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I. BEVEZETES

Az €16 szervezetben a sejtek kozotti kommunikéciot extracelluléris
szigndl-molekuldk  kozvetitik. Ezek kozé tartoznak a  hormonok,
neurotranszmitterek és a novekedési faktorok is. A jelatveli folyamat soran egy
ilyen kiils6 kémiai inger valt ki valamilyen sejtvalaszt az intracellularis térben
bekovetkezd anyagcserevaltozasok révén. A receptorokhoz specifikusan kot6do
természetes vegyiiletek a ligandok, azok strukturdlis analogjai pedig az
agonistak vagy antagonistak. Az elébbi a természetes ligandhoz hasonl6 hatasu,
az utdbbi pedig nem idéz eld bioldgiai valaszt, viszont kompeticié révén gatolni
képes az agonistak illetve ligandok hatasat. Sok esetben a receptorok indirekt
hatdsat G-proteinek kozvetitik, amelyek a sejtmembran belsé rétegében
helyezkednek el, és Osszekottetést jelentenek a receptorok és azon enzimek
kozott, melyek a mésodlagos hirvivok szintézisét katalizaljak.

A masodlagos hirvivok kozé tartozik a ciklikus adenozin-monofoszfat
kétféle G-protein szabdlyozza: A G stimuldlja, mig a Gj; géatolja az enzim
mikodését. Az eldbbit a kolera-toxin permanensen aktivalja, az utdbbit pedig a
pertussis toxin inaktivalja, igy mindkeét toxin a cAMP-szint novekedésehez jarul
hozz4. Hasznalatukkal megéllapithatd, hogy egy adott stimulus hatisara a G;
vagy a Gy altal medialt jelatviteli Gtvonal aktivalddott-e. A jelatviteli folyamatok
soran bekovetkezd foszforilacidos események befolydsolhatjak az ioncsatorndk
funkciondlis tulajdonsdgait. Az ioncsatorndk ilyen modon megvalosuld
valtozésok a csatorndk altal képviselt dram kinetikai paramétereit (aktivacio,
inaktivacio), az aktivacido fesziiltségfiiggését és az dram amplitudojat is
¢rinthetik, illetve ezek kombinacidjat, komplex milkodésbeli  valtozast

létrehozva.



Egyes ioncsatornak milkodésére a G-proteinek kozvetleniil is hatést
gyakorolhatnak, vagyis a jelatvitelt membranbeli komponensek kozvetitik,
abban citoplazmikus fehérjék nem vesznek részt.

Az adenozin a szervezet minden sejtjében megtaldlhatdo vegyiilet.
Meghatarozott fiziologids koriilmények kozott keriil az extracelluléris térbe,
megnovekedett oxigénsziikséglet/oxigénellatds arany esetén. Az adenozin
szdmos szovetben €s sejtben sokféle hatas kifejtésére képes, ezek kozé tartozik a
koszortierek tagitasa és a periférias érellendllas csokkentése. Tengerimalac
pitvari szivizomzatban csokkenti a kontraktilis erdt, az aortaban pedig relaxaciot
valt ki. A tido artériaiban ezzel szemben kontrakciot indukal az adenozin, ami a
1égz¢ési ritmust befolyasolja.

Az adenozin a hatdsat a sejtmembran specifikus receptoraihoz
kapcsolodva fejti ki. Az adenozin-receptorok kozott megkiilonboztetnek A, A,
¢s A receptorokat, az A, receptorok pedig az A,, és Ay, altipusokba sorolhatok.
Ezen receptorok mindegyike G-protein-csatolt. Az A;-receptorok altal medialt
jelatvitel a G; és G, proteineken keresztiil torténik, ennek megfeleléen gatolja az
adenilat-cikldz enzim aktivitasat (és ezzel a cAMP-szintet csokkenti), valamint
az Aj-en keresztiil kifejtett hatds blokkolhaté pertussis-toxinnal. Az A,-
receptorok ezzel szemben Gs-protein-csatolt receptorok, igy stimulaljdk az
adenilat-ciklazt. Az Aj-receptorok Gi-csatoltak. Az A,n és Ay kozott
strukturalis és farmakologiai kiillonbségek vannak.

Szamos szelektiv adenozin-receptor agonista, illetve antagonista 1étezik,
melyek eltérd affinitassal kotddnek az egyes receptor-tipusokhoz. Ez lehetdséget
ad a receptorok farmakologiai modszerrel torténd azonositidsara. Viszonylag
nagy affinitast A,-agonista az N6-ciklopentil-adenozin (CPA), A,s-agonista a
2-[p-(2-karbonil-etil)-feniletilamino]-5’-N-etilkarboxamidoadenozin (CGS),
Ajg-agonista az 5’-N-etil-karboxamidoadenozin (NECA). A -antagonista az 1,3-
dipropil-8-ciklopentilxantin ~ (DPCPX).  Nonszelektiv ~ adenozin-receptor
antagonista a koffein, a teofillin, illetve a 8-fenil-teofillin (8-PT).



Bar az adenozin-receptorok legismertebb jelatviteli utvonala az adenilat-
ciklaz-aktivitas gatldsa vagy aktivacidja, az adenozin szamos hatasa
konduktanciabeli valtozasokkal jar, kiilonosen a K= és Ca®’-csatornak
modositasaval, amely természetesen a membranpotencial megvaltozasat is maga
utdn vonja. Ismert, hogy a membranpotencial alapvetd szerepet jatszik a
jelatvitelben, azonban a membranpotencial megvaltozasanak lehetséges szerepét
a sejtek adenozin-receptor-aktivaciora torténd valaszdban még nem vizsgaltak
részletesen.

Az adenozin érfal-simaizomzatot relaxalo hatasa olyan mechanizmusok
révén valosul meg, melyek az intracellularis Ca*'-szintet csokkentik illetve a
kontraktilis apparatus Ca*'-érzékenységét redukaljak. A K'-csatornak fontos
szerepet jatszanak a relaxacié kozvetitésében: Megndvekedett aktivitasuk
hiperpolarizalja a simaizomsejtet, és igy a fesziiltségfiiggd Ca’ -csatornakon 4t
kevesebb Ca*" tud bedramlani a sejtbe, ezaltal csokken a simaizom-kontrakcio.
Ebben a folyamatban szerepet jatszanak a Ca*'-aktivalt K'-csatorndk, és az
ATP-fiiggé K -csatornak is: A nagy konduktivitast Ca®"-aktivalt K -csatornak
gatlasa blokkolja az adenozin altal indukalt koszoraér-dilataciot, az ATP-fiiggo
K'-csatornak adenozin hatasara torténd aktivacioja pedig az artéria elernyedését
eredményezi. Ujabban fesziiltségfiiggd kaliumcsatornakra is leirtak az érfal-
izomtonust befolydsold funkciot. Ezért ) vagy ismert adenozin-szarmazékok
hatadsanak vizsgalata izomsejtek kaliumdramaira egy alkalmas moédszer lehet a
szdrmaz¢k funkcionalis vizsgalatara.

A pozitron-emisszidés tomografia (PET) segitségével vizsgalhato az
adenozin-receptorok eloszlasa a kozponti idegrendszerben €s a szivizomzatban.
[lyen vizsgalatok elvégzésére az elmult évtized sordn tobb protokollt is
kidolgoztak, kiilonb6zd ligandok hasznalataval. Ezen technika radioaktivan
jelolt ligandok alkalmazasat igényli, amelyek nagy aktivitassal ¢és
szelektivitassal rendelkeznek. A 18F-NECA az A, adenozin-receptor agonista

NECA radioaktivan jelolt szarmazéka, ahol egy pozitron-emittalo fluor-atomot



kotnek az eredeti molekulahoz. Az F-NECA a 18F-NECA nem-emittalo
valtozata. A 18F-NECA mar bizonyitottan alkalmas radioligand az adenozin-
receptorok eloszlasanak PET-tel torténé megjelenitésére.

Mind az édesvizi, mind a tengeri halak spermiumsejtjei immotilisak a him
szaporitdszervben vagy olyan oldatokban, amelyeknek az ozmolaritasa hasonlo,
mint a magplazmaé. A spermiumok mozgéasa azonnal megindul, amint olyan
kiils6 kozegbe kerlilnek, ahol az ivas torténik. Az édesvizi halak spermiumsejtjei
motilisakka valnak, amikor hipoozmotikus oldtba keriilnek. A tengerben €16
halfajok sperma-motilitdsat is meginditja a hiperozmotikus tengervizbe torténd
keriilésiik. Mind az édesvizi, mind a tengeri halak esetében is kimutattak, hogy
az intracellularis K" és Ca*"-koncentracidbeli valtozasok a kornyezet hiper- vagy
hipoozmotikus iranyba torténd valtozasanak eredménye.

A Ciona zsékéllat magplazmdjanak ozmolaritdsa hasonl6 a tengervizéhez,
vagyis nincs valtozas az ozmolaritasban az ivasnal. A spermat aktivalo és vonzo
anyag, az SAAF, mely a petébdl szarmazik, a felelés a Ciona spermdjanak
aktivalasaért, kivaltva a Ca® -ionok Ca*"-csatornakon torténd bearamlasat.

A kiilonbozo fajok spermiumsejtjeiben kozos, hogy a sejtek viselkedését
elsédlegesen a Ca*'-ionok hatirozzak meg. A spermiumok tobb olyan csatornat
expresszalnak, melyek a Ca’’-ionok szamara atjarhatok és ezek a csatornak
nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak a sperma-motilitas szabalyozasaban.

A fesziilés-aktivalt, mechanikailag érzékeny csatorndk egyarant
megtaladlhatok a novényi és allati sejtekben [93,94]. Ezek a csatornak sokféle
mechanikai hatdsra adott valaszban szerepet jatszanak, igy a sejttérfogat
szabalyozasaban, az intracellularis Ca*'-koncentracié megemelkedésében és a
kation-szelektivek, a Ca’"-ionokat és az egyértékli kationokat egyarant
atengedik. A gadolinium blokkolja a fesziilés-aktivalt csatorndkat, és igy tobb

fizioldgias folyamatot gatol.



A spermiumok kiilonb6z0 érzékenységet mutatnak a kornyezet
ozmolaritdsanak megvaltozasaval szemben. Ez felveti azt a kérdést, hogy az
ozmolaritds altal szabalyozott mechanoszenzitiv kalcium-csatorndk szerepet
jatszanak-e abban a mechanizmusban, amely a spermiumok motilissd valasat
eredményezi édesvizi €s tengeri halfajok esetében. Ezeken a csatorndkon
keresztiil aramolhat ugyanis be a sejtbe a Ca*"-ionok dénté6 hanyada, amely
sziikséges a spermiumok motilitasanak kialakuldsahoz.

Az immunologiai szempontbdl fontos jelatviteli molekuldk sejtfelszini
egylttallasaibol adodd szuperstruktirdk 1étezésére ¢€s lehetséges biologiai
szerepére a kozelmultban tobb kisérleti eredmény is felhivta a figyelmet. Ezen
molekulak kozé tartoznak az l.-es ¢és Il.-es osztilyba sorolt FO
Hisztokompatibilitdsi Antigének (MHC I ¢s MHC 1I), az Interleukin-2 citokin
receptor-komplex (IL-2R), és az Intercellularis Adhézidés Molekula 1 (ICAM-1).
Az ilyen molekuldk nano- ¢és mikrométeres nagysadgrendii homo- és
sejtvonalakon.

A mar régota ismert antigén-prezentalod funkciojukon kiviil az MHC 1 és
MHC II molekulékrol érdekes modon tjabban kimutattdk, hogy egyfajta aktiv,
,hemklasszikus” szerepet toltenek be a transzmembran szignalizacioban:
apoptozist indukalhatnak vagy sejteket aktivalhatnak a differencialtsag
mértékétdl és a sejtvonal tipusatol fiiggden. Az elmult években azt talaltdk, hogy
IL-2 receptor szignalizacidjdhoz tartozo tirozin és szerin kinazok az MHC altal
kivaltott ttvonalakban is részt vesznek.

Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fenti
molekuldkat receptor-klaszterekbe szervezd lipid raftok a jelatvitel funkcionalis
egységeinek tekintheték, ennek eredményét pedig a fehérjekomponensek
egymashoz viszonyitott ardnya ¢s mindsége hatdrozza meg.

A lipid raftok Osszetételén kiviil a transzmembran jeldtvitelt egy masik

fontos fiziologiai tényezd is befolydsolja: a membranpotencial. A hatékony



jelatvitelhez sziikséges potencial-ablak fenntartasdban meghatarozo szerepet
jatszanak a fesziiltség- és Ca’'-fliggé kaliumcsatorndk. Ezek az joncsatornak
vélhetéen direkt vagy indirekt modon csatoltak az MHC-t és IL-2R-t tartalmazo
lipid raftokhoz.

Az immunsejtek felszinén jelentés szamban expresszaloddo Kvl.3
fesziiltségfiiggd kaliumcsatornak hatékony (K4 = 44 pM) és szelektiv galtloszere
a Pandinus imperator skorpid toxinjabol kivont Pi2 frakci6. A Pi2 peptid-
toxinnak a térbeli takards demonstraldsa céljabol végzett kisérletben valo
alkalmazisa azért elényods, mert mdas kaliumcsatorna-gatloszerekhez (4-AP,
TEA) viszonyitva nagysagrendekkel nagyobb a molekulatomege és igy a
térkitoltése is. Ha a kérdéses lipid raftok receptorait elsddleges antitestekkel
megjeloljik, majd ezekhez masodlagos antitestekkel bevont aranygdmboket
kotlink, akkor a receptorok homoasszocialtsaga miatt egy térhalos szerkezet
johet létre az esetlegesen kozelségben 1év0 ioncsatorndk felett. Ez az
aranygdmbokbdl és antitestekbdl allo halézat takarhatja az csatornakat az
aramlasi rendszerben érkezd, nagyméreti peptid-toxintol, ami igy a toxin
csatorna-szdjadékba vald bekotddését €s a csatornaaram-gatlas késleltetését

eredményezheti.

II. CELKITUZESEK

Meg kivantuk vizsgalni az A; €és A;n adenozin-receptorokhoz torténd
ligand-k6tddés hatdsat simaizomsejtek membranpotencialjara és a membran
kalium-konduktanciajara. A méréseket DDT1 MF-2 sejteken terveztik, ezek
horcsdg vas deferens-ébol nyert simaizom-sejtek, melyek A; és A, tipust
receptorokat egyarant expresszalnak és fesziiltségfiiggd K'-csatornak is
talalhatok a sejtmembranjukban, ezért a fenti vizsgélatok szamara alkalmas

rendszert szolgaltatnak.



Tovabba 6ssze kivantuk hasonlitani az F-NECA ¢s a NECA (adenozin-
receptor agonistak) altal kivaltott, adenozin A; és A, -receptorok altal kozvetitett
kontrakcid- ¢€s relaxacidbeli valtozasokat egyes szOvetekben, valamint a
sejtmembran kalium-konduktanciajara gyakorolt hatasukat egyedi sejteken. A
szovetek, melyeken a kisérleteket el kivantuk végezni: tengerimalac pitvari
szivizom, tiidOartéria €s aorta, melyeken A, illetve A,g-medialt kontraktilitasbeli
valtozasokat irtak le. Az egyedi sejten torténd méréseket pedig DDT1 MF-2
sejteken terveztiik, a patch-clamp technika segitségével.

Az extracellularis ozmolaritas hatdssal lehet a membran fizikai allapotara
¢s ezen keresztiil az ott 1évd ioncsatorndkra is. Ezzel Osszefliggésben célul
tztik ki a mechanoszenzitiv csatornak szerepének vizsgalatat a Takifugu
niphobles tengeri hal és Cyprinus carpio édesvizi hal, a Ciona intestinalis
zsakallat spermuimsejtjeinek aktivaciojdban. Ebbdl a célbodl a fesziilés-aktivalt
kationcsatorna-blokkolé Gd®" alkalmazasat és fluorimetrias fluiditas, valamint
fénymikroszkopos motilitdsvizsgalatokat terveztiink.

crr

ismeretében arra is kerestiik a valaszt, hogy az immunvalaszban szerepet jatszo
sejtfelszini receptorok és a Kv1.3 fizikai kozelségben vannak-e. Méréseinket Kit
225 K6 huméan T-limféma sejtvonalon kivantuk elvégezni, a kérdéses receptorok
pedig az MHC I, MHC 11, az IL-2Ra alegység és a VLA-4 integrin, melyek
ezeken a sejteken egyazon lipid rafthoz asszocidltak. Negativ kontrollként az

elobbitol kiilonbozo rafthoz tartozd TriR-t kivantuk hasznalni.

III. ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtek A sziriai aranyhorcsog vas deferens-€bdl szdrmazo simaizom-
sejtvonalat (DDT1 MF-2) az European Collection of Animal Cell Cultures-t6l
(Salisbury, UK) szereztiik be. A DDT1 MF-2 sejteket 37 °C-on tenyésztettiik, 5



% CO,-t €s 95 % O,-t tartalmazo6 nedves kornyezetben. A tenyésztési médium a
Dulbecco’s modified Eagle’s medium, melyet kiegészitettink 2 mM L-
glutaminnal és 10 % (v/v) fetal calf serum-mal (FCS). A sejteket mechanikai
uton tavolitottuk el, ezutan mostuk PBS-ben. Az aramlasi citometrias
mérésekhez 2x107/ml koncentracioban felvett sejtszuszpenziot alkalmaztunk. Az
endogén adenozin eltavolitasdra adenozin-deamindzt (2 E/ml) adtunk a
sejtekhez, 10 perccel a mérés megkezdése eldtt. A sejtek ¢Eletképességének
vizsgalatara tripankék jelolést hasznaltunk, mely szerint a sejtek 90 %-a €16 volt.
A Kit-225 K6 egy human T-limféma sejtvonal helper fenotipussal.
Osztddasdhoz IL-2 ligand rendszeres adasa sziikséges. A sejteket RPMI-1640
médiumban tenyésztettiik, amely 10 % fetal calf serum-ot, penicillint és
streptomycin-t tartalmazott. A sejtekhez 20 egység/ml rekombindns IL-2

ligandot adtunk 48 6ranként.

Elektrofiziologia A patch-clamp méréseket fesziiltség-zar lizemmodban,

teljes-sejt konfiguracioban végeztiik, Axopatch-200-A patch-clamp erdsitdvel,
melyet Osszekotottink egy Digidata 1200 szédmitogépes interfésszel (Axon
Instruments, Foster City, CA, USA). A mintavétel soran alulateresztd sziirést
hasznaltunk, a mintavételezeési frekvencia felénél. A patch-elektrodak ellenallasa
3-4 MOhm volt, amelyet GC150 F-15 boroszilikat iivegkapillarisokbol
gyartottunk (Clark Electromedical Instruments, Reading, UK). A pipettdkat KF
alapu intracellularis oldattal tolt6ttiikk meg, mely EGTA-t tartalmazott. A sejteket
NaCl alapu, Ca®"-ot és Mg*"-ot tartalmaz6 extracellularis oldatban mértiik. 1-10
Gohm nagysagrendli nagy kontaktusi ellenallast alakitottunk ki a sejten, a
patch-pipetta belsejére iranyuld szivas alkalmazéasaval. Ezt kdvetden teljes-sejt
konfiguraciot hoztunk létre szivas-impulzusok alkalmazasaval. A kisérletek
dontd részében a szivargasi aram elhanyagolhatd volt a sejten mérhetd K'-
aramokhoz képest. A soros ellenallds 3-10 Mohm volt, kompenzacioként 80 %

korrekciot és 40 % predikciot alkalmaztunk. Minden patch-clamp mérés 20 °C-
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on tortént. Az arammeérési protokollokat legalabb 12 perccel a teljes-sejt
konfiguracio kialakitdsa utdn inditottuk. A patch-clamp kisérletek kezdetéig a
sejteket jégen tartottuk, igy tobb oOran keresztiil valtozatlanok maradtak az
azokon mérheté K'-csatornak tulajdonsagai. Az adenozin-receptor ligandokat a
NR-ben oldottuk, majd folyamatos aramlési rendszerrel juttattuk a sejtekhez,
szelepek felhasznilasaval. A patch-clamp adatok értekelését a pClamp8

programcsomag segitségével végeztiikk (Axon Instruments, Inc.).

Aramldsi _citometria Az 4ramlasi citometrids membranpotencial-

méréseket a negativan toltott oxonol festék haszndlatival végeztiik, amely a
membran két oldala kozott a Nernst-egyenletnek megfeleléen oszlik meg. A
mérésekhez egy modositott, argon-ion lézerrel ellatott FACSTAR aramlési
citométert hasznaltunk (Becton Dickinson, Parsippany, NJ, USA). Az oxonol
festék fluoreszcencigjat 488 nm-es vonallal gerjesztettiik 200-400 mW
teljesitménnyel. A kimeneti optika része volt egy 520 nm-es feliilateresztd sziird
a szort gerjesztd fény kisziirésére, és egy 540 nm-es sdvsziird. A kis szdgben
eloreszort fényt az adatgytijtés sordn elektronikus kapuzasra hasznaltuk, amely
lehetové tette az elpusztult sejtek kisziirését az analizisre keriild sejtek
halmazabol. A sejteket 10°/ml koncentracioban, szobahémérsékleten futtattuk. A
fluoreszcencia-hisztogram mérését a festddés egyenstulydnak kialakuldsat
kovetden kezdtiik el. A mésodjara adott ligand modositd hatdsanak vizsgélatara

a ligandot az egyensuly bedllta utan adtuk a festett sejtszuszpenzidhoz.

Kontraktilitas-mérés (a) pitvari szivizomzat A tengerimalacok éterrel

torténd altatas alatti dekapitaldsa utan a mellkast kinyitottuk és a szivet gyorsan
kivagtuk és 30 °C-os, oxigénnel ataramoltatott NaCl alapi Krebs oldatban
mostuk. A bal pitvart izolaltuk és 10 ml-es, fliggdleges szervfiirddbe helyeztiik,
amelyben 37 °C-os Krebs oldat volt. A pitvart elektromosan ingereltiik, 3 Hz-el,
a kiiszobfesziiltség kétszeresének alkalmazasaval, egy programozhat6 stimulator

segitségével. Az izometrikus O0sszehtzdéddsokat egy transzducerrel mértiik és
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poligraffal vettiilk fel. 10 mN kezdeti, nyugalmi mechanikai fesziiltséget
alkalmaztunk a preparatumokon. A kontraktilis paraméterek stabilizacidjat
kovetéen kumulativ. NECA illetve F-NECA dozis-hatds gorbéket (E/[A])

vettiink fel. (b) tiidéartéria és aorta A tengerimalacok mellkasi aortajanak és f6

crer

szoveteket vertikalisan rogzitettiik egy 37 °C-os Krebs-oldatot tartalmazo
szovetkamraban, 5 % CO, mellett. A tidoartériabol és aortabol szarmazod
ércsikok  mechanikai  feszilltségét izometrikusan mértikk, transzducer
alkalmazasaval, ¢és a kimenetet fesziiltségmérd és regisztrald berendezéshez
kapcsoltuk. A mintdkra 10 mN kezdeti mechanikai fesziiltséget adtunk, az
egyensuly utdn pedig 1 uM noradrenalinnal inkubaltunk, majd mostuk.

Amikor a kontrakcio stabillad valt, 10 uM NECA oldatot vezettiink a
szervfiirddbe ¢és addig vartunk, mig a maximalis hatdst el nem értik. A
szoveteket ezutan tobbszor friss, 1 uM noradrenalint tartalmaz6 Krebs-oldattal
mostuk és vartunk, amig stabilizalodtak. A tiidéartéridkon a NECA és F-NECA
hatasanak vizsgalatdra non-kumulativ méréseket végeztink, mig a mellkasi
aortdkon az adenozin-analdogokkal kumulativ mérést folytattunk. A
purinvegyliletek hatasat befolyasolo 8-PT-t a nyugalmi allapot alatt adtuk 30-40
percig, a szovetek ezt kovetden noradrenalint kaptak, melynek hatisara a
kontroll tonusnak megfeleld szintre htizodtak 6ssze. A NECA ¢és F-NECA altal
kivaltott, A -receptor-medidlt kontrakciok vizsgalatara szolgalé mérések végén a
szoveteket enyhén festettiilk és megmértilk a hosszisagadataikat és a sulyukat.
Az adenozin-analogokra adott valaszokat ezt kdvetden ugy szamoltuk ki, hogy
meghatdroztuk a mechanikai erd novekedését (mN egységekben), és ezt
osztottuk a szdvet keresztmetszetével (mm” egység hasznalataval).

A _membranfluiditas mérése 1 ml sejtszuszpenziohoz 10 ul TMA-DPH

torzsoldatot adtunk (a TMA-DPH végsé koncentracidja: 10° M), és quartz-
kiivettaban inkubaltuk 5 percig 20 uM GdCl; mellett vagy anélkiil. 2 ml FPS-t (a
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sperma immotilis maradt) vagy 2 ml  desztillalt vizet (kivaltott sperma-
motilitds) adtunk a kiivettdkhoz és igy mértiik az anizotropiat. A hozzaadott FPS
¢s desztillalt viz ugyanolyan koncentracidéban tartalmazott TMA-DPH-t vagy
GdCl;-ot.

Immunogold jelolés sejtfelszini proximitasmérésekhez Az els6 jelolési

1épés soran el@szor a frissen nyert sejteket kétszer mostuk 4 °C-os PBS-ben (pH
7.4). A sejtes csapadékot ezutan 100 pl PBS-ben felszuszpendaltuk (1x10°
sejt/ml) és 40 percig jégen inkubaltuk 10 pg jeloletlen teljes antitesttel
(elsédleges jelolés, ehhez az antitesthez kotddik majd az anti-Fc fragmens
specificitassal rendelkez6 immunogold gomb a jelolés masodik szakaszdban).
Az antitestek esetleges aggregaciojanak elkeriilése céljabol  azokat
lecentrifugaltuk (9x10* rpm-en, 30 percig) a jelolés elott. A jeldlt sejteket
kétszer mostuk hideg PBS-ben. Az inkubalas masodik 1épésében 40 percig jégen
inkubéltunk 30 nm atmérdjii aranygdmbokhoz kotott poliklondlis antitesttel

(masodlagos jelolés, Aurogamig g30 a monoklonalis jeldletlen teljes antitest Fc

fragmense ellen, az Amersham Pharmacia-tol).

Patch-clamp bemosasi ido meresek az L243 monoklonaris antitesttel A

stabil teljes-sejt konfiguracid kialakitasa utan legalabb 6t depolarizalod impulzust
adtunk a sejtre. Az impulzusok -120 mV-os tartoéfesziiltségrdl indultak és +50
mV fesziiltséget adtak 20 ms ideig. Az impulzusokat 15 masodpercenként
ismételtiik. Miutan meggy6zddtiink arrdl, hogy az dramszint stabil, egyensulyi
értekre allt be, 30 pl L243 antitest-oldatot pipettdztunk kozvetlentil a sejtre (az
olddszer PBS volt). A csticsaram értékét folyamatosan nyomon tudtuk kovetni a
depolarizald6 impulzusok adasaval, €s az antitest adasat kovetd percekben
fokozatos csokkenést figyeltiink meg, amely az als6 egyensulyt 3- 6 perc alatt

érte el. Az antitest-oldat koncentracidja 2.5 mg/ml volt.
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IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Adenozin-receptor-medialt jelatviteli folvamatok simaizomsejteken A

DDT1 MF-2 simaizomsejteken az A; adenozin-receptor agonista CPA (50 nM)
alkalmazasa hiperpolarizaciot eredményezett. Az Aj-receptor antagonista
DPCPX (1 uM) szignifikansan csokkentette az agonista 4altal indukalt
hiperpolarizal6 hatast. A sejtek eldinkubalasa 100 uM 4-AP-vel, mely egy
fesziiltségfliggd kaliumcsatorna-blokkold, vagy 1 pM DPCPX-el, teljesen
megsziintette a CPA membranpotencidlra gyakorolt hatasat. A DDT1 MF-2
sejteken elvégzett patch-clamp kisérletek kifel¢ iranyuld, fesziiltségfiiggd
aramot mutattak. Ezt azt dramot teljes mértékben gatolni tudtuk a
fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna-blokkold 4-AP (5 mM) vagy TEA (10 mM)
fokozatosan novelte ezt az dramot, 1 uM koncentracional 30 %-os novekedést
produkalva. Igy a kélium-permeabilitasban bekovetkezé véltozas lehet felelds
azért a hiperpolarizacidért, amelyet a CPA valt ki.

Az Aja-receptor agonista CGS 21680 a 10 nM-t6l 3 uM-ig terjedd
koncentracio-tartomanyban az A;-agonista CPA-val ellentétes hatast fejtett ki a
DDT1 MF-2 sejtek membranpotencidljara ¢és kaliumkonduktanciajara
vonatkozoan. 1 uM A,, adenozin-receptor antagonista CSC adasa a sejtekhez
repolarizaciot eredményezett, €¢s a membranpotencidl visszadlt az eredeti érték
kozelebe. A CPA megsziintette a CGS 21680 altal indukalt depolarizacidt a
sejteken. A CPA-nak ez a tulajdonséaga feltehetden abbol adddik, hogy az A;-
receptoroknak négyszer nagyobb az expresszios szintje DDT1 MF-2 sejteken az
Aja-receptorokhoz viszonyitva. Amikor a patch-clamp mérések sordn 10 nM —
10 uM CGS 21680-t perfundaltunk a sejtekhez, a teljes-sejt kaliumaram
azonnali csokkenését tapasztaltuk. A nagyobb koncentracioknal a CGS 21680 az

aram inaktivacidjat is gyorsitotta, az inaktivacidé valtozdsa a 100 nM-os
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koncentraciondl volt a legkifejezettebb. Annak a demonstralasa céljabol, hogy a
kaliumaram tulajdonségaiban bekovetkezett valtozasok sordn a receptorok a
csatorndkra G-protein-fliggetlen moddon fejtik ki hatdsukat, a kisérletet a
leghatasosabb CGS 21680 koncentracional (100 nM) megismételtiik pertussis-
toxin kezelt sejteken. Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a pertussis-toxin-
kezelt (200 pg / ml, 4h-1g inkubalt) és a kontroll sejtek k6zott sem a csiicsaram
blokkolasaban (rendre 73 + 12 %, és 66.9 + 8.8 %, n=5, sem az dram
inaktivacios kinetikdjanak valtozdsaban (rendre 54 + 9.7 %, és 64.8 £ 12%,
n=5).

Eddigi ismereteink szerint ez az elsé alkalom, hogy a DDT1 MF-2 sejtek
sikeriilt kimutatni. Molleman és munkatarsai ezen a sejtvonalon sem magas
dézisu adenozinnak (1 mM), sem ATP-nek membranaramot befolydsold hatasat
nem talaltak. Azonban ezek az eredmények nem mondanak ellent az 4ltalunk
megallapitottakkal, mivel az adenozin kotddése mind az A; mind az A,
receptorokhoz szadmos receptor-aktivacios folyamatot kivalthat, amely végiil
ahhoz vezethet, hogy a kdliumaramra gyakorolt hatds nem lesz szignifikdns. A
jelen tanulményban altipus-specifikus agonistdk altal indukalt folyamatokat
vizsgaltunk, ezért a kiilonb6z6 hatasokat szét tudtuk valasztani.

A kéliumcsatornak kiilonboz6 altipusokra specifikus adenozin-analdgokra
adott valasza szovetrdl szovetre eltérd lehet. Dart és Standen eredményei szerint
bar mind az A;, mind az A, tipusu receptorok megtalalhatok a sertés
koszorterbdl szarmazd simaizomsejteken, az A; adenozin-receptorhoz térténd
kotddés kaliumaramot aktival, de az A, receptorok esetében ez nem mondhato
el.

Elképzeléseink szerint az adenilat-ciklaz Ajs- és Aj-receptor aktivaciot
kovetd stimulacioja vagy gatlasa egy olyan mechanizmus révén valosul meg,

melynek részét képezi az elsdé 1épések kozott a transzmembran-potencidlban
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bekovetkezd ligand-indukalt valtozas, mivel a membran-polaritisban kivaltott
valtozas az enzim fesziiltségfiiggd konformacids valtozasat idézheti eld.

Az altalunk talalt eredmények alapjan a DDT1 MF-2 sejtek egyediilalloak
abban a tekintetben, hogy megndvekedett K -konduktanciaval és
hiperpolarizaciéval reagdlnak az A,-receptor aktivaciora, ezzel szemben
csokkent kaliumarammal €s depolarizacidval valaszolnak az A,-receptor ellenes
ligand-kezelésre. Ezért ezek a sejtek farmakoldgiai kutatasok hasznos targyat
képezhetik, mert segitségiikkel az A;- és Ajs-medidlt mechanizmusok
ugyanazon sejtvonalon tanulményozhatok.

A NECA ¢es F-NECA adenozin-szarmazéekok altal  kivaltott

kontraktilitasvaltozdasok vizsgdlata szoveteken Az elektromosan stimulalt pitvari

szivizomzatban — mely egy adenozin A;-receptorokat tartalmazo szévet — A
NECA ¢s az F-NECA i1s koncentraciéfiiggé modon csokkentette a kontraktilis
er6t. A NECA ¢és F-NECA dozis-hatas gorbéit felvéve €s elemezve azt kaptuk,
hogy a maximaluis hatds (E..) ¢és a Hill-koefficiens (nyg) nem kiilonb6zott
szignifikdnsan a két vegyiiletre vonatkozdan, mig az F-NECA latszdlagos
affinitasa (ECso) kisebb volt, mint a NECA-¢ (rendre 7.50 = 0.18 és 8.23 +
0.12).

1 uM noradrenalinnal eldkezelt ¢és igy Osszehuzott, tengerimalac
tidoartériabdl  szdrmazd izolalt csikokon a NECA ¢és F-NECA s
koncentraciofiiggd modon fazisos kontrakcidt idézett eld (gyorsan kialakuld
kezdeti kontrakcid, mely az irodalom szerint A;-medialt). A két vegyiilet 4ltal
okozott fazisos kontrakcid dozis-hatas gorbéjebdl azt kaptuk, hogy az F-NECA
gorbéjére vonatkozd E,.x és Hill-koefficiens értékei nem kiilonboznek a NECA
esetében kapott értékektdl. A gorbékbdl szamitott ECsy értékek azonban itt is
szignifikansan eltéronek adodtak (F-NECA: 6.20 + 0.01, NECA: 6.58 + 0.05)

Fenti eredményeink szerint az F-NECA affinitdsa kisebb mind a

myokardialis, mind az érfalban levé A; adenozin-receptorokon. A maximalis
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hatas (En.x) és Hill-koefficiens (ny) hasonlosagat azzal magyarazhatjuk, hogy a
NECA ¢és az F-NECA hasonlo jelatviteli titvonalak kozvetitésével hat.

Az 1 uM noradrenalinnal el6kezelt tengerimalac aorta prepardtumban —
mely egy A,g adenozin-receptort expresszalo szovet —a NECA ¢és az F-NECA s
dozisfiiggd modon relaxaciot valtott ki. Erre vonatkozd dozis-hatas gorbéket is
felvettiink. A két vegyiilet hatdsa kozott nem taldltunk szignifikéns kiilonbséget
sem a gorbékbdl szamitott maximalis hatas (E.), sem a Hill-koefficiens (ny),
sem a latszolagos affinitast jellemz6 ECs, értékében.

A kovetkezd kisérletsorozatban tengerimalac tiiddartériabol szdrmazo —
mely mind A,, mind A,g adenozin-receptorokat expresszal — mintakat
hasznéltunk, ahol az A; adenozin-receptorokat 0.3 uM DPCPX-el gatoltuk,
amely egy specifikus A; adenozin-receptor antagonista. Ilyen moédon az A,p
adenozin-receptorok altal indukalt gyors relaxdciot megbizhatéoan tudtuk
tanulmanyozni. A relaxacid jellemzése céljabol a tiidoartéridkon dozis-hatés
gorbéket vettlink fel a NECA, illetve F-NECA vonatkozasdban. Egyik vegytilet
hatdsa kozott sem talaltunk kiilonbséget sem az E,,, sem a Hill-koefficiens sem
az ECs, értekeknél, ezért gy gondoljuk, hogy a NECA ¢és az F-NECA
ekvivalens agonistdk a vaszkularis A,g adenozin-receptorokon. Annak
vizsgalata céljabol, hogy a NECA ¢és F-NECA valéban adenozin-receptorokon
keresztiil hat, 1 uM 8-PT (nonszelektiv adenozin-receptor-antagonista)
jelenlétében is felvettiink dozis-hatas gorbéket. A 8-PT a NECA ¢és F-NECA
doézis-hatds gorbéjét egyarant jobbra tolta, és az altaluk kivaltott maximalis
relaxacid (Ep.x) szintén csokkent. A 8-PT hatdsanak tovabbi vizsgalata céljabol
a NECA-ra és F-NECA-ra vonatkoz6 E(A) gorbék EC,s értékeit hatdroztuk meg
a 8-PT hidnyaban és jelenlétében, majd ezekbdl koncentracio-hanyadosokat
szamoltunk (EC,s 8-PT utan / EC,s 8-PT el6tt). A NECA-ra és F-NECA-ra
szamitott koncentracio-hanyadosok rendre a kdvetkezdk voltak: 3.83 + 0.69 és
4.94 + 0.54. A NECA ¢és F-NECA ekvivalencidjat az A, receptorokon tehat a 8-

PT-vel végzett mérés is megerdsiti.
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A DDT1 MF-2 simaizomsejteken mért teljes-sejt 4aramnak két
komponense van: egy befelé iranyuld, fesziiltségfiiggd Na'-aram és egy kifelé
iranyuld, fesziiltségfiiggd K'-aram. Mivel a natriumaram hamarabb
inaktivaloédott, mint ahogy a kaliuméaram aktivalodott, ezért lehetdvé valt a
kaliumaram natriumaramtol filiggetlen mérése. A fesziiltségfiiggd, kifelé
iranyulo kaliumkonduktancia farmakoldgiai analizisét is elvégeztiik, nem-peptid
(TEA) és peptid (ChTx, MgTx) tipust gatlészerek alkalmazésaval. A félhatasos
dozis (ECs) értékei a gatloszerekre a kovetkezdk voltak: TEA: 2.1 mM, MgTx:
43 pM, ChTx: 910 pM, mely a Kv1.3 csatorndk tulajdonsigainak felel meg. A
DDT1 MF-2 sejteken a NECA- illetve F-NECA-kezelés szignifikans mértékben
csokkentette a teljes-sejt kaliumaramot. 5 uM NECA hatasara a —120 mV-r6l
+40 mV-ra torténd depolarizacido kovetkeztében kialakuld dram cstucsértéke az
eredeti értek 61.2 + 8.3 %-ra csokkent (n=3), mig 80.6 + 4.7 %-ra esett, amikor
az F-NECA-t hasznaltuk.

A NECA-val és F-NECA-val torténd perfuzios kezelés szignifikansan
gyorsitotta a membrandram inaktivacidjat is. Ennek megfeleléen az
exponencialis illesztésbdl szamolt inaktivacios idéallando az eredeti érték 55.1 +
18.0 %-ara csokkent 5 uM NECA hatasara, mig 5 uM F-NECA-nak kisebb
hatasa volt, az 1doallandot a kontroll 80.1 + 15.3 %-ara csokkentve. A két
szarmazek kiillonbozoképpen befolyasolta az dram aktivacids iddallanddjat is:
mig 5 uM NECA 73.9 £+ 10.0 %-ra torténd csokkenést valtott ki, 5 uM F-NECA
nem eredményezett szignifikans valtozast, az eredeti szint 104.6 £ 1.8 %-ara
allitva az id6konstanst.

A NECA ¢és F-NECA eltéerd hatidsa a kémiai szerkezetiik
kiilonbozdségének kovetkezménye lehet, amely eltéréseket idézhet eld ezeknek
a vegylleteknek az A, és A,g adenozin-receptorhoz vald affinitidsaban. Mivel
mind az A;, mind az A,g receptorok megtaldlhatok a DDT1 MF-2 sejtek
felszinén (Ramkumar és munkatarsai), és a NECA mindkét receptornak

agonistdja (Stinnakre €s Renterghem), a NECA vagy F-NECA kotddése altal
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kivaltott funkcionalis valasz az A; és A,g altal medialt hatasoknak az
0sszegeként adodik.

Mechanikai __fesziilés-aktivalt __csatorndak __ szerepének _ vizsgdlata

spermiumok __aktivdcios _folyamataiban A Takifugu niphobles (fugu hal)

spermiumok immotilisak voltak az eredeti kornyezetilkknek megfelelé SLS
illetve NoCaSLS oldatokban. A motilitas kivaltdsahoz a tengerviznek megfeleld
ASW- vagy Ca*'-mentes NoCaASW-oldatot hasznaltunk. Amikor ASW-be
helyeztiik, a fugu halak spermiumsejtjei 90.6 + 2.0 % motilitast mutattak, 163.2
+ 5.35 um/s sebességgel. Amikor a spermiumokat NoCaASW-ben vettiik fel,
nem volt szignifikans kiilonbség az ASW-hez képest sem a motilis hanyadban
(87.6 = 3.1 %), sem a sebességben (149.7 = 7.3 um/s), ez azt jelzi, hogy
extracellularis Ca®" nem sziikséges a motilitas kivaltdsdhoz.

Ez a megfigyelésiink 6sszhangban van Oda és Morisawa eredményeivel,
melyek szerint a fugu sperma motilitasat ki lehet valtani extracellularis Ca**
nélkiil is.

Az intracellularis Ca*" kivonasa a spermiumokbol 10 pM A231186
kalcium-ionofor-t tartalmaz6 NoCaSLS oldattal torténd inkubdaldssal azt
eredményezte, hogy a NoCaASW adasat kdvetden nem kezdtek el mozogni a
sejtek. 100 uM Ca®" adasat kovetéen a sejtek ismét motilissa véltak, és a
sebességértékeik megkozelitették a kontroll értékeit. Az eredmények alapjan azt
mondhatjuk, hogy a fugu spermiumsejtjenck motilissd valasdhoz intracelluléris
kalcium megléte sziikséges.

A Ca® szerepe tehat meghatarozonak tiinik e folyamatban: Oda és
Morisawa még az extracellularis Ca®" hianyaban is 5-szoros emelkedést talalt az
intracellularis Ca®"-koncentracioban, amikor hiperozmotikus oldattal kivaltottak
a sperma motilitast fugu halban. Azt is kimutattdk, hogy a fugu spermiuma még
fiziologias oldatban is motilis lett 10-15 s-al azutan, hogy Ca*"-ot vittek be a

sejtekbe kiilsé Ca*" és A23187 Ca’" ionofor alkalmazasaval. Az 6 eredményeik
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szerint tehat az intracellularis raktarakban tarolt Ca** a kiilsé ozmolarits
megvaltozasa nélkiil is képes kivaltani a sperma-motilitast.

A mi eredményeink azonban részben ellentmondanak ennek, ugyanis a
méréseink szerint a fugu spermiumai fizioldgias ozmolaritasti oldatban
1M A23187 mellett. Itt az intracellularis Ca®'-szint beéllitasahoz kiegyenlitettiik
az extra- és intracellularis Ca*'-koncentracidkat 10 uM  A231186
intracellularis Ca*"-koncentracié ndvekedése nem valtotta ki a spermiumok
motilitasat, ha a sejtek izotonias SLS-ben voltak. Amikor azonban ugyanolyan
motilitdsa. Ezek az eredmények komoly bizonyitékot szolgéltatnak arra
vonatkozoan, hogy az intracellularis Ca®" emelkedése onmagéaban nem elegendd
a spermdk mozgasanak elinditdsdhoz, ¢s hogy az ozmolaritas hipertonids iranyba
torténd eltolodasa az elsddleges kivaltd tényezo.

A kalmodulin szerepének vizsgalatdhoz a W-7 kalmodulin-
antagonistat hasznaltuk. 100 uM W-7 alkalmazasa 10 perc alatt a kontroll
értekének 8 + 3 %-ra csOkkentette a motilitast. A szintén kalmodulin-antagonista
TFP (200 unM) a motilitast a kontroll 3 = 1 %-ra csokkentette.

Tobb kiilonboz6é ioncsatorna-gatloszer hatasat is megvizsgaltuk a fugu
spermiumsejtenek motilitdsara. A 21 kaliumcsatorna-blokkolot tartalmazé
Econokit EK-300 (Alomone Labs) gatloszerei koziil csak a Penitrem A (10 uM,
15 perc inkubalds) csokkentette a motilitast (43 + 12). Az EK-400
kalciumcsatorna-blokkolok sem fejtettek ki hatast a sejtek mozgasara, mint
ahogy a 25 uM koncentracioban adott klorid-csatorna gétld chlorotoxin sem.

Mivel a kalmodulin-géatlészerek blokkoltdk a fugu spermdjanak
motilitasat, tovabba sem a sejtmembranban 1év0 kalciumcsatorndkat, sem a

kaliumcsatorndkat blokkold szerek nem befolyédsoltdk a fugu sperméjanak
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motilitasat, arra kovetkeztethetiink, hogy a kalmodulin és a belsd raktarakbol
felszabadulo Ca®" kolcsonhatasa jatszik kdzponti szerepet a fugu hal spermiumai
motilitasanak hiperozmotikus kezelés altal kivaltott aktivacidjaban.

A fesziilés-aktivalt ioncsatorna-blokkold gadolinium megvaltoztatta a
(tengeri) fugu hal és az (édesvizi) ponty spermiumsejtjeinek motilitasat is: A
fugu hal motilitasat a kontroll 92 &+ 3 %-os értékéhez képest az 5, 10 és 20 uM
koncentracidban alkalmazott gadolinium rendre 17 = 9, 11 + 4 és 6 = 3 %-ra
csokkentette. A gadolinium a ponty-sperma motilitdst is dozisfliggd modon
csokkentette. A motilitds a kontroll érték negyedrészére csokkent, miutan a
spermiumokat 1 percig inkubaltuk 20 uM gadoliniumot tartalmazé FPS-ben, és
3 %-ara esett vissza, amikor 40 pM-os gadolinium-koncentracidt alkalmaztunk.
A Ciona zsékallat spermiumsejtjeinek SAAF-fel vagy valinomycinnel kivaltott
motilitdsat azonban nem befolyésolta szignifikdnsan a gadolinium-kezelés (20
vagy 40 uM).

A nyugalomban levd, motilis illetve gadolinium-kezelt (40 uM GdCls)
ponty-sperma-mintdk membranfluiditasat is megmértik. A TMA-DPH-val
jeldlt, nyugalomban levé spermiumok fluoreszcencia anizotropia-értéke 0.242 +
0.02-nek adodott. A hypoozmotikus kezelés —amely a sperma-motilitast is
indukélja— megndvelte a membranfluiditdst (mért anizotropia-érték: 0.182 +
0.02). A gadolinium-kezelés mind a nyugvo, mind a hypoozmotikus kezelésnek
kitett sejtek membranjat rigidizalta.

A gadolinium a sejtmembran lipid részéhez kotddik (Ermakov és
munkatarsai), és a kettOsréteg fizikai tulajdonsdgainak megvaltozésa hatassal
lehet a jelatviteli folyamatra is. A lantanidak nagy affinitdsu kotddése
befolyadsolja a foszfolipid kettOsrétegek fizikai tulajdonsdgait is. Ezek a
valtozéasok érinthetik a transzmembran fehérjék konformdécids valtozasanak a
dinamikajat is (Cantor). A gadolinium aktivan kivonja a Ca*"-ot a felszinrél, és

egyes zsirsavlancok ujrarendezddését okozza, valamint fazisszeparaciot idéz el
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(Li és munkatarsai). A transzmembran fehérjékre nyomast fejthet ki a kdrnyezo
lipidek Gd®" jelenlétében bekovetkez6 kondenzacidja, és ez a nyomas
megakadalyozhatja a mechanikai fesziiltség 4altal kivaltott konforméacids
atmenetet. A GdCl; (40 puM) szignifikansan csokkenti a kozonséges ponty
spermdjanak membranfluiditasat és a hipotonids kezelés fluidizald hatisat is
ellenstilyozza. Ez a megfigyelés azt az elképzelést tadmasztja ald, hogy a
gadolinium a plazmamembran strukturalis valtozasat idézi eld.

A _sztérikusan_gdtolt toxin-kotodés elmélete A sejtfelszini fehérjék

(receptorok, ioncsatorndk) egyiittalasanak vizsgalatara kidolgoztunk egy olyan
moszert, amely a gatolt feliileti diffGizi6 jelenségét targyald korabbi elméleti
biofizikai cikkekre tamaszkodik. Modelliinkben toxin ioncsatornahoz torténd
kotddésének modosulasat vizsgaltuk kozelségben 1évé gombrészecskék
hatasara. Eredményeink szerint a toxin-diffuzio lateralis komponensének
aranygdmbok altali  késleltetésével fehérje-proximitds detektalhatd, ami
kvantitativ megkozelitésben azt jelenti, hogy a patch-clamp mérések soran
kapott k,,-ban valtozast mériink.

A kérdéses receptorok sejtfelszini eloszlasanak vizsgalata A késleltetés

mértékét a homoasszociacio foka is befolyasolja. Az altalunk hasznalt Kit 225
K6 humén T-limféma sejtvonalon az MHC I, MHC 1I, IL-2Ra, VLA-4 és TrfR
intermolekularis tdvolsadga aramasi citometrias energiatranszfer hatékonysagbol
szamitva rendre 7.0 £ 0.1, 7.8 £ 0.2, 8.8 £ 0.2, 8.1 £0.2 és 7.5 = 0.1 nm volt. A
mérések alapjan a relativ expresszos szinteket is meghataroztuk: a legnagyobb
expresszioju MHC I értékét alapul véve (100 %), amely 1.25 x 10° kotShelyet
jelent, az MHC II, IL-2Ra, VLA-4 ¢s TrfR értékei rendre 76.6 + 8.6, 34.2 + 8.3,
<4.0 és 15.3 = 1.5 volt.

Molekuldris asszocidciok vigsgdlata Méréseink szerint a VLA-4 integrin

jelentds heteroasszocidciot mutat az MHC II molekulaval, E = 17.6 £ 2.5
energiatranszfer-hatékonysaggal. A VLA-4 ¢és az MHC 1 kozott valamivel
kisebb, de még mindig jelentds az egyiittallas, itt E = 13.7 £ 3.6. Negativ
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kontrollként a TrfR és MHC I proximitasa szolgalt, ahol E = 3.5 £ 2.0. A
legnagyobb energiatranszfer az MHC II és az MHC I kozott volt (20.6 + 1.5).

A _toxin-_és _antitest-kotodés gatlasanak detektdlasa Egy sejtfelszini

receptorra vonatkozdéan négy kiilonb6z6 mintan végeztiink patch-clamp
kisérleteket, melyekben a Pi2 skorpiotoxin Kv1.3 csatornat blokkol6 hatdsat
vizsgaltuk a Kit 225 K6 sejtvonalon. A blokkolasi gorbékbdl szamolt T bemosasi
1d6éallando a kontroll (jeldletlen) sejtekre ti, = 27.3 + 1.7 s-nak adddott. A csak
masodlagos aranygdmb (g30:GAMIG) mellett inkubalt mintara t;, = 26.1 + 1.7
s értéket kaptunk, ami nem jelentOs eltérés. Az antitesttel els6dlegesen jeldlt
sejteknél az MHC I, MHC 11, IL-2Ra, VLA-4 és TrfR esetében a T, értéke
rendre 30.1 £1.4,28.7+1.6,299+1.3,27.6 1.7 ¢és27.8+1.6s volt. Ezek az
értékek csak kismértékben nagyobbak a kontrolltol. Az antitesttel elsdédlegesen
¢s aranygdmbbel masodlagosan is jelolt sejteken viszont jelentdsen nétt a Ty,
értéke a VLA-4 és a TrfR kivételével: rendre 45.9 + 4.7, 40.0 £ 3.1, 36.3 £ 2.0,
29.6 £ 1.7 és 29.2 £ 1.2. Ezt azt jelenti, hogy a Kv1.3 csatorndk az MHC-
molekulakat tartalmazo raftokhoz kozel helyezkednek el, a TrfR-oktol pedig
tavol. A VLA-4 integrin esetében a kismértékii eltérés a VLA-4 receptorok
kicsiny szdmabol adodhat.

Osszegzésképpen kiszamitottuk a csatorna-toxin asszociacid sebességi
allandoja, a k., relativ valtozasat is masodlagos jelolés hatasara, az elsddleges
jelolést alapul véve. A Akq/ko, a legnagyobb az MHC I-re ¢s MHC Il-re (-42.7
+ 9.8 % ¢és -40.0 = 10.3 %).

A toxin-kotddés bemosasi iddallanddjanak (t,,) ilyen mértékii csokkenése
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Kv1.3 csatornak az MHC-molekulékat
tartalmazo lipid raftokban vannak, vagy legalabbis tobbségiik az immunogold
részecskemérettel Osszemérhetd tavolsagban van a raftoktol. Ez Jirgens és
munkatarsai valamint Murphy és munkatarsai alapjan 30-50 nm, az aranygdmb

atmérdjének és a bevono antitestréteg vastagsaganak az dsszege.
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Mivel az MHC 1I expresszios szintje 76.6 = 8.6 %-ka az MHC I-ének,
ezért az MHC II statisztikusan kozelebb helyezkedhet el a Kv1.3 csatorndhoz.
Az IL-2Ra és a VLA-4 integrin esetében a Ak /ko, —17.5 £ 10.6 % illetve —13.0
+ 10.3 %. A VLA-4 esetében ez utdbbi érték is jelentds lehet, ha figyelembe
vessziik ezen fehérje viszonylag kicsi expresszids szintjét (< 4 %). A TrfR
AKon/kon értéke csupan —2.8 = 10.4 % (nincs szignifikans késleltetés).

Az a tény, hogy IL-2Ra alegység esetében kisebb k., — beli relativ
valtozast mértiink, annak tulajdonithato, hogy bar az IL-2Ra az MHC I és MHC
IT fehérjékhez hasonld méretii klasztereket alkot, a stirtiségiik szignifikdnsan
kisebb, a nagyobb receptor-receptor tdvolsagnak (8.8 nm az IL-2Ra-ra és 7.0
nm az MHC I-re) és az ide vonatkoz6 konfokalis mikroszkdpias képeknek
megfelelden. Ezek szerint a Kv1.3 csatorna az IL-2Ra alegységekkel is hasonlo
nagysagrendili, bar némileg kisebb mértékii molekuléris kozelségben van, mint
az MHC-molekulékhoz.

Egy, a fentiekkel analdg kisérletben sejtfelszini receptor-antitest kotddés
késleltetését kivantuk megvizsgalni kozeli antitest-aranygomb komplex
hatasara. Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az 1.243 MHC II-ellenes antitest
in situ addsa whole-cell konfiguraciéban 53 + 15 %-kal csokkentette a Kit 225
K6 sejtek Kv1.3 csatorndinak aramat. Ezt a jelenséget alapul véve olyan mérést
terveztiink, melyben harom mintat készitettiink: egy jeldletlen, egy MHC I-jelolt
(W6/32 antitest) ¢és egy MHC 1 aranygomb-jelolt (W6/32 + g30)
sejtszuszpenziot.

A mintdk sejtjethez L243 antitestet adva a csatorndk arama fokozatosan
csokkent, melynek exponencidlis illesztésbdl szamolt Ty, lecsengési iddallandoi
rendre 8.3 £ 2.8, 11.3 £ 4.2 és 37.4 = 9.5 %. Eszerint minél nagyobb ligandot
kotiink az MHC 11 kozelében 1évé MHC I-re, annal nagyobb mértékii az MHC
[I-jel6ld L243 csatornadramot modositdé hatidsanak késleltetése. Az irodalom

alapjan ugy gondoljuk, hogy az L243 kotédése az MHC II-hoz egy
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intracellularis jelatvitei folyamatot hoz létre, ez vezet a Kvl.3 csatornak
gatlasdhoz (indirekt hatas). Bene és munkatarsai a sejtmembran depolarizacidjat
tapasztaltadk az MHC 1I-hoz torténd antitest-kotédés sordn JY B limfoblaszt
sejteken, Pieri és munkatarsai pedig az IL-2 receptorhoz torténd 1L-2 kotdédéskor
HUT-102B2 T-limfoblaszt sejteken. Ezek a megfigyelések 0sszhangban allnak
azon elképzelésiinkkel, hogy mindkét receptor ugyanannak a transzmembran
szignalizacios platformnak, az MHC-ket tartalmazo lipid raftnak az eleme

ezeken a sejtvonalakon.

V. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink nyoméan megallapitasokat tehettiink sejtmembranbeli

kationcsatorndk receptorok és extracelluldris ozmolaritas 4ltali szabalyozasarol
¢s ezek élettani szerepérol.
1. A DDTI1 MF-2 simaizomsejteken az A; adenozin-receptor agonista CPA
¢s az A, adenozin-receptor agonista CGS 21680 ellentétes irdnyban valtoztatta
meg a membranpotencialt. A; és A,, antagonistdkkal meg tudtuk akadalyozni
ezt a valtozast.

A CPA alkalmazasa dozisfiiggé modon ndvelte sejteken mért kifelé
iranyuld fesziiltségfiiggd kaliumaramot, ezzel szemben a CGS 21680
csokkentette azt. Ennek alapjan a kaliumkonduktancidban bekovetkezd valtozas
tehetd feleldss¢ a membranpotencialbeli valtozasokért. A CGS 21680
dozisfiiggd modon gyorsitotta a kaliumcsatorndlk inaktivacidjat. A pertussis-
toxin alkalmazéasa nem befolyasolta a CGS 21680 kaliumaram-blokkol6 hatésat,
jelezve, hogy az Ajs-agonista nem G-proteinen keresztil moduldlja a
csatornakat.

2. Tengerimalac ~ szoveteit  vizsgalva, pitvari  szivizomzatban ¢&s

tiiddartéridban mind az adenozin-receptor agonista NECA, mind a PET
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radiofarmakon analogja, az F-NECA koncentraciofiiggd modon rendre a
kontraktilis eré csokkenéséhez illetve fazisos kontrakcidhoz vezetett (4;-medidlt
hatads). Az F-NECA hatasa mindkét szovetnél kisebb volt.

A mellkasi aorta prepardtumon és DPCPX-eldkezelt tiiddartéridkon a
NECA ¢és az F-NECA dozistiiggd mddon relaxaciot indukalt, a két analdég kozott

viszont itt nem adddott szignifikans kiillonbség. (4,5-receptor-medialt hatas).

A DDTI1 MF-2 sejteken mért fesziiltségfiiggd kaliumaramot mind a
NECA mind az F-NECA szignifikansan csokkentette és az &ram inaktivacigjat is
gyorsitotta. A kivaltott hatds azonban az F-NECA esetében kisebb volt.
Fentiekbdl arra kovetkeztettiink hogy az F-NECA a NECA egy funkcionalisan
kevésbé aktiv analogja.

3. A mechanikai fesziilés-aktivalt kationcsatorndk szerepét vizsgaltuk
abban a jelatviteli folyamatban, amely kiilonb6z6 fajok spermiumainak
aktivaciojahoz vezet. Ezeket a csatorndkat gatolja a gadolinium, amely
kisérleteink szerint a fengeri fugu és az édesvizi ponty spermajanak motilitasat
dézisfiiggd modon csokkentette. A fugu spermiumban taldlhatd egyik fehérje
izoelektromos pontjdnak a motilitds megindulasaval jard eltolodasat gatolta a
gadolinium-kezelés. Ez a fehérje kozvetitheti a fesziilés-aktivalt csatornak
hatasat. A fluoriméteres anizotroépia-méréseink soran azt talaltuk, hogy a ponty-
sperma motilitasat kivaltdo hipoozmotikus kezelés noveli a membranfluiditést, a
gadolinium viszont ezt megakadalyozza. A fesziilés-aktivalt kationcsatornak
tehat szerepet jatszanak olyan fajok sperma-motilitasainak meginditdsaban, ahol
a sperma eltérdé ozmolaritasu kozegbe keriil a megtermékenyitéskor.

4. A kovetkezd kisérletsorozatban ioncsatorndk €s receptorok egyiittallasat
vizsgaltuk human T-limfoéma sejtvonalon. A patch-clamp technika segitségével
kimutattuk, hogy az MHC I, MHC II glikoprotein, IL-2Ra alegység, VLA-4
integrin és transzferrin sejtfelszini receptorokhoz kotott 30 nm atmérdji arany
nanorészecskék kiilonbozéképpen modulaljdk a Pi2 toxin Kv1.3 csatornakhoz

torténd kotddését. A modulacié a csticsairamok exponencialis illesztésével nyert
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T, toxin-bemosasi 1ddallandé ndvekedésében mutatkozott meg a jeldletlen
sejtekhez képest. Adatainkkal a Kv1.3 csatornak MHC-molekulakat tartalmazé
raftokhoz vald kozelségét demonstraltuk. Az MHC I és MHC II mar elézetesen
1gazolt kozelségét felhasznalva egy olyan kontroll-kisérletet végeztiink, melynek
soran az MHC I-hez kotott antitesteknek és aranygomboknek az (MHC 11
receptor-L.243 antitest) kotddést térbeli leszoritd hatdsat vizsgaltuk. Az 1.243-
medialt csatornamodulaciot ilyen modon sikeresen gatoltuk. Kidolgoztunk tehat
egy olyan 1Uj modszert, mellyel receptor-csatorna vagy receptor-receptor
proximitdsokat tudunk detektdlni, a koncentracio-ugrast kovetd, sztérikusan

gatolt diffazid elmélete alapjan.
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