Az optimalis koncentracio
eltolédasa az alacsonyabb vagy magasabb tartomanyok irdnyaba betegségek kialakulasahoz
vezethet. A megemelkedett plazmakoleszterinszint (hiperkoleszterinémia) fontos rizikéfaktora a
fejlett orszagok halalozasi statisztikait vezetd sziv- és érrendszeri betegségeknek. Kevésbé
ismertek azonban a koleszterinszintézis karosodasaval jar6é genetikai betegségek, ahol a szérum
¢s a sejtek koleszterintartalméanak karakterisztikus csokkenése mellett a szintézis eldalakjainak
koncentracidja megemelkedhet. Ezek koziil az egyik legismertebb a Smith-Lemli-Opitz
szindroma, melynél elséként bizonyitottdk a koleszterinszintézis zavarat, mint koroki tényezot.

A sejtmembranban elhelyezkedd koleszterin direkt és indirekt interakcion keresztiil
szabalyozhatja a transzmembran fehérjék funkcidjat. In  vitro  kisérletekben a
membrankoleszterin modositdsa megvaltoztatja az ioncsatorndk kapuzasat jellemz6 ido- és
fesztiiltség-fliggd allandokat. Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint az egészséges
donorokbdl izolalt limfocitak sejtmembranja koleszterintartalmanak in vitro novelése lassitotta a
Kv1.3 ioncsatorna kapuzésat, a félaktivacids fesziiltséget pedig pozitivabb membranpotencial
értékek felé tolta el. Kisérleteinkben mas munkacsoportokhoz hasonléan in vitro modszerekkel
(pl. ciklodextrin-koleszterin zarvanykomplex, liposzoma) modositottuk a sejtmembran
koleszterintartalmat, majd a kezelt sejtek ioncsatorndit vizsgalva vontunk le kdvetkeztetéseket.
Felmeriil a kérdés, hogy a Kvl.3 kapuzas in vitro kisérletekben leirt koleszterin-fiiggd
valtozasainak van-e biologiai relevancidja? El6fordulhat-e olyan betegség/korallapot, ahol a
megvaltozott membran-koleszterinszint az ioncsatornak altal szabalyozott élettani folyamatokat
befolyasolja? A fenti kérdések megvalaszolasahoz hiperkoleszterinémias (HC), illetve Smith-
Lemli-Opitz (SLOS) szindromaban szenvedé betegekbdl izolaltunk limfocitakat, és
megvizsgaltuk az in vivo megvaltozott membrankoleszterin Osszetétel hatasat a Kvl.3
ioncsatorndk ¢és a T-sejtek mitkodésére.

Eredményeink két kiilonb6z6é szinten hordozhatnak értékes informaciot. Egyrészt
alatdmaszthatjuk azt a modellrendszerek alapjan levont altalanos kovetkeztetést, hogy a
sejtmembran szteroltartalmanak megvaltozasa in vivo is modosithatja a Kv ioncsatornak, és igy
az azokat expresszaldo sejtek milkodését. Ugyanakkor 1j informacidval szolgalhatunk a

limfocitdk Kv1.3 ioncsatorndjarol két eddig még nem vizsgélt patoldgias allapotban. Habar a



hiperkoleszterinémia molekularis szintii térténéseivel szamtalan tanulmany foglalkozik, a Kv1.3
csatorndkra gyakorolt hatasarol publikadcionk megjelenéséig semmilyen informacié nem allt
rendelkezésre. A Smith-Lemli-Opitz szindréma esetében pedig dsszesen egy olyan tanulmanyrol
tudunk, ahol vizsgaltak egy ioncsatorna miikodését, azonban a publikacioban bemutatott kalcium
¢s fesziiltség aktivalt BK csatorna felépitése, funkcioja jelentésen kiilonbozik az altalunk vizsgalt
fesziiltségfliggd Kv1.3 ioncsatornatdl (166).

A Kv1.3 ioncsatorna miikodése szempontjabol esszencialis transzmembran szegmensek

crer

crer

kozvetleniill nem érdekelt C-termindlis funkcidjarol viszont limitalt informacié all
rendelkezésiinkre. Ugy tiinik, hogy a C-terminalisanak jelentds feladata lehet a csatorna
mikodésének finomhangolasaban, egyéb csatornakkal (beleértve a jarulékos alegységeket is) és
fehérjékkel torténd interakcio kozvetitésében (72, 192). P2X és BK csatornak esetében a C-
terminalison talalhatdé koleszterink6té helyek felelések a csatorna szterolokkal szembeni
érzékenységéért (168, 181). Munkank soran vizsgaltuk a Kv1.3 C-terminalisa, valamint az azon
talalhato feltételezett koleszterinkotd helyek szerepét az in vitro membran koleszterin 9sszetétel
modositds kozvetitésében. A feltételezett koleszterinkoté helyek vizsgéalata segithet jobban

megismerni a Kv1.3 C-terminalisanak funkciojat a csatorna miikodésében.



Il.  ELMELETI OSSZEFOGLALO

I1.1. Az ioncsatornakrol altalanossagban

Az ioncsatornak porusformaléd transzmembran fehérjék, feladatuk az ionok elektrokémiai
gradiensnek megfeleld, passziv transzportja a sejtmembranon keresztiil. Harom alapvetd
tulajdonsaguk a kapuzas, a szelektiv permeabilitas és a vezetOképesség. A kapuzas alatt a
csatornak megfelel ,,inger” hatasara végbemend konformaciovaltozasat értjiikk, melyek a
csatorna eltéré funkcionalis (vezetd, nem vezetd) és szerkezeti (nyitott, zart, inaktivalt) allapotai
kozti atmenetnek felelnek meg. Az ,inger” szerint megkiilonboztethetiink fesziiltség,
extracellularis ligand, intracellularis szignal, valamint mechanikai fesziilés kapuzott csatornakat.
Az ioncsatornak szelektiven mitkkddnek, azaz egy adott ioncsatorna csak meghatarozott ionok
transzportjara képes. A szelektivitas alapjan beszélhetiink alacsony szelektivitasu, magas

szelektivitast és nem szelektiv csatornakrol. (78)
11.2. A fesziiltségfiiggd (Kv) ioncsatornak osztalyozasa

A magas szelektivitasi kaliumcsatornak az emberi szervezet ioncsatornainak legnagyobb
¢s legvaltozatosabb csoportjat képezik, ezen beliil is kiemelkednek a fesziiltségfiiggo
kaliumcsatornak (Kv), mely csoport 40 tagjat Gutman és mtsai. 12 csaladba osztottak (68). A
nevezéktanban a Kv rész utal a fesziiltségfliggd kaliumcsatornara, a kiilonb6zd csaladokat és az
ezekbe tartozo csatorndkat pedig arab szamokkal kiilonboztetjiik meg Kv1.1-t6l kezdve Kv12.3-
mal bezarolag (68). A csaladba sorolas alapjat a csatornak aminosavszekvenciajanak
hasonlosaga adja. A hivatalos nevezéktan mellett a szakirodalom parhuzamosan hasznalja a
hagyomanyosnak tekinthet6 neveket is, mely az ecetmuslica (Drosophila Melanogoster)
kaliumcsatorndival torténé homolégian alapul (193). Igy pl. a Kv1.X csatornakat sok helyen
Shaker, a K2.X csatornak Shab, a K3.X csatornakat Shaw tipusu kaliumcsatornaként emlitik (35,
61, 68).

11.3. A Kvl.3ioncsatorna szerkezete

A kalium ioncsatornak felépitését, miikodését mar tobb mint 30 éve kutatjak intenziven,
igazan nagy attorést azonban Roderick MacKinnon 1998-ban ko6zolt tanulmanya hozott.
Munkatérsaival rontgen krisztallografias modszerrel hatarozta meg egy bakterialis eredetli
kaliumcsatorna (Streptomyces lividansbol izolalt KcsA) térbeli szerkezetét, ezzel alatamasztva
vagy megcafolva a kaliumcsatornak szerkezetérél korabbi indirekt modszerekkel levont
kovetkeztetéseket (47). MacKinnon munkacsoportja késébb elsdként publikalta egy
fesziiltségfliggd ioncsatorna (KVAP) és egy fesziiltségfliggd emlds ioncsatorna (Kvl1.2) atomi



szintli felépitését is (1/ B,C,D abrak) (87, 114, 116). A Kv1.3 ioncsatorna kristalyszerkezete nem
ismert, azonban a Shaker csaladba tartozo csatornak alapvetd szerkezetének hasonlosdga miatt
szamos kovetkeztetést vonhatunk le az ttér6 munkajaért 2003-ban Nobel dijjal elismert kutatd
eredményeibdl az altalunk vizsgalt csatorna esetében is.

A Kv1.3 csatorna négy azonos szerkezetii, nem kovalensen kapcsolodo, egyenként 523
aminosavbol allo alegységbdl felépiild homomer fehérje. Minden alegység hat, kb. 10-20
aminosav hosszsagi a—helikalis transzmembran szegmensbdl all (S1-S6), amit 20-40 aminosav
hosszusagu intra- és extracellularis hurkok kapcsolnak Gssze amint az a 1. abra A részén is
lathatd (151). Ezen tal minden alegység rendelkezik egy intracellularisan elhelyezkedé 94
aminosav hosszusagi C és egy szintén intracellularis, 184 aminosav hosszusagu N-terminalissal
iIs. Mig a transzmembran részek nagyfoku rendezettséget mutatnak, addig pl. a rendkiviil
flexibilis C-terminalishoz nem lehet egyértelmi konformaciot rendelni (151, 157). A Kv1.3
alegységei mas Kv alegységekkel kombinalodva (pl. Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5) funkcionalis
heterotetramer csatornakat is képezhetnek, melyek kiilonb6z6 aranyban tartalmazhatjak az eltérd
Kv alegységeket (39, 93, 211). A heterotetramer csatornak szerkezete, biofizikai ¢és
farmakologiai tulajdonsagai az alegység Osszetételtdl fiigg (211).

A transzmembran szegmentumok ¢és hurkok a Kv1.3 csatorna meghatarozott
tulajdonsagaiért felelnek gy, hogy azok megvalositasaban a négy alegység identikus részei
kozosen vesznek részt. A csatorna funkcionalisan két részre oszthatd: az ionok transzportjat
biztositd porusra és a membranpotencidl érzékeny fesziiltségszenzorra. A poérus kialakitdsaban az
S5 és S6 szegmentumok mellet az ¢ket 6sszekotd un. porusformald hurkok (P-loop) vesznek
részt, a fesziiltségszenzorokat pedig az S1-S4 szegmentumok hozza 1étre. A két funkcionalis
egységet alegységenként az S4-S5 szegmentumok kozotti rovid aminosav szakasz (S4-S5 linker)
koti 6ssze (38, 186). A Kvl.3-al nagy foka hasonlosagot mutatdo Kv1.2 rontgenkrisztallografias
szerkezete alapjan ismert, hogy a négy alegység S6 szegmentumai egy ,,indian satrat” formaznak
a membranban, melynek csucsa a membran bels6 oldala felé néz (1/B abra, az S6 szegmentumok
kék szinnel jelolve) (115). A membran kiils6 oldala feldl nézve durvan négyzet alapu ,,sator”
négy sarkan helyezkednek el a S1-S4 szegmentumok altal felépitett fesziiltségszenzorok (1/C
abra). A porus extracellularis oldalan helyezkedik el a szelektivitasi sziré, valamint az
inaktivacios kapu, mig az aktivacids kapu a ,,sator rudak” keresztez6désénél, a membran belsd
oldalan talalhat6 (1/A és B abrak) (71, 186, 199). A konzervalt szelektivitasi sziir6 érzékenységét
jol jellemzi, hogy a szintén monovalens Na'-hoz képest a K ionokra harom nagysagrenddel
szelektivebb a csatorna (31). A ,,sator” belsejét hatarolo aminosavak egy hidrofil iireget hoznak

létre a szelektivitasi sziir@ és az aktivacios kapu kozott (1/ C és D abrak) (111). Nyugalmi
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membranpotencidl esetén (= - 70 - -90 mV) a csatorndk nagy valosziniiséggel zart allapotban
talalhatoak, az aktivacios kapu lezarja a porus intracellularis oldala felé nézé nyilasat.
Depolarizacié hatasara a pozitiv toltésii  aminosavakkal (arginin/lizin) rendelkezo
fesziiltségszenzorok az extracellularis oldal felé mozdulnak el, mely mozgas maig sem teljesen
tisztdzott mechanizmussal ugy moddositja az aktivacidés kapu szerkezetét, hogy a hidrofil iireg
megnyiljon és a csatorna nyitott konformécioba keriiljon (87, 115, 158). igy a szelektivitasi
szlird altal atengedett kalium ionok szamara megnyilik az ut a membranon keresztiil. Hosszan
tartd depolarizacio alatt a csatorna inaktivalodik, azaz Gjabb konformacio valtozast kovetéen a
zart konformaciotol eltérd, de funkcionalisan Szintén nem vezetd allapotba keriill. A Kv1.3
csatornakra az un. C- (mas nomenklaturaban P/C) vagy lassu tipust inaktivacio jellemzo,
szemben a fesziiltségfiiggd csatornak esetében altalanossagban megfigyelhetd N- vagy gyors-
tipusti inaktivacioval (154). A C-tipusu inaktivacioért a porus extracellularis oldalan, a
szelektivitasi filterhez kozeli aminosav lancok konformaciovaltozésa a felelds ugy, hogy a négy
alegység relevans részei egylittmiikddve alakitjak ki az inaktiv allapotot (154). Repolarizacio

hatasara az inaktiv allapotbol méasodpercek mulva Gjra zart allapotba kertiilhet a csatorna.
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1. abra A fesziiltségfiiggé (Kv) ioncsatornak altalanos szerkezete. (A) A Kv1.3

ioncsatorna egy alegységének sematikus képe. A kiilonb6z6 feladatot ellatdé régiok

szinkoddal ellatva (részleteket lasd a 1.3 fejezetben). (B) A Kv1.3 ioncsatornaval nagy

hasonlésagot mutaté Kv1.2 ioncsatorna két alegysége, az A panellel megegyezd

szinkodolast alkalmazva. (C) A Kv1.2 ioncsatorna négy alegységének komplexe a

sejtmembranban az extracellularis oldal iranyabdl felliinézetbdl, valamint (D) oldalnézetbdl.

Az egyes alegységek kulonbdz6 szinnel jeldlve. Az atomi struktirat leird szerkezeti

képeket (B,C,D) a MacKinnon munkacsoport altal koézolt kristalystruktira alapjan, a

SWISS-Model program felhasznalasaval készitettem (13, 114).

10



11.4. A Kvl.3 ioncsatorna miikodését jellemzo biofizikai paraméterek

A kiilonb6zd szerkezeti allapotok kozotti atmeneteket jellemzd iddallandok és
fesziiltségértekek megadasaval konnyen karakterizalhatok az egyes Kv csatornak, melyek
segitségiil szolgalhatnak ismeretlen ionaramok eredetének beazonositasahoz (ezen paraméterekre
a szaknyelv Osszefoglaldoan mint a csatorna kapuzasat jellemzo biofizikai paraméterekre vagy
egyszerlien mint biofizikai paraméterekre szokott hivatkozni). A limfocita Kv1.3 csatornak
biofizikai paramétereinek jellemzését patch-clamp technika segitségével mind teljes sejt (31,
149) mind pedig cell attached patch (210) konfiguracioban elvégezték. Ezen tanulmanyokbol
ismert, hogy a csatorna aktivacios kiiszobe -60 mV koriil talalhato, a nyitasi valoszinliség pedig
meredeken emelkedik a depolarizacidé novekedésével, egészen 0 — 10mV-ig, mely
fesziiltségérték folott telitésbe fut. Az aktivacids idéallando -120 mV tartofesziiltségrol +50mV-
ra torténd depolarizacié esetén ~0.6 ms. Az egyes csatorndk vezetOképessége 10-12 pS
nagysagu. Az egyensulyi aktivaciot jellemzd paraméterek koziil a félaktivacios fesziiltség -30 és
-40 mV kozé esik, meredeksége pedig, ami ardnyos a konduktancia fesziiltségfiiggésével,
~10mV-nak adédik. Az egyensulyi inaktivacid fesziiltségfiiggésének kdzéppontja -60 és -70 mV,
meredeksége ~-10 mV (150). Az inaktivacios id6éallandd +50mV-ra torténé depolarizacio esetén

200ms koriil van, az inaktivaciobol térténd visszatéréshez 30-50 masodpercre van sziikség (151).
11.5. Az intracellularis N- és C-terminalis szerepe az ioncsatornak miikodésében

A Shaker tipusu kalium ioncsatornak C- és N-terminalisai tobbnyire nem vesznek részt a
csatorna szigorti értelemben vett mikodésében (a kalium ionok membranon keresztiili
transzportjaban) azonban széles korli szabalyzo szerepiik elengedhetetlen a csatorna fiziologias
muikodéséhez. A nagyfoki rendezettséget mutatd transzmembran részekkel szemben az
ioncsatornak intracellularis részei (a T1 domén kivételével, lasd alabb) nehezen
kristalyosithatéak, mely megneheziti ezen régiok szerkezetének atomi szintli meghatarozasat
(209). Mig a transzmembran részek alapszerkezete hasonld elven épiil fel, addig a Kv csatornak
C- és N-terminalisa kozott jelentds eltérések lehetnek még egy adott csaladon beliil is. Ez aldl
kivételt képez az N-terminalison talalhato T1 (tetramerizacios) domén, melynek szerkezete,
funkcidja tobbnyire megegyezik a Kvl csaladon beliill (96, 109). A T1 domén fontos szerepet
jatszik a kiilonallo Kv alegységek funkcionalis homo- vagy heterotetramerré torténd
Osszeszerelésében, az egyes alegységek egymas altali felismerésében (46). Jelenléte egyes
csatornak esetében esszencialis a funkcionalis ioncsatorna expresszidjahoz (pl. Kvl.1), mig mas
(pl. Kv1.3, Kvl1.4) ioncsatornaknal a teljes T1 domén eltavolitasa esetén is mérheték ionaramok

(82, 99, 202). Az intracellularis részek a vezikularis transzport mellet a citoszkeletonhoz torténd
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kihorgonyzasban, a csatorna membranbeli eloszlasdnak szabalyozasaban, jelatviteli
folyamatokban, a csatorndk nem-konduktiv funkcidinak kozvetitésében is fontos szerepet
jatszhatnak (20, 133). A Kv1.3 ioncsatorna esetében a C- illetve N-terminalis jelentds részének
eltavolitasa nem modositja szignifikansan a cSatorna biofizikai paramétereit azonban a csatorna
immunolédgiai Szinapszisba torténé feldusulasa, vezikularis transzportja, lateralis diffuzidja

megvaltozik (73, 133, 192, 202).
I11.6. A Kvl.3ioncsatorna szoveti és sejtszintii expresszidja

A Kvl1.3 ioncsatornat el6szor a human T-sejtek sejtmembranjanak transzmembran
fehérjéjeként irtak le 1984-ben (43, 135). A Kvl.3 azonban nem korlatozoédik a T-sejtek
sejtmembranjara, szoveti és sejtszintli eloszlasa is joval komplexebb ennél. A sejtmembranon
kiviil megjelenhet a mitokondrium belsé membranjaban (190), illetve a sejtmagmembranban is
(85). Atfogod proteomikai kutatasoknak koszonhetden ismert, hogy fehérje szinten expresszalodik
az immunrendszer egyéb sejtjein is (pl. B-sejt, dendritikus sejt), tovabba a kdzponti idegrendszer
kiilonb6z6 részeiben (pl. homloklebeny, gerincveld), hasnyalmirigyben, prosztataban, illetve a
gyomor-bél rendszerben is egészséges szovetek esetén (92). A csatorna expresszidja
megvaltozhat daganatos elvaltozasok esetén (pl. kronikus limfocitas leukémia (97), prosztatarak
(3), vastagbélrak (26)). Bizonyos elvaltozasokban a csatorna expresszioja korrelal a tumor
gradusaval felvetve a lehetdségét annak, hogy a Kvl.3-csatornat tumormarkerként alkalmazzak

(55). Mas Kv csatornakhoz hasonléan megjelenik embrionalis szovetekben is (25).
11.7. A Kvl.3 ioncsatorna élettani feladatai

A Kv csatornak elsddleges ¢és legrégebben ismert funkcidja a sejtmembran
repolarizacidja (hiperpolarizacidja) az akcids potencial soran, valamint az idegsejtek
ingerlékenységének szabalyozasa (78, 80). A membranpotencial szabalyozasan keresztiil a Kv
csatornak tovabbi specifikus és komplex folyamatok iranyitasaban is részt vehetnek, mint
neurotranszmitterek és endokrin hormonok felszabadulasa, vagy a T-sejtek aktivacidjanak
szabalyozasa (63). A Kv1.3 ioncsatorna elsoként leirt és a legszélesebb korben kutatott
funkcidja a T-sejt aktivacio soran kialakuld kalciumjel szabalyozasa a membran negativ
fesziiltség értéken tartasa révén (43, 57, 157). A csatorna altal ellatott feladatok azonban nem
korlatozodnak erre az egy sejttipusra (A Kv1.3 immunrendszerben betoltott szerepét a
kovetkezd alfejezetben részletezem). A kdzponti idegrendszerben kifejez6dé Kv1.3 jelentds
szerepet tolthet be a szervezet energia és testsuly szabalyozasaban (203, 218). Kv1.3" egerek
esetében magas zsirtartalmu diéta esetén elmaradt a sulynovekedés, alacsony glikoz és
inzulin szinteket regisztraltak kontroll allatokhoz viszonyitva (204). A magas Kv1.3
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expresszioval jellemezhet6 szaglogumo (bulbus olfactorius) eltavolitasa csokkentette a Kv1.3
géndelécié teststlykontrolalo hatasat (52). Ezek alapjan a metabolikus szenzorként
funkcionalé szaglégumo6é Kvl.3 ioncsatorndinak szelektiv gatldsa potencialis terapias
lehet6ségként szolgalhat elhizas és inzulin rezisztencia esetén (206). A kozponti
idegrendszerben a Kv1.3 szabalyozza a mikroglia sejtek peroxinitrit altali 616funkciojat (58),
illetve a striatum sejtjeinek dopaminfelszabadulasat (128). A Kv1.3 az immunsejtek mellett a
vérlemezkék kalciumhomeosztazisanak szabalyozasaban (136), valamint a vese kalium

transzportjaban is részt vesz (51).

11.8. Toncsatornak szerepe a T-sejtek miikodésében. Attorés az autoimmun betegségek

kezelésében?
11.8.1. Az immunrendszer miikodésének rovid attekintése

Az immunrendszer legfébb feladata a szervezetet kdrosité korokozdk elleni védelem.
A védekezés soran lejatszodo reakciok és az ezekért felelds sejtek alapjan két részre
oszthatjuk: a torzsfejlodés soran korabban kialakult velesziiletett (természetes, nativ) és a
specifikusabb szerzett (adaptiv) immunvalaszra. Az adaptiv immunrendszer kialakitasaban a
B és T limfocitakon kiviil az altaluk termelt antitestek és citokinek vesznek részt. Ezen sejtek
legfontosabb tulajdonsaga, hogy olyan receptorokat hordoznak, melyek az antigéneket
specifikusan ismerik fel: a B-sejtek kozvetleniil, a T-sejtek pedig antigén prezentald sejtek
(APC-Antigen Presenting Cell) MHC (Major Histocompatibility Complex) fehérjéin
keresztiil. A vérben keringd naiv T-sejtek a specifikus antigénnel valo taldlkozést kdvetden
limfoblasztokka differencialodnak, majd gyors klonalis proliferaciot kovetden effektor T-
sejtek alakulnak ki. Az effektor T-sejteket funkciojuk alapjan két nagy csoportba soroljuk:
CD4 sejtfelszini markereket hordozé segité (T-helper, Ty) és a CD8 markerrel jellemezhetd
sejtpusztito (T-citotoxikus, T;) sejteket kiilonboztetiink meg. Az antigén eliminaciot kovetéen
az effektor T-sejtek jelentGs része apoptozison megy keresztiil, Kis résziik azonban effektor
memoria (Tepm) vagy centralis memoria (Tom) sejtté differencialodik. Feladatuk az adaptiv

immunrendszer gyors aktivalasa ismételt antigén stimulust kovetéen. (84)

11.8.2. A T-sejt aktivacio soran kialakulo kalciumjelet a Kvi.3 és IKCal kaliumcsatorndk

szabalyozzak

A T-limfocita aktivacidjanak elsé lépése az APC sejtek MHC molekulai altal
megkotott specifikus antigének és a T-sejt-receptor/CD3 komplex (TCR/CD3) kdlcsonhatasa
(2. 4bra). A TCR/CD3 komplex aktivacidjanak kovetkeztében megemelkedik az
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intracellularis 1P3 koncentracio, mely az endoplazmatikus retikulumban (ER) elhelyezkedd
specifikus receptorahoz kotddik, onnan kalciumot szabadit fel, 1étrehozva a T-sejt aktivacid
esszencidlis 1épésének szamitd bifazisos Ca**-jel elsé szakaszat (57, 157). A kalciumijel
masodik, jelentdsebb intracellularis Ca**-koncentracio emelkedést biztositd fazisaért a Ca®*
felszabadulds aktivalta Ca®* csatorndkon (CRAC-Calcium Release Activated Calcium
Channel) keresztiil, az extracellularis térbdl, az elektrokémiai gradiensnek megfeleléen
bearamlo kalcium felelds (106, 225). A megndvekedett intracellularis kalciumszint két
alapvetd kovetkezménnyel jar: 1.) a kalciumfiiggd szignalizaciés utvonalak aktivacioja,
valamint 2.) a sejtmembran depolarizacidja. A kalmodulin mint intracellularis kalciumkoto
fehérje kiemelkedd szereppel bir a kalciumjel kozvetitésében. A kalciumkdtés hatasara
konformaciovaltozason keresztiil mend kalmodulin aktivélja a kalcineurin nevi intracellularis
foszfatazt, mely defoszforilalja az NFAT-t (Nuclear Factor of Activated T-cells). A
foszforilalt NFAT inaktiv citoszolikus fehérje, azonban a defoszforilacidé hatasara képes a
sejtmagba vandorolni, majd transzkripcids faktorként a DNS-hez kotddve eldsegiti az
interleukin-2 (IL-2), CDI154 (mas nevezéktanban CD40 ligand) és egyéb, a T-sejt
aktivaciohoz nélkiilozhetetlen fehérjék atirasat (157, 207). Az IL-2 a T-sejtek legfontosabb
autokrin szabalyzo faktora. Az IL-2 gén aktivacidja és expresszio-fokozodasa a T-sejt
aktivacio kritikus pontja, ugyanis innentdl kezdve a folyamat antigéntdl fiiggetlenné valik,
azaz a TCR/CD3 komplex aktivacigjat kovetéen két-harom oOra mulva a T-sejtek
proliferacidja abban az esetben is lezajlik, ha a kivaltdo stimulus megsziinik. A CRAC
csatornakon keresztiili Ca?* bearamlas kovetkeztében a sejtmembran depolarizacidja
csokkenti azt az elektrokémiai gradienst, mely a kalcium-bearamlashoz sziikséges, igy ez a
folyamat, mint egy negativ  visszacsatolas, megakadalyozna a  limfocita
aktivaciohoz/proliferacidhoz elengedhetetlen tartés kalciumszint-emelkedést. Ezt az
inkongruenciat oldjak fel a sejtmembranban elhelyezkedd kalium ioncsatorndk azzal, hogy a
rajtuk keresztiil az extracellularis térbe irdnyuld kalium transzport negativ iranyba tolja el a
membranpotencialt. Azaz a depolarizald kalcium influxot repolarizalo kalium aram
ellensulyozza. A kalcium-bearamlés fenntartasaban és igy a T-sejtek membranpotencialjanak
¢s aktivaciojanak szabalyozasaban elsddlegesen két kalium ioncsatorna vesz részt: a
fesziiltségfiiggd Kv1.3 (135) és a intracellularis kalcium aktivalt IKCal/KCa3.1 csatorna
(2.4bra) (67). A kalium- és a CRAC csatornak ezen osszjatékanak kdszonhetSen valik a Ca®*-
jel membranpotencial-fiiggévé, és ez teszi lehetdvé a T-sejt-aktivacio gatlasat a kalium

ioncsatornak miikodésére hato farmakonok altal (30, 32, 146, 151, 157, 160)
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2. abra A Kv1.3 és IKCa1 ioncsatornak részt vesznek a T-sejt aktivacié soran
kialakul6 jelatviteli folyamatok szabalyozasaban (TCR/CD3: T-sejt receptor/CD3
komplex, PLC: foszfolipaz C, IP;3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat, ER: endoplazmatikus

retikulum, E;,;: membran potencial, CaM: kalmodulin; Panyi és mtsai. nyoman (156))
11.8.3. A Kv1.3 csatorna gatloszerek az autoimmun betegségek uj, terapidas alternativai

A kalium ioncsatornak gatlasa depolarizalja a T-sejteket ¢és altipusonként eltérd
mértékben gatolja a kalciumjel kialakulasat (23, 146). Ennek kovetkeztében elmarad a sejtek
aktivacidja és proliferacidja, zavart szenved a migracio és csokken az interleukin-2 (IL-2),
interferon-y (IFN-y) termelése (23, 102, 153, 160). Az elmult években szamos kis
molekulasulyt peptid és nem peptid tipusu gatloszer kertilt kifejlesztésre, melyek szelektiven
és specifikusan blokkoljak a Kv1.3 vagy IKCal csatornakat in vitro koriilmények kozott (15,
36, 147, 208, 217). A nyugalomban 1év6 periférias T-sejtek nagyjabol 200-400 Kv1.3
ioncsatornat tartalmaznak, 8-10 IKCal csatorna mellett (32, 216). Mitogénnel torténd
aktivacio hatasara a Kv1.3, illetve IKCal ioncsatornak expressziodja T-Sejt szubpopulacio-
fliggd valtozast mutat (34, 216). A naiv és a centralis memoriasejtek (Tcm ) esetében az
aktivacio soran az IKCal csatorndk szama rendkiviili mértékben megndvekszik (500
csatorna/sejt), mig a Kv1.3 csatornak szama mérsékeltebb 1,5-szeres emelkedést mutat. Ezzel
szemben az effektor memoria (Tem) sejtek esetében a Kv1.3 csatornak atlagos sejtenkénti
szama 1500-ra novekszik, mikozben az IKCal csatornak szama kismértékben valtozik (~50
csatorna per sejt). Mivel a T-sejtek egyes tipusaiban eltérd, hogy a két K* ioncsatorna koziil
melyik jatszik domindns szerepet a membranpotencidl szabalyozasaban, igy megfeleléen

szelektiv gatloszerek segitségével az egyes alpopulaciok aktivaciojat/funkcidjat egymastol
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fliggetlentil gatolhatjuk (216). Az aktivalt Tgy sejtek ioncsatornainak specifikus expresszios
mintazata lehetévé teszi a Kvl.3 ioncsatorna-blokkoldk terapiads felhasznéaldsat azon
autoimmun korképekben, ahol ez a szubpopulacio6 felelds a betegség kialakulasaért, mint pl.
sclerosis multiplex (SM), reumatoid arthitis (RA), 1-es tipusu diabétesz (23, 173, 198, 216). A
limfocitak 1ioncsatornainak gatlasa eltér0 modon befolyasolja az egészséges felnottek
sejtjeihez képest az ujsziilottekbdl, idosekbdl vagy terhesekbdl izolalt T-sejtek kalciumjelének
kinetikajat (95, 196, 197). Ezen eredmények alapjan fontos figyelembe venni a specialis
¢letkori €s ¢lettani helyzetekbdl adoddé immunologiai eltéréseket az ioncsatornak gatlasan
alapulod terapiadk megtervezésénél. Az in vitro és allatkisérletek sikeres eredményeinek
koszonhetéen ma mar Fazis 1B tipusu human kisérleteket folytatnak a specifikus Kv1.3
inhibitor ShK-186 toxinnal psoriasisban szenvedé betegek bevonasaval (A Fazis 1
vizsgalatokat a Kineta nevii amerikai székhelyii cég inditotta el, az ShK-186 a Dalatazide
nevet kapta (http://www.kinetabio.com/autoimmune diseases.html). A kezdeti eredmények
kedvezd hatasrdl szdmolnak be, igy a csatorna felfedezésétdl szamitott nagyjabol 30 éven

beliil realitassa valt a Kv1.3 gatlasan alapuld szelektiv immunszupresszio.
11.9. A sejtmembran szerkezetének és funkcioinak alapjai

A sejtmembran kett0s feladattal bir: egyrészt statikus, fizikai barrierként védi és
elhatarolja a citoszolt és az intracellularis kompartmenteket a kiilsé kornyezettél (egyéb
sejtekt6l), ugyanakkor lehetOséget nyujt az extra és intracellularis terek (sejtek) kozotti
kommunikéciora azaltal, hogy megfeleld platformot teremt a transzporterek, jelatviteli
molekulak szamara. Régota ismert tény, hogy a sejtmembran vazat nem kovalens kotésekkel
Osszetartott foszfolipidek alkotjak, melyek kettdsrétegében szamos fehérje, szénhidrat,
koleszterin és egyéb lipid molekulak helyezkednek el (64, 113). A sejtmembrant leird
elméletekben 4ttdrést hozott Singer és Nicolson folyadék-mozaik membranmodellje, mely
szerint a sejtmembran alapjat képezd folyékony lipid kettdsrétegben szabadon “Gsznak™ a
fehérjék (180). A tudomany jelenlegi allasa ebbdl kiindulva a sejtmembrant egy dinamikus
struktaraként értelmezi, ahol azonban a lipid kettdsrétegen beliil elkiiloniilnek bizonyos
kisméretli, heterogén, koleszterinben ¢és szfingolipidben gazdag domének, melyeket lipid-
raftoknak vagy lipid-tutajoknak neveziink (177). A membran raftok feltételezett szerepe a
sejtmembranon keresztiil lejatszodd transzport és szignalizcios folyamatokban részt vevd
molekuldk kompartmentalizaciéja, valamint a sejtmembran laterdlis szervezettségének
biztositasa (178). A raftok jelenlétét kimutattak a neuronok kodzotti szinapszisokban, valamint az

immunologiai szinapszisban is (6, 138, 185).
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11.10. A koleszterin a lipid-raftok meghatarozé alkotéeleme

A sejtmembran lipid komponensei koziil kiemelt jelentdséggel bir a koleszterin. Az
amfipatikus tulajdonsagi molekula planaris gylirikbél all6 merev szteranvaza ¢és a
hozzakapcsolodd rovid szénlanc alkotjdk a hidrofob részt, mely kiegésziil egy polaros
3p—hidroxil csoporttal (53, 169). A membranokat kialakito lipid kettésrétegekben a koleszterin
planaris része és a foszfolipidek zsirsavoldallancai k6zott erds kdlesonhatas alakul ki, ami miatt
a szénhidrogénlanc csak egy masik oldali lipid apolaris csoportjaihoz tud kapcsolddni. A poléros
feji rész pedig a foszfolipidek hidrofil részeivel alakit ki hidrogénkdtéseket. Az erds
kolcsonhatasok kovetkeztében a fazisatalakulasi homérséklet felett a koleszterin noveli a
membranok mechanikai szilardsagat, ugyanakkor csokkenti a fluiditast. A Kkoleszterin a
szfingolipidek  szénhidratlancai kozott hasonld mechanizmussal, mintegy dinamikus
,ragasztoként” mikodve biztositja a raftok integritasat (179). A koleszterin kivonasa a raftokbol
membranfehérjék kozotti kapcsolat haromféle lehet: 1.) a fehérjék egy részének miikddése
rafthoz kotott, 2.) egy masik résziik miikodése teljesen fiiggetlen a raftoktdl 3.) a harmadik
csoport tagjai pedig megtalalhatdak mind a raftokban, mind pedig azokon kiviil. Az altalunk
vizsgalt Kv1.3 ioncsatorna a lipid-raft asszocialt fehérjék csaladjaba sorolhatd (27), jelenlétét az

immunoldgiai szinapszisban munkacsoportunk publikalta el6szor (155).
I1.11. A Kkoleszterin szerepe az ioncsatornak miikodésének szabalyozasaban

Az utdbbi években egyre tobb tanulméany hangsulyozta a koleszterin szerepét az
ioncsatorna-miikodés szabalyozasaban (103, 105, 123, 131). Az ioncsatornak szerkezeti és
funkciobeli sokszinlisége miatt azonban a koleszterin eltérd modon befolyasolja a kiilonbdzd
csatorndk miikodését. Mig a koleszterinszint novelésének legéltalanosabb hatdsa a csatornak
aktivitdsdnak (nyitasi valdsziniiség, vezetoképesség) koncentraciofiiggd csokkenése, melyet
szamos K" csatorna mellett fesziiltségfiiggé Na* és Ca®* csatornéra is kimutattak (28, 200, 215),
addig a tranziens receptor potencial (TRP) csatornak esetében a koleszterin kivonasa a
membranbol gatolta a csatornak miikodését (112). Mas csatornak esetében a koleszterin a
kinetikai és egyenstlyi aktivacios paraméterekre van hatassal (16, 74, 130).

A koleszterin ioncsatornakra kifejtett hatasat két eltérd elmélettel magyarazzak. Az elso a
koleszterin és az ioncsatorndk direkt és specifikus lipid-fehérje kolcsonhatasat valoszintsiti. A
koleszterin részt vesz annak a lipidekbdl allo ,,6vnek™ vagy ,,buroknak™ a kialakitdsdban, ami
kozvetleniil az ioncsatorna koriil helyezkedik el. (19, 127) Az ovet alkotd lipid molekulak

kapcsolatba kerililnek az ioncsatorndk transzmembran hélixeinek sejtmembrannal hataros
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régidival, melyek a lehetséges lipid koté szekvenciakat tartalmazzak. Az elmélet szerint a lipid

crer

crer

vezethet a biofizikai paraméterek megvaltozasdhoz. A lipid 6v betiiremkedhet a transzmembran
hélixek taldlkozasanal kialakuld arkokba, ndvelve a lipid-fehérje kolcsonhatasokhoz sziikséges
hatarfeliiletek felszinét (199). A betliremkedéseknek koszonhetéen a lipid kornyezet a
transzmembran domének altal hatdrolt porusra is hatassal lehet. Az elmult évek kutatasai olyan
1j kotéhelyekre mutattak ra, melyek nem a klasszikus értelemben vett lipid-fehérje hatarfeliileten
helyezkedtek ¢l, hanem az intracellularis C- vagy N-terminalison (168, 181).

Tobb olyan altalanos koleszterinkdtd szekvenciat is azonositottak, mely alapjan
feltételezni lehet egy transzmembran fehérje koleszterinnel szembeni érzékenységét (50, 53,
105). Ezek koziil a legelsoként leirt és legjelent6sebbnek tartott a CRAC és CARC
szekvencia. A CRAC (cholesterol recognition amino acid consensus motif, koleszterin
felismer6 aminosav motivum) szekvencia egy nagyon egyszerii algoritmust kdvet: az elsé
tagja egy elagazo lancu apolaris aminosav (leucin vagy valin), melyet egy-6t darab tetszdleges
aminosav kovet, majd egy aromas tirozinon keresztiil ismét egy-o6t tetszéleges aminosav vezet
a szekvenciat zar6 pozitiv t6ltésti aminosavhoz (lizin, arginin) (108). A CRAC-hoz nagyon
hasonld6 CARC szekvencia az elébbi inverze, ahol a sort egy pozitiv aminosav inditja, az
aromas aminosav pedig a tirozin mellet fenilalanin is lehet (53). Az algoritmus
egyszerliségébdl  adodéan  CRAC/CARC  szekvencidval  rendelkezd  fehérjék
szterolérzékenységét megfeleld szkepcitizmussal, csupan prediktiv jelleggel lehet felhasznalni
(50). Azonban nem lehet figyelmen kiviil hagyni azokat az eredményeket, ahol ezen
szekvencidk egyszerli pontmutacidja vagy delécioja teljesen megvaltoztatta a vad-tipust
csatornara jellemz6 koleszterin iranti érzékenységet (161, 168, 181).

Mas megkozelitésében a koleszterin a sejtmembran altalanos fizikai paramétereit
megvaltoztatva képes az ioncsatornak mikodésének befolyasolasara (10, 118). A
transzmembran fehérjék és a lipid kettosréteg hidrofob részei eltéré atmérdjének
kovetkeztében a fehérje pertubdlja a kornyezd lipideket, megvaltoztatva a kettOsréteg
vastagsagat, rendezettségét. A lipid réteg gy fog igazodni, hogy lokalis vastagsaga
megegyezzen a transzmembran fehérje hidrofob szakaszaval (54). Ezen nyugalmi allapot
megvaltoztatasa energiaigényes folyamat. A fehérjék konformaciovaltozas soran deformaljak
a kornyezo lipid kettOsréteget, €s minél nagyobb a membran ellenalldsa, annal tobb energia
kell ahhoz, hogy a folyamat kivitelezheté legyen (119). A lipidkdrnyezet fizikai

paramétereinek valtoztatasa a folyamat energetikai sziikségleteit megvaltoztatva mddosithatja
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a molekularis mozgasokat. A koleszterinmolekulak hatdssal vannak a membran fluiditasara,
befolyasolhatjdk az ioncsatorndk konformaciovaltozasanak valdszinliségét, kinetikai és
egyensulyi jellemzdit (9, 74, 118, 142). A két modell nem zarja ki egymast, azonban az egyes
mechanizmusok szerepe csatornanként eltéré jelent6ségii lehet. A két hatas elkiilonitése egy
adott csatorna esetén kihivas elé allitja a kutatokat (31). Az elkiilonités egyik lehetséges
modszere olyan koleszterin analogok vizsgalatan alapszik, melyek sejtmembran
szerkezetéregyakorolt hatasa hasonld a Koleszterinhez, azonban a receptor-ligand
kolcsonhatasok soran nem tudja helyettesiteni azt (105). Az epikoleszterin és ent-koleszterin
két olyan kiralis koleszterin analdég, amelyek kisebb fenntartasokkal ugyan (44), de
megfelelnek a fenti kritériumoknak (222). Mig a koleszterin csokkenti a Kir2.1 csatorna
aramsiriségét, addig az epikoleszterin noveli azt, specifikus lipid-fehérje kolcsonhatast
valoszintsitve (170). Hasonld koleszterin analdgokkal szembeni sztereo-specificitast
publikaltak KCal.1 és TRPV1 (Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 1) csatorndk esetén
(29, 161), mig az nAchR (nikotinerg acetilkol receptor) vagy VRAC (volumen regulalt anion
csatorna) csatornak esetén nem volt eltérés a optikai izomerek és a koleszterin hatasaban (162,
171).

11.12. A koleszterinhomeosztazisban fellépé zavar betegségek kialakulasahoz vezet

A human sejtekben talalhato koleszterin két kiilonb6z6 forrasbol szarmazik. Az endogén
koleszterin-bioszintézis soran a sejtek acetatbol kiindulva tobblépesés enzimatikus folyamatok
soran hozzak létre a koleszterint és egyéb szterol szarmazékokat. A taplalékkal felvett (dietaris),
exogén eredetli koleszterin lipoprotein partikulakba csomagolva juthat el a célsejtekhez.
Koleszterin tobblet esetén a sejtek leadhatjdk a koleszterint az extracellularis térbe. A szintézis,
felvétel és leadas szigoruan szabéalyozott homeosztdzisaban bekdvetkezd valtozadsok anyagcsere-
betegségek kialakulasahoz vezethetnek (62, 69, 125) A fejlett tarsadalmakban leggyakrabban a
taplalékkal torténd talzott koleszterinbevitel okoz problémat, azonban nem elhanyagolhato a
homeosztazisban részt vevd enzimek és egyéb fehérjék mutacioi soran kialakuld betegségek
gyakorisaga (143). A szterol-szintézis karosodasaval jaro genetikai betegségek incidenciaja
relative alacsony, igy ezen allapotok részletes feltérképezése, terapias lehetéségek kidolgozasa
sajnalatos modon, anyagi és technikai okok miatt nem kelloképpen alapos (164). Ezen ritka
betegségek alapkutatasban torténd vizsgalata segitheti a korai diagndzis megalkotéasat, progndzis
meghatarozasat és a terapias célpontok feltérképezését. A hianyallapotban talalt eltérések

ugyanakkor informacidval szolgédlnak a koleszterin fiziologias funkcidjarol is.
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11.13. A koleszterin bioszintézis zavaranak prototipusa: Smith-Lemli-Opitz szindréma

Az elmalt harminc évben tobb malformacidés szindromarol (Smith-Lemli-Opitz
szindroma, lathosterolosis, desmosterolosis) deriilt ki, hogy a betegség hatterében a szterol-
szintézis Orokletes zavara all (164). Ezek koziil a legels6ként leirt a Smith-Lemli-Opitz
szindroma (SLOS), mely nevét a betegséget 1964-ben leird orvosokrol kapta (182). Az SLOS
autoszomalis recessziven 6rokl6dé, monogénes, malformacids szindroma (McKusick 270400
(7)). A szindromat az endogén koleszterin bioszintézis Kandutsch-Russel utvonalanak zard
1épését katalizalo 7-dehidrokoleszterin-reduktaz enzim (7DHCR) vele sziiletett zavara okozza
(83, 195). Az enzimdefektus a koleszterinszint csokkenése mellett a koleszterinszintézis
prekurzor molekuldinak (elsédlegesen 7-dehidrokoleszterin (7DHC) és izomere, a 8-
dehidrokoleszterin) emelkedett szintjéhez vezet a vérplazmaban és a sejtmembranban egyarant
(40). A folyamat eredményeképpen megvaltozik a lipid-raftok és a membranok szervezddése,
zavart szenvednek kiillonboz6 szignaltranszdukcidés utvonalak, illetve a koleszterin mint
univerzalis prekurzor molekula (epesavak, neuroaktiv szteroidok, szteranvazas hormonok) sem
tudja maradéktalanul ellatni feladatat (3. abra) (163). Tovabbra is nyitott kérdés azonban, hogy a
tiinetek kialakulasaért elsddlegesen a koleszterin hidnya vagy a prekurzor molekuldk toxikus
hatasa tehetd feleldssé.

A betegség tiinettana és megjelenése szerteagazo, az arc ¢és a fej-nyak régié gyakori
fejlédési rendellenességei €s neuroldgiai eltérések mellett szinte minden szervrendszer érintett
lehet (163). A betegséget eredetileg a klinikai fenotipus, az egyiittesen fenalld arcdysmorphia,
microcephalia, hypospadiasis és szomatomentalis retardacio alapjan irta le Smith, Lemli és Opitz
(182). Az SLOS-re jellemz6 jegyek mellett a sulynovekedés elmaradasa és taplalasi nehézségek
hivhatjak fel a kezelborvos figyelmét a betegségre. Gyakoriak a 1égzérendszer kiilonbozo
bakterialis és viralis fert6zései, melyek hatterében inkabb masodlagos tényezok (a fej-nyak régio
anatomiai elvaltozdsai, betegek immobilitdsa, 1égzési segédizmok hypotonidja) allhatnak,
mintsem a betegséghez tarsuld immunszupresszido (90). A klinikai tiinetek alapjan felmeriil6
SLOS gyanut a szérum koleszterin csokkenése és emelkedett 7DHC szint igazolhatja, tovabbi
bizonyitast a molekularis genetikai vizsgalat ad (163). A 7DHCR tobb mint 130 kiilonb6z6
ugyanazon mutaci6 vezethet enyhe vagy sulyos rendellenességhez is (213). A betegek stlyossag
szerinti besorolédsa a fenotipus jegyeket alapul vevd, Kelley és Hennekam 4ltal modositott Bialer
pontrendszer segitségével torténik (90). A betegség kezelésére jelenleg csak tiineti terapia all

rendelkezésre. Oralis koleszterin szubsztitucid hatdsara a viselkedési problémak ¢és a
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hallasfunkciok javulasat, a fényérzékenység és a fertdzések csokkenését tapasztaltak (48).
Antioxidans kezelés, valamint statin terapia a szterol prekurzoruk toxicitasanak mérséklésén
keresztiil lehet hatasos (70). A kezelések hatasossagarol megoszlanak a vélemények, ugyanis a
randomizalt, placebo kontrollalt klinikai tanulmanyok vagy hidnyoznak, vagy nem tamasztjak
ala a nem standardizalt tanulmanyokban talalt eltéréseket (176, 194). Az elsé magyarorszagi
SLOS beteget 2002-ben diagnosztizaltak, ezt kovetden tovabbi 14 beteg keriilt felismerésre
(191). A magyarorszagi betegek tObbségét a Debreceni Egyetem Gyermekgyogyaszati

Klinikdjanak laboratoriumdban diagnosztizaltak a klinikai gyanu felmeriilését kdovetden szérum

t?-dehidrokoleszteﬁn koleszterinl_

szteroid neuroszteroidok . . i
hormonok oxiszterolok sejtmembran epesavak fEl%%%Elst,l
embriondlis

sejtdifferenciacio
3. abra Smith-Lemli-Opitz szindréma (SLOS) A sejtekben a 7-dehidrokoleszterin
reduktaz (7-DHCR) mutacidja kdvetkeztében csdokkend koleszterin és emelkedd 7-
dehidrokoleszterintartalom komplex sejtbiolégiai és élettani hatasokkal jar (F.D.
Porter nyoman(163)).

7DHC-koncentracié meghatarozasaval (144, 145). 2014-ben a Debreceni Egyetem Laboratoriumi
Medicina Intézetben a magyarorszagi betegek gondozéasara SLO-szindroma diagnosztikai és
terapias munkacsoportot alakitottak ki (188). A munkacsoport részletesen feltérképezte az

altaluk gondozott betegek klinikai, biokémiai és genetikai jellemzdit és elsdként irta le a 7DHCR

crer

crey

1:39125 (41) a korkép jelentés aluldiagnosztizaltsagara utal (94). Az altalam vizsgalt mintak a

korabban diagnosztizalt magyarorszagi betegektdl szarmaztak.
11.14. Hiperkoleszterinémia és annak immunoldgiai vonatkozasai

A koleszterinnel kapcsolatos betegségek masik, széles korben is ismert spektrumét a
zsiranyagcsere koleszterinszint-emelkedéssel jard zavarai képviselik. A hiperlipidémidk soran

kialakul6 hiperkoleszterinémia (HC) csak tiinet, melynek hatterében 3 6 ok allhat: a kedvezdtlen
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étrend ¢€s ¢letmadd altal kivaltott anyagcsere-tulterhelés, betegségek vagy gyogyszerek hatasara
kialakulé szekunder anyagcserezavarok. valamint a zsiranyagcsere primer, orokletes zavarai (2).
A koleszterin mellet természetesen mas lipidek ¢és lipoproteinek koncentracidja is megvaltozik,
figyelembe vevo Fredrickson-féle beosztas, vagy a triglicerid és koleszterinszint meghatarozasa
alapjan is (33, 60). A hiperkoleszterinémia kovetkezménye az etiologiatol, beosztastol
fliggetleniil szisztémas érelmeszesedés és kovetkezményes szivinfarktus, agyi infarktus vagy
periférias érelzarddas lehet (107, 140). A hiperlipidémiak sikeres kezelésének alapjat a megfeleld
diéta és ¢letmodvaltas jelentheti, mely legtobb esetben kiegésziil a koleszterin bioszintézis
kulcsenzimét, a hydroxy-metil-glutanyl-CoA-t (HMGCoA) szelektiven gatld statin készitmények
alkalmazasaval (1). A hiperlipidémidk népegészségiigyi jelentéségét nem lehet eléggé
hangstlyozni, a joléti tarsadalmakban a felndtt populacié tobb mint 50 szadzalékénak koros a
lipid profilja, a tarsuld betegségek pedig jelentésen terhelik az egészségligyi ellatd rendszert (1,
201). Habar az utobbi években némi javulas volt tapasztalhatd, a kardiovaszkularis halalozas
még mindig els6 helyen all Magyarorszagon (124).

Az elmult évek soran intenziv alapkutatasok =zajlottak az érelmeszesedés
patogenezisének, molekularis és sejtszintli torténéseinek feltarasara (11, 134). A jelenleg
legelfogadottabb hipotézis szerint az érelmeszesedés az endotél sejtek kiilonboz6é eredeti
(mechanikai stressz, anyagcsere betegségek, fert6zések, dohanyzas) karosodédsara adott kronikus
gyulladasos valaszreakcioja, mely fenntartasaban kiemelt szerepet jatszanak az érfalba lerakodo
lipid (koztiik koleszterin) molekulak (2, 100). A karosodott endotél altal termelt gyulladasos
faktorok aktivaljdk a velesziiletett és a szerzett immunrendszer sejtjeit, melyek az osztodo
simaizomsejtekkel k6zosen vesznek részt a foleg koleszterinnel telitett ateroszklerotikus plakkok
kialakitasaban (100). A plakk nemcsak elzarhatja az ereket, de a leszakadd tormelékek
mikroembolidkat okozhatnak, a plakk alatti meggyengiilt érfalban pedig gyakran alakul ki
aneurisma, melynek megrepedése stlyos vérzéssel jarhat (2). Ugy tiinik, hogy a T-sejtek kiemelt
szerepet jatszanak az érelmeszesedés gyulladasos folyamataiban (214). Erelmeszesedésben
szenvedd betegek és modellallatok vizsgalata egyarant alatdmasztotta az aktivalt T-sejtek
jelenlétét az ateroszklerotikus plakkokban (76, 172, 184). A T-sejtek jelentds része oxidalt LDL
partikulumokra volt specifikus (184). Hiperlipidémias allatmodellekben a CD4" limfocitdk
deplécioja csokkentette az érelmeszesedés progressziojat (49), immunhianyos SCID egerekben
az immunoldgiai funkcidk helyreallitasa viszont felgyorsitotta a folyamatot (223). Fontos
észrevétel, hogy az érelmeszesedéshez vezetd allapotok befolyasoljak az immunrendszer normal

miikddését is, tobbnyire csokkentve a szervezet ellendlld képességét kiilonbozé korokozokkal
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szemben (101, 129). Hiperkoleszterinémia hatasira megemelkedik a limfocitak
sejtmembranjanak koleszterintartalma (174). A mesterségesen eléidézett hiperkoleszterinémia
allatkisérletekben negativan befolyasolta a Kv ioncsatornak altal ellatott élettani funkciokat (77,
86). Legjobb tudasunk szerint munkacsoportunk publikalta el6szor az emelkedett

hiperkoleszterinémia hatasat human mintakbol izolalt limfocitak Kv1.3 csatornai esetén (183).
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I1l. CELKITUZESEK, VIZSGALT KERDESEK

Az elmult évek soran szamos olyan tanulmany latott napvilagot ahol a koleszterint az
ioncsatornak mikodésének fontos szabalyzdjaként jellemezték (103, 105). Ezen
tanulmanyokban  altalaban in  vitro moddszerekkel (pl.  ciklodextrin-koleszterin
zarvanykomplexszel) moédositottdk a membran koleszterintartalmat, majd vizsgaltak a
megvaltozott membrankdrnyezet hatdsat az ioncsatorndk miikodésére. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint az in vitro megnovelt koleszterinszint modositja az egészséges
donorokbdl izolalt limfocitak Kv1.3 ioncsatornainak kapuzasat. Az aktivacios €s inaktivacios
kinetika lelassult, a csatorna egyensulyi aktivacidja pedig a pozitivabb membranpotencidlok
felé tolodott el a kezelés hatasara (74). Hasonld valtozasokat irtak le egyéb kalium
ioncsatornak vizsgalata soran is (103). Jelen munkank egyik alapkérdése az, hogy a szterolok
in vitro kisérletekben talalt modositd szerepének van-e valddi biologiai jelentGsége?
El6fordulhat-e  olyan  betegség/korallapot, ahol a  sejtmembran  megvaltozott
koleszterintartalma befolyasolja az ioncsatornak miikodését? Ennek megvalaszolasara a
koleszterinhomeosztazist jelentdsen, de eltéré moédon befolyasold (koleszterinszintézis zavara,
illetve hiperkoleszterinémia) betegségek ioncsatornakra és T-sejtek miikodésére gyakorolt
hatasat vizsgaltuk meg periférias vérbol izolalt T-sejteken.

A Kvl.3 ioncsatorna C-terminalisanak funkciojarél kevés informacio van.
Hipotézisiink szerint a Kv1.3 C-termindlisa mas ioncsatornakhoz hasonloan (pl. P2X7 és BK
csatornak) részt vehet a csatorna szterolokkal torténd interakcidjaban (168, 181). A Kv1.3
aminosav szekvencidjat vizsgalva tobb CARC koleszterinfelismerd motivumot térképeztiink
fel a Kv1.3 C-terminalisan. Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk a Kv1.3 C-terminalisanak
szerepét a szterolokkal torténd interakciokban.

Munkénkat az alabbi konkrét célkitiizések mentén folytattuk:

I.  Hiperkoleszterinémias és Smith-Lemli-Optiz szindromas betegekbdl izolalt sejtek

koleszterintartalmanak, illetve szterolprofiljanak vizsgalata

Il.  Kv1.3 ioncsatornak kapuzasanak vizsgalata hiperkoleszterinémias és Smith-Lemli-
Opitz szindromas betegekbdl izolalt limfocitak esetén

I1l.  Vizsgalni kivantuk ezekben a korallapotokban a membrankoleszterin in vivo
megvaltozott Osszetételének hatasat a T-limfocita ioncsatornak altal szabalyozott
funkcioira (aktivacio, proliferacio)

IV. A SLOS szindromara jellemz6é membran 7DHC tartalom modellezése egészséges

donorokbdl izolalt limfocitak esetén
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VI.
VII.

VIII.

Kv1.3 ioncsatornak biofizikai jellemzdinek vizsgalata SLOS modellrendszerben

A koleszterin és a 7DHC Kv1.3 ioncsatornara gyakorolt hatasanak 6sszehasonlitasa
A C-terminalisatol — megfosztott Kv1.3 ioncsatorna  koleszterin/7-DHC-
érzékenységének vizsgalata

A Kvl1.3 C-terminalisan talalhatd CARC szekvencidk pontmutacioival eldallitott

csatornak koleszterinérzékenységének vizsgalata

25



IV. ANYAGOK ES MODSZEREK
IV.1. Oldatok, vegyszerek

A kisérletekben felhasznalt oldatok és vegyszerek jelentds részét a Sigma Aldrich Kft.
(Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk, minden ellenkez6 esetben az anyag mellett feltiintettiik

a forréasat.
IVV.2. Mintagyiijtés, csoportba rendezés
IV.2.1. Hiperkoleszterinémia

A kisérletek soran 15, korabban nem kezelt, a Friderickson szerinti besorolés alapjan
II/A; 1I/B csoportba tartoz6 hiperkoleszterinémias személyt vizsgaltunk. A mintagyljtés soran
arra torekedtiink, hogy a mintaadok teljes koleszterinszintje a fiziologias <5,2 mmol/l értéknél
magasabb legyen. Mivel ezen értékek nagysaga tag hatarok kozott mozgott a megfigyelt
populédcidban, a hiperkoleszterinémids mintdkat a koleszterinszintek alapjan két csoportra
bontottuk. Az els6é csoportba (HC I. csoport) a mérsékelten (5,2 mmol/l < X < 10 mmol/l), a
masodik csoportba (HC Il. csoport) a jelentésen (10 mmol/l < X ) emelkedett
koleszterinszinttel rendelkezé személyek mintai keriiltek. A vizsgalatok soran a kontroll
sejteket hét, normal koleszterinszinttel rendelkez6 Onkéntesbdl nyertiik. Sem a
hiperkoleszterinémiés, sem a kontroll csoport tagjai nem szenvedtek egyéb, altalunk ismert
olyan betegségben, amely befolyasolhatta a mérési eredményeket, illetve a
szérumkoleszterinszinteket. Igy a maj, vese, endokrin zavarok, cukorbetegség, alkoholizmus,
drogfiiggdség, lipidcsokkentd és egyéb gyogyszerek hasznalata a tanulmanybdl vald kizarast
vonta maga utan. A kivalasztott betegekt6l és kontroll személyektdl a Belgyogyaszati Klinika
A Epiilete Lipid Szakrendelésének munkatarsai egyenként 10 ml periférias vénas vért vettek a

véralvadast elkeriilendd, heparinizalt Vacutainer csovekbe.
IV.2.2. Smith-Lemli-Opitz szindréoma

Vizsgalataim kezdetéig Magyarorszagon 15 SLOS-ban szenved6 gyermeket
diagnosztizaltak (145). A Debreceni Egyetem ,,SLO-szindroma diagnosztikai és terapias
munkacsoport”-ja két tanulmanyaban publikalta a diagnosztizalt betegek részletes
esetismertetését kiilonos tekintettel a fenotipusos, biokémiai és genetikai jellemzokre (18,
144). A betegeket a fenotipusos jellemzdéket figyelembe vevé Kelly és Hennekkam féle
sulyossagi rendszer alapjan osztottak csoportokba. Az enyhe csoportba négy, a tipikus
csoportba hét, mig a stilyos csoportba négy gyermek keriilt. A tipikus csoportbol két, a sulyos

csoportbol pedig mind a négy gyermek elhunyt a mintavételezés megkezdése elott. A
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diagnozist kovetden minden gyermek oralis koleszterinpdtlasban (150-300 mg/ttkg) részesiilt,
valamint statin terapia is indult, amit 6t esetben a mellékhatasok miatt felfiiggesztettek.
Tanulmanyunkba végiil a kilenc elérhetdé magyarorszagi betegbdl 8-at sikeriilt bevonni
(€letkor: 7,65 £ 2,23 év), egy gyermek ugyanis kiilfoldon tartozkodott. A mintavételezés
soran 8 egészséges, az SLOS betegek ¢letkorahoz igazitott kontroll személyt (€letkor: 7,66 +
1,83 év) is bevontunk a tanulményba. A betegektdl és egészséges kontroll személyektdl

egyenként 10 ml periférias vért vettiink heparinizalt vakumos csdvekbe.
IV.3. Sejtek, sejtvonalak
IV.3.1. Mononuklearis sejtek szeparalasa

A vérmintakbol  Ficoll-Hypaque  stirliséggradiens centrifugalassal nyertiink
mononuklearis sejteket, majd kétszer mostuk ket Ca®*- és Mg®*-mentes 25 mM HEPES-t
tartalmaz6 Hanks oldatban, végiil 10% FBS-t (Fetal Bovine Serum) és 25 mM HEPEST-t
tartalmaz6 RPMI-1640 oldatban szuszpendaltuk fel 6ket. A sejtek felét ezutan lefagyasztottuk
-80 °C-ra és ott taroltuk az elektrofiziologiai vizsgalatok elvégzéséig. A proliferacios

kisérleteket frissen izolalt sejtek felhasznalasaval végeztiik.
IV.3.2. CHO (Chinese Hamster Ovary) sejtvonal

A kinai horcsog petefészkeébdl izolalt sejtvonalat (CHO) magas gliikéz (4500 mg/ml),
10% FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/ml penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin tartalmu
Dulbecco féle minimum esszencialis (DMEM) tapoldatban tenyésztettiik, 37°C-on, 5% CO,

és 95%-os paratartalom mellett. A sejteket hetente haromszor passzaltuk.
IV.3.3. Stabilan transzfektalt CHO sejtvonalak

A Kvl.3 ioncsatorna vad tipusa (VT-Kv1.3) és a C-terminalisanak utolsdé 84
aminosavatdl megfosztott (AC-Kv1.3, un. delécidos mutans) verzidjat stabilan expresszalld
CHO sejtvonalakat munkacsoportunk munkatarsa, Dr. Szilagyi Orsolya hozta létre retroviralis
transzdukcidos modszerrel (192). A csatornakat monomerikus zold fluoreszcens fehérjével
(mGFP) konjugalta, mely lehetdséget adott az elektrofiziologiai mérések sordn a vad tipust és

delécios mutanst expresszallo CHO sejtek kivalasztasdhoz.
IV.4. Koleszterin és 7-dehidrokoleszterin toltés

A frissen izolalt lipfocitakat, illetve CHO sejteket kétszer mostuk Hanks oldattal, majd
2x10°  sejt/ml  koncentraciéban  szuszpendaltuk  metil-B-ciklodextrin/koleszterin-t

(MBCD/CHOL) vagy metil-p-ciklodextrin/7-dehidrokoleszterin-t (MBCD/7DHC, CycloLab,
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Magyarorszag) tartalmazo Hanks oldatba (a szovegben és abrakon feltiintetett
koncentracioértékek minden esetben a komplexek koleszterin, illetve 7DHC tartalmara
utalnak). A sejtszuszpenziét 60 percig 37°C-on inkubaltuk, majd kétszer mostuk Hanks
oldatban, végiil az elektrofiziologiai mérések soran kiilsé oldatként alkalmazott normal
extracellularis oldatban wvettiik fel a sejteket. A kontroll sejtek esetében ciklodextrin

szarmazékok nélkiil inkubaltuk a sejteket.
IV.5. A sejtek koleszterin és 7DHC osszetételének meghatarozasa
IV.5.1. Amplex Red Cholesterol Assay Kit

A hiperkoleszterinémias sejtek koleszterintartalmanak meghatarozasat az Amplex Red
Cholesterol Assay segitségével végeztiik. Az esszé soran a sejteket elészor Triton X-100
alapt oldat segitségével lizaltuk (az oldat 6sszetevdi: S0 mM Tris, (pH 8,0), 2 mM CaCl,, 80
mM NaCl, 1% Triton X-100), majd a gyarté altal ajanlott protokollnak megfelelden a
lizatumot és a reagenseket 96 lyuku talcan inkubaltuk (8). A sejtek lizalasa soran felszabadulo
koleszterinmolekulak koleszterin-oxidaz hatasara bomlanak, a reakcié soran keletkezd
hidrogén-peroxid pedig az Amplex-Red reagenssel (10-acetil-3,7-dihidroxiphenoxazin) egy
fluoreszcens molekulat (rezorufin) képez. A koleszterinnel ekvimolaris mennyiségben

keletkezd rezorufint fluorimetrids eljarassal detektaltuk, amibdl kovetkeztettiink a sejtek

crer
crer

crer

Annak érdekében, hogy eredményeink a mintdk sejtszamatol fliggetlenek legyenek, a
koleszterinkoncentracidé meghatarozadsa soran kapott értékeket a fehérjekoncentracidval

aranyos, 280 nm-en mérhetd abszorbanciara normaltuk.
IV.5.2. Gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)

Az SLOS betegekbdl szarmazd vordsvértestek (vvt) CHOL és 7DHC
koncentraciojanak  meghatdrozasdhoz = gazkromatografia-tomegspektrometrian  (GCMS-
QP2010, Shimadzu) alapulé modszert alkalmaztunk. A kisérleteket Dr. Péter Maria az SZBK
munkatarsa végezte. A mintakhoz belsd standardként 10 pg/ mg protein ergoszterol keriilt
hozzaadasra. A lipidextrakcio modositott Folch protokol alapjan tortént (17). A mintak
fehérjetartalmanak meghatarozasahoz BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham) keriilt felhasznalasara a gyarté utasitasait kovetve. Az extraktumok elparolasa utani

maradék anyagot 25 ul benzénben oldottak, majd 3 pl N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid-ban
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vették fel és inkubaltdk szobahOmeérsékleten 1 oran keresztil. A reakcidé soran keletkezo
trimethylsilyl éter szarmazékok 1-1 pl-ét injektaltdk a kromatografias oszlopokra. Az egyes

szterolok azonositasa koleszterin és 7DHC referenciaoldatok segitségével tortént.
IV.6. Limfocitaaktivacio, proliferacio vizsgalata
IV.6.1. A CD154 expressziojanak vizsgalata

A CD154 (CD40 ligand) egy korai, kalciumfiiggé T-sejt aktivacios marker (37, 207).
Expresszidjanak vizsgalatdhoz az SLOS ¢és kontroll sejteket tartalmazd mintdkat 1uM
thapsigarginnal aktivaltuk 3 6ran keresztiil, 37 °C-on, majd 5% FCS/PBS-ben mostuk a
sejteket haromszor. Ezutan phycoerythrinnel (PE) konjugalt egér anti-CD3 és Alexa 488
konjugalt egér anti-CD-154 antitestekkel jeloltiik a sejteket 20 percig, szobahdmérsékleten, a
gyartd utasitasait kovetve. A kontroll mintdkhoz a fent emlitett antitest (CD3) izotipus
kontrolljat adtuk. Az inkubaciot kovetden haromszor mostuk a sejteket 5% FCS/PBS-ben. A
jelolést kovetéen BD FACScan (Beckton-Dickinson, New Jersey, USA) citométerrrel
vizsgaltuk a mintikat. Minden esetben legalabb 10000 CD3" T-sejt CD154 expresszidjat
értékeltiik ki FCS Express 4 szoftver (De Novo Software, Glendale, USA) segitségével.

IV.6.2. Karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter (CFSE) higulasi esszé

crer

kidolgozott CFSE-higulasi esszé munkacsoportunk altal modositott valtozatat hasznaltuk
(120-122, 160). A modszer elénye a tobbi ismert proliferacios esszével szemben, hogy
hosszan, akar 4-6 osztodasi cikluson keresztiil lehet monitorozni a 24-48 6ranként 0sztdédo T-
limfocitdkat. Az essz€ soran membran-permeabilis, de nem fluoreszcens CFDA-SE
(karboxifluoreszcein-diacetat-szukcinimidil-észter) oldattal inkubaljuk a sejteket. A
citoplazmaba diffunddlo CFDA-SE molekuldkrdl intracellularis észterazok hasitjdk le a két
acetat csoportot, kialakitva a fluoreszcens és nem membranpermeabilis CFSE molekulat (47).
A CFSE intracellularis fehérjék aminocsoportjaihoz kapcsolédva stabil festék-fehérje
konglomeratumokat képez. A lassan metabolizdlodo citoszkeletalis fehérjékhez valo
kapcsolodas okozza a CFSE-festés hosszu életidejét. A T-limfocitdk mitotikus osztodasa
soran az utodsejtek CFSE koncentracidja a kiindulédsi érték felére csokken, igy aramlasi
citométeren jol megfigyelhetéek az egyes osztddasi ciklusokon atment T-limfocitak egyes
populacioihoz tartozd fluoreszcenciacsucsok. A periférias vérbol frissen szeparalt
mononuklearis sejtekhez 1 uM-os végkoncentracioban adtuk a CFSE-t, majd a

sejtszuszpenziot 15 percig szobahémérsékleten és 20 percig 37 °C-on inkubaltuk. Tekintve,
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hogy a CFSE fényérzékeny anyag, a sejteket az aramlési citométeres mérésekig (1asd lentebb)
fénytdl védve kezeltiik és taroltuk. A limfocitak szelektiv aktivacigjahoz 500ng/ml anti-CD3
és 1 pg/ml anti-CD28 szolubilis antitesteket hasznaltunk, mely hatasara a sejtek atlagosan
0todik napon vizsgéaltuk FACScan tipust citométer segitségével (a CFSE gerjesztési
maximuma 488nm, illetve emisszidos maximuma 520 nm sajat spektrofluorimetrias mérés,
illetve irodalmi alapok alapjan (120)). Kopenyfolyadékként PBS (20mM Na;HPO,4, 115 mM
NaCl, pH 7,4) oldatot hasznaltunk . A vizsgalt sejtek szama tenyésztéedény lyukakként 100
000 volt. Harom paramétert mértiink: az eldreszérast (FSC), az oldalszorast (SSC), illetve a
sejtekben talalhato CFSE altal emittalt fluoreszcenciaintenzitast. Az FSC és SSC értékek
alapjan kaput illesztettiink a limfocitakra, majd a kapu altal hatarolt populacionak vizsgaltuk
meg a CFSE fluoreszcencia-hisztogrammjat (lasd 15.abra). A proliferacidé mértékét az
osztodasok soran létrejott utddsejtek €s az Osszes sejt szamanak hanyadosaként definialt
osztodasi indexszel (Ol) jellemeztiik, az alabbi képlet segitségével:

n n

(334
k=1 k=0

ahol az n darab osztddasi ciklus alatt a k ciklusban Ay darab sejt volt a mintaban.
IV.7. Elektrofiziolégia
IV.7.1. A patch-clamp technika alapjai

Elektrofiziologiai méréseinket az Erwin Neher és Bert Sakmann altal 1976-ban
publikalt patch-clamp technika segitségével végeztiik, fesziiltségzar tizemmodban, teljes-sejt,
illetve outside-out patch konfiguracioban (141). A teljes-sejt konfiguracio kialakitasa soran az
altalunk hasznalt iivegpipetta €s a sejtmembran kézott nagy ellenallasu kapcsolatot, un. giga-
sealt hoztunk 1étre, majd az tireges pipetta belsejében hirtelen csokkentjiik a nyomast, aminek
hataséra kiszakad a pipetta nyildsa alatt elhelyezked6 membrandarabka. A pipetta belsejében
elhelyezkedd belso oldat és a sejt citoplazmaja ekkor taldlkozik egyméssal, igy a pipettaban
talalhato elektrodaval konnyen mérhetdvé valik a teljes sejtmembranon atfolyd aram. Az
outside-out patch konfiguracio kialakitasahoz a teljes-sejt konfiguracid elérését kovetden
lassan felemeljiikk a pipetta hegyét, kiszakitva a membran egy kicsiny, pipettahoz tapado
részét. A mindkét oldala felé nyitott, zsadkszerli membrandarab pipetta lumenétdl tavolabbi
része altalaban spontan Osszeolvad, kialakitva egy vezikula szerii képzédményt, melyet a
pipetta belso oldata tolt ki. Az eredeti membrandarab intracellularis oldala a vezikula lumene,

mig extracellularis oldala a kiilsé tér felé néz (innen ered a modszer elnevezése). A modszer
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elénye tobbek kozott az, hogy a citoplazmatikus szabalyoz6 tényezdk hatasa korlatozottan
vagy egyaltalan nem érvényesiilhet, mig a csatorna biofizikai paraméterei nem valtoznak.
Kiilondsen elényds az outside-out patch konfiguracio, amikor a nagy teljes-sejt aramok esetén
kialakulo jelentés soros ellenallas mérési hibat okozna- ekkor a vizsgalt membran felszin
csokkentésével a hiba elkeriilhetd. A fesziiltsag-zar lizemmod sordn tetszoleges
membranpotencidl értékeket allitunk be a membran/membrandarab két oldala kozott, majd

vizsgaljuk a depolarizacid/repolarizacid hatasara kialakulé iondramok biofizikai paramétereit.
IV.7.2. A patch-clamp mérések sordan hasznalt miiszerek, médszerek és oldatok

A mérések soran személyi szamitogéphez Digidata 1440 és 1322A A/D konverter
segitségével kapcsolt Axopatch-200A és Axopatch-200B erdsitoket alkalmaztunk. (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) A sejteket Nikon TE2000U vagy TS100 mikroszkop alatt
azonositottuk, a mérdelektrodadt a mikropipettaval Burleigh PCS-PS60 mikromanipulator
(Thorlabs, Newton, NJ, USA) segitségével iranyitottuk a sejtekhez. Az adatok felvételéhez és
kiértékeléséhez pClamp10 szoftvercsomagot hasznaltunk (Axon Instruments Inc., Foster City,
CA). Az elektrofiziolégiai mérések soran a CD4" T-sejtek szelekcidjat Matteson és Deutsch
(135) utan a kovetkezéképpen végeztiik: az egér anti-human CD4 antitestekkel jelolt sejteket
olyan specialis Petri-csészékben inkubaltuk, melyek aljahoz kecskében termeltetett anti-egér-
IgG antitesteket kotottiink ki. A mérések elott a Petri-csészéket 6t alkalommal mostuk normal
extracellularis oldattal, igy eltavolitottuk az antitestek altal ki nem horgonyzott sejteket. A
mérések soran felhasznalt pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark Biomedical
Instruments, Pangbourne, UK) iivegkapillarisokbol huztuk négy fazisban, majd ho
segitségével poliroztuk a pipettdk hegyét. A pipettak ellenalldsa normal intra- ¢és
extracellularis oldat esetén 3-5 MQ volt, outside-out konfiguracié esetén 5-7 MQ. Az
elektrofiziologiai mérések soran az extracelluldris vagy mas néven kiilsé oldat osszetétele a
kovetkezé volt: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl,, 5,5 mM gliikoz, 10
mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm), mig a pipettaban 1év6 bels6 oldat: 140 mM KF, 11 mM
K,EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl;, és 10 mM HEPES (pH 7,20, 295 mOsm) volt. A
méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (22-24 °C) végeztiik. Az elektrofiziologiai
mérések sordan az ohmikus szivargdsi aram Kkorrekciojat részben mérés kozben P/N
protokollal, részben utdlagosan a pClamplO szoftvercsomag segitségével végeztik. Az
aramgoOrbéket 4 polusu Bessel szilirtivel szlirdztiik, utdlag pedig individudlis értékelés utan,

amennyiben sziikség volt rad digitalisan szlrtiik harom pontos boxcar modszerrel. A
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mintavételezés frekvencidja a protokolloktol fiiggden 1 és 10 KHz kozott volt a Nyquist tedria

figyelembe vételével.
IV.7.3. A patch-clamp mérések sordan alkalmazott protokollok

A Kvl1.3 expressziojat kozvetett modon, az aramsiirtiség (Jkvi3) kiszamitasaval
szamszerusitettiik. Az egységnyi feliiletegységre eso csatornaszammal ardnyos dramsuriiséget
a +50 mV-os depolarizacié soran mért csucsaram (Imax) és a teljes-sejt kapacitas (Cp)

hanyadosaként definidltuk. Ennek megfelelden a sejteket a kezdeti -120mV-os tartd
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4. dbra A Kv1.3 ioncsatorna aktivaciojanak és inaktivacidjanak vizsgalata. Az A panel
felsd részén az aktivacios kinetika, a B panel esetén az inaktivaciés kinetika vizsgalata soran
alkalmazott fesziltségprotokollok lathatéak. A panelek alsé részén a fesziltség protokollok
alkalmazasat kévetden regisztralt aktivacios (A) és inaktivacios (B) aramgorbék. Az aktivacios
és inaktivaciés idéallandok meghatarozasahoz a panelen lathaté képlettekkel illesztettik az
aramgorbéket (a képletekben szerepld valtozokat lasd a IV.7.3 fejezetben). Az illesztések
eredményét sziirke szaggatott vonallal jeldltiik.

fesziiltségrél +50mV-ra depolarizaltuk, 15 ms hosszan, 30 s-onként. Minden sejt esetében
legalabb harom egymas utani depolarizal6 impulzus soran kapott &ramgorbe amplituddjanak

atlagat tekintettik a cstucsaramnak. Az Axopatch erdsité teljes sejt membrankapacitas

crer

pClamp10 szoftver minden sejtrdl egyedileg rogzitett.
A Kv1.3 ioncsatorna aktivacids kinetikajanak vizsgalatahoz a sejteket a -120mV-0s
tartofesziiltségrél +50mV-ra depolarizaltuk 15 ms hosszan, az impulzusokat 15

masodpercenként ismételtiik meg. A kapott aramgorbéket a pClamplO szoftver

32



2800 +50mV
? MV =1 soi : B 5 Gr=G\/Gra=L/(L+eXP[-V-Vy,)K]
s N idé (ms) g 107
=, =}
; E
1 o 0,5 T
. 1 < V12
g 'S /
€ 0,0
o 0.0 oo
0 150 300 c -80-60-40-20 0 20 40 60
id6é (ms)

tesztfesziiltség (mV)
5. abra A Kv1.3 ioncsatorna egyensulyi aktivaciéjanak vizsgalata. Az A panel jobb fels§

sarkaban az egyensulyi aktivacié vizsgalatahoz hasznalt feszliltség—protokoll és az

alkalmazasa soran kapott aramgorbék lathatoak. A B panelen talalhato, un. G, (V) gorbe

megszerkesztéséhez a feltlintetett képlet segitségével (a képletekben szereplé valtozokat
lasd a IV.7.3 fejezetben) hataroztuk meg az egyes tesztpotencialokhoz tartozé6 maximalis

konduktancia értékeket. Az egyensulyi aktivaciot a G (V) gorbe meredekségével és a

félaktivacios fesziiltséggel (V. ) jellemeztik.

1/2

felhasznalasaval, Hodgkin és Huxley alapjan, az Gigynevezett n*-es modellel illesztettiik: I(t) =
la x (1-exp(-t/ty))* + C , ahol I(t) a t-idépontban mérhetd aram, I, a protokoll soran mért dram
amplitaddja, T, az aktivacios kinetikat jellemz6 idéallando, C pedig a -120 mV-on mért dram
nagysaga. Minden sejt esetében legaldbb hirom egymast kovetd depolarizald impulzust
alkalmaztunk, majd a kapott dramgorbékbdl az illesztés utan meghataroztuk az aktivacios
id6allandok (1) atlagat (4/A éabra).

A Kvl.3 ioncsatorndk inaktivacidjdnak meghatdrozdsa soran -120 mV-o0s
tartofesziiltségrél +40 mV-ra depolarizaltuk a sejteket két masodperc hosszan (4/B dbra). A
csatornak gyors aktivalodasa utan a Kv1.3 csatornara jellemzd lassu, ugynevezett C-tipusu
inaktivacid volt megfigyelhetd. A mérés sordn kapott aramgorbék leszalld szarat egy
exponencialis tagot tartalmazo fiiggvény segitségével illesztettiik: I(t) = 1o x exp(-t/tj)) + C,
ahol I(t) az illesztés kezdetétd] szamitott t iddpontban mérhetd dramerdsség, 1o az inaktivalodo
komponens amplitadoja, ti az inaktivacios id6allando, C pedig az egyensulyi (steady-state)
aram nagysaga a depolarizacid végén. Az egyedi sejtre jellemzd inaktivacids iddéallando
meghatdrozdsa soran minden sejt esetében legaldbb harom depolarizald impulzust
alkalmaztunk 60 masodpercenként, majd az egyes aramregiszterek illesztése soran kapott

inaktivacids idéallandokat atlagoltuk.
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Az egyenstlyi aktivacio fesziiltségfliggését az alabbi modon karakterizaltuk: a sejteket
a -120 mV-os tartofesziiltségrol egyre pozitivabb tesztpotencidlokra depolarizaltuk, -70 mV-
tol +40 mV-ig, 10 mV nagysdgu 1épéskozoket alkalmazva (in. I-V gorbe). A depolarizald
impulzusok hosszat egyre csokkentettiik, ugyanis a depolarizaciés fesziiltség novelésekor az
aram aktivaciojanak gyorsuldsa miatt a teljes-sejt aram rovidebb 1d6 alatt éri el a maximalis
értékét (5/A  abra). Ezt kovetden az egyes tesztpotencidlokon kapott maximalis
aramértékekbol az alabbi Osszefliggés alapjan szamoltuk ki a teljes-sejt konduktanciat:
G(V)=lmax/(V-Erey), ahol a G(V) a V tesztpotencialon mért teljes-sejt konduktanica, Imax az
adott tesztpotencidlon mért csicsaram, V a tesztpotencidl, E, pedig a Nernst egyenletbdl
szamitott K* egyensulyi potencidl (-85 mV). A kapott G értékeket normaltuk a maximélis
konduktancia értékre, majd abrazoltuk a tesztpotencidl fliggvényében, igy kapva meg a
normalt konduktancia-tesztfesziiltség fiiggvényt (in. G-V gorbe) (5/B abra). Az adatpontokra
Boltzmann-fiiggvényt illesztettiink: Gn=1/(1+exp[-(V-V12)/K]) ahol Gy a normalt
konduktancia, V az aktualis tesztpotencial, Vi, a félaktivacios fesziiltség, k pedig az aktivacid
fesziiltségfliggésének meredeksége. Az egyensulyi aktivaciot a félaktivacios fesziiltség és a

meredekség meghatarozasaval jellemeztiik.
IV.8. Flanking primer mutagenezis
IV.8.1. A flanking-primer mutagenesis modszer ismertetése

A mutans Kv1.3 csatornakat az 5. abran bemutatott flanking-primer mutagenesis technika
laborunkban optimalizalt valtozataval hoztuk létre (79). A mutaciohoz egy kiils6 (A szensz és
D antiszensz primerek) és egy belsé primer part (B szensz és C antiszensz primerek)
terveztiink (6/A abra). A kiils6 primer par (A és D) esetén a mutalni kivant szekvenciatol
proximalisan, illetve disztalisan elhelyezked6, Ec091l, illetve ECOR1 restrikcios
hasitohelyeket magaba foglald szakaszokkal komplementer szalakat terveztink. A bels6
primer parnal (B és C) a moddositani kivant szakasszal részben atfedd, de a megfeleld
helyeken eltéré nukleotidokat tartalmazo primereket terveztiink. Az els6 PCR reakcid soran
kevert primer parokat alkalmazva felerésitettik az AB és CD szakaszokat. A bels6
primereknek koszonhetden a keletkezd termékek a tervezett helyeken pontmutaciokat
tartalmaztak. A részben atfedd AB és CD szakaszokat egy masodik PCR reakcioban az A és
D primereket felhasznalva egyesitettiik és felerdsitettiik (6/B abra). A masodik PCR reakcio
soran igy egy olyan AD terméket kaptunk, amely mdr tartalmazza az altalunk tervezett
pontmutéciokat. Ezt kdvetden a restrikcids enzimekkel meghasitottuk a vad tipusu Kvl1.3-at

tartalmazo6 plazmidunkat és a masodik PCR reakci6 soran kapott AD terméket (6/C abra). A
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hasitast kovetden agaroz gélen futattuk és izolaltuk a plazmidot, majd ligalassal egyesitettiik a
mutalt AD szakaszt és a hasitott plazmidot (6/C abra). A ligalas utani plazmidot E. Coli
kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd a bakterialis telepek jboli leoltasat kdvetden

izolaltuk és DNS szekvenalassal ellendriztiik a mutacio jelenlétét.

vad tipusu csatornat (piros) tartalmazo plazmid (fekete)
atfedés
mutélni kivant szekvencia (fehér) )
C primer A primer ~— CD szakasz
[ e —
I
B ori AB szakasz D primer
rimer
& P ECOR
Y/
M Q
S
=4
m
o
o
v}
a.

mutaciot tartalmazo AD szakasz

c

mutdcidt tartalmazo inzert (AD szakasz)
mutélt inzertet (AD szakaszt) tartalmazo plazmid

hasitott (lires) plazmid
ECO91 Ecom
U ~

6. abra Flanking primer mutagenesis modszer. A részleteket lasd a szévegben (1V.8.1 fejezet).

IV.8.2. PCR reakcio

A PCR primereket Vector NTi (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham) szoftver segitségével
terveztiik, melyeket az Integrated DNA Technologies gyartott le (Coralville, USA). A PCR
reakciok soran Phusion High-Fidelity DNA Polymerase-t (ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham) hasznaltunk a gyartd utasitasait kovetve. Az alabbi primereket hasznaltuk a

mutéaciok létrehozasdhoz (pirossal kiemelve a modositott bazis tripletek):
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Bels6 primer parok a CARC4 kotohely esetén:

Sszensz primer:
5’GCGGTATCGGAGGCTGCGTGAGTCTCAGCTCAATGAGGA
antiszensz primer:
5’GCGTCGGAGGCTATGGCGATCGAAGAGGGGGGTATGAAC

Belsd primer parok a CARCS kotdhely esetén:

Szensz primer:

5> AGCATCGGTGGCTATCGCTGCGATGTTGACACAAGAGTTGGG
antiszensz primer:

5’ GCAGCGATAGCCACCGATGCTTAAGCGGCCGCGAATTCTGCAGTC

A Kkilsé primer par szekvenciai, kiemelve az Eco91l, illetve EcOR1 restrikcios enzimek
hasitohelyei:

Sszensz primer:

5’- CAGTGGTAACCATGACAACAGTGGGTTACGGC

antiszensz primer:

5’-CGCGAATTCCCTTAAACATCGGTGAATATC

IV.8.3. Gélelektroforézis

A PCR reakci6 soran keletkezett DNS termékeket 1%-0s agardz gélben futattuk meg,
melyhez 0,5 pg/ml etidium bromidot adtunk. A mintakat 6x tolt6 pufferrel jeloltik, majd
felvittiik az 1x Tris-acetat-ETDA-ban (TAE) inkubalodo agardz gélre. Kontrollként 1 kb DNS
1étrat alkalmaztunk (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham). 30 percen keresztiil, 100V
fesziiltség mellett futattuk a mintdkat, majd alacsony intenzitdsi UV megvilagitas alatt

kivagtuk az amplifikalt DNS fragmentumokat a gélbol.
IV.8.4. DNS extrakcio és tisztitas

A DNS extrakciohoz hagyoményos fenol extrakcidos modszert alkalmaztunk. A
kivagott agardz gélt centrifugalassal homogenizaltuk, majd felvettiik 400 ul fenolban és 20
percig -80 °C-on taroltuk. A kiolvasztott mintat centrifugaltuk (5000 RCF, 5 perc), és a felso,
DNS-t tartalmazé réteget pipettaval kinyertiikk. Ehhez 200 pl fenolt és 200 ul kloroformot
adtunk, majd ismét centrifugaltuk (5000 g, 5 perc). A centrifugalas utan kinyertiik a fels6
réteget, amit 40 pl Na-acetattal és 1ml tiszta etanollal kevertiink dssze. A mintat 60 percig -
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20°C-on inkubaltuk, majd ismét centrifugaltuk 4 °C-on (5000 g, 20 perc). A feliiluszot
eltavolitottuk és 1 ml 70%-0s etanollal mostuk a DNS pelletet. Ujabb centrifugalas (16000 g,
15 perc) utan eltavolitottuk a feliiliszot és kiszaritottuk a mintakat. A DNS koncentraciot
NanoDrop 2000 spektrofotométerrel hataroztuk meg (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham).

IV.8.5. Hasitds restrikcids enzimmel

Az EcoR1(GAATT|C) és Eco91l (GJGTAACC) restrikcidos enzimeket a gyartd
utasitasait kovetve hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA).

IV.8.6. Ligalas, transzformalds, plazmidpreparalads

Ligéalas soran T4 DNA Ligase enzimet haszndltuk a gyartd utasitdsai alapjan. A
plazmid-inzert arany 1:5 volt (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA). A
transzformdldshoz E. Coli (ET12567) kompetens sejteket hasznaltunk. A plazmidokat
felszuszpendaltuk 200 ul kompetens sejteket tartalmazo oldatban, majd 20 percig inkubaltuk a
mintat jégen. 1 perces 42 °C-os h6sokkot kdvetden 2 percre ismét jégre helyeztiik a mintakat.
Ezt kovetden 800 pl SOC médiumot adtunk a sejtekhez és 200 1/perc sebességgel, 37°C-on
razattuk 6ket 45 percig. [d6kozben elkészitettiik a 10ml LB agart (10 g/l tryptone, 5 g/ élesztd
kivonat, 10 g/l NaCl, 1,5% agar, pH 7,0) és 50 ug/ml kanamycint tartalmazé tenyészto
lemezeket. A razatast kovetden a transzformalt sejteket lecentrifugaltuk (10 min, 400g) majd
200 pl SOC oldatba vettiik fel és szélesztettiik ket a tenyésztd lemezeken. A lemezeket 37
°C-on inkubaltuk 12-18 o6ran keresztiil. A transzformalt baktériumok egy-egy telepét Sml, 50
pg/ml kanamycin tartalmu folyékony LB médiumba (10 g/l tryptone, 5 g/l élesztd kivonat, 10
g/l NaCl, pH 7,0) oltottuk le, majd 12-18 6ran at razattuk, 200 rpm-en, 37°C-on. A plazmid
DNS kinyeréséhez a PureYield Plasmid Miniprep System-et (Promega Corporation, USA)

hasznaltuk a gyartd utasitasait kdvetve.
IV.8.7. DNS szekvendalas

A DNS mintékat a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai K&zpontjanak munkatérsai
szekvenaltak, a szekvenalasi eredményeket VectorNTI (Thermo Fisher Scientific, Inc.,

Waltham) program felhasznalasaval ellendriztiik.
IV.9. Tranziens transzfekcié
A CHO sejteket Lipofectamine 2000 reagenst hasznalva transzfektaltuk a gyartd

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) utmutatdsai szerint. A transzfektdlast 12 lyuku
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szovettenyésztd edényben, a sejtek kb. 80%-os konfluencidja mellett végeztik. A Kv1.3
csatorndkat N-terminalis EGFP (zold fluoreszcens fehérje) jeloléssel lattuk el, igy a
transzfektalt, csatornat expresszalo sejtek fluoreszcens mikroszkop segitségével kozel 100%-
0s pontossaggal azonosithatok. Az EGFP-pozitiv, transzfektalt sejteket Nikon TE2000U vagy

TS100 inverz fluoreszcens mikroszkdppal azonositottuk.
IV.10. Statisztika

Az eredmények statisztikai 0sszehasonlitasat Student féle t-teszttel (normalis eloszlas
esetén) vagy Mann-Whitney-probaval (nem normalis eloszlas esetén) végeztiik. Tobb mint két
minta Osszehasonlitasa soran egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk
Holm-Sidak post hoc analizissel. A mérési eredmények feltiintetése soran minden esetben az
atlagértékeket és azok kozepes hibgjat (SEM) adtuk meg, n>4 fiiggetlen mérésre. A

szignifikans eltéréseket p<0,05 esetén *, p<0,001 esetén ** jeloltiik.
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V. EREDMENYEK

V.1. A limfocitak koleszterintartalmanak vizsgalata hiperkoleszterinémiaban

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy hiperkoleszterinémia esetén
megemelkedik a T-sejtek koleszterintartalma (174). Hipotézisiink szerint az emelkedett
koleszterintartalom esetén a membran koleszterintartalom is emelkedik, ami modosithatja a
transzmembran fehérjék, igy az ioncsatorndk milkodését is. A korabbi eredmények
megerdsitése érdekében elsd 1épésként Gsszehasonlitottuk az egészséges donorokbol illetve
hiperkoleszterinémias betegekbdl szarmazdé limfocitdk koleszterintartalmat. Pozitiv
kontrollként normokoleszterinémias sejteket toltottiink 215uM MBCD/CHOL segitségével. A
koleszterintartalom meghatarozasahoz az Anyagok és modszerek I1V.5.1 fejezetében
részletesen bemutatott Amplex-Red esszét hasznaltuk fel. A koleszterin koncentracio
meghatarozasa soran kapott értékeket a 280 nm-en mérhetd abszorbancidra normaltuk. Ezen a
hulldimhosszon mért abszorbancia ardnyos a mintaban taldlhatdo fehérje (és a sejtek)
mennyiségével, ami lehetévé teszi, hogy a normalas utdni mérési eredmények a sejtszamtol
fliggetlenek legyenek. Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a hiperkoleszterinémias
betegekbdl izolalt sejtek koleszterin koncentracioja szignifikdnsan magasabb, mint a kontroll

sejteké (kontroll: 0,66 + 0,009 pug/ml, n=3, HC II. csoport: 0,91 + 0,07 ug/ml, n=3, p=0,007).

kontroll, de a Il. csoport hiperkoleszterinémias sejtjeihez képest is magasabb értékre emeli
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7. abra. Hiperkoleszterinémia hatasara megemelkedik a limfocitak koleszterintartalma.
A kontroll, HC II. csoport és a 215 uM MBCD/CHOL-nal t6Itétt limfocitak koleszterin tartalmat
Amplex Red koleszterin esszé segitségével hataroztuk meg (lasd Anyagok és moddszerek
IV.5.1). A szignifikans eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli.
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(215uM MBCD/COL: 1,53 + 0,03 pg/ml, n=3, mindkét esetben p <0,001; 7. abra)
V.2. A Kvl.3 expressziojanak vizsgalata hiperkoleszterinémia esetén

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a limfocitdk koleszterinnel torténd
toltése lecsokknti, a koleszterin membranbol vald kivonasa noveli a Kv1.3 expressziojat (74).
Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a megemelkedett koleszterintartalommal jellemezheté HC
sejtek Kv1.3 expresszidja alacsonyabb, mint a kontroll sejteké. A Kv1.3 ioncsatorna
expressziojat kozvetett moddon, az aramslriiség meghatarozasaval jellemeztik. Az
aramsiiriséget a teljes—sejt kapacitas és a +50mV-os depolarizald impulzus soran mért
csticsaram hanyadosaként definidltuk. A teljes-sejt kapacitas aranyos a sejtmembran
feliiletével, a csucsaram pedig a funkcionalis csatornak szamaval. A hanyados jol kozeliti az
egységnyi feliiletre jutd csatornaszamot, a funkcionalis csatornaexpresszidt. Eredményeink
szerint a hiperkoleszterinémia nem valtoztatta meg szignifikansan a +50mV-on mérhetd
csucsaramot. Ehhez hasonléan a sejtek kapacitdsa sem valtozott meg, melybdl kovetkezik,
hogy az aramsiiriiség esetén sem taldltunk szignifikéns eltérést. A két betegcsoport kozott

szintén nem volt eltérés (1. tablazat).

V.3. A Kvl.3 ioncsatorna kapuzasat jellemzé biofizikai paraméterek meghatarozasa

hiperkoleszterinémia esetén

Egészséges donorokbdl izolalt limfocitdk MBCD/CHOL komplexszel torténd toltése
lassitotta a Kv1.3 ioncsatorna aktivacids és inaktivacios kinetikajat (74). Kisérleteinkben azt
vizsgaltuk, hogy a hiperkoleszterinémia az in vitro kisérletekhez hasonléan befolyasolja-e a
Kv1.3 ioncsatornak miikodését. A Kv1.3 ioncsatorna aktivacids kinetikdjanak vizsgalatdhoz
rovid depolarizacios impulzust alkalmaztunk (részletesebben lasd Anyagok és modszerek
IV.7.3 fejezet). A gyorsan aktivalodé Kvl.3 ioncsatornak aramgorbéit a Hodgkin-Huxley
szerinti modellel illesztve meghataroztuk az aktivacios kinetikat jellemzdé aktivacios
idoéallandot. Az aktivacios idéallando a HC II. csoport esetén statisztikailag szignifikans
csokkenést mutatott, mig az 1. csoport esetén nem volt szignifikdnsnak tekintett eltérés a

kontrollhoz képest (8. abra, 1. tablazat).
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A két betegcsoport ko6zott nem volt szignifikans eltérés (p=0,859). Az aktivacios
kinetikat megvizsgaltuk 0 mV-ra torténé depolarizacié soran is, ahol a csatorna kinetikai
paramétereinek fesziiltségfiiggése miatt lassabb a csatorna nyitdsa. Ezen a tesztfesziiltségen
mind a két betegcsoport esetében szignifikans gyorsulast talaltunk a kontroll sejtekhez
viszonyitva (Tkontron = 2,28 + 0,13 ms, n=50, THc 1. csoport = 1,86 £ 0,09 ms, n=48, p=0,05; tHc 1.
esoport = 1,79 + 0,08 ms, n=40, p=0,002). A két betegcsoport esetében itt sem volt kiilonbség

(p=0,651). A Kvl.3-ra jellemz6 C-tipust inaktivacid vizsgalatahoz két masodperc hosszu

depolarizaciot alkalmaztunk. Az inaktivalodd éaramgorbék leszalld szarat exponencialis
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8. abra. A hiperkoleszterinémia hatasa a Kv1.3 kapuzasanak kinetikai paramétereire. Az A
abran egy kontroll és egy HC Il. csoportbol szarmazo sejt aktivaciojanak vizsgalata soran kapott
aramgorbéje lathatd. Az aramgorbéket a Hodgkin és Huxley altal kidolgozott Gn. n*-es modell
szerint illesztettiik (szaggatott vonal, lasd Anyagok és modszerek 1V.7.3 fejezet), majd az
aktivacios kinetikat az aktivacios idéallanddéval (t,) jellemeztik. Az inaktivacids kinetika
jellemzéséhez (szaggatott vonallal) egy-exponencialis figgvénnyel illesztettik az aramgdrbék
leszallé &gat és meghatéroztuk az inaktivacios iddallandét (t;). (B,D) Az oszlopdiagramokon az
aktivaciés és inaktivacids idéallandok atlagtSEM értékeit tintettik fel, * jeldli a szignifikans
eltérést (p<0,05).

41



fiiggvénnyel illesztve meghataroztuk az inaktivacios idéallandot (t,). Az inaktivacios kinetika
nem mutatott eltérést a kontroll és a hiperkoleszterinémias betegekbdl izolalt limfocitak
esetén (1. tablazat). A mérsékelt és a jelentdsen emelkedett koleszterinnel jellemzett

betegcsoportok kozott szintén nem volt eltérés (1. tablazat).

V.4. Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggése

A kinetikai paramétereket kdvetden megvizsgaltuk az emelkedett koleszterinszint hatdsat a
csatorna egyensulyi aktivacidjara. Korabbi in vitro kisérleteinkben az aramsiiriiség és a
kinetikai paraméterek mellett az egyenstlyi aktivacié is megvaltozott, a kontroll limfocitak
félaktivacios fesziiltsége jobbra tolddott Koleszterintoltés hatasara (74). A HC sejtek
egyensulyi aktivaciojat két paraméterrel jellemeztiik: a félaktivacios fesziiltséggel (mely
megadja azt a membranpotencial értéket, ahol a csatorndk fele nyitott allapotban van) és az
egyensulyi aktivacid6 meredekségével. Ezen paraméterek a normalt konduktancia-
tesztfesziiltség fliggvény illesztésébol kozvetleniil meghatarozhatok (G-V gorbe). A kinetikai
paraméterekhez hasonldéan az egyensulyi aktivacid egyik paramétere sem mutatott eltérést
hiperkoleszterinémia esetén (9. abra, 1. tablazat). A két betegcsoportok kozott szintén nem

volt eltérés (1. tablazat).
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9. abra Hiperkoleszterinémia hatasara nem valtozik a limfocitak Kv1.3
ioncsatornainak egyensulyi aktivacidja. Az A abran egy kontroll és egy HC Il. csoportba
tartozo sejt G-V fliggvénye és hozza illesztett Boltzmann goérbéje lathatd (lasd Anyagok és
modszerek 1V.7.3 fejezet). (B) Az egyensulyi aktivaciot jellemzb két paraméter (k:

meredekség, Vi,: félaktivacidosfesziiltség) atlagai megegyeztek a kontroll és a két
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kontroll HC l.csoport p HC Il. csoport p
Imax(PA) 642,144 (n=51) | 631,9#48 (n=57) | 0,87 | 620,2+37,4 (n=42) | 0,74
Cn (pF) 1,68+0,17(n=51) | 1,67+0,12(n=57) 0,96 1,54+0,09(n=42) | 0,48
Jivis(PA/PF) | 499+65,4 (n=51) | 450,7%41(n=57) 0,49 | 478,1+45,6 (n=42) | 0,78
T, (MS) 0,81%0,03 (n=51) | 0,731%0,03(n=57) | 0,07 | 0,724%*0,02 (n=42) | 0,02*
7 (Ms) 243,8%8 (n=41) | 229,3%6,9(n=48) 0,17 234,9%48,2(n=35) | 0,43
V 1, (MV) -24,9%0,9 (n=26) -26,5%1 (n=38) 0,25 -26,1¥1(n=27) 0,43
k (mV) 10,8+0,4(n=26) 10,4+0,2(n=38) 0,32 10%0,3(n=27) 0,07

1. tablazat A Kv1.3 expressziojat és kapuzasat jellemz6 paraméterek 6sszehasonlitasa
egészséges (kontroll), mérsékelten (HC I. csoport) és jelentésen emelkedett (HC Il.
csoport) plazma koleszterinnel rendelkezd személyekbdl izolalt limfocitak esetén. A
tablazatban az atlag £+ SEM értékeket tlntettik fel. |, +50mV-on mért csiucsaram, C,:
telies-sejt kapacitas, Jxy1a: Kv1.3 aramsiriiség, t.: aktivacios idéallandd, t: inaktivacios
id6éallandd, Vy,,: félaktivaciosfesziiltség, k: egyensulyi aktivacio meredekség; n= sejtszam, *
jeldli a statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltérést

V.5. Hiperkoleszterinémias betegekbdl izolalt limfocitak osztédasanak vizsgalata

CFSE higulasi esszével

A limfocitdk proliferaciojanak vizsgdlatat az Anyagok és modszerek fejezetben
részletesen bemutatott CFSE esszé segitségével végeztiik anti-CD3-anti-CD28 stimulaciot
kovetéen (Lasd Anyagok és modszerek 1V.6.2 fejezet). Az 6t napos stimulacid utan a
hiperkoleszterinémias betegek limfocitai szignifikdnsan alacsonyabb osztddasi indexet (OI)
mutattak, mint az egészséges donorokbdl izolalt sejtek (10. abra, Olyongron: 71,8+10,2%, n=10;
Olnc 1csoport: 40,9+5,1%, n=7, p=0,014; Olnc icsoport: 46,0£5,0%, n=11, p=0,02). A két

betegcsoport atlagos osztodasi indexei k6zott nem volt szignifikans eltérés (p=0,65).
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10. abra A HC betegekbdl izolalt T-sejtek osztédasa zavart szenved Az egészséges kontroll
és hiperkoleszterinémias T-sejtek CFSE esszével meghatéarozott osztédasi indexe, (a CFSE

esszé leirdsat lasd Anyagok és mddszerek 1V.6.2 fejezet).
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V.6. A SLOS sejtek szterolosszetételének vizsgalata GC-MS modszerrel

Mivel az Amplex-Red esszével nem lehet kiilonbséget tenni a koleszterin és
oxidalt/redukalt szarmazékai kozott, ezért az SLOS betegekbdl szarmazod sejtek
szterolosszetételének vizsgalatdhoz GC-MS modszert alkalmaztunk (Ezen kisérleteket Dr.
Péter Maria, az SZBK munkatarsa végezte.). A periférids vérbdl szarmazéd mintak térfogata
rendkiviil limitdlt ezért kisérleteinkben limfocitdk helyett a nagy mennyiségben izolalt
vorosvértestek (vvt) szteroldsszetételét hataroztuk meg. A vvt mérés tovabbi elénye, hogy
fejlett intracellularis membranrendszerek hidnydban a teljes sejt szterolmérése jo
megkozelitést ad a membran koleszterindsszetételére. Az irodalmi adatoknak megfeleléen
minden egyes SLOS mintaban sikeriilt azonositanunk a korjelzé 7-dehidrokoleszterint,
valamint izomerét, a 8-dehidrokoleszterint (21, 195). Kontroll mintaink esetében nem voltak
detektalhatéak ezen vegyiiletek (2. téblazat). Eredményeink aldtdmasztjdk a korabbi
sejtek  koleszterinkoncentracioja szignifikansan csokkent (p=0,031) (40, 205). Az
Osszkoleszterin és 7DHC koncentraciok mellett meghataroztuk a mintak 7DHC/CHOL
aranyat is, mely hasonlé értékeket mutatott a korabbi egyetlen atfogd tanulmanyban k6zolt

eredményekhez (2. tablazat) (40).
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minta sorszam klinikai szterolkoncentraciéo (mmol/L)
sulyossag CHOL 7DHC 7DHC/CHOL
SLOS#1 E 0,93 0,10 0,11
SLOS#2 E 1,23 0,30 0,25
SLOS#3 E 1,48 0,11 0,08
SLOS#4 T 1,73 0,93 0,54
SLOS#5 T 3,44 0,53 0,16
SLOS#6 T 0,13 0,76 5,63
SLOS#7 T 0,10 0,67 6,47
atlagtSEM - 1,29+1,14 0,49:0,32 1,89+2,86
kontroll#1 - 5,08 ND -
kontroll#2 - 4,75 ND -
kontroll#3 - 4,36 ND -
kontroll#4 - 4,83 ND -
kontroll#5 - 2,46 ND -
atlag+SEM - 4,310,47 - -

2. tablazat SLOS és egészséges mintak szterolosszetétele. Az egyes mintak kilonb6ozé
személyekt6l szarmaznak. (CHOL: koleszterin; 7DHC: 7-dehidrokoleszterin; ND: nem detektélhaté; E:

enyhe; T: tipikus, ** jeldli a kontrollhoz képesti szignifikadns eltérést p<0,05 esetén)
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11. abra. SLOS hatasara nem valtozik a limfocitak Kv1.3 ioncsatornainak expresszidja.
Kontroll és SLOS T-sejtek +50 mV-on mért csucsaramainak (A), teljes-sejt kapacitasainak (B) és

aramsiriségeinek (C) atlagértéke. Mindegyik panelen atlag + SEM értéket abrazoltunk.

V.7. A Kvl.3 ioncsatorna expresszio vizsgalata SLOS esetén

SLOS esetén a sejtmembran koleszterinszintjének csokkenésén til az eldalakok (pl.
7DHC, 8DHC) koncentracioja jelentdsen megemelkedik. Nem ismeretes azonban az, hogy e
vegytiletek tudjak-e helyettesiteni akar részben akar egészben a koleszterin élettani funkcioit
(164). Az ioncsatornak miikodését szamos ponton befolyasolhatja a sejtmembran
szteroljainak megvaltozott aranya a (trafficking, lateralis diffazio, kapuzas). Az in vitro
kisérletekben a koleszterin membranbdl torténd kivonasa a Kvl.3 expresszidjanak
csokkenéséhez, a kinetikai paraméterek gyorsulasahoz vezetett (74). Nincs azonban adat arra
vonatkozolag, hogy a csokkent koleszterin mellett az SLOS-ben megjelend prekurzor
molekuldk milyen hatdssal vannak a Kv ioncsatorndk miikodésére. Munkank sordn az SLOS
ioncsatornakra gyakorolt hatdsat (a hiperkoleszterinémiahoz hasonloan) a betegekbdl izolalt

limfocitdk Kv1.3 csatornain keresztiil tanulmanyoztuk. A csatorna expresszidjat ismételten

indirekt modon, az aramstiriség meghatarozaséaval jellemeztiik (Lasd Anyagok és modszerek
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12. abra. A SLOS hatasara lassul a Kv1.3 aktivacios kinetikaja. (A) révid depolarizacios
impulzus hatasara (15 ms, +50 mV) aktivalédé Kv1.3 ioncsatornak reprezentativ aramgorbéi
lathatoak egy SLOS és kontroll sejten regisztralva (lasd Anyagok és modszerek IV.7.3
fejezet). A B abran egy kontroll és egy SLOS sejt inaktivaciés aramgorbéje lathatd (lasd
Anyagok és Modszerek 1V.7.3 fejezet). Az oszlopdiagrammokon az aktivacidos (C) és
inaktivacios (D) id6allandok atlag+SEM értékeit tintettik fel, ** jeldli a szignifikans eltérést
(p<0,001, 2 .tablazat).

IV.7.3). Az SLOS sejtek esetén a +50 mV tesztpotencidlon mért csucsaram, a teljessejt

membrankapacitdsa és a kettd hanyadosaként definidlt dramsiiriség nem tért el a kontroll

sejtek esetén mért értékektdl (11. dbra, 3. tabldzat). Az aramsiiriiség valtozatlan értéke arra

utal, hogy az egységnyi feliiletre jutd funkcionalis csatornak szama nem valtozik SLOS-ben.

V.8. A Kvl.3 kapuzasat jellemzo biofizikai paraméterek meghatirozasa SLOS esetén

A kinetikai paraméterek vizsgalatit az Anyagok és moddszerek IV.7.3 fejezetében
leirtaknak megfeleléen végeztiik. Az 12. A és B abra egy reprezentativ kontroll és SLOS sejt
Kv1.3 aramgorbéit mutatja, melyek alkalmasak az aktivacids és az inaktivacios kinetika
jellemzésére. Az aramgorbéket illesztve meghatdroztuk az aktivacios és inaktivacios
id6allandokat (12 C és D abra). Az SLOS sejtek aktivacios id6allandoja szignifikansan

megndtt a kontroll sejtekhez viszonyitva, az inaktivacios kinetika esetén azonban nem volt
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kontroll SLOS p
lpeak(PA) 528,0 £ 69 (n=56) 497,5 * 318 (n=51) 0,695
Cn (pF) 21*0,1 (n=56) 2,0+ 0,2 (n=51) 0,688
Jkv1,3 (PA/PF) 282,5 £ 42,9 (n=56) 309,8 + 39 (n=51) 0,645
Ta (MS) 0,59 * 0,02 (n=56) 0,75 * 0,03 (n=51) 0,001*
i (MS) 227,8 £ 14,2 (n=38) 253,7 £ 21,4 (n = 45) 0,329
V12 (MV) -26,9 £ 0,9 (n=41) -22,0 1,9 (n=35) 0,030*
k (mV) 11,7 ¥ 0,5 (n=41) 10,6 £ 0,5 (n=35) 0,140

3. tablazat A Kv1.3 expresszidjat és kapuzasat jellemz6é paraméterek osszehasonlitasa
egészséges (kontroll) és SLOS-bdl izolalt T limfocitak esetén. A tablazatban az atlag + SEM
értékeket tintettik fel. I, +50mV-on mért csucsaram, C.: teljes-sejt kapacitds, Jyy13: Kv1.3
aramslrlseég, t,: aktivacios idéallando, t;: inaktivacios idéallandd, Vi,: félaktivacios-fesziltseég, k:
egyensulyi aktivacio meredeksége; n= sejtszam ; * jeldli a statisztikailag szignifikans eltéréseket
p<0.05 esetén

statisztikailag szignifikans eltérés (3. tablazat). Az aktivacios idéallando novekedésébdl a
csatorna aktivaciojanak lassulasara kovetkeztethetiink, mely negativan befolyasolhatja a

Kwv1.3 élettani feladatainak ellatasat.

V.9. Az egyensilyi aktivacié fesziiltségfiiggése

Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggését jellemzd félaktivacios fesziiltség és
meredekség az ioncsatornak milkddésének élettani szempontbol az egyik legfontosabb

paramétere. Ennek ismeretében meg lehet hatarozni a nyitott és zart csatornak aranyat egy
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13. abra Az egyensulyi aktivacio jobbra tolodik az SLOS-bél izolalt limfocitak
esetén. Az A abran egy kontroll és egy SLOS sejt reprezentativ G-V gorbéje lathato
(lasd Anyagok és médszerek 1V.7.3 fejezet). (B) Az oszlopdiagramon a félaktivacios
feszlltség és meredekség atlagtSEM értékeit tlintettik fel, * jeldli a szignifikans
eltérést (p<0,05, 3. tablazat).
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adott membranpotencialon (lasd Anyagok és modszerek 1V.7.3 fejezet). A 13. A abran egy
reprezentativ kontroll és SLOS sejt G-V fiiggvénye lathato. Az SLOS-sejt egyensulyi
ugyanolyan nyitasi valoszintiség eléréséhez az SLOS sejteket pozitivabb értékekre kell
depolarizalni, mint a kontroll sejteket. A félaktivacids fesziiltség szignifikdns novekedésével

szemben az egyensulyi aktivacio meredeksége nem valtozott meg (13. B abra, 3. tablazat).

erevr

A T-limfocitak aktivaciojaban és proliferaciojaban kozponti szerepet jatszik a
kalciumjel és az ehhez kapcsolodd jelatviteli utvonalak. A kalciumjel kialakitasaban

esszencialisnak tlinik a fesziiltségfiiggd Kv1.3 és a kalciumraktarak iiriilésének hatdsara
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14. abra A T-sejt aktivacio zavart szenved SLOS-ben A CD3+ T-sejtek aktivacidjat egy
korai aktivaciés marker, a CD 154 expresszidjaval monitoroztuk. Az A és B abran egy
aktivalt kontroll és SLOS minta PE anti-CD3 és A488 anti-CD154 jeldlést kovetd
reprezentativ dot-plotja lathaté. A C abran ugyanazon mintak CD3+ sejtjeinek A488 anti-
CD154 fluoreszcencia intenzitdsa lathaté az izotipus kontroll feltiintetésével. (D) Az
oszlopdiagramon a CD154 pozitiv sejtek aranyanak atlagtSEM értékeit tlntettik fel, **

jeldli a szignifikans eltérést (p<0,001).
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aktivalédo CRAC csatornak Osszehangolt miitkodése. Hipotézisiink szerint a sejtmembran
megemelkedett 7DHC/CHOL aranya negativan befolydsolja a kalciumjel kialakitasdban részt
vevO (pl. Kvl.3) ioncsatorndk miikodését mely a T-sejt aktivacid ¢és proliferacio
karosodasahoz vezethet. A T-sejt aktivacié kovetkeztében szamos kalciumfiiggd sejtfelszini
molekula expresszidja megemelkedik, ezek monitorozéasa indirekt informéciot szolgaltat a
limfocitdk aktivacidjarol. Kisérleteinkben thapsigargin stimulust kovetéen vizsgaltuk egy
korai T-sejt aktivacios marker, a CD154 (mas nomenklatiraban CD40 ligand) expressziojat.
A CDI154 expresszidja normal koriilmények kozott az aktivacidt kovetden megemelkedod
intracellularis kalcium hatasara révid idén megemelkedik (207). Kisérleteinkben 3 6ran
keresztiil stimuldltunk egészséges és SLOS mononukledris sejteket. Az aktivaciot kdvetden
PE-konjugalt anti-CD3-mal és A488 konjugalt anti-CD154-gyel jeloltik a sejteket. A T-
sejteket a CD3 pozitivitds alapjan azonositottuk. Eredményeink szerint az SLOS betegekbdl
izolalt mononuklearis sejtek esetén zavart szenved a T-sejt aktivacid, a CD154 pozitiv T-
sejtek aranya szignifikinsan csokkent (14. abra, CD3"'CD154" sejtek aranya SLOS-ben: 8,6 +
3,2%, n=5; kontroll esetén: 21,1 +2,8%, n=4, p<0,001). A limfocitak aktivaciojat a sejtek
CFSE higulasi esszét alkalmaztuk. A T-sejt receptorait anti-CD3 és anti-CD28 antitestek
segitségével aktivaltuk, majd 6t nappal késébb ellendriztiik a sejtek osztédasat. Az SLOS
betegekbdl izolalt sejtek osztddasi indexe jelentésen csokkent a kontroll sejtekhez viszonyitva

(15. abra, Ol kontron: 61,1 £7,1%, n = 5; Ols os: 29,4 + 3,5%, n = 6, p=0,002).
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15. dbra SLOS-ban csokken a T-sejtek osztodasi indexe. Az egészséges donorokbdl

abran egy kontroll és egy SLOS minta CFSE eloszlasi hisztogramja lathaté az 6t napos
stimulaciét kdvetéen. N-el jeldltik a kiindulasi fluoreszcencia tartalommal rendelkezé (nem
osztédott) sejteket, mig O jeldli az osztddasok kdvetkeztében alacsonyabb fluoreszcencia
intenzitdssal jellemezhet6 utédsejteket. (C) Az oszlopdiagramon az osztédasi indexek

atlag+SEM értékeit tintettik fel, ** jeldli a szignifikans eltérést (p=0,002)

V.11. SLOS modellrendszer kialakitasa MBCD/7DHC komplex segitségével

Hipotézisiink szerint a sejtmembran megvaltozott szterolosszetétele felelds a Kv1.3
ioncsatorna modosult mikodéséért SLOS-ben. Ennek igazolasara 1étrehoztunk egy
modellrendszert, ahol in vitro koriilmények kozott noveltik a sejtek 7DHC-tartalmat,
létrehozva az SLOS-re jellemzd emelkedett 7DHC/CHOL aranyt. A toltéshez 7DHC/MBCD
komplexet alkalmaztunk. Az egészséges donorokbol izolalt mononuklearis sejteket tobb
koncentracioban inkubaltuk 7DHC/MBCD-vel, majd GC-MS technikaval ellendriztiik a toltés
hatékonysagat. Eredményeink szerint a toltés dozisfiiggé modon emelte a sejtek 7DHC

crer

szterolosszetételt (16. abra; fehérje tartalomra normalt 7DHC koncentracio 65uM
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MBCD/7DHC toltést kdvetden 26,1 + 1,0 ng/mg, mig 195uM MBCD/7DHC toltést kdvetéen
66,8 + 11 pg/mg. A fehérje tartalomra normalt koleszterinkoncentracié: 18,3 + 3,7 ug/mg a
kontroll esetén, 65uM MPBCD/7DHC toltés kovetéen 16,2 + 0,2 upg/mg, mig 195uM
MBCD/7DHC toltést kovetéen 13,342 pug/mg). Ezen adatok alapjan a 7DHC toltott sejtek

alkalmasak lehetnek az SLOS sejtszintli hatdsainak modellezésére.
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16. abra MBCD/7DHC t6ltéssel modellezni lehet az Smith-Lemli-Opitz szindroma hatasat
a sejtek szterolosszetételére. (A) Az egészséges donorokbdl izolalt kontroll sejteket
kulénb6zé koncentraciéju MBCD/7DHC komplexszel toltéttik, majd GC-MS készilék
segitségével vizsgaltuk a sejtek szterolésszetételét (lasd Anyagok és moddszerek 1V.5.2
fejezet). Pozitiv kontrollként MBCD/CHOL komplexet alkalmaztunk. A mintdk 7DHC tartalma
dozisfiggd emelkedést mutatott, mig a koleszterin csékkent. A mintak 7DHC/koleszterin
aranya a SLOS-re jellemzben, szignifikansan megemelkedett. (B) A 7DHC-val t6lt6tt sejtek

arams(riisége a kezelés hatasara csokkent (4. tablazat).

V.12. Kvl.3 ioncsatornak vizsgalata SLOS modellrendszerben

A 7DHC toltés hatasat a Kv1.3 expresszidjara és a csatorna kapuzéasara egészséges donorokbol
izolalt limfocitdk esetén teszteltiik. A sejteket harom kiillonb6zé koncentracidban toltottiik
MBCD/7DHC-val, majd patch-clamp technikaval vizsgaltuk a Kv1.3 kinetikai és egyensulyi
paramétereit, valamint az aramslriséget. Az elektrofiziologiai méréseket a koradbban részletezett
protokollok felhasznalasaval, teljes-sejt konfiguracioban végeztiik (lasd Anyagok és modszerek

IV.7.3 fejezet) A 7DHC t6ltés hatasara a csatorna aktivacios és inaktivacios kinetikdja egyarant

az aktivacios, inaktivacios idéallando is dézisfiiggéen novekedett. Az egyensulyi aktivacié esetében a
G-V gorbe dozisfiiggden jobbra tolddott, a félaktivacios fesziiltség pedig szignifikansan megnétt (17.B

és D abra, 4. tablazat). Az egyensulyi aktivacié meredeksége nem valtozott. Ezen eltérések iranya
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megegyezik az SLOS-ben talaltakkal, mértékiik azonban sokkal markansabb. A csatorna expressziojat
a korabbiakhoz hasonldan, az aramsiiriség meghatarozasaval, indirekt modon jellemeztiik. A 7DHC

toltés hatasara a teljes-sejt kapacitds nem valtozott, a +50mV-os depolarizacids soran mért csticsaram

definidlt aramsiiriiség szignifikans, dozisfiiggd csokkenést mutatott (17. B abra, 4. tablazat).

V.13. A CHOL ¢és 7DHC toltés Kvl.3 ioncsatorniakra gyakorolt hatiasanak

o0sszehasonlitasa

Korabbi eredményeink szerint az in vitro Kkoleszterin toltés a 7DHC toltéshez
hasonldan lassitotta a Kv1.3 csatorna kinetikai paramétereit, az egyensulyi aktivaciot pedig a

pozitivabb membranpotencidlok felé tolta el (74). Felmeriil a kérdés, hogy van-e eltérés a
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17. abra MBCD/7TDHC komplexszel tortén6é kezeléssel modellezni lehet az
SLOS-ban talalt elektrofiziologiai eltéréseket. Kulonbdz6 koncentracioju
MBCD/7DHC toltést kdvetben regisztralt reprezentativ aram (A) és G-V gorbék (B).
Az oszlopdiagramokon az aktivaciés id6allanddk (C), valamint az egyensulyi
aktivacié félaktivaciés fesziltségének és meredekségének (D) atlagtSEM értékeit
tintettiik fel. A szignifikans eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli (lasd még 4.

tablazat).
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koleszterin illetve 7DHC toltés hatasa kozott, vagy a két molekula teljesen azonos médon, az
Ossz-szterol koncentracidé emelésén keresztiil hat a csatorndkra. Ennek eldontéséhez azonos
koncentracioju koleszterin és 7DHC toltést alkalmaztunk egészséges donorokbol izolalt
limfocitak esetén, majd megvizsgaltuk a Kv1.3 biofizikai paramétereit. Az elektrofiziologiai
mérések alapjan a két szterol hasonléan hat a Kvl.3 miikodésére, azonban a Kvl1.3
ioncsatorna sokkal érzékenyebb azonos koncentracioju 7DHC toltésre, mint koleszterinre.

32,5 uM 7DHC toltés esetén mar szignifikansan novekedett az aktivacids idéallando és a

* **%
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£ 154
©
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kontroll 195 uM CHOL 195 uM 7DHC

lassitia a limfocitdk Kv1.3 ioncsatornainak aktivaciés kinetikajat. Az
oszlopdiagramokon 32,5 (A) 65 (B) és 195 (C) uM 7DHC és CHOL toltést kdvetéen, az
Anyagok és modszerek 1V.7.3 fejezetében leirtak szerint meghatarozott aktivacids
idéallanddk atlag+tSEM értékeit tuntettik fel. A szignifikans eltéréseket *(p<0,05) és
**(p<0,001) jeldli (lasd még 4. tablazat).

félaktivacios fesziiltség, mig a koleszterinnel végzett toltésnek ilyen koriilmények k6zott nem
volt hatdsa. Magasabb koncentracidju koleszterin a 7DHC toltéshez hasonldéan szignifikéns
eltéréseket okozott, azonban a 7DHC hatdsa minden esetben statisztikailag jelentdsebb volt a

koleszterinhez viszonyitva (18. és 19. abra, 4. tablazat).
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V.14. A Kvl.3 C-terminalisanak eltavolitaisa megsziinteti a csatorna szterolokkal

szembeni érzékenységét

Az fesziiltségfiiggd ioncsatornak felépitésében részt vevd transzmembran szegmensek
szerkezete €s funkcioja toObbnyire ismert. A csatornak szigoruan értelemben vett miikodéséhez
(kapuzas, szelektiv permeabilitas) nem esszencidlis C-terminalisr6l azonban hidnyosak az
ismereteink. Feltételezésiink szerint a Kv1.3 C-terminalisa, mivel tartalmaz CRAC/CARC
koleszterinkotéd helyeket, fontos szerepet jatszhat a csatorna szterolokkal torténd
interakcidjaban is. Ennek bizonyitasara a vad tipusi Kv1.3 (VT-Kv1.3) mellet olyan roviditett

(delécios mutans) Kv1.3 konstruktot (AC-Kv1.3) vizsgaltunk, mely esetében hidnyzott a C-
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19. abra Az azonos koncentracioju 7DHC és CHOL toltés eltéré mértékben modositja a
limfocitak Kv1.3 ioncsatornainak egyensulyi aktivaciéjat. Az oszlopdiagramokon 32,5 (A)
65 (B) és 195 (C) uM 7DHC és CHOL toltést kdvetben, az Anyagok és mébdszerek I1V.7.3
fejezetében leirtak szerint meghatarozott félaktivacios fesziltségek atlagtSEM érétkeit
tntettik fel. A szignifikans eltéréseket *(p<0,05) és **(p<0,001) jeldli (lasd még 4. tablazat).



terminalis jelentds részét kitevd, utolsd6 84 aminosav (20. abra). Munkacsoportunk korabbi
eredményei Szerint ezen szakasz eltavolitasa nem befolyasolta szignifikdnsan a csatorna
mikodését, azaz a csatorna kapuzasat jellemzé biofizikai paraméterek nem valtoztak a vad
tipusu csatornahoz képest (192). Kisérleteinkben a korabbiakhoz hasonld modszerrel toltottiik
a AC-Kvl.3 és VT-Kvl.3 ioncsatornat stabilan expresszald CHO sejteket koleszterinnel és
7DHC-val. A toltott sejtek Kv1.3 ioncsatornait a korabban alkalmazott elektrofiziologiai
protokollok szerint vizsgaltuk, azzal az eltéréssel, hogy teljes-sejt helyett outside-out
konfiguraciot alkalmaztunk. A CHO sejtekben ugyanis a teljes sejt Kv1.3 csucsaram +50 mV-
on tobb nA volt, az ebbdl ad6dd soros ellenallds hibajat az outside-out konfiguracié a
membranfelszin és az ezzel parhuzamos aramerdsség-csokkenés miatt eliminalja. A VT-
Kv1.3 csatornat expresszallo CHO sejtek koleszterinnel, illetve 7DHC-vel torténd toltése (420
uM) a csatorna kapuzasat jellemzo kinetikai paraméterek lassulasat és az egyensulyi aktivacio
fesziiltség fliggésének jobbra tolédasat okozza (20. abra, 5. tablazat). A CHO sejtek
koleszterinnel, illetve 7TDHC-vel torténd toltése tehat kvalitativen hasonld eredményt adott a
Kv1.3-at endogénen kifejezd limfocitak kezelésekor kapotthoz (1d. 16. 17. és 18. és 19. abrak,
valamint (74)). Az outside-out konfiguracioban kapott eredmények ezen feliill megerdsitik
azon korabbi feltevésiinket, hogy a ciklodextrin/szterol komplexek nem az ioncsatorna
citoplazmatikus regulatorain keresztiil befolyasoljak a Kv1.3 miikodését, ugyanis ez utobbiak
jelent6sége outside-out konfiguracioban elenyész6, a ciklodextrin/szterol komplexek hatasa
viszont megmarad. A Kv1.3 csatorna C-terminalisanak delécidja megsziintette a csatorna
szterolérzékenységét: AC-Kv1.3 csatorna esetében a 420 pM-os CHOL és 7DHC toltés nem
volt hatassal a csatorna kapuzésara: az aktivacios iddallando és fé€laktivacios fesziiltseg
esetében Sem volt eltérés a kezelt és kezeletlen sejtek kozott (20. B és E abrak, 5. tablazat).
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a csatorna C-termindlisa fontos szerepet jatszik a csatorna

szterolok altali szabalyozasaban.
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VT AC
kontroll CHOL p 7DHC o] kontroll CHOL p 7DHC p

Takt 0,45+ 0,76+ 0,69+ 0,55% 0,55+ 0,61

0,01 0,02 0,002* 0,06 0,008* 0,04 0,02 >0,05 0,03 >0,05

n=4 n=7 n=10 n=6 n=7 n=10
Vi | -28,87% -17,48% -19,25+% -26,73% | -26,31% -23,05%

1,5 1,9 <0,001* 4,7 0,028* 2,7 2,4 >0,05 1,1 >0,05

n=5 n=7 n=7 n=6 n=8 n=6

5. tablazat A vad tipusu (VT) és a C-terminalis deléciés mutans ( AC) Kv1.3 csatornak
osszehasonlitasa 420 pM koleszterin (CHOL) vagy 420 uM 7DHC toltést kovetden.

(t.,-aktivacios id6allando, V., :félaktivacios feszlltség, * jeldli a szignifikans eltéréseket)

Az intracelluldrisan elhelyezkedd C-termindlis, a transzmembran régiokkal ellentétben
kevésbé lehet érzékeny a sejtmembran fizikai paramétereiben bekdvetkezd valtozasokra. Ezek
alapjan feltételeztiik, hogy a koleszterin nemcsak a sejtmembran biofizikai paramétereinek
befolyasolasan keresztiil, de specifikus lipid-fehérje interakcidkon keresztiil is modosithatja a
Kv1.3 kapuzasit. A C-termindlis aminosav szekvenciajat elemezve két potencialis
koleszterinkot6 helyet talaltunk (Kv1.3carci €és Kv1.3carc2, 20. abra). A CARCl1és CARC2
szterolok altali szabalyozasban betoltott szerepének vizsgdlatdhoz alaninra cseréltiik a
vadtipustt Kv1.3 csatorna koleszterinkot6 szekvencidinak esszencialis aminosavait (21. A és
D abrak). A mKv1.3carc1 esetén a 474. pozicidban talalhato lizint, a 477 pozicioban 1évo
tirozint és a 479 pozicioban elhelyezkedd valint, a mMKv1.3carc2 esetén az 517. és 518.
pozicioban a lizineket, a 520. fenilalanint és a 523. pozicioban talalhatd valint cseréltiik
alaninra. A AC-Kvl1.3 konstrukt alapjan varhatd volt, hogy a C-terminalison létrehozott
pontmutiaciok nem fogjak jelentésen modositani a csatorna milkodését, azonban elso
1épésként Osszehasonlitottuk a mutdns és a vad-tipusi csatorndk kapuzdsi paramétereit. A
MKV1.3carc1 €s mKv1.3carc2 konstruktok ionaramai, aktivacids kinetikdja és az egyensulyi
aktivacio fesziiltségfiiggése a AC-Kv1.3 csatorndhoz hasonléan nem tért el a vad tipusu
csatornatdl, a mutaciok nem modositottak jelentdsen a csatorna miitkodését (6. tablazat). A
tovabbiakban a mKv1l.3-maltranszfektalt CHO sejteket 420uM koleszterinnel és azonos
koncentracioja 7DHC-vel toltottiik, majd vizsgaltuk a mKv1.3carc: €s mKvl.3carc
csatornak biofizikai paramétereit. A mutaciok hatasara mindkét csatorna koleszterinnel
szembeni érzékenysége modosult. Az mKv1.3carcr esetén a félaktivacios fesziiltség jobbra
tolodott, azonban az aktivacios idoallandd nem mutatott eltérést a kezeletlen csatornahoz
viszonyitva a koleszterin kezelést kovetdéen (21/B és C abrak, 7. tablazat). Az azonos
fesziiltséget pedig jobbra tolta. A mKv1.3carce esetén a koleszterin toltés lassitotta az

aktivacios kinetikat, de nem volt hatasa az egyenstlyi aktivaciora (21/E és F abra, 7. tablazat).
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A 7DHC kezelés viszont a vad tipusti csatornahoz hasonldéan modositotta az mKv1.3carc?

crer
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20. abra A Kv1.3 C-terminadlisanak eltavolitasa esetén megsziinik a csatorna szterolokkal
szembeni érzékenysége. (A) A vad tipusu Kv1.3 csatorna két potencialis koleszterinfelismeré CARC
szekvenciat tartalmaz a C-terminalis disztélis végén. (B, C) A B és C abrakon a vad tipusu (VT-Kv1.3)
csatornaval transzfektalt CHO sejtek 420 uM 7DHC, illetve koleszterin toltést kdvetéen meghatérozott
aktivacios id6allanddinak és a félaktivacios feszlltseégeinek (V, ) atlagtSEM értekeit tuntettik fel. (D) A
olyan deléciés konstruktot alkalmaztunk, mely esetében a CARC szekvenciak is eltavolitasra kertltek
(AC-Kv1.3). Az E,F diagramokon a AC-Kv1.3 csatornat kifejez6 CHO sejtek aktivacios idéallanddinak és
félaktivacios fesziltségeinek atlagtSEM értékeit tintettik fel 420 uM MBCD/CHOL és MBCD/7DHC

toltést kovetben (lasd még 5. tablazat). A szignifikans eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli.
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VT mKv1.3 carct P mKv1.3carc2 P
0,45+ 0,57+ 0,44
Taut 0,01 0,03 0,072 0,01 0,769
n=4 n=14 n=11
-28,9+ -26,37+ -26,45¢
Vi 1,5 1,6 0,315 3,3 0,524
n=5h n=3 n=5

6. tablazat A vad tipusu (VT) és a potencialis koleszterink6té helyeken

mutalt (mKv1.3carc1, MKV1.3carc2) Kv1.3 csatornak ésszehasonlitasa. (Takt:

aktivaciés iddallando, Vi,: félaktivacios feszlliség,

eltéréseket)

*

jeléli a szignifikans

mKV1.3 carct MKV1.3 care2
N.K. CHOL p 7DHC p N.K. CHOL p 7DHC p
Takt 0,57 0,62+ 0,98+ 0,44 0,63% 1,59%
0,03 0,04 0,248 0,06 <0,001** 0,01 0,03 <0,001** 0,31 <0,001*
n=14 n=14 n=3 n=11 n=14 n=5
Vi | -26,37% -17,09% -18,89% -26,45% | -24,26% -16,23%
1,6 2,27 0,005* 1,94 0,03* 3,3 2,27 0,59 1,61 0,024*
n=8 n=8 n=3 n=5 n=9 n=5

7. tablazat CHOL és 7DHC toltés hatasa a potencialis koleszterink6t6é helyeken

mutalt (mCARC1,

illetve koleszterin toltést kdvetéen meghatéroztuk a csatornakapuzas relevans
biofizikai paramétereit (atlagtSEM, r  :aktivacios idéallando, V., . félaktivacios
feszultség, N.K.: nem kezelt, CHOL: koleszterin, 7DHC: 7-dehidrokoleszterin, * jeldli

a szignifikans eltéréseket)

mCARC2) Kv1.3 csatornakra.
transzfektalt CHO sejtekben kontroll kérilmények kozott, valamint 420 uM 7DHC,
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21. dbra A C-terminalis CARC1 és CARC2 szekvenciainak pontmutaciéi megvaltoztatja
a csatornak szterolokkal szembeni érzékenységét. (A,D) A CARC szekvenciak
ioncsatorna regulacidban betdltétt szerepének vizsgalatahoz alaninra cseréltik a feltételezett
szterolkdtd helyek kritikus aminosavait. A mutans csatorndkat CHO sejtekbe transzfektaltuk,
majd MBCD/CHOL és MpBCD/7DHC toltést kovetden outside-out patch konfiguraciéban
vizsgéltuk az ionaramokat. Az oszlopdiagramokon az mKv1.3¢carc1 (B,C), illetve mKv1.3carc2
(E,F) csatorndk aktivacios id6allanddinak és félaktivacios fesziltségeinek atlag+tSEM értékeit
tintettik fel 420 uM 7DHC, illetve koleszterin toltést kovetéen. A szignifikans eltéréseket *

(p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli (lasd még 7. tablazat).
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VI. EREDMENYEK MEGBESZELESE

Az ioncsatorndk mikodését alapvetden meghatdrozza a sejtmembran 6
épitdelemeinek szamitd lipidek Osszetétele. A foszfolipidek zsirsavlancainak hossza,
telitettségiik aranya vagy a koleszterin koncentrdcid valtoztatdsa moddositja ezen
transzporterek mukodését. A membran altalanos fizikai paraméterein (vastagsag, fluiditas,
viszkozitas) tul specifikus lipid-fehérje interakciok is szerepet jatszhatnak a hatas
kozvetitésében. In vitro kisérletekben ¢s modellmembranok alkalmazasaval kapott
eredmények alapjan ismert, hogy a kiilonb6z6é csalddokba tartoz6 ioncsatorndkra eltérd
modon hat a sejtmembran szerkezetének megvaltoztatasa. Munkacsoportunk 2003-ban
publikalta, hogy a sejtmembran ciklodextrin zarvanykomplexek felhasznalasaval 1étrehozott
koleszterintartalom modositasa (a tovabbiakban ,,in vitro” koleszterintartalom modositas,
toltés vagy kivonas) a limfocitdk miikodése szempontjabodl esszencialis Kv1.3 ioncsatorna
kapuzasat jelentésen befolyasolja (74). Hajdu és mtsai. azt talaltak, hogy az in vitro
koleszterintoltés csokkentette, a kivonas pedig novelte a limfocitdk endogén Kvl.3
ioncsatorndinak dramstiriiségét. Ezen feliill a membran koleszterinnel torténd toltése lassitotta
a Kv1.3 membranpotencial- és idofiiggd aktivacios és inaktivacios kinetikajat, az egyensulyi
aktivacio fesziiltségfiiggését pedig jobbra tolta, ugyanakkor a kivondsnak nem volt
szignifikdns hatdsa sem a csatornakapuzas kinetikai, sem pedig annak egyensulyi
paramétereire. Bar vannak adatok a koleszterinkivonds mas Kv csatornakra gyakorolt
hatasarol (pl. Kvl.5, Kv2.1, Kvl1.1), de a Kv1.3-hoz hasonlé részletes elektorfizioldgiai
vizsgalat egyik csatorna esetében sem tortént (4, 16, 130). Mivel az in vitro
koleszterintartalom modositas és az ennek kdvetkeztében mért ioncsatornakapuzas valtozasok
biologiai jelentdségérdl nemcsak a Kv, de egyéb ioncsatorndk esetében is kevés informacié all
rendelkezezésre, ezért célul tliztik ki két, a koleszterinhomeosztazis kiilonb6zd szintjeit
vizsgalatat. Ez esetben ugyanis elkeriiljiik a ciklodextrin komplexek esetleges nem specifikus
hatasait (224). Ezen feliill a sejtek és a sejtmembran koleszterintartalma a betegség
patofiziologias kortilmények kozott sem kialakulo koleszterintartalom-emelkedést vagy
csokkenést hozunk létre.

Mindkét altalunk vizsgalt betegség esetén a kordbbi tanulmanyok alapjan varhaté volt
a sejtek membranjanak fiziologiastol eltérd szterolosszetétele (166, 174, 205), ezért az

egyszeriiség kedvéért ezeket ,,in vivo” szteroltartalom modositasként nevezziik (annak
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ellenére, hogy természetesen az elektrofiziologiai és a proliferacios vizsgalatok ex vivo
torténtek). Mas munkacsoportokhoz hasonléan azt taldltuk, hogy a hiperkoleszterinémias
betegekbdl izolalt limfocitdk koleszterintartalma megndtt a kontroll sejtekhez viszonyitva
(174). A korabbi in vitro koleszterintartalom modositasi kisérleteink és munkacsoportunktol
fliggetlen kutatok allatmodelljei esetén a mesterségesen eldidézett  sejtszintll
hiperkoleszterinémia gatolta a Kv ioncsatornak miikodését (74, 77, 86). A membran
megnovekedett membran koleszterinkoncentracioja a annak fluiditasat csokkenti,
viszkozitasat noveli (74). A biofizikai paraméterek ilyen irany( megvaltozasa lassithatja a
csatornak mitkkodése soran lejatszodd konformacidvaltozasok sebességét, az egyedi csatornak
nyitasi valoszinliségét ¢s a konduktanciat (103). A lipid-raftok eloszlasa és az esetlegesen
fellépd specifikus koleszterin-fehérje interakciok szintén modosulhatnak a membran
koleszterinszintjének novekedésével (103). Ezek alapjan feltételeztiik, hogy az emelkedett
koleszterinkoncentracié csokkenti a limfocitdk Kv1.3 ioncsatorndinak aramstriiségét ¢és
lassitja a kinetikai paramétercket. A kisérletek soran azonban azt tapasztaltuk, hogy a HC
sejtek Kv1.3 csatorndinak biofizikai paraméterei koziil csak az aram aktivacios kinetikaja
mutatott eltérést, és a feltételezett lassulds helyett a 0 és +50 mV-ra toérténd depolarizacid
mellett is az aktivacids kinetika gyorsuldsat talaltuk. Mivel a tanulményba bevont mérsékelt
¢és jelentdsen emelkedett szérumkoleszterinnel jellemzett betegcsoportok sejtjei kdzott nem
volt eltérés az aktivacids kinetikaban gy gondoljuk, hogy a gyorsuldsaért nem az eltérd
membran-koleszterinszint a felelés. A lipid-raft-asszocialt Kv1.3 ioncsatorna miikodése nagy
mértékben fiigg ezen jelatviteli platformok Osszetételétél (81, 152). A zsiranyagcsere zavarali
soran a koleszterinen kiviil felhalmozd6do egyéb pl. oxidalt lipidszarmazékok raftok szétesését
okozhatjdk, mely a csatorna koleszterinben szegény (nem raft) régidiban torténd
feldusulashoz vezethet, ahol az aktivaciot kiséré konformaciovaltozasok felgyorsulhatnak
(104). Az in vitro kisérleteinkben eldidézett, illetve in vivo koériilmények kozott kialakulo
hiperkoleszterinémia esetén talalt kiilonb6zé eredmények tovabbi oka a sejtek eltérd
koleszterintartalma lehet. Az in vitro kisérletekben alkalmazott 1,5 mg/ml MBCD/CHOL
komplex ugyanis a kontroll és a HC sejtekhez képest is szignifikdnsan megemeli a sejtek
koleszterintartalmat. fgy a HC sejtek esetén a mérsékeltebben emelkedett membran-
koleszterinszint nem volt elegendd ahhoz, hogy szignifikdnsan befolydsolja a Kv1.3
ioncsatorna mitkddését. Ezt az elképzelést tdmasztjak ald egy extrém magas (29 mmol/l)
szérumkoleszterinnel rendelkezd paciens sejtjeinek vizsgalata sordan kapott eredmények: az
aktivacios és inaktivacios kinetika lassult, és az egyenstlyi aktivacid az in vitro kisérletek
soran talaltakhoz hasonldan jobbra tolodott ( Ta: 0,97+£0,06 ms, N=15, Tinak:: 289+£10 ms, n=7,
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Vip: -143 £ 4.5 mV, n=9, a kontroll értékeket lasd az 1. tablazatban) . Ezek alapjan ugy
tlinik, hogy csak a kiugréan magas szérumkoleszterinnel rendelkezé paciensek esetén lehet
bioldgiailag is jelentés a HC Kv1.3-ra gyakorolt hatésa.

A hiperkoleszterinémias sejtek vizsgalata sordn csokkent T-sejt proliferaciot talaltunk.
Mivel a Kv1.3 miikddése ezen sejtekben nem valtozott jelentdsen, mas oknak kell az eltérés
mogott allni. A T-sejt proliferdcid szabalyozasdban a Kvl.3-on kiviil szdmos membran
transzporter, jelatviteli molekula és csatorna vesz részt (57, 156). Elképzelhetd, hogy ezek
valamelyike mar olyan koncentraciéban is érzékeny a membran Koleszterintartalmanak
megvaltozasara, ami a Kv1.3 esetében még nem okoz eltérést. A hiperkoleszterinémia soran
felhalmozodo egyéb lipidek a csatorna miikddésétdl fiiggetleniil a csokkent proliferacioért is
felel6sek lehetnek. A T-sejtek oxidalt szterolszarmazékokkal torténd toltése nem volt hatassal
az aktivacio soran kialakulé kalciumjelre, azonban gatolta az aktivaciot kovetd
membrankondenzaciot és az aktin filamentumok reorganizaciojat (167). A koleszterin egyik
természetes analdgja, a koleszterin szulfat koncentracidja szintén megemelkedik
hiperkoleszterinémiaban, gatolva a T-sejt aktivacidjanak korai szakaszat (212). A T-sejt
aktivacio és proliferacié kiilonboz6 szintjeire (TCR aktivacio, kalciumjel, NFAT fiiggd
jelatviteli utvonalak, stb.) kiterjed6 részletes vizsgalat segithetne pontosabban meghatarozni a
hiperkoleszterinémia limfocitdkra gyakorolt korélettani hatasait.

Az SLOS-bdl izolalt limfocitak teljes-sejt konfiguracidoban torténd elektrofiziologiai
vizsgalata soran szignifikdnsan megvaltozott a Kv1.3 ioncsatorna mitkddése, az aktivacios
kinetika lassult, az egyensulyi aktivacido pedig jobbra tolddott. A koleszterinszintézis
karosodasaval jar6 betegségekben a mai napig kérdéses (a klinikai és sejtszinti
vizsgalatokban egyarant), hogy a koleszterinszint csokkenése vagy az enzimblokk
kovetkeztében felhalmoz6dd prekurzor molekuldk megjelenése okozza elsddlegesen a
rendellenességeket. A Kv1.3 miikddésének megvaltozasa mogott az irodalmi adatokat is
figyelembe véve az alabbi okok allhatnak:

1, Az enzimblokk kovetkeztében felhalmozoddé 7DHC, 8DHC és ezek oxidalt
szarmazékai olyan komplex valtozast hoznak létre a membran Osszetételében, aminek
hatasara a Kv1.3 miikodése zavart szenved

2, Az enzimblokk kovetkeztében csokken a membran koleszterintartalma, mely a
felhalmozodé prekurzoroktdl fliggetleniil modosithatja a Kv1.3 mitkodését

3, A sejtmembran teljes szteroltartalmanak (koleszterin+prekurzorok) tartalmanak

novekedése a szterolok kvalitativ ardnyatol fiiggetleniil gatolja a Kv1.3 mitkodését
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4, Az SLOS a sejtmembrantol fiiggetleniil, az intracellularis jelatviteli titvonalakon és
citoplazmatikus regulatorokon keresztiil befolyasolja a Kvl.3 kapuzasanak kinetikai és
egyensulyi paramétereit.

5, A sejtmembranban felhalmozodé dominans prekurzor molekula, a 7DHC
onmagaban képes lehet a Kv1.3 miikodésének megvaltoztatasara

Ad 1: SLOS-ben a sejtmembran szterolosszetétele a koleszterinszint csokkenésén tul
jelentds, komplex valtozasokon megy keresztiil. Az irodalmi adatoknak megfelelden minden
vizsgalatba bevont személy esetén megemelkedett 7DHC ¢és 8DHC koncentraciokat talaltunk
a vvt mintdkban (2. tdblazat). A prekurzor molekuldk oxidacioival szembeni érzékenysége
miatt tovabbi szterolszarmazékok is megjelenhetnek a membranban (66, 219). Az SLOS-ben
felhalmozo6do kiilonbozo koleszterinszarmazékok dsszessége olyan kornyezetet hozhat 1étre a
sejtmembranban, ami az ioncsatorndk ¢élettanitél eltérd miikodéséhez vezethet. Ennek
ellentmondanak az MBCD/7DHC toltést kovetéen kapott eredményeink. A toltés segitségével
egészséges sejteken dozisfliiggden tudtuk modellezni az SLOS-re jellemzd csokkend
koleszterin ¢s emelkedd 7DHC koncentraciokat, azonban a 7DHC-t6l eltérd prekurzorok és
azok oxidalt szarmazékai nem voltak jelen a mesterségesen toltott sejtekben. Ennek ellenére
az SLOS sejtekkel kvalitative megegyez6 elektrofiziologiai eltéréseket kaptunk, azaz az
aktivacios kinetika lassult, az egyensulyi aktivacid pedig jobbra toldédott 7DHC toltést
kovetden.

Ad2: A sejtmembran koleszterintartalmanak csokkenése szamos ioncsatorna
milkodésére van hatassal (103). Az ok a membran fizikai paramétereinek modositasa (pl.
fluiditas novelése) mellett a lipid-raftok szétesése és a csatornak non-raft kdrnyezetbe térténd
difftizidja lehet. A raft-asszocialt Kv11.1 csatornak esetében a koleszterin in vitro kivonasa az
egyensulyi aktivacid jobbra tolodasat okozta, mig a Kv1.5 esetén a G-V gorbék balra tolddtak
(16, 132). Ezzel szemben a munkacsoportunk korabbi eredményei szerint az in Vvitro
koleszterindeplécidé nincs hatassal a Kv1.3 kapuzasanak biofizikai paramétereire (74). Az
SLOS-ben taldlt elektorfizioldgiai eltérések ezért nem valdszinli, hogy a sejtek
koleszterintartalméanak csokkenése miatt kovetkeztek be.

Ad3: A Kv1.3 ioncsatornak a sejtmembran in vitro koleszterintdltésére az SLOS-hez
hasonldan, az aktivacios kinetika lassuldsaval és a félaktivacios fesziiltség jobbra tolodasaval
reagalnak. Ezek alapjan felmeriilhetne annak a lehetdsége, hogy csupan a megemelkedett
Ossz-szterolkoncentracid okozza az altalunk talalt eltéréseket SLOS-ben. A klinikai mintak
szteroltartalmanak vizsgalata esetiinkben és tOliink fliggetlen tanulmanyokban is arra a

megallapitasra vezetett, hogy az SLOS-ben felhalmoz6dé koleszterin- és prekurzor molekulak
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Osszkoncentracidja elmarad az egészségesekben mérheté Kkoleszterintartalomtol (166, 205).
hatasat Kv1.3-al transzfektalt CHO sejteken. A korabbi eredményeknek megfelelden mindkét
esetben lassultak a kinetikai paraméterek €s a félaktivacios fesziiltség jobbra tolddott, de a
koleszterin.

Ad 4: A teljes-sejt konfiguracioban torténé mérések soran az ioncsatornakat a
sejtmembran elhelyezkedd regulatorok mellett citoplazmatikus hatdsok is érhetik. A Kvl1.3
miikodését szabalyzo citoszolikus tirozin kinazok (pl. Lck, ZAP-70, PKC, PKA) a csatorna
egyensulyi és kinetikai paramétereit egyarant modosithatjak (75, 151, 159). A SLOS-ban
felhalmozodo 7DHC tobbek kozott a Ret és Wnt/B-katenin jelatviteli utvonalak kinazait
gatolva neurologiai tiinetek kialakulasahoz vezethet (59, 65). Annak kizarasara, hogy az
SLOS-ban latott eltérésekért a Kv1.3 miikddését szabalyzo intracellularis jelatviteli
utvonalakban bekovetkez6 valtozasok a felelések outside-out patch-clamp konfiguracioban
vizsgaltuk az MBCD/7DHC-val t61t6tt CHO sejtek Kv1.3 aramait. A modszer soran a vizsgalt
membrandarabkat eredeti kdrnyezetébdl eltavolitjuk, igy lehetéség nyilik a citoplazmatikus
szabalyzoelemek kiiktatasara. A 7DHC-val toltott CHO sejtek Kv1.3 dramainak egyensulyi és
kinetikai paraméterei kvalitative megegyeztek az SLOS-bdl izolalt limfocitdkon mért
aramokkal. Ezek alapjan elvethetjiik annak a lehetdségét, hogy az SLOS hatdsara mdodosuld
jelatviteli itvonalak a felelések a Kv1.3 megvaltozott miikodésért.

Ad 5: Mindezen lehetdségeket Osszevetve ugy tinik, hogy a Kvl.3 ioncsatorna
kapuzasanak megvaltozasaért a sejtmembranban felhalmoz6dé 7DHC 6nmagéiban felelds
lehet. Erre a leger6sebb bizonyitékot in vitro modelliink adja, ahol a sejtmembran 7DHC-val
torténd toltése a citoplazmatikus regulatoroktol és egyéb szterolszarmazékoktol fiiggetleniil az
SLOS-el kvalitative megegyezé moddon befolyasolta a Kv1.3 mikddését. Feltehetleg az
alacsony esetszam miatt nem talaltunk korrelaciot a vvt mintak 7DHC koncentracidja (vagy
7DHC/koleszterin aranya) és az elektrofiziologiai eltérések mértéke kozott. A 7DHC toltés
soran tapasztalt dozisfiiggd eredmények azonban felvetik annak a lehetdségét, hogy az SLOS
sejtek 7DHC tartalma és az elektrofiziologiai valtozasok mértéke kozott Gsszefiiggés lehet.
Ennek aldtamasztdsara nagyobb 1étszamu, akar tobb orszag betegeit lefed0 minta lenne
alkalmas.

A leird vizsgalatokat kdvetéen magatdl adodik a kérdés: milyen modon befolyasolja
az SLOS-ben felhalmoz6dd 7DHC (illetve az in vitro koleszterin t6ltés) a Kv1.3 miikodését?
Az irodalmi adatok alapjan harom kiilonb6z6 lehetdséget fogalmaztunk meg:
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I, A 7DHC a membran fizikai paramétereit modositva indirekten befolyasolja a
csatornak mikodését

2, A membranban megjelend 7DHC megvaltoztatja a lipid-raftok osszetételét, a raft
asszocialt csatornak miitkodése zavart szenved

3, A 7DHC/koleszterin arany ndvekedése az ioncsatorndk direkt és specifikus
koleszterin-fehérje interakcion keresztiil fejti ki hatasat

Ad 1: A 7DHC sejtmembran Osszetételére, fizikai paramétereire gyakorolt hatasarol
ellentmond6 eredményeket publikaltak. Tulenko és mtsai. SLOS betegekbdl izolalt
fibroblasztok esetén megnovekedett membranfluiditasrél szamoltak be, ami feltételezésiik
szerint magyarazhatja az SLOS-ben talalt, sejtélettani eltéréseket (205). Mas vizsgalatok nem
tamasztjak ald ennek tényét, Liu ¢és munkatarsai szerint éppen ellenkezdleg a
membrandsszetételre gyakorolt hatds szempontjabdl elhanyagolhaté a kiilonbség a két
molekula kozott (110). Amennyiben SLOS-ben vagy a 7DHC t6ltés soran megndvekszik a
membranfluiditds, a Kv1.3 kinetikai paramétereinek gyorsulni, igy az aktivacios
id6allandonak csokkeni kellett volna az altalunk talalt lassulassal szemben (28, 103). A
fentiek alapjan nem zérhat6 ki egyértelmiien az, hogy a 7DHC nem specifikus membran
biofizikai hatasai is hozzéjarulhatnak a Kv1.3 kapuzasanak modositasahoz, de ezt nem tartjuk
valdsziniinek a AC-Kv1.3 konstruktok vizsgalatanak tiikrében (1d. késobb).

Ad 2. A sejtmembran lateralis szervezettségét meghatarozd, szterolokban és
szfingomielinben gazdag lipid-raftok idealis kdrnyezetet hoznak létre a kiilonb6z6 jelatviteli
molekulak, ioncsatornak és receptorok miikddéséhez. A dolgozatban vizsgalt Kvl1.3
ioncsatorna a raft asszocialt fehérjék csoportjaba tartozik, jelenlétét a nyugalmi allapotban
1évo sejtek lipid-raftjaiban és a limfocitak aktivacioja soran kialakulo specialis platformon, az
un. immunolodgiai szinapzisban egyarant kimutattak (27, 155). A Kv1.3 csatorna raftokba
torténd feldusulasat adaptor fehérjék segitik, ezek koziil az egyik legjelentésebb a PSD-95
lehet, ami a csatorna C-terminalisaval kolcsonhatva segiti el6 annak immunoldgiai
szinapszisba vandorlasat (192). A lipid-raftok osszetételének modositasa a szfingomielint
hasité szfingomielinazzal vagy a koleszterint kivono ciklodextrinekkel a Jurkat sejtek Kv1.3
ioncsatornaink gatlasahoz vezetett (27). Felmeriil annak a lehetésége, hogy az SLOS-ben
megjelend 7DHC a lipid-raftok osszetételén keresztiil modositja a Kv1.3 miikodését. Fliesler
munkacsoportja szerint az in vitro koriilmények kozott 1étrehozott lipid-raftok esetén a 7DHC
helyettesiteni tudta a koleszterint, s6t London munkacsoportja szerint azokat a koleszterint6l
jobban stabilizalja (89, 137, 221). Mas tanulméanyok viszont nem zarjak ki annak a

lehet6ségét, hogy SLOS-ben megvaltozik az ioncsatornak eloszlasa a lipid-raftokban (24,
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205). A lipid-raftok szervezddését segitd adaptor fehérjék szintén érzékenyek a membran
lipidosszetételére, a PSD-95 példaul specifikus koleszterink6té helyekkel rendelkezik (175).
A koleszterinérzékeny adaptor proteinek 7DHC iranti affinitasarol és esetleges jelentdségérdl
a koleszterinbioszintézis zavaraiban nincs irodalmi adat. A Kv1.3 esetében a lipid-raftok
karositasanak leggyakoribb kovetkezménye az egységnyi feliiletre jutd funkcionalis csatorndk
szamanak (aramstriiség) modosulasa volt, a kinetikai és egyensulyi paraméterek azonban nem
valtoztak (27, 74). Az SLOS minték elektrofizioldgiai vizsgalata soran ezzel szemben nem
talaltunk eltérést az aramstiriségben. Ezek alapjan nem lehet kizarni, hogy a 7DHC lipid-
raftok Osszetételére gyakorolt direkt vagy adaptor fehérjéken keresztiili indirekt hatasain
keresztiil modositja a Kv1.3 miikddését, azonban nem tartjuk valésziniinek, hogy ez lenne az
els6dleges hatasmechanizmusa. Az SLOS lipid-raftokra gyakorolt hatasanak mélyebb
megismerése érdekében indokolt lenne a Kv1.3 vagy egyéb raft-asszocialt molekula
membranbeli eloszlasanak vizsgalata.

Ad 3: A direkt kolcsonhatas lehet6ségébdl kiindulva, az ioncsatornakat koriilvevd
lipid 6vben a koleszterin 7DHC-ra cserélédhet. A 7DHC ¢és koleszterin kdzotti minimalis
strukturdlis eltérés elegendd lehet a direkt, szterol-fehérje kolcsonhatasok megvaltozasahoz,
ami befolyédsolhatja a csatorna miikddése soran lejatszodd konformacidvaltozdsokat. Az
elmult években szamos ioncsatorna esetén ismertettek specifikus koleszterinkot6é helyeket,
melyek mutacidja alapvetden befolyasolta a csatorna szterolokkal szembeni érzékenységét.
Dopico és mtsai. publikaciojukban felvetették, hogy a Kv csatornak is tartalmaznak ilyen, Gn.
CRAC és CARC koleszterinkotd helyeket (181). Ezek jelentdségét SLOS-ben, esetlegesen a
7DHC-val szembeni érzékenységét ez idaig egy munkacsoport sem vizsgalta. A Kv1.3
ioncsatorna szerkezetét elemezve tobb ilyen koleszterinkotd helyet térképeztiink fel. Ezek egy
része atfed a csatorna konzervalt, milkodés szempontjabol esszencialis részeivel (S4
szegmens, aktivacios kapu). Mas kotOhelyek a csatorna varidbilis, elsésorban szabalyozéasban
részt vevo részeivel, mint pl. C-termindlis fednek 4at. A konzervalt régiokban talalhato
kotéhelyek mutaciokon alapuld vizsgéalata megoldhatatlan feladatnak tlinik, tekintve, hogy
egy egyszerli pontmutacio is konnyen nem-vezetd csatorna kialakulasahoz vezet (71, 98).
Ezzel szemben a C-terminalison talalhato kotéhelyek vizsgalata kivitelezhetd, ugyanis nagy
részének eltavolitasa sincs jelentds hatassal a Kv1.3 ioncsatorna kapuzasara (192). A Kv1.3
C-terminalisan két koleszterin-kotohely talalhatd, melyeket CARC1 és CARC2-nek
neveztiink el (20. A abra). A C-terminalis szterolok altali szabalyozasban betoltott szerepének
vizsgalatahoz eldszor egy olyan konstruktot hasznaltunk, mely esetében hidnyzott a csatorna

utols6 84 aminosav hosszusagu, a két koleszterink6td helyet is magaba foglald része. A AC-
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Kv1.3-al transzfektalt CHO sejtek esetében hatastalan volt a koleszterin illetve 7DHC t6ltés, a
Kv1.3 kapuzésat jellemzd paraméterek koziil egyik esetén sem volt eltérés Ez az eredmény
nagyon erds érv az ellen, hogy a 7DHC hatdsmechanizmusa a membran fiziko-kémiai és
biofizikai paramétereinek megvaltoztatasa.A membranban bekdvetkezd valtozasokra ugyanis
els6sorban a csatorna transzmembran régioi érzékenyek, igy amennyiben a 7DHC a
membranra gyakorolt hatasat annak fizikai paraméterein keresztiil fejti ki hatasat a AC-Kv1.3
csatorna esetén a vad tipushoz hasonléan meg kellett volna valtoznia a Kv1.3 kinetikai ¢és
egyensulyi paramétereinek. Mivel a C-termindlis eltavolitasa mindkét szterol hatéasat
megszilintette, megerdsitést nyert azon az elképzelésiink, hogy a koleszterin és 7DHC hasonlo
mechanizmusokon keresztiil szabalyozza a csatornak miikddését. A CHOL ¢és a 7DHC hatésa
a Kv1.3 kapuzasi paramétereire azonban kvantitativen kiilonboz6 volt, a Kv1.3 kapuzés
ciklodextrin zarvanykomplexszel torténé toltést kovetden (mind az aktivacios kinetika, mind
pedig a félaktivacios fesziiltség nagyobb valtozast mutatott 7DCH toltés esetén, mint CHOL
toltés esetén, 18. és 19. abrak). E kiilonbség egyik magyarazata az lehet, hogy a sejtek
kiilonb6zé mértékben veszik fel a CHOL-t vagy a 7/DHC-t ugyanolyan zarvanykomplex
koncentracidé mellett, vagy pedig a CHOL ¢és a 7DHC specifikus kdlcsonhatasai a Kv1.3 C-
termindlisaval kiilonb6z6 hatasossaguak. Az elsé allitds vizsgalatdhoz a sejtmembran
szterolosszetételének részletesebb elemzésére lenne sziikség 7DHC, illetve CHOL toltést
kdvetden.

A specifikus kolcsonhatdsok vizsgalatahoz olyan kisérelteket terveztiink, ahol
potencialis szterol-kotéhelyeket modositottuk molekularis  biologiai  eszkdzokkel, a
kotéhelyek kritikus aminosavait alaninra cseréltiik. A kotohelyek ilyen jellegli modositasa
mas, nem Kv ioncsatorndkhoz hasonléan a koleszterinnel szembeni érzékenység
csokkenéséhez vezetett (21. abra) (161, 168). Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a membranban talalhatd koleszterinmolekuldk a C-terminalis koleszterink6to
helyethez ~ kapcsolédva  gatolhatjdk a  Kvl.3  csatorna  mikodését — kisérd
konformaciovaltozasokat. Tekintve a koleszterin membranbeli lokaliz4cidjat ez a hatas abban
az esetben lehetséges, ha az intracellularis térbe nyaldo C-terminalis visszahajolva, a
sejtmembran koleszterinmolekuldival kdlcsonhatdsba keriil. A membran szteroltartalmanak
novelése eldsegitheti a koleszterinkotd hely és szterolok kozti kdlesonhatas kialakulasat, ami
a csatorna Kinetikai paramétereinek lassulasahoz és az egyenstlyi aktivacio
fesziiltségfliggésének eltolodasahoz vezet. Hasonld konkluzidt kozdltek Robinson és mtsai.,

akik a P2X7 receptor esetében a membranhoz visszacsapddd C-termindlis CRAC régioit
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jelolték meg a koleszterin hatdsanak kozvetitésért felelosnek (168). A két feltételezett
szterolkotohely feltehetden egyidejlileg vesz részt a csatorna szabalyozasidban, azonban a
csatorna miikodését eltérd pontokon tudjak befolyasolni. Erre utal, hogy a CARC1 mutacioja
esetén az aktivacios kinetika, a CARC2 esetén pedig az egyensulyi kinetika veszti el
koleszterinnel szembeni érzékenységét. A két kotbhely eltérdé viselkedésére C-terminalison
torténd elhelyezkedésiik adhat magyarazatot. A membranhoz visszahajold C-terminalis
CARCI1 szekvencigja fizikailag kozelebb keriilhet az S6 szegment disztalis részén és a C-
terminalis elején talalhatd aktivacios kapuhoz (melynek miikodése alapvetden meghatarozza
az aktivacios kinetikat), mint a farok legvégén elhelyezked6 CARC2. Ugyanakkor a C-
terminalis legvégén talalhatd CARC2 hosszabb tavolsagokra is elérhet, igy nagyobb
valdszintiséggel tud kolcsonhatni a fesziiltségszenzorral vagy a fesziiltségszenzort és porust
Osszekotd S4-S5 linkerrel, ezzel befolyasolva a csatorna egyenstlyi aktivaciojat (lasd 1. és 21.
abra). Természetesen e spekulativ elméleteket sziikséges lenne a kés6bbiekben in silico
modellkisérletekkel vagy részletesebb szerkezet-funkcid vizsgalatokkal (pl. voltage-clamp
fluorimetria) alatdmasztani.

A Kkoleszterinnel ellentétben a 7DHC mindkét mutans csatorna esetén a vad tipust
csatorndhoz hasonloan lassitotta az aktivaciot és jobbra tolta az egyensulyi aktivaciot. A
7DHC koleszterintdl eltérd hatasanak két magyarazata lehet:

1, A 7DHC a C-terminalison keresztiil, de a CARC1 és CARC2 szekvenciaktol
fiiggetlentil gatolja a Kv1.3 mitkodését.

2, A 7DHC a CARCI1 és CARC2 kotdhelyekhez a koleszterint]l nagyobb affinitassal
kotodhet.

Az elsé allitasnak ellentmond, hogy ha a minimalis strukturalis eltérés kovetkeztében a
7DHC nem tudna ezekhez a helyekhez k6tddni és mas alternativ Gton fejti ki hatasat, akkor
kvalitative miért latjuk ugyanazt a hatast, mint a CHOL toltés esetében. Véleményiink szerint
elenyész6 annak a valdszintisége, hogy 1étezik egy masik, szintén a C-terminalis hoz kot6do
szabalyozasi mod, ami a CARCI/CARC2-h6z hasonldan befolyasolnd a Kv1.3 miikddését.
Ennek ellenére nem lehet kizarni annak a lehetdségét, hogy a 7DHC a C-terminalison
talalhato egyéb kotdhelyeken keresztiil vagy indirekt modon fejti ki hatasat. Ezzel szemben
ugy gondoljuk, hogy a 7DHC mindkét kotohelyhez kapcsolddhat, rdadasul a koleszterintdl
nagyobb affinitassal. Igy egyik vagy masik mutaciéja esetén a 7DHC hatasa szignifikans
marad. Ez megmagyardzna azt is, hogy azonos koncentracioji szterol/ciklodextrin
komplexszel torténd toltés esetén a 7DHC hatdsa miért markansabb (18. és 19. abrak). A

jovoben tervezziik egy olyan mutdns csatorna létrehozéasat, mely esetén a CARC1 és CARC2
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kotéhelyeket egyarant modositjuk. A dupla mutans csatorna esetén a 7DHC hatés
megszliinését varjuk. A potencialis kotéhelyek és a ligand-receptor kapcsolat 1étrejottének
igazolasara tovabbi kisérletekre, koztiik in silico molekularis dokkolas és spinjeldlt
fehérjék/lipidek elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszkopia vizsgélatara lenne
sziikség (126).

Az elmult évtizedben szamos orokletes betegség esetén mutattak ki az ioncsatornak
velesziiletett mutacioit koroki tényezoként (42, 91). Az SLOS-ben az egyensulyi aktivacid
fesziiltségfliggésének jobbra tolddasa olyan korélettani hatassal rendelkezhet, mint a példaul
az ioncsatornak funkcidvesztéses mutacioi. A félaktivacios-fesziiltség novekedésével ugyanis
csokken a miikodd ioncsatorndk szama az élettanilag fontos membranpotencial
tartomanyokban. Az ioncsatornak velesziiletett mutacioi a G-V gorbe eltoldsan keresztiil a
Kvl1.2 esetében epilepszia (187), a Kv7.1 esetében long QT szindroma (12), mig a Kv1.1
esetében pedig epizodikus ataxia (5) kialakulasdhoz vezetnek. A fent emlitett csatornak
koleszterinnel szembeni érzékenységérdl még nincs adat, szerkezetiik azonban nagyon
hasonlé a Kv1.3-hoz, igy elképzelhetd, hogy szintén a félaktivacids-fesziiltség eltolodasaval
reagalnak az SLOS-re jellemzd lipidosszetételre. A kdzponti idegrendszerben is kifejez6dd
Kv1.3 ioncsatorna alegység 0sszeallhat mas Kv alegységekkel, a kiilonb6z6 heterotetramerek
biofizikai tulajdonsagai pedig az alegységek aranyatol fiiggenek. Egy ilyen heterotetramert a
Kv1.3 alegység megjelenése koleszterin és 7DHC érzékennyé tehet, annak ellenére, hogy a
tobbi alegység nem érzékeny a szterolkoncentracid modositdsara. Az SLOS esetében
megjelend tiinetek jelentds részéért neuroldgiai eltérések felelosek, de eldfordulnak
kardiologiai problémak is. A fenti adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy az SLOS-re jellemzd
szterolosszetételnek a kozponti idegrendszer vagy a sziv sejtjeinek ioncsatornaira gyakorolt
hatasa koroki tényezd lehet.

A Kv1.3 ioncsatorna optimalis mitkodése elengedhetetlen feltétele a fiziologias T-sejt
aktivacionak. Barmely hatés, amely gatolja a Kv1.3 miikodését a T-sejtek aktivaciojanak és
sejtek aktivacioja és proliferacidja elmarad a kontroll sejtekhez képest. Az SLOS hataséara
modosult Kv1.3 miikodés hozzajarulhat a T-sejtek csokkent miikodéséhez. Ugyanakkor
nagyon fontos megemliteni azt a tényt, hogy a T-sejt aktivacioja soran kialakulo kalciumjelet
ioncsatornak, transzportrek €s jelatviteli molekuldk sokasaga kozosen szabalyozza. Ezek egy
része, mint pl. a CRAC csatorna porusat kialakito Orail vagy a kalciumszenzorként
funkcionalé STIM1 6nnmaga is koleszterinre érzékeny (45, 148). igy nem lehet kizarni, hogy

a megvaltozott membrankdrnyezet a Kvl.3-on kiviil egyéb transzporterek, jelatviteli
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molekulak miikodését is befolyasolja. Szintén nem lehet elhanyagolni az SLOS-ben
felhalmozodoé 7DHC és egyéb prekurzor molekuldk toxikus €s esetlegesen immunszupressziv
hatasat (56, 139, 220). Az immunologiai eltérések nem tartoznak az SLOS diagnosztikai
kritériumaihoz, azonban két olyan esettanulmanyt is publikaltak ahol SLOS-ben szenvedd
gyermekekben klinikailag nem indokolt sulyossagu tlinetek alakultak ki egyszert fertézéseket
kovetden (14, 22). A T-sejtek SLOS-ben talalt csokkent funkcioja hatterében allo
mechanizmusok részletesebb elemzése érdekében fontos lenne a kalciumjel kialakitasaban
részt vevo egy€b transzporterek iondramainak €¢s membranbeli eloszlasdnak tanulmanyozasa.
Az immundeficiencia bizonyitasara tovabbi funkcionalis esszék pl. ELISA, ELISpot,

citotoxicitds essz¢é hasznalatara lenne sziikség.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A Koleszterin a sejtmembran egyik alapvet6 épitéeleme, valamint szamos biologiailag
aktiv molekula eldanyaga. A vér emelkedett koleszterintartalmaval jaré hiperkoleszterinémia
az egyik leggyakoribb zsiranyagcsere-zavar. Kevésbé ismertek a koleszterinbioszintézis
velesziiletett karosodasaval jard genetikai betegségek (pl. Smith-Lemli-Opitz szindroma,
SLOS), ahol a koleszterinszint csokkenése mellet a kiilonb6zé el6alakok felhalmozodnak a
vérben és szovetekben. A T-sejtek koleszterintartalmanak in vitro modositasa megvaltoztatja
a sejtek aktivaciojahoz nélkiilozhetetlen Kv1.3 ioncsatorna miikodését, azonban nincs olyan
atfog6d tanulmany, mely igazolnd ennek korélettani jelentdségét. Kisérleteinkben
hiperkoleszterinémias, illetve Smith-Lemli-Opitz szindromaban szenved betegekbdl
izolaltunk limfocitdkat, és vizsgaltuk a megvaltozott membrankoleszterin Osszetételének
hatasat a Kv1.3 ioncsatornak és a T-sejtek miikodésére. A szterolok Kv1.3 ioncsatorndkra
gyakorolt hatasanak részletesebb megértéséért megvizsgaltuk a Kvl.3 C-terminalisan
talalhato, feltételezett koleszterink6té helyek szerepét a sejtmembran in vitro modositott
membran koleszteringsszetétele mellett. A kisérletek alapjan elmondhatd, hogy a
hiperkoleszterinémia nem befolyasolta jelentdsen a Kv1.3 miikodését, szemben a korabbi in
vitro eredményekkel. Ennek oka az lehet, hogy a hiperkoleszterinémias sejtek
koleszterintartalma nem éri el a koleszterinnel toltott sejtekét. Ezt tdmasztja ala egy kiugrdan
magas koleszterinnel rendelkezé személy T-sejtjeinek vizsgalata, ugyanis esetében az in vitro
toltéshez hasonlé eredményeket kaptunk. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy hiperkoleszterinémia
esetében csak kiugréoan magas szérumkoleszterin-értékeknél kell szadmitani a Kvl.3
ioncsatorna miikodésének megvaltozasara. A limfocitdk osztodasi képessége a Kvl.3
ioncsatorna allapotatol fiiggetleniil csokkent.

Smith-Lemli-Opitz szindromaban lassult a csatorna kinetikaja (aktivacio, inaktivacio)
¢s az egyensulyi aktivacid jobbra tolodott. Hasonlo eltéréseket talaltunk az egészséges sejtek
7DHC toltését kovetden. Az ioncsatorndk altal szabalyozott T-sejt funkciok koziil az
aktivacio és a proliferacio is zavart szenvedett. A C-termindlison taldlhato feltételezett
koleszterink6td helyek mutéacigja csokkentette a csatorna szterolokkal szembeni
érzékenységét. Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a sejtmembran
szterolosszetételének in vivo megvaltozasa az ioncsatornak miikddésének befolyasolasan
keresztiil korélettani kovetkezményekkel jarhat, hozzajarulva példaul az SLOS-ben talalt

neuroldgiai és kardiovaszkularis tlinetek kialakulasédhoz.
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Vill. SUMMARY

Cholesterol is an essential component of the cell membrane and involved in the
syntheses of many bioactive molecules. Hypercholesterinemia, which is characterized by the
abnormally elevated serum cholesterol level, is a frequent dyslipidemia. Inborn errors of
cholesterol synthesis (e.g. Smith-Lemli-Opitz syndrome, SLOS) are rare, genetic disorders
with pathognomonic low cholesterol and increased cholesterol precursor serum levels. In vitro
manipulation of the membrane cholesterol of T cells modifies the gating parameters of the
essential voltage-gated Kv1.3 channel, however a comprehensive study that confirms the
pathophysiological significance of these results is missing. Therefore we isolated lymphocytes
from patient with SLOS and hypercholesterinemia to study the consequence of in vivo altered
membrane cholesterol composition on Kv1.3 channel and T lymphocyte function. To expand
our knowledge about the interaction of sterols with Kv1.3 we searched for the existence of
cholesterol recognition sites in an in vitro modified sterol environment. Our results indicated
that hypercholesterinemia just slightly altered the Kv1.3 function unlike in our former study
where in vitro cholesterol loading had remarkable effects. The reason of this could be that the
cholesterol content of the cells in hypercholesterolemia is not as high as in the in vitro model
systems. This is supported by the data obtained in a patient with extreme high cholesterol
level: changes in Kv1.3 biophysical parameters were comparable to those described for the in
vitro loaded T cells. The proliferation capacity of the T cells decreased regardless of the lack
in the Kv1.3 function.

In SLOS the kinetics of Kv1.3 gating slowed down and the steady-state activation shifted
toward positive potentials. Identical changes in Kv1.3 operation were observed when
control/healthy T cell membrane was loaded with 7DHC. Functional assays exhibited
impaired activation and proliferation rate of T cells probably partially due to the modified
Kv1.3 operation. Removal of the putative sterol binding sites on Kv1.3 resulted in a
phenotype that was not influenced by the elevation in membrane sterol level. We suppose that
in hypercholesterinemia only the extreme high serum cholesterol levels influence biological
functions of Kv1.3 significantly. We also concluded that the altered membrane sterol
composition in SLOS hindered the operation of Kv1.3 as well as the ion channel-controlled T
cell functions. We propose that the ion channel-sterol interaction described in our study
reveals a molecular mechanism that may contribute to the pathophysiological conditions in
SLOS, and may lead to the most prominent neurological and cardiovascular symptoms via

influencing the physiological function of ion channels.
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