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1. BEVEZETES

A humén limfocitdk K* csatorndi és membranpotencidlja fontos szerepet jdtszanak az
immunvalaszhoz sziikséges jelatviteli folyamatokban, a sejtek membranjanak hiperpolarizalt
allapotban torténd folyamatos fenntartisaban és ezdltal a mitogén stimulédcié elinditdsdhoz
sziikséges feltételek biztositdsdban. A T sejtek specifikus antigének felismerését kovetden
aktivdlédnak, ami olyan biokémiai folyamatok kaszkadjit foglalja magdban, mely végiil a T sejtek
proliferdciéjdhoz vezet. A T limfocitdk membranjaban tobbféle K csatorndt azonositottak, melyek
koziil a legjelentdsebbnek a Ca** aktivalt K* csatornak (Kc,3.1 vagy IKc,1) és a fesziiltségfiiggd,
depolarizéacidra aktivalédé Ky1.3 csatorndk bizonyultak. Ezek a csatorndk kozvetve szabalyozzdk
az intracelluldris Ca® jeleket, amelyek nélkiilozhetetlenek a T sejt-proliferaciéhoz. A
fesziiltségkapuzott K* csatornak blokkoldi [tetraetil-ammoénium-ion (TEA™), Charibdotoxin (ChTx),
Noxiustoxin (NxTx), Margatoxin (MgTx)] a K* 4dram gitldsdn tdl a sejtek mitogén-indukalt
proliferaci6jat is hatékonyan gitoljak — ez az egyik bizonyitéka a K* csatorndk T sejt-aktivdcioban
betoltott kulcsszerepének. A nyugvé T sejt membran K™ konduktancidjdnak névekedése mitogén
stimulécié sordn, valamint a K¢,3.1 csatorndk expressziods szintjének novekedése a T sejt-aktivacio
alatt szintén a K csatorndk T sejt-aktivdcidban és az azt kivetd proliferdcidban betdltott szerepét
mutatja. Val6sziniisithetd, hogy a K* csatorndk a membran hiperpolariziciéja révén teremtik meg a
feltételeket a mitogén valaszhoz sziikséges intracelluldris Ca®* szint emelkedéséhez.

A Ky1.3 a fesziiltségfiiggd K* csatorndk Shaker csaladjdba tartozik. A milkkodéképes csatorndt
négy azonos alegység alkotja (homotetramer), melyek mindegyike hat o-helikdlis transzmembran
szegmensbdl épiil fel (S1-S6), az egyes szegmenseket intra- és extracelluldris hurkok kapcsoljak
0ssze. Az S1-S4 szegmensek alkotjdk a fesziiltségkapuzott csatorndk fesziiltségszenzor doménjeit
(minden alegységben egyet, vagyis csatorndnként négyet), ezek felelések a Ky csatorndk
fesziiltségfiiggd aktivacidjaért, mig az S5 és S6 szegmensek és a hozzdjuk kapcsol6do
extracellularis hurok (P) (a négy alegység ezen szakaszai egyiitt) a fesziiltségérzékel6 modulokhoz
kapcsolddva alkotjdk a belsd poérusképzé komplexet, amelyen keresztiil a K™ ionok atjutnak a
membranon.

A fesziiltségkapuzott K* csatorndknak a membran depolarizécidja altal kivaltott aktivaciojat
(nyitdsat) a csatornafehérje elsé négy szegmensében bekovetkezd konformécids valtozasnak
tulajdonitjdk. A gyors aktivaciét kovetden a Shaker K* csatorndk egy nem vezetd, inaktivalt
allapotba keriilnek. Az inaktivacié kétféle mechanizmus révén valdsulhat meg. Az N-tipusinak
nevezett gyors inaktivici6 néhdny ms-ig tart, és az un. ,labda-és-ldnc” (,,ball-and-chain”™)

mechanizmus kovetkeztében alakul ki, amelyben a fehérje N-terminusa blokkol6ként viselkedik
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ugy, hogy a csatorna citoplazma fel6li oldalan bekotddik, ezéltal elzarja a porust. A C-tipustinak
nevezett lassu inaktivaci6 tobb s-ig tart, €s egy a porusban, Osszetett mechanizmussal lejatsz6do
konformd4cids valtozas eredménye, ami alapvetOen a szelektivitasi filter és a csatorna extracelluldris
bejarata kornyékére korlatozodik, és érzékeny az externdlis kationokra és a csatornapdrus
aminosav-Osszetételére. A C-tipusi inaktivaci6 kialakuldsdnak nem feltétele az N-tipusu
inaktivacid, de az N-tipusu inaktivacié gyorsithatja a C-tipusut. A Ky1.3 csatorndk inaktivaciéjat
kizardlag a lassu, P/C tipusti mechanizmus kozvetiti.

A plazmamembran lipidosszetétele szamottevoen befolydsolja a membranok tulajdonsagait,
példaul a fluiditdst. A membranok fluiditdsa vagy szerkezeti rendje alapvetden befolydsolja a
membréanfolyamatokat és -funkcidkat, a membranban kotott fehérjék miikodését. A membran
dinamikai sajdtsagai €s folyadékkristdlyos dllapota befolyasolhat membrianhoz kotott funkciokat, a
membranfehérjék konformécidjat €s flexibilitdsat, a permeabilitdsi viszonyokat, a citoplazma-
membréanban taldlhaté ioncsatorndk kinetikai paramétereit és az enzimaktivitdsokat. Kiilonb6zo
koriilmények kozott a plazmamembran lipidosszetétele és rendezettsége megvaltozhat. Ez a
valtozds jelentésen moddosithatja a membranfluiditdst, megvéltoztatva ezzel az alapvetd
tulajdonsagokat a membran moédositott részeiben; és kiilonosképpen megzavarhatja az ioncsatorndk
mukodését. Mivel az ioncsatorndk transzmembran fehérjék, a lipid—fehérje kolcsonhatdsok
befolydsolhatjdk ezek miikodését is. A csatorndk kapuzdsa fehérjekonformécié-valtozast jelent,
ezért a csatorndk lipidkornyezetének megvéltozdsa moddosithatja példaul azok aktivacids és
inaktivacios kinetikdjat.

A plazmamembran koleszterin-tartalmdnak a membranfluiditdsra, valamint a membranon
keresztiili iontranszportra gyakorolt hatdsa régéta ismert. A koleszterin a membran kettOsréteg
mindkét felében megtaldlhatd, elsdésorban annak dinamikai paramétereit moédositja. Az élettani
értéktol eltérd koncentracidban gitolja a receptorfehérjék megfeleldé miikodését; a membran
koleszterin-tartalmanak novelése csokkenti, mig a koleszterin kivondsa a membranbdl noveli az
ioncsatorndk aktivitdsiat. Ez azzal magyardzhat6, hogy a membran koleszterin-koncentracidjadnak
novekedésével a membran viszkozitdsa novekszik, s ez egyrészt mechanikai uton, mésrészt a lipid—
fehérje kolcsonhatdsok moédositdsaval hat a csatornafehérje intramolekuldris mozgésaira.

Az utébbi idében figyelemre mélté érdeklddésre tettek szert a hosszu szénldncu tobbszordsen
telitetlen zsirsavak (PUFA-k), amelyeket mint természetes dgenseket az artalmas gyulladésos
valaszok és az autoimmunitds legy6z€ésére hasznaljdk. A legnagyobb érdeklddésre az n-3 PUFA-k
tartanak szamot. Szdmos tanulminy szdmol be az n-3 PUFA-k in vivo és in vitro
gyulladdscsokkentd és immunszuppressziv hatdsarol. Ezek a zsirsavak a szerzett és a természetes
immunitds celluldris alkotdelemeit egyardnt befolydsoljdk. A PUFA-k dézisfiiggden gétoljdk a

jelatvitelt T sejteken, mig telitett (SFA) és egyszeresen telitetlen (MUFA) zsirsavak nem



véltoztatjdk meg a Ca®* vélaszt. A sejtmembran PUFA-val torténé dusitdsa szelektiven médositja a
detergens-rezisztens membrandomének (DRM) citoplazma fel6li rétegét. Hasonloképpen
dozisfiiggd mdédon elnyomjdk a Concanavalin A (Con A)-stimulélt limfocita-proliferdcidt a PUFA-
tartalmu triacil-glicerinek patkdnyban, mig az SFA-kat vagy olajsavat (OA) tartalmazo triacil-
glicerinek nem gatoljdk az emlitett sejtvalaszt.

Az eikozanoidok szintén hatékony moduldtorai a limfocita-funkciénak. A sejtmembrianban
megjelend eikozanoidok mennyiségét és fajtajat a taplalékkal felvett zsir tipusa befolydsolhatja.
Feltételezések szerint a zsirsavaknak a sejtproliferdciora Kkifejtett gitl6 hatdsa nem maés
metabolitokka torténd atalakulds eredménye, hanem kozvetlen hatas.

A membranban taldlhaté zsirsavak moddositdsa befolydsolja szdmos membranbeli enzim és
ioncsatorna funkci6jat, beleértve a K* csatornakat [pl. ATP-szenzitiv K™ (Katp) csatorna, TREK-1
(2 pérusi K* csatorna), TRAAK (arachidonsav-stimuldlt K* csatorna), Ca** aktivalt K* (BKc,)
csatorna, ATP-aktivalt K; hattércsatorna és foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP,) aktivalt Karp
csatorna] is. A csatorndk zsirsavakkal vagy mds toltott lipidekkel torténd mddositdsa valdsziniileg
azoknak kozvetleniil magdval a csatornafehérjével vagy néhdny madas csatorna-asszocidlt
komponenssel kialakitott kolcsonhatdsa révén valdsul meg.

A taplalékkal felvett zsirsavak bekeriilnek a vérkeringésbe, ahol a keringd limfocitdk fel
tudjak venni 6ket. Ha beépiilnek a limfocitamembranba, megvéltoztathatjdk a membran kettds réteg
szerkezetét és fluiditdsat, és — kovetkezésképpen — a membrinfehérjék, igy az ioncsatorndk
funkci6jat. A periférids limfocitdk ioncsatorndi funkcidjanak megvéltozdsa magaval vonhatja a
sejtes immunvdlasz megvaltozasat. Mivel a tdplalékkal elfogyasztott zsirsavak beépiilhetnek a
sejtmembranba, az étrendnek fontos szerepe lehet a megfeleld membran-lipidosszetétel

kialakitasaban.

A sejtek kozotti  kommunikdciot  kiilonboz6  extracelluldris  szigndlmolekuldk  (pl.
neurotranszmitterek, hormonok, ndvekedési faktorok) kozvetitik. Ezek a molekulak kiilsé kémiai
ingerként viselkednek a jelatviteli folyamatok sordn, €s az intracellularis térben bekovetkezo
anyagcsere-valtozasok indukdldsa révén valamilyen sejtvalaszt valtanak ki. A hirvivé molekuldk
altaldban receptorokhoz specifikusan kotddnek, ily médon azoknak természetes ligandumai. A
receptorok hatdsit sok esetben G fehérjék kozvetitik, amelyek a sejtmembrén belsd rétegében
helyezkednek el, és Osszekottetést jelentenek a receptorok és azon enzimek kozott, amelyek a
masodlagos hirvivok szintézisét katalizaljak.

A masodlagos hirvivok kozé tartozé ciklikus adenozin-monofoszfit (cAMP) szintjét
meghatdroz6 adenilét-cikldz enzimet a Gy (serkentd) fehérje stimuldlja, mig a G;j (inhibitor) gatolja.

Az eldbbit a koleratoxin permanensen aktivalja, az utdbbit a pertussis toxin (PTx) inaktivalja, igy



mindkét toxin a cAMP-szint novekedéséhez jarul hozza. Hasznélatukkal megallapithat6, hogy egy
adott stimulus hatdsara a G; vagy a G altal medialt jelatviteli ttvonal aktivdlédott-e.

Az adenozin a sejtfunkciok endogén moduldtora a kdzponti idegrendszerben és a periférids
szovetekben. Szinte valamennyi sejtbol felszabadulhat, megnovekedett
oxigénsziikséglet/oxigénellatds ardny esetén keriil az extracelluldris térbe. Szdmos élettani hatdsa
régéta ismert. Auto- illetve parakrin szabdlyozd hatdssal rendelkezik, neurotranszmitter,
szabdlyozza a szivkoszorterek perfuzidjdnak mértékét (tagitja a szivkoszoruereket, bradikardizalod
hatdsu), ugyanakkor gatolja a trombocita—aggregaciot és a preszinaptikus purinerg (P) receptorok
aktivalasaval kiillonboz6 neurotranszmitterek felszabaduldsat. Az adenozin hatdsainak legnagyobb
része sejtfelszini receptorokkal valo kolcsonhatdsnak tulajdonithatd, mely receptorok a purinerg
receptorok csalddjdba tartoznak.

A purinerg receptorok endogén ligandumai az adenozin, az AMP, az ADP és az ATP. A
purinerg receptorokat Burnstock javaslata alapjan adenozinra (adenin-nukleozidra) érzékeny P; és
ATP-re (adenin-nukleotidra) szelektiv P, tipusokra kiilonithetjiik el. Igy a P, receptorok azonosak
az adenozin-receptorokkal. A P; receptorok kiilonb6zd adenozin-anal6gokkal szemben mutatott
eltérd szelektivitasuk alapjan, valamint rekombindns adenozin-receptorok aminosav-szekvencidinak
vizsgalatdval tovabbi A, Az, Aoy és As alosztidlyokra oszthaték. Valamennyi adenozin-receptor hét
a-helikdlis transzmembran doménnel rendelkezik, ¢és effektor mechanizmusa G fehérje-
kolcsonhatdsokon keresztiil valésul meg. Az A; receptorok altal medialt jeldtvitel a G; és Gy
proteineken keresztiil torténik, az A, receptorok Gy, az Az receptorok G; protein-csatoltak. Mig az
A és Aj receptorok gétoljdk, addig az A, tipustak fokozzdk az adenilét-cikldz aktivitdsat (vagyis a
cAMP képz6dését). Az Aj-en keresztiil kifejtett hatds blokkolhaté PTx-nal.

A szoveti adenozin-receptorok tipizdldsa specifikus adenozin-anal6gokkal (agonistdkkal)
vagy szelektiv adenozin-receptor-antagonistakkal torténhet. Ezek a természetes ligandumok
strukturdlis analégjai, el0bbiek a ligandumokhoz hasonlé hatdsiak, utébbiak pedig nem idéznek eld
bioldgiai valaszt, de képesek gétolni a ligandumok és az agonistdk hatdsat. Az adenozin-agonistak
valamennyien adenozin-szdrmazékok, az antagonistdk lehetnek xantin- (pl. koffein-) vagy nem
xantin-szarmazékok. Az N6—cik10pentil—adenozin (CPA) A; agonista, a 2-[p-(2-karbonil-etil)-
feniletilamino]-5-N-etil-karboxamido-adenozin (CGS 21680) szelektiv A,, agonista, az 5’-N-etil-
karboxamido-adenozin (NECA) nem szelektiv, egyardnt rendelkezik A;, A, és Az agonista
tulajdonsaggal. A 4-(2-[7-amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol
(ZM 241385) nem-xantin tipusu A,, szelektiv antagonista, a 8-(3-klérsztiril)-koffein (CSC) xantin
tipusu A,, szelektiv antagonista, az 1,3-dipropil-8-ciklopentil-xantin (CPX vagy DPCPX) erdsen

specifikus A receptor-antagonista.



Az adenozin-receptorok az egész szervezetben megtaldlhatok. A nagy receptor-specificitassal
rendelkezd agonistdk és antagonistdk pozitront emittdlé atommal jelzett formai j6l hasznalhat6ak az
egyes adenozin-receptor-tipusok  szervezeten beliilli eloszlasdnak  feltérképezésére, a
ligandumko6tddés kinetikai sajatsagainak vizsgalatara. Ilyen bizonyitottan alkalmas radioligandum
az 5°-N-(2-["*F]fluor-etil)-karboxamido-adenozin (‘*F-NECA), ami a NECA radioaktivan jelolt
szarmazéka.

Bér az adenozin-receptorok legismertebb jeldtviteli dtvonala az adenilét-cikldz aktivitdsanak
gatldsa vagy aktivicidja, az adenozin sok hatdsa egyiitt jar a sejtmembrdn vezetoképességének
megviltozdsaval, kiillondsen a K+ és/vagy Ca”* csatornak konduktancidjanak médosuldsdval, s igy —
természetesen — membrédnpotencidl-valtozassal is. Ismert, hogy a membréanpotencidl alapvetd
szerepet jatszik a jelatvitelben, ezért indokolt lehet a membranpotencidl megvéltozasanak a sejtek
adenozin-receptor-aktivaciora torténd valaszaban kifejtett lehetséges szerepének tanulmanyozasa.

Kimutattdk, hogy A; és A, adenozin-receptorok egyszerre vannak jelen bizonyos simaizom-
sejteken. Ilyenek az éltalunk vizsgdlt, sziriai aranyhorcsdg vas deferensébdl izoldlt DDT; MF-2
simaizom-sejtek, melyekben meglehetdsen érzékeny adenildt-ciklaz rendszer is taldlhato.

Bizonyos sejtekben Osszefiiggés mutathaté ki a purinerg receptorok aktivacidja és a
sejtmembrin K* vezetdképessége kozott. Xenopus laevis ovuldlt petesejtjeiben példdul a Py receptor
kifelé irdnyul6 K dramot aktivdl. Mivel a cAMP stabil analégjai K* dramot vdltanak ki, igy
feltételezhetd, hogy az adenozin-receptorok stimuldljdk az adenilat-cikldz rendszert, és a K* dramot
a CAMP-szint valtozasai médositjak.

A P; receptorok mellett K* csatorndk jelenlétét is kimutattdk a DDT; MF-2 sejteken, igy itt is
felteheté a Py medidlt K™ csatorna-aktivacié. Ily médon lehetdség nyilhat ezen sejtek farmakoldgiai
felhaszndldsdra: az A; és A,, receptor-medidlt mechanizmusok ugyanazon sejtvonalon torténd
tanulmanyozdasara.

Xenopus oocitdkban mesterségesen expresszaltatott, nyudlagyban és -majban kifejez6do
Shaker K* csatorna (rabKy1.3) glibenclamid-érzékenységérél szdmoltak be. fgy indokolt lehet a
DDT; MF-2 sejteken mérhetd fesziiltségfiiged K™ dram glibenclamid-szenzitivitdsdnak

tanulmanyozasa is.



2. CELKITUZESEK

1. Feltételezésiink szerint — melyet irodalmi adatok is aldtdmasztanak — a citoplazma-membran
foszfolipidjeinek molekuldris Osszetétele mddositja a transzmembran fehérjék (ioncsatorndk és
transzporterek) milkodését. A periférids vérben 1évd limfocitdk ioncsatorndi funkcidinak
megvéaltozdsa magaval vonhatja a cellularis immunvalasz megvaltozasat is.

Az eldbbiek alapjan kisérleteinkben arra a kérdésre kivantunk valaszt kapni, hogy a limfocitdk
sejtmembrinjdba beépiilt kiilonbozd lanchosszusagu €s telitettségii zsirsavak hogyan és milyen
mértékben moédositjdk a limfocitdk Ky1.3 csatorndinak mikodését, s ezen keresztiil a sejtek
valaszkészségét. Megvizsgaltuk a palmitinsav (PA), a sztearinsav (SA), az OA, a linolsav (LA),
az arachidonsav (AA) és a dokozahexaénsav (DHA) Ky1.3 csatorndk kinetikai €és egyensilyi

paramétereire kifejtett hatdsat.

2. A DDT; MF-2 sejtek A; és A, tipusu receptorokat egyarant expresszalnak, és fesziiltségfiiggd K*
és Na' csatornék is taldlhatok a sejtmembranjukban. Mivel a cAMP stabil analégjai K dramot
valthatnak ki bizonyos sejteken, feltételezhetd, hogy az adenozin-receptorok stimulédljdk az
adenildt-cikldz rendszert, és a K* dramot a cAMP-szint véltozdsai médositjdk. Ennek alapjan
feltételezziik egy ilyen P; receptor-medialt K* csatorna-aktivicié jelenlétét a DDT; MF-2
sejtekben. Feltételezésiink beigazoléddsa esetén ezek a sejtek idedlis modellrendszert
alkothatndnak a fesziiltségfiiggd ioncsatorndk P; receptorok dltali szabdlyozdsanak egyazon
sejtvonalon torténd tanulmanyozasdra.

Ezért meg kivantuk vizsgélni, hogy egyes adenozin-agonistdk (NECA) és -antagonistdk (ZM
241385) a P; receptorokkal torténd kolcsonhatdsuk révén hogyan modositjdk a DDT; MF-2
sejteken mérhetd fesziiltségfiiggd dramokat.

Mivel irodalmi adatok utaltak arra, hogy a Kapp csatorna-blokkold 1-{4-[2-(5-kl6r-2-
metoxibenzamido)etil]-fenilszulfonil } -3-ciklohexil-karbamid (glibenclamid, Gilemal)
befolydsolja bizonyos fesziiltségfiiggd csatorndk konduktancidjat, ezért megvizsgéltuk, hogy a
glibenclamid befolydsolja-e az dltalunk tanulmédnyozott fesziiltségfiiggd aramokat.

Ezen feliil 6ssze kivantuk hasonlitani az 5’-N-(2-fluor-etil)-karboxamido-adenozin (F-NECA) és
a NECA 4ltal a sejtmembran K" konduktancidjdra gyakorolt — adenozin A; és A, receptorok 4ltal
kozvetitett — hatast a DDT; MF-2 sejteken, hogy ezéltal az emlitett agonista pozitron-emisszios

tomografias (PET) diagnosztikdban torténd alkalmazhat6sagarol informécidkat nyerjiink.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A zsirsavak kotése a foetal bovine serum-hoz (FBS-hez)

A kiilonféle zsirsavakat absz. etanolban oldottuk, majd telitett, etanolos, karbonidtmentes
KOH-oldattal titrdltuk fenolftalein indikéator jelenlétében. Az olddszert az oldaton torténd No-
atbuborékoltatdssal, N, atmoszféra alatt leparoltuk. A visszamaradt anyaghoz azonnal hozzdadtuk
az FBS-t (2 cm’ oldatot 100 pmol zsirsavhoz), és az oldatot 1 h-ig 37 °C-on tartottuk. A képzédott
komplexet felhaszndlasig -20 °C-on taroltuk, és frissen adtuk (5 pl) a sejttenyésztd tdpoldathoz (5

cm3).

A sejtek kinyerése és tenyésztése

A limfocitdkat egészséges Onkéntes donorok humdn periférids vérébol stirtiséggradiens
centrifugéldssal, Histopaque-1077 szeparalé oldat (stirliség: 1,077 g/cm?’) felhasznaldséval nyertiik.
A vér higitasdra és a mononukledris sejtek mosasdra 25 mM Hepest tartalmazé Hank’s balanced
salt solution-t (HBSS) (pH=7,4) haszndltunk. A limfocitdkat (2-106 sejt/cm3) kiilonbozo telitett,
valamint telitetlen — FBS-hez kotott — zsirsavakat tartalmazé (50 uM) és kontroll tdpoldatokban 3
napig 37 °C-on, 5 % CO;-tartalmu, nedvesitett levegdjli inkubatorban, petri csészékben (d=3 cm)
tenyésztettiik. Tapoldatként 15 mM szabad sav Hepest, 10 % (V/V) FBS-t, 2 mM L-glutamint,
valamint 50 mg/dm’ gentamycint tartalmazé RPMI-1640-et hasznaltunk. A proliferdci6
el8segitésére 20 ng/cm’ phytohemagglutinin A-t (PHA) és 100 CU/cm® IL-2-t adtunk a tenyésztd
oldathoz. A gazkromatografids mérésekhez 4 donor limfocitait haszndltuk fel. Minden egyes donor
mintdit 7 részre osztottuk, melyekbdl 6-ot a zsirsavakkal kezeltiink, 1-et pedig kontrollként
hasznaltunk. A patch-clamp mérésekhez 23 donor limfocitdit haszndltuk. Minden mintat két részre
osztottunk, az egyiket egy adott zsirsavval kezeltiink, a masikat pedig kontrollként hasznéltuk.

A sziriai aranyhorcsog vas deferens simaizomzatiban szteroid-indukalt leiomyosarcoma
tumorbdl nyert DDT; MF-2 simaizom-sejtvonalat a European Collection of Animal Cell Cultures-
t61 (Porton Down, Salisbury, UK) szereztiik be. A sejteket 37 °C-on, 5 %-o0s CO,-koncentracidju,
nedvesitett levegdjii inkubétorban tenyésztettiik 25 cm’-es flaskdban DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) tdpoldatban, amely 2 mM L-glutamint és 10 % (V/V) FBS-t tartalmazott. A
sejteket egy héten kétszer passzaltuk, melynek sordn eltavolitottuk a haszndlt tdpoldatot a sejtekrol,
majd 5 cm’ friss médium hozzdaddsa utdn sejtkapardval felszedtiik azokat. Az igy kapott
szuszpenzid 0,3-0,5 cm’-ét vittiik tovabb 8 cm? friss médiumot tartalmazé flaskéba.

A kisérletek elétt a sejteket kétszer PBS-ben mostuk (250g, 4 °C, 8 perc), majd a patch-clamp

mérésekhez kb. 1 cm’ kiils§ oldatban (1. Az iondramok mérése) felszuszpendaltuk. A szuszpenziot
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felhaszndldsig jégen tartottuk. A mérésekhez a sejteket (2040 ul szuszpenzié) 1,5 cm’ kiilsd
oldatot tartalmazé petri csészébe (d=3 cm) tettiik. A gazkromatografids vizsgdlatokhoz szarazon

hagytuk a limfocitdkat, és a mintdkbdl a sejtmembrant preparaltuk.

A zsirsavisszetétel vizsgadlata

Az egyes limfocita-tenyészetekbdl a lipideket kloroform-metanol (2:1 V/V) eleggyel
kiextrahdltuk Folch és mts. médszere szerint. Az 6sszes foszfolipidbdl a zsirsav-metilésztereket 5 %
HCl-tartalmu absz. metanolban 80 °C-on, 2,5 h-ig tartd transzészterifikaldssal nyertiik. A zsirsav-
metilésztereket FFAP oszlopon (30 m hosszi, 0,25 mm atmérdjii kapillaris kolonna; Supelco,
Bellefonte, PA), Hewlett-Packard 6890 tipusu gazkromatografban valasztottuk szét. A méréseket
kétszer végeztik el, és a két mérés dtlagit szamitottuk. A csicsokat a Sigma-t6l szdrmazd
hitelesitett standardok segitségével azonositottuk.

A kozolt adatok N=3 szamu fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagai + SEM (a kozépérték
kozepes hibdja).

Az iondramok mérése

Az iondramok meghatdrozasit patch-clamp technikdval teljes-sejt konfiguracidban,
fesziiltség-zar iizemmoddban, szobahdmérsékleten végeztik, AXON Instruments TL-1-125 és
Digidata 1200 komputer interfészekhez csatlakoztatott Axopatch-200 er6sitd hasznalataval. A
szlirési frekvencidt a mintavételezési frekvencia felére vagy annal kisebbre allitottuk Warner
Instruments LPF-8 berendezés segitségével. Az adatgylijtéshez a Clampex 8.2 (Axon Instruments,
Foster City, Cal., USA) programot hasznaltuk.

A kiils6 oldat NaCl-ot tartalmazott, pH=7,35. A kapillarisbol késziilt pipettdkat KF-ot
tartalmaz6 belso oldattal toltottiik meg, pH=7,23. Az adenozin-anal6g ligandumok torzsoldatait a
kiils6 oldatban higitottuk ki, majd gravitdcios perfizidval juttattuk el a sejtekhez.

A K" dramok mérése:

A depolarizal6 impulzusok kozott a fesziiltséget -120 mV-on tartottuk, az aktivacios kinetika
jellemzéséhez a limfocitdkon 15 ms-ig, a DDT; MF-2 sejteken 150 ms-ig, az inaktivécids kinetika
jellemzéséhez a limfocitdkon 1 s-ig, a DDT; MF-2 sejteken 2 s-ig 450 mV-ra depolarizéltuk a
sejtmembrant. A depolarizdl6 impulzusokat 30 (aktivacid), illetve 60 s-onként (inaktivacid)
alkalmaztuk az dram kumulativ inaktivacidjanak elkeriilésére. Online szivargéaram-kivondst
alkalmaztunk. Az egyensulyi aktivicio fesziiltségfiiggésének meghatarozdsihoz limfocitdkon -120
mV tartéfesziiltségrél depolarizdltunk -70 és +50 mV kozotti fesziiltségértékekre 10 mV
1épéskozokkel, 1 s hosszusagu impulzusokkal. DDT; MF-2 sejtek esetében a tartéfesziiltséget -120
mV-ra allitottuk, -80 és +60 mV kozott 20 mV-os 1€pcsékozokkel 2 s-ig depolarizéltunk. Utdlagos
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szivargdédram-kivondst  alkalmaztunk. Az egyensulyi inaktivici6 fesziiltségfiiggésének
meghatdrozasdhoz (limfocitdkon) 15 ms hosszd impulzusokkal +50 mV-ra depolarizaltunk, ezen
impulzusok kozott a tartofesziiltséget valtoztattuk -100 mV és -20 mV kozott 10 mV-os
1épéskozokkel, az egyes depolarizdlé impulzusok kozott 2,5 percet vartunk az adott
tartofesziiltségen az egyensulyi inaktivacié kialakuldsdnak eléréséhez. Utdlagos szivargdaram-
kivonést alkalmaztunk.

A Na"* dramok mérése:

Az adramgorbék felvételéhez -120 mV tartéfesziiltségrdol -80 és +90 mV kozott 10 mV-os
1épcsdkozokkel 7 ms-ig depolarizaltunk a DDT; MF-2 sejteken. Online szivargéaram-kivondst

alkalmaztunk.

Az adatok kiértékelése

A kiértékelésekhez Clampfit 8.2 (Axon Instruments, Foster City, Cal., USA), Microsoft
Excel, illetve SigmaPlot 8.0 szoftvereket haszndltunk.

Azokban az esetekben, amelyekben nem online szivargéaram-kivonast alkalmaztunk, a
mérések sordn nyert dramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigdltuk ohmikus
szivargési aramra. A gorbéket digitdlisan szlir6ztiik harompontos boxcar médszerrel.

Az aktivicids és az inaktivacids idddllandé (t, és 1;) meghatarozdsahoz — a Hodgkin—Huxley
modellnek megfelelden — a Levenberg—Marquardt algoritmus alkalmazésdval illesztettiink a kapott
aramgorbékre.

A limfocitdkon taldlhat6 Ky1.3 csatorndk egyensilyi aktivacidjanak fesziiltségfiiggését
jellemzd paraméterek (a fesziiltségfiiggés kozéppontja, Vi, €s meredeksége, s,) meghatdrozasihoz
minden egyes membranpotencidlon kiszdmitottuk a membran csics K* konduktancidjat (Gy), az
aktudlis Gk értékeket a legnagyobb Gk értékére normaltuk, és a normalt vezetoképesség —
fesziiltség fliggvényt a Boltzmann-egyenlettel illesztettik. Az egyensilyi inaktivacid
fesziiltségfiiggését (V2 €s si) szintén a Boltzmann-fiiggvénnyel jellemeztiik.

A DDT,; MF-2 sejtek esetében a dézis—hatas gorbét a Hill-egyenlettel illesztettiik.

Statisztikai analizis

Az aktiviaciés és az inaktivicidés iddallandét minden sejtre legaldbb 3 depolarizdcios
impulzusbdl nyert érték atlagoldsaval hatdroztuk meg.

A HPL-k esetében az adatok nagymértékii donorfiiggd valtozdsa (ldsd aldbb) és az
idéallandok nem-normal eloszldsa a medidnok hasznélatat tette indokolttd az atlagok helyett.

Minden egyes limfocita-prepardtumot (donoronként) kontroll (kezeletlen) és zsirsavval kezelt

csoportra osztottunk. A kiilonb6zd donoroktdl szarmazd, az adott zsirsavkezeléshez tartozé kontroll
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sejteken kapott Ta, Ti, Vina, Sa Vini €s si értékeket Kruskal-Wallis one way variancia-analizis
(ANOVA) on ranks eljards hasznalatival Osszehasonlitottuk. Az analizis azt mutatta, hogy
szignifikdns kiilonbség van a kiillonboz6 donorok kontroll sejtjei kozott, és néhdny esetben az
ugyanazzal a zsirsavval kezelt, kiilonbozé donoroktdl szarmazoé sejteken mért paraméterekben is
statisztikailag szignifikdns kiilonbséget taldltunk. Ezért a kovetkezd sejtenkénti normalizacios
eljarast alkalmaztuk. Egy adott sejtnek egy adott zsirsavval tortént kezelésre adott valaszit jellemzd
mért paramétert az ugyanannak a paraméternek az azonos donortdl szarmazé kontroll sejteken
kapott atlagara norméltuk, majd a kapott normalt értékeket egyesitettilk minden kezelésnél, atlagot
és SEM-et szamoltunk, és Student-féle t-probat végeztiink p=1 nullhipotézis ellenében, P<0,05
szignifikanciaszint mellett.

A statisztikai Osszehasonlitdsokat SigmaStat 3.11 programmal végeztiik. Mind a kontrollal
szemben torténd, mind a paronkénti 6sszehasonlitdsoknal Dunn-mddszert alkalmaztunk.

A DDT, MF-2 sejteken végzett kisérletek onkontrollosak voltak.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A citoplazma-membran foszfolipid-osszetételének hatasa a Kyl.3 csatornak

funkciéjara human limfocitakban

A zsirsavak beépiilésének ellenorzése

A zsirsavak limfocita-membranba torténd beépiilésének kovetésére gazkromatografids
vizsgdlatokat végeztiink. A kezelések hatdsdra minden esetben statisztikailag szignifikdns
novekedést tapasztaltunk a vizsgalt zsirsavnak a limfocitamembranban taldlhaté Osszes zsirsav
mennyiségére vonatkoztatott relativ mennyiségében (t-préba, P<0,05).

A PA relativ mennyisége a kontroll mintdban mért 29,00+£1,51 %-r6l (N=3, ahol N a donorok
szdma) 35,66 = 0,65 %-ra novekedett a kezelt sejtekben (N=3). A SA relativ mennyisége a
membranban 32,01£2,71 %-r61 40,56+£1,26 %-ra (N=3), az OA mennyisége 6,10+£3,12 %-rdl
20,1545,42 %-ra (N=3), a LA-¢ 4,324+2,19 %-r6l 17,75£2,87 %-ra (N=3), az AA relativ
mennyisége 10,63+£1,49 %-r6l 14,54+£2.49 %-ra (N=3), mig a DHA mennyisége 2,50+1,29 %-r61
16,89+0,65 %-ra (N=3) emelkedett.

A PUFA-k modositjiak a Kyl.3 csatorndk aktivdcios és inaktivdcios kinetikdjat

Azért, hogy 0Osszehasonlithassuk a kiilonbozé kezelések hatdsait, elvégeztik a mért
idddllandok részletes statisztikai analizisét (1. a Statisztikai analizis c. részt). A paronkénti
0sszehasonlitds (Kruskal-Wallis one way ANOVA on ranks, P<0.05) szamos esetben szignifikans
kiilonbséget mutatott a kiilonbozé donorok kontroll limfocitdin végrehajtott mérések esetében mind
az aktiv4cids idoallandéban (T,), mind az inaktivacios idddllanddban (Ti), tovabba az egyensulyi
aktivacié fesziiltségfiiggésének kozéppontjdban (Vi,,). Més egyensilyi paraméterek nem mutattak
donorfiiggést.. Az idéallandok értékeinek donorfiiggd tulajdonsdga miatt a kiilonb6z6 donoroktdl
szarmaz6 limfocitdkon mért adatokat nem osztottuk kontroll és kezelt csoportokra, hanem a kezelt
sejteken mért értékeket normaltuk az ugyanazon donortdl szarmazo kontroll értékekre (1. Statisztikai
analizis).

A human periférias limfocitdk Ky1.3 csatornainak aktivacids idoallanddjat a membran SA-val
torténd duasitdsa nem valtoztatta meg. Az aktiviacidés iddédllandé a kontroll érték 1,05%0,04-
szeresének adodott. Az ugyancsak telitett PA és az egyszeresen telitetlen OA esetében sem
tapasztaltunk szignifikans valtozast az aktivaciés idéallandoban. Az ardnyok (rendre): 1,07+0,09 és
0,97£0,03. Ugyanakkor a PUFA-k, mint pl. a LA hatdsédra gyorsult az dram aktivécids kinetikdja,

amit szamszerlleg az aktivicids idodlland6 csokkenése fejez ki, a kontrollhoz viszonyitott ardny itt
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0,91£0,02-nek adoédott. AA és DHA szintén gyorsitotta a csatorndk aktivacidjat 0,64+0,07 és
0,73%0,11 ardnyok mellett.

A limfocitdk Kyl1.3 csatorndinak inaktivacids iddallanddja az aktivdcids iddéédllandéhoz
hasonldan valtozott. LA, AA és DHA szignifikdnsan csokkentette, mig PA, SA és OA hatdsara nem
valtozott a limfocitdk inaktivaciés iddalland6ja. Az inaktivaciés iddéédllandok ardnyai rendre:

0,67+0,08; 0,51+0,05; 0,54+0,09; 0,92+0,06; 0,97+0,03 és 1,13+0,13.

Zsirsavas kezelés nem vdltoztatja meg a Kyl.3 csatorndk aktivdcidjanak és inaktivdacidjanak
egyensulyi paramétereit

A normdlt teljessejt-vezetoképesség (G,) fesziiltségfiiggése (egyensulyi aktivicid) az
ioncsatorndk zart és nyitott dllapot kozotti  egyensulyi megoszldsat jellemzi adott
membréanpotencidlon. Az egyensulyi inaktivaci6 fesziiltségfiiggése leirja a nem inaktivalédott
csatorndk ardnyét adott membranpotencidlon.

Egyetlen tanulményozott zsirsav sem valtoztatta meg a Kyl.3 csatorndk egyensulyi
aktivaciojanak fesziiltségfiiggését. Ezt a statisztikai analizis megeroOsitette. A Statisztikai analizis c.
bekezdésben részletezett megfontoldsok miatt a teszteket a Boltzmann-fiiggvények normalt
paramétereire végeztiik el. A kezelt/kontroll ardnyok az egyenstlyi aktivacio fesziiltségfiiggésének
kozépponja (Vi) esetében: SA: 1,02+0,08; OA: 1,06+0,16; LA: 1,07+0,18; AA: 1,13+0,04; DHA:
0,97+0,04. A meredekségek (s,) ardnyai: SA: 1,03+£0,05; OA: 1,04+0,05; LA: 0,99+0,16; AA:
1,05+0,10; DHA: 0,98+0,09.

Zsirsavakkal végzett kisérleteink sordn nem tapasztaltunk szignifikdns valtozdst a Kyl1.3
csatorndk egyenstlyi inaktivicidjdnak fesziiltségfiiggésében sem. A legjobban illeszkedd
Boltzmann-fiiggvénnyel kapott paraméterek a kovetkezOk. Az egyensulyi inaktivacio
fesziiltségfiiggése kozépponjanak (Vi) kezelt/kontroll ardnyai: SA: 1,08+0,05; OA: 0,95+0,07;
LA: 0,98+0,01; AA: 1,06+0,01; DHA: 1,07+0,12; a meredekségek (si) ardnyai: SA: 0,96+0,09; OA:
1,05+0,12; LA: 1,094+0,08; AA: 1,050,04; DHA: 0,91+0,07; rendre. A statisztikai analizist a Vi

és az s; normdlt értékeire végeztiik el (1. fentebb).

A zsirsavak Ky1.3 csatorndk aktivitdsdra kifejtett hatdsdnak tanulmanyozdsdra az aldbbi
irodalmi adatok késztettek benniinket: 1. a Ky1.3 csatorndk aktivitdsa alapvetden meghatdrozza a
limfocita-aktivacios folyamatokat; 2. a limfocitamembran lipidosszetételében bekovetkezd
valtozdsok dramaian befolydsolnak bizonyos immunreakcidkat; 3. a membranban 1évo
lipidkdrnyezet modositja 4altaldban a membranfehérjék, és kiilonosképpen az ioncsatorndk

funkcidjat.

16



A T sejtek antigén-aktivacidjadnak membranpotencidl-fiiggése jol ismert. Tekintettel arra,
hogy a Kyl.3 csatorndk nagyon szitk membrédnpotenciél-tartomanyban milkddnek egyenstlyban
(azaz az egyensulyi aktivacid és inaktivacio fesziiltségfiiggésének metszetében), ezeknek a
paramétereknek a fesziiltségfiiggésében bekovetkezd barmilyen kis valtozds nagymértékben
befolydsolhatja a K™ 4ram alkalmassdgat a T sejtek membranpotencidljdnak irdnyitdsara. A Kyl.3
kapuzds kinetikdjdban bekovetkezd véltozdsok, kiillondsen azok, amelyek a vezetd (nyitott)
allapotban eltoltott idét befolydsoljdk, nagyon hatékonyan megvaltoztathatjdk a K™ konduktancia
hozzajaruldsat a teljes membran-konduktancidhoz, és 1igy moddosithatjdk a T sejtek
membréanpotencidljat. Példdul az ebben az értekezésben leirt PUFA kezelést kovetd, az inaktivacids
kinetikaban bekovetkezd kb. kétszeres gyorsulds nagyon hatékonyan lecsdkkenti a nyitott allapot
élettartamdt. A megnovekedett inaktivicids sebesség hatdsit az dram PUFA kezelést kovetd
gyorsabb nyitdsi kinetikdja alig kompenzélja, mivel az inaktivaciés kinetika kb. 2 nagysdgrenddel
lassabb, mint az aktivéacids kinetika, ezért az I(t) gorbe alatti teriilet (pl. az atvitt toltés mennyisége)
érzékenyebb az inaktivacids kinetikdban bekovetkezd valtozdsokra, mint az aktivacids kinetikdban
bekovetkezOkre. Igy az aktivacids és az inaktivaciés kinetikdk oOsszesitett hatdsa egy csokkent K
dram, ami megmagyardzhatja a PUFA-k immun- és autoimmun folyamatok szuppresszidjdban
kifejtett jotékony hatdsat.

Szdmos tanulmdny rdmutat arra, hogy az n-3 PUFA-kban gazdag étrend gyulladdsellenes és
immunszuppressziv in vivo és in vitro egyarant. Ugy vélik, a zsirsavak gitlé hatdsa nem egyéb
metabolitokka torténd atalakulds eredménye, hanem kozvetlen hatds. A PUFA-khoz hasonléan a
PUFA-tartalmu triacil-glicerinek is koncentracié- és dozisfiiggd médon gatoljak a Con A éltal
stimuldlt limfocita-proliferaciét patkdnyban, mig az SFA-t vagy az OA-at tartalmazé triacil-
glicerinek nem gétoljdk az emlitett sejtvalaszt.

A PUFA-k hatdsdnak molekuldris mechanizmusét illetéen Stulnig és mts. (1998) arrél
szamoltak be, hogy Jurkat T sejt-lipidek PUFA-kkal torténd dusitisa nagyon korai jeldtviteli
eseményt gitol. Ugy gondoljdk, hogy a T sejt-aktivici6 PUFA-indukdlt gétlisa az Src
kindzcsalddba tartozé Lck-nak a DRM-ek citoplazma feldli rétegébdl torténd kiszoritdsdnak a
kovetkezménye. A mi munkank azt mutatja, hogy az Lck kiszoritdsa mellett a Ky1.3 aktivitdsdnak
szuppresszidja egy kiegészitd mechanizmus lehet az immunreakcidk gatlasaban.

A fesziiltségfiiggd ioncsatorndk nyitdsa és az azt kovetd lassu inaktivacios 1épés a
csatornafehérje fesziiltségszenzor doménjében és poérusdoménjében végbemend konformécids
valtozdsok sorozatit foglalja magaban. Minthogy a K' csatorndk a sejtmembrdnba dgyazddnak,
funkci6jukat befolydsolhatjdk a lipid—fehérje kolcsonhatdsok. Ezt aldtdmasztja a humin Kyl1.2
csatorna napjainkban elvégzett rontgen-krisztallografids szerkezetvizsgdlata, ami a csatorna

kiilonbozo lehetségesen lipidek feldli feliileteit mutatta meg (a Ky1.2 kozeli rokonsagban all a
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Kyl1.3-mal). A funkciondlis csatorna négy alegysége mindegyikének a podrushélixe és a
szelektivitdsi filtere mentén taldlhaté S5 és S6 transzmembran hélixek egyiitt alkotjdk az egyetlen
porusdomént, mig minden egyes alegység S1-S4 hélixei alkotjdk a csatorna fesziiltségszenzor
doménjeit (csatorndnként négyet). A rontgenszerkezet alapjan a bizonyitékok kovetkezd sora
ramutat a fehérje-lipid kolcsonhatdsok fontossdgdra: 1. a kristdlyosoddsi folyamat sordn
detergens/lipid elegy jelenlétére volt sziikség; 2. a fesziiltségszenzor domén nem illeszkedik
szorosan a pérusdoménhez; hanem a pérus hidroféb feliileteit és a fesziiltségszenzorokat elvalasztd
teret lipidek tolthetik ki nativ membrdnokban; 3. a fesziiltség-érzékelésben kulcsszerepet jatszo
oldallancok (az S4 extracellularis végétdl szamitott Arg-1 és -2) az S4 hélix lipidboritasu felszinén
helyezkednek el.

A membran lipidosszetételének szdmos hatdsat a membran-mikroviszkozitds (fluiditas)
megvaltozdsanak, a membrangorbiilet és a laterdlis nyomadsprofil membrianban bekovetkezd
valtozdsdnak és az ioncsatorndk lipid raftokba torténd beépiilésének vagy onnan vald
kirekesztésének tulajdonitjdk.

Azt az elképzelést, miszerint a PUFA-knak a Ky1.3 csatorndkra kifejtett hatdsa inkabb a
csatorna fizikai-kémiai kornyezetének valtozdsaival van Osszefiiggésben, semmint a csatorndk
kapuzasi szerkezetével torténd specifikus kolcsonhatdasukkal, a kovetkezd okok miatt megerdsitjiik.
1. Mindségileg hasonld véltozasokat fedeztek fel a Ky1.3 aktivacios €s inaktivacids kinetikajaban a
kiillonboz6d lanchosszuséagu, telitettségi fokd és kettOskotés-helyzeti PUFA-kkal. 2. A PUFA-k
kozos jellemzdje, hogy acil-lancuk a telitetlenség mértékének novekedésével egyre hajlitottabb, és
ezért valtoztatjdk meg a membrdn mechanikai tulajdonsdgait, pl. fluiditds-novekedést
(mikroviszkozitas-csokkenést) okozva.

Anel és mts. kimutattdk, hogy a cisz-telitetlen zsirsavak megvaltoztatjak a lipid-acillancok
sorrendjét és gatoljak a citotoxikus T limfocitdk (CTL-ek) sejtfunkcidjat, de a transz-telitetlenek és
a telitettek nem. Mi a kisérleteinkben csak all-cisz-telitetlen zsirsavakat hasznaltunk, és
mindegyiket hatékonynak taldltuk a Ky1.3 csatorndk kinetikdjanak modositasara, kivéve az
egyszeresen telitetlen OA-at.

Egy lehetséges alternativa, hogy a limfocitdk PUFA-kkal torténd kezelése a Ky1.3 csatorndk
protein-kindzok és -foszfatdzok 4ltali posztszintetikus modositasaval jarhat, és ennek a
modosuldsnak a platformja a T-sejtek lipid raftja lehet. Kordbban mar leirtdk, hogy a Ky1.3
csatorndk lipid raftokban helyezkednek el a T sejt-membranban, és hogy az n-3 PUFA EPA
szelektiven beépiil a T sejt-raftokba és megvaltoztatja az Osszetételiiket. Ez utébbi tiikkr6zodik az
acilalt jelatviteli fehérjéknek a lipid raftok citoplazma feldli rétegébdl torténd kiszoritdsaban, mint
pl. az Src csaladbeli Lck kinaz esetében. Minthogy a Ky 1.3 aktivitdsat és kapuzdsat nagymértékben

szabdlyozza a tirozinon €s a szerin/treonin oldalldncokon torténd foszforildcid, a limfocitdk
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jelatviteli komplexének PUFA-kkal torténd felbomlasztasa szintén egy elképzelhetd lehetdség az
eredményeink magyardzatdra.

Beszamoltunk arrdl, hogy az egyenstlyi aktivacio €s inaktivacio fesziiltségfiiggése érzéketlen
a PUFA-k, a MUFA vagy az SFA-k membranban torténd akkumulécidjara. Ez azt jelenti, hogy a
csatorndk egyensulyi megoszldsa a zart és a nyitott, illetve a nem-inaktivalt és az inaktivalt
allapotok kozott adott membranpotencidlon ugyanaz, tekintet nélkiil a zsirsavkezelésre (pl. a AAG a
megfeleld allapotok kozott valtozatlan). Ezzel szemben a nyitott és az inaktivalt dllapotokba vezetd
kinetikédkat gyorsitjak a PUFA-k, ami a zart €s a nyitott, illetve a nyitott és az inaktivalt allapotokat
elvalaszté energiakorldt (AG) nagysdganak a csokkenésében nyilvdnul meg (Panyi és mts., 1995.).
Igy a csatornakapuzds energetikdjat a PUFA-k specifikusan befolydsoljak, amit az 4tmenetek
sebességei tilkroznek, de az allapotok kozti egyensilyi megoszlds nem. Ez Osszeegyeztethetd a

membran mikroviszkozitasanak a csokkenésével PUFA-kezelés soran.

4.2. Adenozin-analégok doézisfiiggéen moédositjak a DDT; MF-2 simaizom-sejtek K*

csatornainak miikodését

A DDT; MF-2 sejteken taldlhato iondramok azonositdsa

A DDT; MF-2 sejteken kétfajta fesziiltségfiiggd dram mérhetd: kifelé irdnyulé K* dram és
befelé folyé Na™ aram. Mivel a Na™ dram hamarabb aktivalédik, és inaktivalédik is, mint ahogy a
K" 4ram aktivalodik, ezért a kétfajta &ramkomponens kiilon-kiilon, egymdstdl fiiggetleniil mérhetd.

Annak igazoldsdra, hogy valéban K" dramokat mériink, el8szor jol ismert K csatorna-
blokkoldkat adtunk a sejtekhez. 4-AP (5 mM) és TEA™ (10 mM) reverzibilisen blokkoltdk a kifelé
foly6o teljessejt-aramot, a gatlészerek jelenlétében és a kontroll koriilmények kozott mért
dramamplitidoék hanyadosa (I/Ip, megmaradé dramhanyad, MAH) rendre 0,52+0,10 (N=5), illetve
0,2940,11 (N=3) volt. A csatorndk peptid tipusu gatlészerek (ChTx, MgTx) alkalmazasdval végzett
farmakoldgiai analizisét Rubovszky Balint Ph.D. értekezésében mar bemutatta. A kapott jellemzdk

a Ky1.3 csatorndk tulajdonsdgainak felelnek meg.

Adenozin-agonistik és -antagonistik mddositjgk a DDT; MF-2 sejteken mérheté K*
dramokat

Az A, és A, adenozinreceptor-agonista hatdssal egyarant rendelkez6 NECA 1 nM — 60 uM
koncentricié-tartoméanyban irreverzibilisen és a koncentrciétdl fiiggd mdédon csokkentette a K*
aramot a DDT; MF-2 sejteken. A félhatdsos dézis (ECsp) 165,13 uM-nek, a Hill-koefficiens (ny)
0,38-nak adodott. A gatlds erdsségének koncentracié-fiiggésében maximumot tapasztaltunk; a

NECA a legnagyobb gitlé hatdst kisérleteinkben 5 uM koncentriciénal érte el, itt a MAH
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0,65%0,02-nak addédott (N=3). Mivel a NECA mind az A;, mind az A, receptoroknak agonistdja,
alkalmazésa sordn Osszetett, kétfazisu folyamat jatszéhat le. Kisebb koncentracidk esetében a K*
aram gatldsa tapasztalhaté (A,, hatds), mig nagyobb koncentriciok esetében az dram gatlasat
feliilmudlhatja az dram novelése (A; hatds). Méréseink szerint a NECA megvaltoztatja az dram
kinetikdjat is: gyorsabb aktivaciot eredményez; pl. 5 UM koncentracié esetében az aktivacids
iddallanddk hanyadosa (t/7p) 0,70£0,10 volt (N=5).

Megvizsgaltuk a NECA és a TEA" egyiittes hatdsat oly médon, hogy elébb NECA-val (0,5
uM), majd TEA"-val (10 mM) blokkoltuk az dramot ugyanazon a sejten (N=2). Védrakozdsunknak
megfeleléen a két molekula gatlé hatdsa nem volt kompetitiv, mivel a két anyag nem ugyanarra a
helyre kotodik: a TEA kozvetleniil a K* csatorndra fejti ki hatdsdt, mig a NECA adenozin-
receptoron keresztiil hat. A NECA-val blokkolt dramot a TEA™ tovabb csokkentette, a MAH ebben
az esetben 0,27+0,05-nak adédott (ez j6 egyezésben van azzal, amikor a TEA*-t dnmagdban
hasznaltuk, ahol a MAH 0,29+0,11 volt).

A NECA analdgja, a BE.NECA B+ bomlé izotépként viselkedik, az él6 szervezetbe bevihetd,
igy pozitron-emisszios tomografids (PET) képalkotds segitségével diagnosztikai célokra (az egyes
adenozinreceptor-tipusok szervezeten beliili eloszlasanak feltérképezésére, kinetikai sajdtsagaik
vizsgdlatdra) felhaszndlhat6. Hogy elkeriiljiik a B* sugdrzé anyaggal torténd érintkezést, patch-
clamp-es kisérleteinkben ezen anyagnak a nem radioaktiv izotépjat, a '’F-NECA-t hasznaltuk.

A E-NECA 1 UM koncentraciéban nem fejtett ki hatdst a K* aramok amplitidéjara (MAH:
1,00+£0,01; N=2), sem aktivacios idédllanddéjara (t/To: 0,98+0,04). 5 uM koncentriacié esetében
azonban mdr tapasztaltunk gatlé hatdst, a MAH értéke ebben az esetben 0,85+0,03 volt (N=3). Az
aktivacids iddallandéra az F-NECA ebben a koncentrdcidban sem volt hatdssal: az aktivéicids
idéallandok hanyadosa 0,99+0,05 volt (N=4).

Az A,, adenozinreceptor-antagonista ZM 241385 1 uM koncentraciéban az aram csokkenését
idézte els, MAH: 0,81£0,07(N=4), mely hatds irreverzibilis volt, a sejtek normal kiilsé oldattal
torténd mosdsa nem fiiggesztette fel a ZM 241385 hatdsat. A ZM 241385 ebben a koncentricidban
a K" 4ram aktivéci6s idéallandéjdra nem volt hatdssal (t/To: 0,95+0,09; N=4).

A Kartp csatorna-blokkol6 glibenclamid 1-20 uM koncentracié-tartomanyban irreverzibilisen
és koncentraciéfiiggd médon csokkentette a K dramot, 3 uM-nél a MAH 0,77+0,05 volt (N=3). A
félhatasos dozis (ECsp) 15,00 uM-nek, a Hill-koefficiens (ng) 1-nek adddott. A glibenclamid az
aram kinetikai paramétereire nem volt hatdssal: a kezelt/kontroll ardny az aktivaciés idéédllando

esetében 1,08+0,18-nak adédott 3 WM koncentracional.
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Adenozinreceptor-aktivdcié vagy —inaktivdcié nem befolydsolja a Na* dramokat a DDT;
MF-2 sejteken

A gyors befelé folyé dramot fesziiltségfiiggé Na® dramként azonositottuk a kovetkezd
kritériumok alapjan: 1. 100 nM tetrodotoxin (TTxX) reverzibilisen blokkolta az dramot, 2. a csatorna
az ingerelhetd sejtek fesziiltségfiiggd gyors Na' csatorndjéra jellemzd kinetikai paraméterekkel és
fesziiltség—4ram karakterisztikaval rendelkezett, 3. Na* mentes extracelluldris kdrnyezetben az dram
nem volt mérhetd.

A vizsgélt P, agonistdk és antagonistdk a Na csatornak csticsdramat nem befolydsoltdk. A
mért MAH-ok: 1 uM NECA esetén: 0,97+£0,04 (N=3), 1 uM ZM 241385 esetén: 1,02+0,11 (N=4),
1 uM glibenclamid esetén pedig: 0,99+0,03 (N=3).

Jelen tanulmdnyban  bemutatott eredményeink  Osszhangban  vannak  kordbbi
tapasztalatainkkal, melyeket Rubovszky Baélint értekezésében mar bemutatott. Mindezek alapjén
megallapithatjuk, hogy a K* dram tulajdonsdgaiban bekovetkezett valtozdsok soran a receptorok a
csatorndkra G protein-fiiggetlen médon fejtik ki hatasukat.

Tudomdsunk szerint ez az elsé tanulmdny, amelyben sikeriilt kimutatni a DDT; MF-2
sejteken levé K' dram szelektiv P; adenozinreceptor-agonistidkkal és —antagonistdkkal torténd
modositasat. Bar Mollemannak €s mts-nak (1989) nem sikeriilt kimutatniuk nagy dézisu
adenozinnak (1 mM) semmiféle hatdsit a membrandramra vagy az ATP-indukdlt d&ramokra ezen a
sejtvonalon, eredményeik nem mondanak egyenesen ellent a mi tapasztalatainknak. Minthogy az
adenozin nem specifikus ligandum, kotddhet P, receptorokhoz is, ezen kiviil mind az A;, mind az
A, receptorokhoz torténd gyenge kotddése tovdbbi kiillonbozd receptor-aktivicids folyamatokat
indithat be, ami végiil azt eredményezheti, hogy a K* dramra gyakorolt hatds nem lesz szignifikéns.
Jelen tanulményban altipus-specifikus agonistdk €s antagonistdk hatdsait vizsgaltuk, igy az egyes
hatasok elkiiloniilve jelenhettek meg.

A K" csatorndknak a kiilonb6z8 altipus-specifikus adenozin-analégokra adott vélasza
szovetrdl szovetre véltozik. Felfedezéseink szerint a DDT; MF-2 sejtek egyediildlléak abban, hogy
az A, receptor-aktiviciéra megnovekedett K* konduktancidval és hiperpolarizdciéval, az A,
receptor-aktivdciora pedig csokkent K konduktancidval és depolarizaciéval képesek vélaszolni.
Ezért ezek a sejtek jol haszndlhatok lehetnek a farmakolégidban, az A; és Aj, receptor-medidlt
mechanizmusok ugyanazon a sejtvonalon torténd vizsgélataban.

Kimutattdk, hogy szoros kapcsolat van a membréanpotencidl és az adenilat-cikldz aktivitdsa
kozott, mely jelenség Ca”* fiiggetlen. Ez a felfedezés dsszhangban van a mi megfigyeléseinkkel és
az adenilét-cikldznak az irodalomban bemutatott, A,, agonistdk receptorhoz torténd kotddése altali

stimuldcidjaval. Adataink aldtdmasztjdk azt a feltételezést, hogy az A; adenozin-receptorokhoz
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torténd agonista-kotddés altal kivaltott adenilatciklaz-inhibiciét az indukdlt membranpotencial-
novekedés kozvetitheti. Az adenilat-cikldz fesziiltségfiiggése alapjan feltételezziik, hogy az
adenildt-cikldznak az A; és A, receptorok befolydsoldsa 4ltal kozvetitett stimulédcidja vagy
inhibiciéja olyan mechanizmussal val6sulhat meg, amely ligandumindukalt
transzmembranpotencidl-valtozast tartalmaz az elsé elemi 1épések kozott, mivel a
membrénpolaritdsban bekovetkezd véltozdsok az enzim fesziiltségfiiggd konformécié-valtozasdhoz
vezethetnek.

A két adenozin-analég, a NECA és fluorral jelolt szarmazéka, az F-NECA eltér6 hatést fejt ki
a DDT; MF-2 simaizom-sejtek K™ konduktancidjara. Ez a kémiai szerkezetiik kiilonbozéségének a
kovetkezménye lehet, ami az A; és A, adenozin-receptorokhoz valé affinitasuk eltéré mivoltahoz
vezethet. Minthogy mind A, mind A; receptorok jelenlétét kimutattdk a DDT; MF-2 sejteken, és a
NECA mindkét receptornak agonistija, a NECA vagy az F-NECA kotddésével kivaltott
funkciondlis vdlasz az A, €s az A, altipusokon keresztiil mediélt hatdsok 6sszege. Eredményeink azt
sugalljak, hogy a cAMP-fiiggd jelatviteli utvonalaknak a receptorhoz torténd kotddés altali
stimuldcigja kiilonbozik a NECA és az F-NECA esetében. Biar az F-NECA dltal az
elektrofizioldgiai tulajdonsdgokban okozott véltozds kevésbé kiemelkedd, mindkét vegyiilet
csokkenti a K' dramot. Ezért az F-NECA elektrofiziolégiai szempontbdl kevésbé hatékony
analogként hasznalhat6. Mivel az F-NECA masként viselkedik a vizsgdlt elektrofiziol6gids
folyamatban, mint a NECA, ezért a PET eredmények értékelésénél koriiltekintden kell eljarni.

Yao és mts. (1996) a nyilagyban és -mdjban kifejez6d6 fesziiltségkapuzott K* csatorndt
(rabKy1.3) Xenopus oocitdkba klénoztdk. Az igy kifejezddott csatornat, eltéréen a kordbban leirt
Shaker csatorndktol, glibenclamid-érzékenynek talaltdk (a glibenclamid a Karp csatorndk jol ismert
inhibitora.) A Xenopus oocitikban mesterségesen expresszaltatott rabKy1.3 csatorna glibenclamid-
érzékenysége ugyanolyan nagysdgrendiinek bizonyult, mint a nydl vaszkuldris simaizomban
taldlhat6 glibenclamid-érzékeny Ky nativ csatorndé. A rabKy1.3 és a DDT; MF-2 simaizomsejteken

/////

utalast az irodalomban.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn sejtmembrinbeli fesziiltség-aktivalt kationcsatorndk tulajdonsagait vizsgéltuk.

1. Kiilonb6z0 zsirsavaknak a Ky1.3 csatorndk kinetikdjara kifejtett hatdsat tanulmanyoztuk PHA- és
IL-2 stimuldlt huméan periférids limfocitdkon. Eredményeink szerint a kifejtett hatds
Osszefiiggésben van az adott zsirsav telitetlenségének mértékével és/vagy lanchosszdval. Minden
vizsgdlt PUFA befolyasolta a limfocitdk Ky1.3 csatorndinak aktivacios €s inaktivacids
kinetikajat — gyorsitva a kérdéses idéallanddkat —, ellentétben a vizsgalt MUFA-val és SFA-kkal.
Ugyanakkor a kisérleteinkben vizsgdlt Osszes zsirsav valtozatlanul hagyta az egyensulyi
paramétereket, vagyis az aktivacio és az inaktivacio fesziiltségtdl valo fiiggését. A zsirsavak
limfocitamembrdnba torténd beépiilésének igazoldsara végzett gazkromatogrifids mérések
mutatjdk az egyes kezelések eredményességét: minden vizsgalt zsirsav nagyobb mennyiségben
jelent meg a limfocitdk plazmamembranjdban, mint amennyi a kezeletlen sejtekben taldlhatd
volt.

Kimutattuk tehat, hogy a PUFA-k képesek modositani a Ky1.3 csatorndk kinetikdjat humén
periférias limfocitdkon azdltal, hogy megvaltoztatjak a mikrokdrnyezetet a lipid kettOs rétegben.
Ily médon a PUFA-kban gazdag étrend fontos lehet a megfeleld lipidosszetétel fenntartdsahoz
vagy lipidkorrekci6 indukéldsahoz. A T sejt-aktivacié a fesziiltség-kapuzott és a Ca®* aktivalt K*
csatorndk és a Ca’" felszabadulds-aktivalt Ca®* csatornak miikodésén alapul, ezért a Kyl.3
csatorndk miikodésének PUFA-indukdlt megvéltozdsai eldidézhetik az immunrendszer
funkci6janak megvaltozasat. Mivel a T limfocitdkban kifejez6dé Ky1.3 csatorndk irdnyitjdk a
membréanpotencidlt és a jelatvitelt, a PUFA-indukalt hatdsok hasznosak lehetnek az

immunrendszer miikddési zavarainak és/vagy akut €s kronikus gyulladdsoknak a kezelésében.

2. Kimutattuk, hogy a K" dramok mértéke és az adenozinreceptor-stimuldcié vagy -inhibicié kozott
kapcsolat van a DDT; MF-2 sejtek esetében. Jelen értekezést eldzetes méréseinkkel is 0sszevetve
— melyekr6él Rubovszky Bélint értekezésében mdar beszamolt — megéllapithatjuk, hogy az
alkalmazott adenozin-agonistdk €és -antagonistdk részt vesznek az adenozinreceptor-medidlt
folyamatban, és igazoljdk az A; és A, adenozin-receptorok jelenlétét €s aktivitdsat a vizsgalt
sejtvonalon. A K' dram tulajdonsdgaiban bekovetkezett valtozdsok sordn a receptorok a
csatorndkra G protein-fiiggetlen médon fejtik ki hatasukat. Ugyanakkor a vizsgalt P; agonistdk

és antagonistdk a sejteken levd Na* csatorndk konduktancidjat nem befolydsoltdk.
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A DDT; MF-2 sejtek egyediildlléak abban, hogy az A receptor-aktivaciéra megndvekedett K+
konduktancidval és hiperpolarizdciéval, az A, receptor-aktiviciéra pedig csokkent K*
konduktancidval és depolarizacidval képesek vélaszolni. Ezért ezek a sejtek j6l hasznalhatok
lehetnek a farmakolégidban, az A; és A, receptor-medidlt mechanizmusok ugyanazon a

sejtvonalon torténd vizsgalataban.
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