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RÖVIDÍTÉSEK 

 

AA  arachidonsav 

4-AP  4-amino-piridin 

ADP  adenozin-difoszfát 

AMP  adenozin-monofoszfát 

ATP  adenozin-trifoszfát 

AZF  mellékvese zona fasciculata sejt 

BKCa  Ca2+ aktivált K+ csatorna 

cAMP  ciklikus adenozin-monofoszfát 

ChTx  Charybdotoxin 

Con A  concanavalin A 

CPA  N6-ciklopentil-adenozin 

CGS 21680 2-[p-(2-karbonil-etil)-feniletilamino]-5’-N-etil-karboxamido-adenozin 

CPX  1,3-dipropil-8-ciklopentil-xantin 

CSC  8-(3-klórsztiril)-koffein 

CTL  citotoxikus T sejt 

DHA  dokozahexaénsav 

DAG  diacil-glicerin 

DGLA  dihomo-γ-linolénsav 

DRM  detergens-rezisztens membrándomén 

EPA  eikozapentaénsav 

FA  zsírsav 

FBS  foetal bovine serum 

F-NECA 5’-N-(2-fluor-etil)-karboxamido-adenozin 

Gi  inhibitor G fehérje 

G0  stimuláló, a foszfolipáz C-hez kapcsolódó G fehérje 

Gq  enzimmőködést befolyásoló G fehérje 

Gs  serkentı G fehérje 

HPL  humán perifériás limfocita 

IL-2  interleukin-2 

IP3  inozitol-triszfoszfát 

IP3R  IP3 receptor 
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KACh  acetilkolin-függı K+ csatorna 

KATP  ATP szenzitív K+ csatorna 

KCa  Ca2+ aktivált K+ csatorna 

KV  feszültségkapuzott K+ csatorna 

LA  linolsav 

Lck  Src típusú foszfotirozin-kináz 

MÁH  megmaradó áramhányad 

MgTx  Margatoxin 

MHC  fı hisztokompatibilitási komplex 

MUFA  egyszeresen telítetlen zsírsav 

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát 

NECA  5’-N-etil-karboxamido-adenozin 

NxTx  Noxiustoxin 

OA  olajsav 

PA  palmitinsav 

PHA  phytohaemagglutinin A 

PET  pozitron-emissziós tomográfia 

PIP2  foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát 

PLC  foszfolipáz C 

PLCγ  a foszfolipáz C γ alegysége 

PK  protein-kináz 

PKA  protein-kináz A 

PKC  protein-kináz C 

8-PT  8-fenil-teofillin 

PTx  pertussis toxin 

PUFA  többszörösen telítetlen zsírsav 

P  purinerg 

SA  sztearinsav 

SFA  telített zsírsav 

Src  szarkóma vírusból azonosított tirozin-kináz 

TCR  T sejt-receptor 

TEA+  tetraetil-ammónium ion 

UFA  telítetlen zsírsav 

TREK-1 2 pórusú K+ csatorna 
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TRAAK arachidonsav-stimulált K+ csatorna 

TTx  tetrodotoxin 

ZM 241385 4-(2-[7-amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo-[2,3-a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol 
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1. BEVEZETÉS 

 

 

A humán limfociták K+ csatornái fontos szerepet játszanak az immunválaszhoz 

szükséges jelátviteli folyamatokban [1-9], a sejtek membránjának hiperpolarizált állapotban 

történı fenntartásában és ezáltal a mitogén stimuláció elindításához szükséges feltételek 

biztosításában [10, 11]. A T sejtek specifikus antigének felismerését követıen aktiválódnak, 

ami olyan biokémiai folyamatok kaszkádját foglalja magában, mely végül a T sejtek 

proliferációjához vezet. A T limfociták membránjában többféle K+ csatornát azonosítottak, 

melyek közül a legjelentısebbnek a Ca2+ aktivált K+ csatornák (KCa3.1 vagy IKCa1) és a 

feszültségfüggı, depolarizációra aktiválódó KV1.3 csatornák bizonyultak [3, 12]. Ezek a 

csatornák közvetve szabályozzák az intracelluláris Ca2+ jeleket, amelyek nélkülözhetetlenek a 

T sejt-proliferációhoz. Valószínősíthetı, hogy a K+ csatornák a membrán hiperpolarizációja 

révén teremtik meg a feltételeket a mitogén válaszhoz szükséges intracelluláris Ca2+ szint 

emelkedéséhez [13-15]. 

A plazmamembrán lipidösszetétele számottevıen befolyásolja a membránok 

tulajdonságait, például a fluiditást. A membrán dinamikai sajátosságai és folyadékkristályos 

állapota alapvetıen befolyásolhat membránhoz kötött funkciókat, a membránfehérjék 

konformációját és flexibilitását, a permeabilitási viszonyokat, a citoplazma-membránban 

található ioncsatornák kinetikai paramétereit és az enzimaktivitásokat [16]. Ha a 

plazmamembrán lipidösszetétele és rendezettsége megváltozik, jelentısen módosulhatnak a 

membrán biofizikai paraméterei, és ez módosíthatja a membránfehérjék funkcióját [17-19]. 

Mivel az ioncsatornák transzmembrán fehérjék, a lipid–fehérje kölcsönhatások 

befolyásolhatják ezek mőködését is. A csatornák kapuzása fehérjekonformáció-változást 

jelent, ezért a csatornák lipidkörnyezetének megváltozása módosíthatja például azok 

aktivációs és inaktivációs kinetikáját [16, 20, 21]. 

A plazmamembrán koleszterin-tartalmának a membránfluiditásra, valamint a 

membránon keresztüli iontranszportra gyakorolt hatása régóta ismert [22]. A koleszterin a 

membrán mindkét lipidrétegében megtalálható, elsısorban annak dinamikai paramétereit 

módosítja. Az élettani értéktıl eltérı koncentrációban gátolja a receptorfehérjék megfelelı 

mőködését; a membrán koleszterin-tartalmának növelése csökkenti, míg a koleszterin 

kivonása a membránból növeli az ioncsatornák aktivitását [21, 23, 24]. Ez azzal 

magyarázható, hogy a membrán koleszterin-koncentrációjának növekedésével a membrán 
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viszkozitása növekszik, s ez egyrészt mechanikai úton, másrészt a lipid–fehérje 

kölcsönhatások módosításával hat a csatornafehérje intramolekuláris mozgásaira. 

Az utóbbi idıben figyelemre méltó érdeklıdésre tettek szert a hosszú szénláncú 

többszörösen telítetlen zsírsavak (PUFA-k), amelyeket mint természetes ágenseket az 

ártalmas gyulladásos válaszok és az autoimmunitás ellen használják. A legnagyobb 

érdeklıdésre az n-3 PUFA-k tartanak számot. Számos tanulmány számol be az n-3 PUFA-k in 

vivo és in vitro gyulladáscsökkentı és immunszuppresszív hatásáról [25-32]. Ezek a zsírsavak 

a szerzett és a természetes immunitás celluláris alkotóelemeit egyaránt befolyásolják. 

Feltételezések szerint a zsírsavaknak a sejtproliferációra kifejtett gátló hatása nem más 

metabolitokká történı átalakulás eredménye, hanem közvetlen hatás. 

Az immunrendszer mőködését befolyásoló egyik közvetlen hatás az, hogy a PUFA-

tartalmú triacil-glicerinek dózisfüggı módon elnyomják a concanavalin A (Con A)-stimulált 

limfocita-proliferációt patkányban, míg a telített zsírsavakat (SFA-kat) vagy olajsavat (OA) 

tartalmazó triacil-glicerinek nem gátolják az említett sejtválaszt [33]. A triacil-glicerinek 

limfocita-funkcióra kifejtett közvetlen hatásai megmagyarázhatják, hogy miért tapasztaltak 

javulást gyulladásos betegségekben szenvedı betegek állapotában PUFA-ban gazdag étrend 

következtében bizonyos klinikai vizsgálatok során. 

A membránban található zsírsavak módosítása befolyásolja számos membránbeli enzim 

és ioncsatorna funkcióját, beleértve a K+ csatornákat [pl. ATP szenzitív K+ (KATP) csatorna, 

TREK-1 (2 pórusú K+ csatorna), TRAAK (arachidonsav-stimulált K+ csatorna), Ca2+ aktivált 

K+ (BKCa) csatorna, ATP aktivált K1 háttércsatorna és foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát 

(PIP2) aktivált KATP csatorna] is [21, 34-38, 214]. A csatornák funkciójának zsírsavakkal vagy 

más töltött lipidekkel történı módosítása valószínőleg azoknak közvetlenül magával a 

csatornafehérjével vagy néhány más csatorna-asszociált komponenssel kialakított 

kölcsönhatása révén valósul meg. 

A táplálékkal felvett zsírsavak bekerülnek a vérkeringésbe, ahol a keringı limfociták fel 

tudják venni ıket. Ha beépülnek a limfocitamembránba, megváltoztathatják a membrán kettıs 

réteg szerkezetét és fluiditását, és – következésképpen – a membránfehérjék, így az 

ioncsatornák funkcióját. A perifériás limfociták ioncsatornái funkciójának megváltozása 

magával vonhatja a sejtes immunválasz megváltozását. Mivel a táplálékkal elfogyasztott 

zsírsavak beépülhetnek a sejtmembránba, az étrendnek fontos szerepe lehet a megfelelı 

membrán-lipidösszetétel kialakításában. 

 

A sejtek közötti kommunikációt különbözı extracelluláris szignálmolekulák (pl. 
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neurotranszmitterek, hormonok, növekedési faktorok) közvetítik. Ezek a molekulák külsı 

kémiai ingerként viselkednek a jelátviteli folyamatok során, és az intracelluláris térben 

bekövetkezı anyagcsere-változások indukálása révén valamilyen sejtválaszt váltanak ki. A 

hírvivı molekulák általában receptorokhoz specifikusan kötıdnek, ily módon azoknak 

természetes ligandumai. A receptorok hatását sok esetben G fehérjék közvetítik, amelyek a 

sejtmembrán belsı rétegében helyezkednek el, és összeköttetést jelentenek a receptorok és 

azon enzimek között, amelyek a másodlagos hírvivık szintézisét katalizálják. A másodlagos 

hírvivık közé tartozó ciklikus adenozin-monofoszfát (cAMP) szintjét meghatározó adenilát-

cikláz enzimet a Gs (serkentı) fehérje stimulálja, míg a Gi (inhibitor) fehérje gátolja [39, 40]. 

Az adenozin a sejtfunkciók endogén modulátora a központi idegrendszerben és a 

perifériás szövetekben. Szinte valamennyi sejtbıl felszabadulhat, megnövekedett 

oxigénszükséglet/oxigénellátás arány esetén kerül az extracelluláris térbe [41]. Számos 

élettani hatása régóta ismert [42-53]. Az adenozin hatásainak legnagyobb része sejtfelszíni 

receptorokkal való kölcsönhatásnak tulajdonítható, mely receptorok a purinerg (P) receptorok 

családjába tartoznak. Számos megfigyelés történt arra vonatkozóan, hogy különbözı 

gyógyszerek hatásmechanizmusa során purinergreceptor-aktiváció-változás következik be. A 

központi idegrendszerben található nagyszámú purinerg receptor megváltozott mőködésével 

számos idegrendszeri kórkép hozható összefüggésbe. 

A purinerg receptorok endogén ligandumai az adenozin, az AMP, az ADP és az ATP. A 

purinerg receptorokat Burnstock javaslata alapján adenozinra (adenin-nukleozidra) érzékeny 

P1 és ATP-re (adenin-nukleotidra) szelektív P2 típusokra különíthetjük el [54]. Így a P1 

receptorok azonosak az adenozin-receptorokkal. A P1 receptorok további A1, A2a, A2b és A3 

alosztályokra oszthatók [55]. Az e receptor-altípusok hatásai közötti kölcsönhatás komplex 

szabályozó mechanizmusra enged következtetni. 

A szöveti adenozin-receptorok tipizálása specifikus adenozin-analógokkal 

(agonistákkal) vagy szelektív adenozinreceptor-antagonistákkal történhet. Ezek a természetes 

ligandumok szerkezeti analógjai, elıbbiek a ligandumokhoz hasonló hatásúak, utóbbiak pedig 

nem idéznek elı biológiai választ, de képesek gátolni a ligandumok és az agonisták hatását. 

Az adenozin-agonisták valamennyien adenozin-származékok, az antagonisták lehetnek 

xantin- (pl. koffein-) vagy nem xantin-származékok. 

Az adenozin-receptorok az egész szervezetben megtalálhatók. A nagy receptor-

specificitással rendelkezı agonisták és antagonisták pozitront emittáló atommal jelzett formái 

jól használhatóak az egyes adenozinreceptor-típusok szervezeten belüli eloszlásának 

feltérképezésére, a ligandumkötıdés kinetikai sajátságainak vizsgálatára [58-60]. 
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Bár az adenozin-receptorok legismertebb jelátviteli útvonala az adenilát-cikláz 

aktivitásának gátlása vagy aktivációja, az adenozin sok hatása együtt jár a sejtmembrán 

vezetıképességének megváltozásával, különösen a K+ és/vagy Ca2+ csatornák 

konduktanciájának módosulásával, s így – természetesen – membránpotenciál-változással is 

[61-65]. Ismert, hogy a membránpotenciál alapvetı szerepet játszik a jelátvitelben, ezért 

indokolt lehet a membránpotenciál megváltozásának a sejtek adenozin-receptor-aktivációra 

történı válaszában kifejtett lehetséges szerepének tanulmányozása. 

Kimutatták, hogy A1 és A2 adenozin-receptorok egyszerre vannak jelen bizonyos 

simaizom-sejteken. Ilyenek például a koszorúér-artéria simaizom-sejtjei valamint az általunk 

vizsgált, szíriai aranyhörcsög vas deferensébıl izolált DDT1 MF-2 simaizom-sejtek, 

melyekben meglehetısen érzékeny adenilát-cikláz rendszer is található [66-69]. Így az 

utóbbiak tanulmányozásának kardiológiai vonatkozásai lehetnek. Simaizom-sejteken 

többfajta ioncsatornát azonosítottak: Ca2+ függı K+ csatornát, feszültségfüggı K+ csatornát és 

’M’ K+ csatornát, valamint gyors befelé irányuló Na+ csatornát és Cl- csatornákat [70, 71]. 

Patch-clamp vizsgálatokkal igazolták, hogy a DDT1 MF-2 sejtvonalon feszültségfüggı lassú, 

kifelé egyenirányító K+ csatornák, Ca2+ aktivált K+ csatornák és gyors, befelé egyenirányító 

Na+ csatornák vannak jelen [70]. 

Bizonyos sejtekben összefüggés mutatható ki a purinerg receptorok aktivációja és a 

sejtmembrán K+ vezetıképessége között. Xenopus laevis ovulált petesejtjeiben például a P1 

receptor adenozinnal történı ingerlése kifelé irányuló K+ áramot aktivál [72]. Mivel a cAMP 

stabil analógjai K+ áramot váltanak ki, így feltételezhetı, hogy az adenozin-receptorok 

stimulálják az adenilát-cikláz rendszert, és a K+ áramot a cAMP-szint változásai módosítják. 

A P1 receptorok mellett K+ csatornák jelenlétét is kimutatták a DDT1 MF-2 sejteken, így 

itt is feltehetı a P1 mediált K+ csatorna-aktiváció. Ily módon lehetıség nyílhat ezen sejtek 

farmakológiai felhasználására: az A1 és A2a receptor-mediált mechanizmusok ugyanazon 

sejtvonalon történı tanulmányozására. 

Xenopus oocitákban mesterségesen expresszáltatott, nyúlagyban és -májban kifejezıdı 

[73] Shaker K+ csatorna (rabKV1.3) glibenclamid-érzékenységérıl számoltak be [74]. Így 

indokolt lehet a DDT1 MF-2 sejteken mérhetı feszültségfüggı K+ áram glibenclamid-

szenzitivitásának tanulmányozása is. 
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2. CÉLKITŐZÉSEK 

 

 

1. Feltételezésünk szerint – melyet irodalmi adatok is alátámasztanak – a citoplazma-

membrán foszfolipidjeinek molekuláris összetétele módosítja a transzmembrán fehérjék 

(ioncsatornák és transzporterek) mőködését. A perifériás vérben lévı limfociták 

ioncsatornái funkcióinak megváltozása magával vonhatja a celluláris immunválasz 

megváltozását is. 

Az elıbbiek alapján kísérleteinkben arra a kérdésre kívántunk választ kapni, hogy a 

limfociták sejtmembránjába beépült különbözı lánchosszúságú és telítettségő zsírsavak 

hogyan és milyen mértékben módosítják a limfociták KV1.3 csatornáinak mőködését, s 

ezen keresztül a sejtek válaszkészségét. Megvizsgáltuk a palmitinsav (PA), a sztearinsav 

(SA), az OA, a linolsav (LA), az arachidonsav (AA) és a dokozahexaénsav (DHA) KV1.3 

csatornák kinetikai és egyensúlyi paramétereire kifejtett hatását. 

 

2. A DDT1 MF-2 sejtek A1 és A2 típusú receptorokat egyaránt expresszálnak, és 

feszültségfüggı K+ és Na+ csatornák is találhatók a sejtmembránjukban. Mivel a cAMP 

stabil analógjai K+ áramot válthatnak ki bizonyos sejteken, feltételezhetı, hogy az 

adenozin-receptorok stimulálják az adenilát-cikláz rendszert, és a K+ áramot a cAMP-szint 

változásai módosítják. Ennek alapján feltételezzük egy ilyen P1 receptor-mediált K+ 

csatorna-aktiváció jelenlétét a DDT1 MF-2 sejtekben. Feltételezésünk beigazolódása esetén 

ezek a sejtek ideális modellrendszert alkothatnának a feszültségfüggı ioncsatornák P1 

receptorok általi szabályozásának egyazon sejtvonalon történı tanulmányozására. 

Ezért meg kívántuk vizsgálni, hogy egyes adenozin-agonisták (5’-N-etil-karboxamido-

adenozin, NECA) és -antagonisták {4-(2-[7-amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo-[2,3-

a][1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol, ZM 241385} a P1 receptorokkal történı 

kölcsönhatásuk révén hogyan módosítják a DDT1 MF-2 sejteken mérhetı feszültségfüggı 

áramokat. 

Mivel irodalmi adatok utaltak arra, hogy a KATP csatorna-blokkoló 1-{4-[2-(5-klór-2-

metoxibenzamido)etil]-fenilszulfonil}-3-ciklohexil-karbamid (glibenclamid, Gilemal) 

befolyásolja bizonyos feszültségfüggı csatornák konduktanciáját, ezért megvizsgáltuk, 

hogy a glibenclamid befolyásolja-e az általunk tanulmányozott feszültségfüggı áramokat. 
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Ezen felül össze kívántuk hasonlítani az 5’-N-(2-fluor-etil)-karboxamido-adenozin (F-

NECA) és a NECA által a sejtmembrán K+ konduktanciájára gyakorolt – adenozin A1 és 

A2 receptorok által közvetített – hatást a DDT1 MF-2 sejteken, hogy ezáltal az említett 

agonista pozitron-emissziós tomográfiás (PET) diagnosztikában történı 

alkalmazhatóságáról információkat nyerjünk. 
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3. IRODALMI HÁTTÉR 

 

 

3.1. A K
+
 csatornák szerepe a jelátvitelben és a limfocita-proliferációban 

 

A K+ csatornák szinte minden sejtben megtalálhatók, és számos sejtszintő folyamatban 

kulcsszerepet játszanak. Így például részt vesznek a sejtek térfogat-szabályozásában, 

proliferációjában, a szervezet immunválaszának létrehozásában, a nyugalmi 

membránpotenciál és az akciós potenciál kialakításában [75, 76]. Szerkezetüket és 

mőködésüket tekintve nagyon különbözıek lehetnek. Limfocitákban sokféle ioncsatornát 

(Na+, K+, Ca2+, Cl-) azonosítottak [77-83]. A feszültségkapuzott K+ (KV) csatornák a 

különféle hematopoietikus eredető sejtekben expresszálódnak, pl. a T és B limfocitákban, 

makrofágokban és a természetes ölısejtekben (NK) [84]. A humán perifériás limfociták 

(HPL) domináns, depolarizációra aktiválódó KV1.3 csatornái az immunválaszhoz szükséges 

jelátviteli folyamatokban [1-9] és a sejtek membránpotenciáljának hiperpolarizált állapotban 

történı fenntartásában [10, 11] játszanak jelentıs szerepet. 

Az immunválasz feltétele a limfocita-aktiváció, mely magában foglalja a sejtek 

osztódását és differenciálódását. A folyamatban kulcsszerepet játszó humán limfociták 

egyrészt citokineket választanak ki, amelyek az immunválaszt kontrollálják, másrészt a direkt 

sejt–sejt kölcsönhatáson keresztül kommunikálnak. A limfocita-aktiváció elsı lépése a T sejt-

receptor (TCR)–CD3 komplexnek az antigén-prezentáló sejt fı hisztokompatibilitási komplex 

(MHC) fehérjéihez kötıdı antigén általi aktiválása (2-3 óra), amit protein-kinázok (PK), pl. a 

protein-kináz C (PKC) és a foszfatidil-inozitol másodlagos hírvivı rendszer beindítása követ 

[85]. A folyamat eredménye inozitol-triszfoszfát (IP3) felszabadulása, számos fehérje 

foszforilációja és az IP3-függı Ca2+ felszabadulás az endoplazmatikus retikulumból, valamint 

az intracelluláris raktárak kiürülését követı Ca2+ beáramlás az extracelluláris térbıl [6, 86], 

továbbá a membrán-transzportfolyamatok megváltozása miatt specifikus változások az 

intracelluláris ion- (Na+, H+) [87] és metabolit-koncentrációk (glükóz, aminosavak) szintjén 

[88]. A limfocitákban a Ca2+ koncentráció növekedése lassú, több óráig tartó folyamat lehet – 

szemben az ideg- és az izomsejtek gyors Ca2+ tranzienseivel –, melynek eredményeképpen a 

sejtek proliferációját elindító gének [pl. az interleukin-2 (IL-2) autokrin növekedési faktor 

génje] átírása következik be [89] (1. ábra). Ez a Ca2+ szint-növekedés nagyon fontos a 

limfociták antigén-felismerési és válaszadó mőködésében. A Ca2+ jel függ a 
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plazmamembránban található K+ csatornák aktivitásától [4, 5, 87]: a nyitott Ca2+ csatornákon 

keresztülfolyó áram elektrokémiai hajtóerejéhez komoly hozzájárulást ad a sejtek 

membránpotenciálja. A T sejtek nyugalmi  membránpotenciálja –50 és –60 mV között van, 

melyet alapvetıen két K+ csatorna, az n-típusú, depolarizációra aktiválódó KV1.3 és a Ca2+ 

koncentráció emelkedésére aktiválódó KCa3.1 határoz meg [13-15].  Az e két ioncsatorna által 

 

 

 
1. ábra. A K+ csatornák szerepe a T sejt-aktivációban és az azt követı proliferációban 

A HPL-k nyugalmi membránpotenciálját [≈(–60) mV] a feszültségkapuzott KV1.3 és a Ca2+-ra 
aktiválódó KCa3.1 csatornák aktivitása határozza meg. Az e két ioncsatorna által létrehozott kation-
kiáramlás hiperpolarizált állapotban tartja a sejtmembránt még a depolarizáló hatást jelentı Ca2+ influx 
mellett is. A negatív membránpotenciál biztosítja a Ca2+-nak a sejtekbe történı belépéséhez szükséges 
elektrokémiai hajtóerıt a hosszan tartó Ca2+ jel alatt. A TCR–CD3 komplexnek az antigén-prezentáló 
sejt MHC fehérjéihez kötıdı antigén általi aktiválását követıen a foszfatidil-inozitol rendszer és 
künlönbözı protein-kinázok aktiválódnak, melynek következtében IP3 szabadul fel, számos fehérje 
foszforilálódik, és beindul az IP3-függı Ca2+ felszabadulás az endoplazmatikus retikulumból, illetve az 
intracelluláris raktárak kiürülését követıen Ca2+ beáramlás az extracelluláris térbıl. A limfocitákban a 
Ca2+ koncentráció növekedése több óráig tartó folyamat lehet, melynek eredményeképpen a sejtek 
proliferációját elindító gének [pl. az IL-2 autokrin növekedési faktor génje] átírása következik be. 
(TCR/CD3: T sejt receptor–CD3 komplex, Lck: Src típusú foszfotirozin-kináz, ZAP-70: 70 kD mérető 

kináz, PLCγ: a foszfolipáz C γ alegysége, PKC: protein-kináz C, PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfát, IP3: inozitol-triszfoszfát, DAG: diacil-glicerin, CRAC: Ca2+ felszabadulás aktiválta Ca2+ 
csatorna, ER: endoplazmatikus retikulum, IP3R: IP3 receptor, CaM: kalmodulin, NF-AT: az aktivált T 
sejtek nukleáris faktora, IL-2: interleukin-2, RAS: p21 rat sarcoma jelátviteli egyalegységes G fehérje, 
Erk: extracelluláris jel által szabályozott kináz, MHC: fı hisztokompatibilitási komplex.) 



 14

létrehozott kation-kiáramlás hiperpolarizált állapotban tartja a sejtmembránt még a 

depolarizáló hatást jelentı Ca2+ influx mellett is, biztosítva ezzel a Ca2+ beáramláshoz 

szükséges hajtóerıt, és így a megfelelı Ca2+ mediált jelátvitelt. 

A feszültségkapuzott K+ csatornák blokkolói [tetraetil-ammónium-ion (TEA+), 

Charybdotoxin (ChTx), Noxiustoxin (NxTx), Margatoxin (MgTx)] a K+ áram gátlásán túl a 

sejtek mitogén-indukált proliferációját is hatékonyan gátolják [3, 90-94] – ez az egyik 

bizonyítéka a K+ csatornák T sejt-aktivációban betöltött kulcsszerepének. Mivel a limfociták 

membránpotenciálját elsısorban a K+ diffúziós potenciálja határozza meg, valószínősíthetı, 

hogy a K+ csatorna-gátlószerek a membrán depolarizációja révén, a csökkent elektrokémiai 

hajtóerı miatt akadályozzák meg a mitogén válaszhoz szükséges intracelluláris Ca2+ 

koncentráció emelkedésének létrejöttét [92, 95]. A nyugvó T sejt-membrán K+ 

konduktanciájának növekedése mitogén stimuláció során, valamint a KCa3.1 csatornák 

expressziós szintjének növekedése a T sejt-aktiváció alatt szintén a K+ csatornák T sejt-

aktivációban és az azt követı proliferációban betöltött szerepét mutatja [12, 79]. 

 

3.2. A KV1.3 csatornák felépítése és mőködése 

 

A KV1.3 a feszültségfüggı K+ csatornák Shaker családjába tartozik [96]. A 

mőködıképes csatornát négy azonos alegység alkotja (homotetramer) [97], melyek 

mindegyike hat α-helikális transzmembrán szegmensbıl (TM) épül fel (S1-S6), az egyes 

szegmenseket intra- és extracelluláris hurkok kapcsolják össze (2. ábra). Újkelető 

tanulmányok a KV csatornák külsı, lipid-oldali perifériájára helyezik az S1, S2 és S3 

szegmenseket [98, 99]. Úgy gondolják, hogy mind az S4-et, mind az S6-ot körülveszi a 

csatorna maradék része, s az S4 és az S6 valahol a központi pórus és a csatorna lipidek felıli 

széle között helyezkedik el [99]. A feszültségkapuzott csatornák feszültségszenzor doménjeit 

(minden alegységben egyet, vagyis csatornánként négyet) az S1-S4 szegmensek alkotják, 

ezek felelısek a KV csatornák feszültségfüggı aktivációjáért [100]. Az S3b és S4 hélixek 

evezılapát-szerő motívumokat alkotnak a pórus körül, ezek a részek vezérelhetik a csatorna 

nyitását a membrán depolarizációja során [101]. A Tarantula-toxinok, amelyek beépülnek a 

membránokba, képesek kölcsönhatni ezekkel az „evezılapát” motívumokkal a lipid–fehérje 

határfelületen és megzavarni a feszültségfüggı aktivációt. Az S5 és S6 szegmensek és a 

hozzájuk kapcsolódó extracelluláris hurok (P) (a négy alegység ezen szakaszai együtt) 

alkotják a belsı pórusképzı komplexet, amelyen keresztül a K+ ionok átjutnak a membránon 

[102-106], valamint az aktivációs kaput a csatorna citoszolikus oldalán,  ami megakadályozza  
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2. ábra. A KV csatornák sematikus szerkezete 
A) A homotetramer molekula az extracelluláris oldal felıl. Az S5 és S6 szegmensek 
találhatók a csatorna pórusában, a többi szegmens a csatorna külsı részén helyezkedik el, 
evezılapát-szerően körülvéve a pórusdomént. A belsı hélixek csokorszerően 
megcsavarodnak („bundle crossing”). Az S1–S4 hélixek által alkotott feszültségérzékelı 
domének érzékelik a membránban bekövetkezı potenciál-változást, ennek következtében 
lejátszódó elmozdulásuk pedig a csatornafehérje konformációjának olyan 
megváltozásához vezet, ami a csatorna nyitását eredményezi. Minden alegységet 
különbözı színnel jelöltünk. B) A csatorna egy alegysége. Minden egyes alegység hat 

transzmembrán α-hélixbıl és az azokat összekötı intra- és extracelluláris hurkokból áll. 
Az S1 szegmens intracelluláris végéhez kapcsolódik az N-típusú inaktivációért is felelıs 
N-terminális vég (a „lánc” és a „labda”), az S6 szegmenshez kapcsolódik a C-terminális 
vég, ugyancsak intracelluláris oldalon. 

 

az ionok áramlását a csatorna zárt állapotában [107]. A csatorna ugyanezen régiója felelıs 

számos peptid- és kismolekula-gátlószer kötéséért is. A pórusrégió tartalmazza a K+ 

szelektivitást biztosító,  négy aminosavat tartalmazó szekvenciát is [108]. 
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A belsı (S6) hélixek virágcsokor szálaihoz hasonlóan egymást keresztezve („bundle 

crossing”) alakítják ki a csatorna aktivációs kapuját a csatorna citoszoloikus bejáratánál [109]. 

Eukarióta KV csatornákban itt található a Pro-X-Pro triplett szekvencia (ahol X egyéb 

aminosav), mely nagyon fontos a kapuzás során [110, 111]. Ez a szekvencia hiányzik a 

prokarióta Shaker KV csatornákban. Az S6 hélixek az aktivációs kaputól extracelluláris 

irányba haladva egymástól távolodnak, helyet adva az extracelluláris oldalhoz közel a 

szelektivitási filternek [108]. 

Kiderült, hogy a transzmembrán hélixek mellett a csatornák citoszolikus N-terminusa is 

struktúrált, az N terminus egy tetramerizációs (T1) domént képez [112-115]. A négy alegység 

összesen négy T1 doménje együttesen tetramert képez az intracelluláris membránfelszínen. Ez 

a domén közvetlenül a pórus citoplazma felıli bejáratánál található, azaz a transzmembrán 

pórusnak a T1 domén oldalsó portáljain keresztül kell kommunikálnia a citoplazmával ahhoz, 

hogy a K+ át tudjon jutni a póruson [116-118], ill. hogy a pórusba be tudjon kötıdni a gyors, 

N-típusú inaktivációért felelıs „inaktivációs labda” [119, 120]. Az eukarióta KV csatornák 

legtöbbjében a T1 doménhez β alegység kapcsolódik [121, 122], mely alegység NADPH 

(nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfát)-függı aldo-keto reduktáz enzimekkel kapcsolatban 

álló, tetramert képezı fehérje [123]. 

Bár a feszültségszenzor és a pórusdomén izoláltan jól jellemzett, a csatolás a két domén 

között nem világos. Úgy tőnik, hogy a feszültségszenzorok alapvetıen független domének a 

membránon belül: izolált doménként expresszálhatók [124] vagy átvihetık nem-

feszültségvezérelt ioncsatornákba, mely csatornák így feszültség-érzékennyé tehetık [111, 

125]. Röntgen-szerkezeti vizsgálatok alátámasztották, hogy a feszültség-érzékelı domének és 

a pórusdomén közötti határfelület nem rendelkezik kiterjedt fehérje–fehérje kapcsolattal, 

hanem a feszültségszenzor domének bólyaszerően lebegnek a membránban [126]. A 

feszültség-érzékelı domének és a pórusdomén közötti kölcsönhatás rendkívül fontos az 

összehangolt mőködéshez, amely a csatornanyitást eredményezi. A feszültségszenzorok 

mechanikailag hathatnak a pórusra az S4-et és S5-öt összekötı hélixeken keresztül, melyek 

olyan helyzetőek, hogy összehúzzák vagy kitágítják az S6 belsı hélixeket a pórusban [127]. 

Prokarióta KVAP csatornák szerkezetvizsgálata során bebizonyosodott, hogy a 

lipidmembrán sértetlensége szükséges a feszültségszenzor pórushoz viszonyított megfelelı 

orientációjának kialakulásához [124]. A lipidek módosítása a külsı membránrétegben erıs 

hatást gyakorol a feszültségszenzor-aktivációra [128], ami valószínősíti, hogy a lipidek 

viszonylag specifikus módon hatnak kölcsön a KV csatornák kapuzásban részt vevı régióival. 

A membránösszetételben bekövetkezı változások a membránalkotókkal érintkezı 
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szegmensekben okozhatnak változás(oka)t, ami természetesen – közvetve – az egész csatorna 

szerkezetére és mőködésére kihathat. 

 

3.3. Csatornanyitás, inaktiváció 

 

A feszültségkapuzott K+ csatornáknak a membrán depolarizációja által kiváltott 

aktivációját (nyitását) a csatornafehérje elsı négy szegmensében bekövetkezı konformációs 

változásnak tulajdonítják, melynek során a feszültségszenzor domén elmozdul az 

extracelluláris tér irányába, és a csatorna citoszolikus bejáratánál lévı aktivációs kapu 

kinyílását eredményezi [129-132]. A csatornanyitás a négy alegység kooperatív 

mechanizmusa révén jön létre [133]. Úgy gondolják, hogy a KV csatornák kapuzási 

mechanizmusa a négy feszültség-érzékelı doménnek a nyugalmi és az aktivált állapot közötti 

több viszonylag független elmozdulását foglalja mágában, amit egy összehangolt nyitási 

átmenet követ, ahol az S6 kapu zártból (C) nyitott (O) állapotba mozdul. Ennek megfelelıen 

egyetlen nyitott és több zárt állapotot tartalmazó lineáris kinetikai modellt javasolnak a 

csatornakapuzásra (néhány csatorna rendelkezhet két vagy több nyitott állapottal is), pl.: C4 

↔ C3 ↔ C2 ↔ C1 ↔ O ↔ I. A kapuzás a csatornafehérjében a zárt állapotok között 

bekövetkezı konformációs változások sorozata, azaz „kapuzó részek” mozgásának 

egymásutánja – a zárt csatornában megy végbe, és az utolsó „kapuzó rész” elmozdulása a 

csatorna nyitása [134a]. A Shaker K+ csatornákra Zagotta, Hoshi és Aldrich legalább nyolc 

lépést javasolt a csatorna aktiválásához szükséges töltés szállítására [135]. 

A KV csatornák kapuzása a feszültségszenzor két jól megkülönböztethetı elmozdulását 

foglalja magában. Az elsı mozgás eredményezi a kapuzó töltés nagy részének elmozdulását, 

és megfelel a négy feszültségszenzor nyugalmi és aktivált állapotok közötti mozgásának [133, 

136, 137, 139-148]. Ez a korai elmozdulás viszonylag függetlenül jelenik meg a négy 

alegységben [143, 144, 147, 149-151], és detektálható változást eredményez az S6 kapu 

közelében, de ténylegesen nem nyitja ki a kaput [139, 152]. A feszültség-érzékelı és a 

pórusdomének közötti merev, szoros kapcsolat hiánya következtében a feszültségszenzornak 

ez az elsı mozgása nem okoz kiterjedt szerkezeti változást a pórusdoménben [109, 124, 140, 

153]. A feszültségszenzor második elmozdulása az összehangolt nyitási átmenet során a 

kapuzási töltés kis részének elmozdulását foglalja magában [139, 143-145, 147, 151, 152]. A 

KV1.2 kristályszerkezete szoros kölcsönhatást mutat az S4-et és az S5-öt összekötı szakasz és 

az S6 között [109, 124]. Feltételezhetı, hogy az S4–S5 összekötı és az S6 közötti 

kölcsönhatás játssza a fı szerepet abban, hogy az aktivációs kapu képes követni az S4 
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mozgásokat, és hogy az S4 és S5 alegységek közötti kölcsönhatás specifikusabb szerepet 

biztosít a második S4 mozgás végsı nyitási átmenetben történı részvételében [140]. 

A konformáció-változás sebességi állandója erıs feszültségfüggést mutat. A KV1.3 

csatornák aktivációs küszöbfeszültsége –50 mV körül van, ami megegyezik a T sejtek 

nyugalmi membránpotenciáljával. Az aktivációs küszöb felett a nyitási valószínőség 

meredeken emelkedik a membrán depolarizációjával [154]. Az egyensúlyi aktiváció 

feszültségfüggése a szigmoid futású Boltzmann-függvénnyel jellemezhetı, és +20 – +30 mV 

körül éri el a telítési értéket, amikor is a csatornák nyitási valószínősége 1. 

A gyors aktivációt követıen, depolarizált membrán mellett a Shaker K+ csatornák egy 

nem vezetı, inaktivált állapotba kerülnek, mert a nyitott állapot nem stabil konformáció. Az 

inaktiváció szintén konformáció-változás, és az inaktiválódó K+ csatornákban a kapuzó töltés 

mozgásának lassulása ill. „befagyasztása” következik be [155, 156]. Az inaktivált állapot egy 

stabil, nem-vezetı állapot. A csatornatípusra jellemzı idınek el kell telnie a membrán 

repolarizációja után ahhoz, hogy a csatorna visszatérjen nyugalmi állapotba és ismét képes 

legyen kinyitni. Az inaktiváció kialakulása jellemzı idıfüggést mutat annak megfelelıen, 

hogy milyen mechanizmussal játszódik le az inaktiváció. A csatornák teljesen csak akkor 

tudnak bezáródni, ha az inaktiváció már lezajlott, és így a rögzített kapuzó töltés újra 

mozgékonnyá válik [134b]. 

Az inaktiváció kétféle mechanizmus révén valósulhat meg. Az N-típusúnak nevezett 

gyors inaktiváció néhány ms alatt jön létre, és az ún. „labda-és-lánc” („ball-and-chain”) 

mechanizmus következtében alakul ki, amelyben a fehérje intracelluláris N-terminusa 

blokkolóként viselkedik úgy, hogy a csatorna citoplazma felıli oldalán bekötıdik, ezáltal 

elzárja a pórust [157]. Az inaktivációs domén (peptid) nem specifikus: az  alapvetı kritérium 

vele szemben, hogy kb. 10 hidrofób aminosavat tartalmazzon, mely szakaszt nettó pozitív 

töltéső aminosavaknak kell követniük. Az inaktivációs domén hidrofób részei közvetlenül a 

csatorna hidrofób régióival hatnak kölcsön, míg a töltött részek közötti nagy kiterjedéső 

elektrosztatikus kölcsönhatások hatékonyan elısegíthetik az inaktivációs doménnak a 

kötıhelyre történı belépését [158, 159]. Feltehetıleg az N-terminális bázikus részei és a T1–

S1 összekötı savas részei közötti kölcsönhatások stabilizálják az inaktivációs domén 

kötıdését [160]. A tetramer K+ csatorna inaktivációs doménjei egymástól viszonylag 

függetlenül mőködnek, bár néhányan az inaktivációs domének közötti kismértékő negatív 

kooperációról számoltak be [161]. Egyetlen alegység inaktív állapotba kerülése elegendı a 

csatorna inaktivációjához [162, 163]. Számos Shaker K+ csatornában, köztük a KV1.3-ban is 

hiányzik ez az inaktivációs egység (a „labda”). 
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Ez a folyamat csak az intracellulárisan alkalmazott csatornablokkolókra érzékeny, mint 

pl. a TEA+, érzéketlen viszont az extracelluláris K+-ra vagy TEA+-ra. Az intracellulárisan 

alkalmazott TEA+ lassítja az inaktivációs folyamatot, minthogy verseng a kötıhelyért az 

inaktivációs egységgel [164]. Mind az N-típusú inaktiváció, mind az intracellulárisan 

alkalmazott kvaterner ammónium-ionokkal történı gátlás szignifikánsan lassítja a kapuzási 

töltés visszatérését repolarizáció során; ezt töltésbefagyasztásnak nevezzük [165]. A belsı 

üreg kitöltése a gátló ionnal vagy az inaktivációs doménnel akadályozza az aktivációs kapu 

bezáródását, és így késlelteti a feszültségérzékelı elemek visszatérését nyugalmi 

konformációjukba [166]. 

Az N-típusú inaktiváció membrán-foszfolipidek általi módosításáról is beszámoltak. A 

plazmamembrán anionos foszfolipidekkel (pl. PIP2-vel) történı dúsítása gátolhatja az N-

típusú inaktivációt KV1.4 csatornákban vagy KVβ alegységgel expresszáltatott KV1.1 

csatornákban [167]. A PIP2 fiziológiás koncentráció-tartományban gátolja ezt a folyamatot. A 

gátlás mechanizmusa sokkal inkább függ az N-terminális inaktivációs domén 

semlegesítésétıl/lekötésétıl, semmint a kötıhely lezárásától. 

Az N-típusú inaktivációtól lényeges különbözı sebességgel és mechanizmussal 

lejátszódó C-típusúnak nevezett lassú inaktiváció néhány 100 ms – több s alatt következik be, 

sebessége függ a C-terminus aminosav-összetételétıl. Ez az inaktiváció egyértelmően 

megkülönböztethetı az N-típusú inaktivációtól, mert nem szőnik meg az N-terminális 

eltávolításával, továbbá intracelluláris TEA+ sem gátolja [164]. A C-típusú inaktiváció 

elsıdlegesen a szelektivitási filter és a csatorna extracelluláris bejárata környékén összetett 

mechanizmussal lejátszódó konformáció-változás eredménye. Fontos különbség az N- és a C-

típusú inaktiváció között a sztöchiometria is. Míg az N-típusú inaktiváció során az 

inaktivációs domének alapvetıen egymástól függetlenül mozognak, és az inaktiváció 

kialakulásához egyetlen alegység inaktivációs doménjének elmozdulása elegendı, addig a C-

típusú inaktivációhoz a négy csatorna-alegység együttes mozgása szükséges, mind a négy 

alegység hozzájárul a C-típusú inaktivációs átmenet aktivációs energiájához [168, 169]. 

A feszültségszenzor is bizonyíthatóan szerepet játszik a C-típusú inaktivációban: 

lehetséges, hogy a folyamat kiváltója, és valószínőleg valamilyen konformációs 

átrendezıdésen is keresztülmegy a C-típusú inaktivációval együtt [166, 170, 171] Loots és 

Isacoff (1998) [170] a feszültségszenzor gyors, az inaktiváció kezdete utáni (de nem a 

csatorna nyitott állapotában bekövetkezı) molekuláris mozgását mutatták ki. A változásnak 

két komponensét fedezték fel: egy gyors komponens a feszültségszenzor gyors mozgásának 

tulajdonítható, egy lassú komponens pedig megfelel az inaktivációs sebességnek. 
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A C-típusú inaktiváció beállása kétségtelenül a kapuzási töltés mozgásának 

befagyasztását okozza [172-174]. A kapuzási töltés befagyasztását nagymértékben lassíthatják 

vagy gátolhatják permeáló kationok vagy a csatornablokkoló 4-AP (de kvaterner 

ammóniumionok nem) [174-176]. A permeáló ionok szelektivitási filteren belüli nagy 

affinitású megkötése képes stabilizálni a nyitott pórusszerkezetet és valahogy megakadályozni 

a töltésbefagyasztást, ami a C-típusú inaktivációt kíséri [174]. 

A C-típusú inaktiváció az externális kationokra és a csatornapórus aminosav-

összetételére érzékeny. Ezt a folyamatot az extracelluláris K+ koncentráció megemelkedése 

gátolja [178, 179]. A C-típusú inaktivációt a csatorna extracelluláris oldalán alkalmazott 

TEA+ lassítja, ugyanakkor érzéketlen az internális TEA+-ra [164]. Azok a helyek, amelyeken 

a TEA+ gátol, illetve verseng a C-típusú inaktivációval, elkülöníthetık. Az inaktiváció 

módosításához a TEA+-nak mélyen a csatorna szájadékába kell belépnie, a C-típusú 

inaktivációt pedig alapvetıen a pórus adott helyére korlátozott konformációs változás idézi 

elı [180]. A C-típusú inaktivációt befolyásolja a csatorna extracelluláris szája közelében és 

valószínőleg a csatorna szelektivitási filterében található nagy K+ szelektivitású kötıhely 

betöltöttsége [181]. Bizonyos permeábilis ionok, mint a K+ vagy a Rb+ elfoglalják ezt a 

helyet, és stabilizálják a nyitott állapotot, megakadályozva ezzel a C-típusú inaktivációt, ezzel 

ellenben a Na+ ionoknak nincs ilyen hatásuk [181, 182]. Ezeket a megfigyeléseket az ún. 

„foot in the door” mechanizmussal magyarázzák, amikor is a csatorna extracelluláris oldalán 

található ionkötı hely K+-nal vagy TEA+-val történı kitöltése lassítja vagy megakadályozza a 

C-típusú inaktivációhoz szükséges konformáció-változásokat [183]. 

A lassú inaktiváció elsı fázisa a szelektivitási szőrıben bekövetkezı 

konformációváltozást jelenti, ezért ezt a fázist P-típusú inaktivációnak nevezik. Manapság 

inkább a C-típusú inaktivációtól való megkülönböztetésre használják, figyelembe véve a 

kapuzási töltés befagyasztásának kiterjedtségét. A Shaker csatornák lassú inaktivációja 

ugyanis két egymás utáni folyamatot foglal magában: a csatornapórus kezdeti bezáródását, 

ami áramcsökkenést eredményez, és az azt követı sokkal lassabb konformációváltozást, ami 

stabilizálja a feszültségszenzort és a pórust, és töltésbefagyasztást eredményez [170]. Loots és 

Isacoff (1998) [170] javaslata alapján a P-típus kifejezést a kezdeti pórusbezáródásra („pore 

collapse”), a C-típus kifejezést a csatornának a kapuzási töltésbefagyasztás kezdete utáni 

stabilizált inaktivált konformációjára használjuk. Sok esetben, ahol a pórus-inaktiváció és a 

töltésbefagyasztás relatív mértéke nem tisztázott, az összevont P/C-típusú inaktiváció 

megnevezést használják [166]. 
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A KV csatornákban több inaktivációs mechanizmus is létezhet és kölcsönhathat 

egymással [166]. Az N- és C-típusú inaktivációval egyaránt rendelkezı csatornákban az 

inaktivációból való visszatérés idıállandóját a C-típusú inaktiváció határozza meg, az N-

típusú inaktivációs domén jelenléte nem befolyásolja az inaktivációból történı visszatérést 

[181, 184]. A Shaker csatornákban az áram csökkenését az N- és a C-típusú mechanizmusok 

közötti kölcsönhatás okozza, és az N-típusú inaktiváció elısegíti és gyorsítja a C-típusú 

inaktivációs folyamat beindulását [181, 177]. Ugyanakkor allosztérikus kapcsolódás is 

felléphet az N-terminális inaktivációs domén vagy kvaterner ammóniumionok és a C-

terminális inaktiváció között [175, 183-187]. Az N-terminális inaktivációs domén bekötıdése 

rögzíti a feszültségszenzorokat aktivált állapotukban, és így elısegíti a C-típusú inaktivációt 

[182]. A C-típusú inaktiváció kialakulásának nem feltétele az N-típusú inaktiváció. A KV1.3 

csatornák inaktivációját kizárólag a lassú, P/C-típusú mechanizmus 188]. 

Az inaktiváció alapjában véve csökkenti a membránpotenciál-kontrollhoz rendelkezésre 

álló, aktiválható K+ csatornák számát. A KV1.3 csatornák C-típusú inaktivációja azonban 

sokkal lassabb, mint a rokon KV1.x csatornák inaktivációja, így az aktivált KV1.3 csatornák 

jelentıs K+ fluxust képesek létrehozni, mielıtt a nem-vezetı inaktív állapotba kerülnek. A 

KV1.3 csatornák e tulajdonságai, valamint a limfociták membránjának rendkívül magas 

ellenállása (10–20 GΩ) biztosítják azt, hogy a T sejtek membránpotenciálját kevés számú 

ioncsatorna is képes fenntartani [189]. 

A KV1.3 csatornák egyensúlyi inaktivációja nem teljes a T sejtek nyugalmi 

membránpotenciáljánál [190]. Az egyensúlyi aktiváció és az egyensúlyi inaktiváció 

feszültségfüggése egy olyan membránpotenciál-ablakot határoz meg, amelyen belül a KV1.3 

csatornák aktívak. Ez az ablak a limfociták nyugalmi membránpotenciál-értékének megfelelı 

feszültségeknél van, így a KV1.3 csatornákon keresztüli K+ fluxus hozzájárulhat a diffúziós 

membránpotenciál kialakításához [190, 191]. 

Ha a tartós depolarizáció után a sejteket hiperpolarizáljuk, az inaktivált állapotban levı 

csatornák visszatérnek zárt állapotba. A hiperpolarizáció fokozásával a visszatérés mértéke 

növekszik, a visszatérés kinetikája pedig gyorsul. Az inaktivációból történı visszatérést 

jelentısen befolyásolja az extracelluláris tér kation-összetétele is. 

 

3.4. A K
+
 csatornák gátlószerei 

 

Az ioncsatorna-gátlószerek a sejtválaszok gátlásán túl – a csatornákhoz történı 

specifikus kötıdésük miatt – a csatornaszerkezet–funkció kapcsolatának vizsgálatára is 
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alkalmasak. Kémiai szerkezetük alapján megkülönböztetünk peptid és nem-peptid típusú 

gátlószereket. 

Az állati eredető, többnyire skorpiók mérgébıl származó peptid inhibitorok merev 

struktúrájú, kis molekulájú anyagok, melyek az ioncsatorna extracelluláris nyílásába kötıdve 

pórusblokkolóként elzárják az áthaladás útját a K+ ionok elıl. Receptoruk legtöbbször az S5-

S6 hélixek közötti hurok S5-höz közeli régiója, valamint a pórus szelektivitási filterében 

elhelyezkedı aminosav-oldalláncok. Igen kis, nano- vagy pikomoláris koncentrációban 

hatékonyak. A ChTx nagy affinitással blokkolja a humán limfociták feszültségfüggı és Ca2+ 

aktivált K+ csatornáit [92, 192], a NxTx és a MgTx specifikusan a feszültség-vezérelt K+ 

csatornákra hat [92, 193]. 

A nem-peptid gátlószerek szerkezetüket, kötıdési mechanizmusukat, 

sztöchiometriájukat és kötıhelyeiket tekintve igen sokszínőek. A gátlószercsoport a kis-

molekula inhibitor elnevezést kapta. Az egyik leggyakrabban használt nem-peptid inhibitor, a 

TEA+ a csatorna nyitott pórusába kötıdve zárja el a K+ ionok útját; segítségével elkülöníthetı 

a K+ csatornák N- és C-típusú inaktivációja [164, 188]. A Shaker csatornák egy extra- és egy 

intracelluláris kötıhellyel is rendelkeznek a molekula számára, melyek csak a csatorna nyitott 

állapotában hozzáférhetık. Az extracelluláris kötıhelyhez kötıdve a TEA+ lassítja a C-típusú 

inaktivációt, mert a TEA+-t megkötött csatorna pórusa nem képes felvenni az inaktivált 

állapotot jellemzı konformációt („foot-in-the-door” mechanizmus). Az intracelluláris 

kötıhelyhez történı kötıdés során a TEA+ az N-típusú inaktivációért felelıs „labdával” 

verseng, ezáltal lassítja az inaktivációs kinetikát [194]. A 4-amino-piridin (4-AP) a nyitott és 

inaktivált csatornához az intracelluláris oldalon kötıdik. Extracelluláris alkalmazása esetén 

nem-ionizált formában áthatol a membránon, majd ionizált formában belülrıl gátolja a K+ 

áramot [195]. 

 

3.5. A membránok szerkezete, membránfluiditás 

 

A sejtmembránok foszfolipid kettısrétegek, amelyek különféle fehérjéket, 

glikoproteineket, glikolipideket, szfingolipideket, glikoszfingolipideket, koleszterint stb. 

tartalmaznak [196]. Ezek a membránalkotók diffúzióra képesek, egymással is 

kölcsönhathatnak, és meghatározott doménszerkezetet mutatnak [197, 198]. A lipidösszetétel 

felelıs a domének jelenléért a membránban, és a lipidképzıdés folyamatában a fı szerepet a 

koleszterin és a szfingolipidek játsszák [199]. A lipidek elrendezıdése a membránokban 

aszimmetrikus: az egyes lipidtípusok nagyobb mennyiségben fordulnak elı a kettısréteg 
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külsı vagy belsı rétegében (3. ábra). Ez az aszimmetria statisztikus jellegő [200]. 

Nemrégiben lipid mikrodoméneket és raftokat, azaz a membránbeli fehérjék specifikus 

fajtáinak nem-véletlenszerő eloszlású mintázatait fedezték fel, amelyek kismérető klasztereket 

képeznek molekuláris szinten, és nagymérető klasztereket (klasztercsoportokat, szigeteket) 

alkotnak szubmikronos szinten a plazmamembránban [201-204]. Több K+ csatornáról [205, 

206], így a KV1.3-ról is kimutatták, hogy lipid raftokban lokalizálódnak a sejtmembránban 

[207]. 

 

 

 
3. ábra. A lipidek aszimmetriája a membránban [Somogyi J, 1989] 
A kettısréteg külsı részében található a foszfatidil-kolin és a szfingomielin döntı 
többsége, valamint az összes glikolipid, míg a belsı rétegben a foszfatidil-etanolamin 
nagy része és a foszfatidil-szerin egésze. A koleszterin mindkét lipidrétegben 
megtalálható. 

 

A plazmamembrán lipidösszetétele számottevıen befolyásolja a membránok 

tulajdonságait, például a fluiditást. A membránok fluiditása vagy szerkezeti rendje alapvetıen 

befolyásolja a membránhoz kötött folyamatokat és -funkciókat, a membránban kötött fehérjék 

mőködését [16]. A membrán dinamikai sajátosságai és folyadékkristályos állapota 

befolyásolhatja a membránban kötött fehérjék konformációját és flexibilitását, a 

permeabilitási folyamatokat, a citoplazma-membránban található ioncsatornák kinetikai 

paramétereit és az enzimaktivitásokat [17-19]. Különbözı körülmények között a 

plazmamembrán lipidösszetétele és rendezettsége megváltozhat. Ez a változás szignifikánsan 

módosíthatja a membránfluiditást és a membrán egyéb biofizikai paramétereit (görbület, 

feszülés stb.), megváltoztatva ezzel az alapvetı tulajdonságokat a membrán módosított 

részeiben, így azt a környezetet is, amelyben a fehérjék eloszlanak. A membránösszetételben 

bekövetkezı változás hatással lehet bármely olyan folyamatra, amely függ a 

membránfunkciótól, és különösképpen az ioncsatornák mőködését zavarhatja meg [209, 210]. 

Egy ‘optimális fluiditás’ hipotézist javasolnak a membránfehérjék konformációs átmeneti 
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tulajdonságainak értelmezésére, mivel megfelelı membránfluiditás szükséges ahhoz, hogy 

lehetıvé tegye pl. az acetilkolin-receptor alacsony és magas affinitású helyeinek egymásba 

alakulását [19]. 

Mivel az ioncsatornák transzmembrán fehérjék, a lipid–fehérje kölcsönhatások 

befolyásolhatják azok mőködését is. A csatornák kapuzása fehérjekonformáció-változást 

jelent, ezért a csatorna lipidkörnyezetének megváltozása módosíthatja például annak 

aktivációs és inaktivációs kinetikáját [16, 20, 21]. 

 

3.6. A koleszterin hatása a membránfluiditásra és egyes sejtfunkciókra 

 

A membránok egyik meghatározó alkotóeleme, a koleszterin a kettısréteg külsı felében 

található, és elsısorban annak dinamikai paramétereit módosítja. A biomembránok fluiditása 

csökken koleszterinnel történı dúsítás során. 

A sejtmembrán koleszterin-tartalma számos membránfehérje mőködését befolyásolja, 

beleértve az ioncsatornákat, a transzportereket és a receptorokat. A koleszterin minden 

tanulmányozott membránbeli ATP-ázra gátló hatást fejt ki, míg a legtöbb más 

membránfehérjére stimuláló hatást gyakorol [22]. A T sejtekben lejátszódó jelátviteli 

útvonalak szabályozására kifejtett döntı szerepét is kimutatták [211]. T sejtekben a glikozil-

foszfatidil-inozitolhoz (GPI) horgonyzott fehérjék általi jelátvitelt gátolja a sejt koleszterin-

tartalmának csökkentése, akkor is, ha a sejtfelszíni GPI-horgonyzott fehérjék expressziója 

változatlan marad, ugyanakkor a CD3-on keresztüli stimuláció csak minimális mértékben 

változik [212]. 

A koleszterin módosítja a humán T limfociták K+ csatornáinak kapuzását [21, 23, 24]. A 

sejtmembrán dúsítása a mikroviszkozitást növelı koleszterinnel lassítja a K+ csatornák 

aktivációs és inaktivációs kinetikáját, az egyensúlyi inaktiváció feszültségfüggése pedig a 

depolarizáció irányába tolódik, ugyanakkor az egyensúlyi inaktiváció nem változik 

szignifikánsan. A koleszterin kivonása pedig gyorsítja az inaktivációt anélkül, hogy az 

aktivációs kinetikát befolyásolná [21]. Meg kell azonban jegyezni, hogy a Hajdú és mts. [21 ] 

által elért koleszterin-kivonás nem változtatta meg jelentısen a membrán mikroviszkozitását. 

A membrán koleszterin-tartalmának más ioncsatornákra kifejtett hatása is jól ismert. Az 

N-típusú Ca2+ csatorna-inaktiváció reverzibilisen a negatív potenciálok irányába tolódik 

szintetikus detergensek hatására, amelyek csökkentik a kettısréteg feszülését, míg a 

koleszterin, ami növeli a kettısréteg feszülését, pozitív potenciálok irányába tolja el a 
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csatorna-inaktivációt. A Ca2+ csatorna feszültség-aktivációját nem befolyásolják a feszülésben 

bekövetkezı változások [209]. 

A magyarázat valószínőleg a szerkezetben, a konformációban és a térkitöltésben 

keresendı. A lipidek egyrészt mechanikai úton, másrészt a lipid–fehérje kölcsönhatások 

módosításával hatnak a csatornafehérje intramolekuláris mozgásaira. 

Az elıbbiek alapján feltételezhetı, hogy a PUFA-k, amelyek a membrán fluiditását 

növelik (mikroviszkozitását csökkentik), gyorsítják az ioncsatornák kapuzási kinetikáját. 

 

3.7. Zsírsavak hatása a sejtfunkciókra 

 

A hosszú szénláncú PUFA-kat gyulladásos betegségek kezelésére és az autoimmunitás 

leküzdésére használják a gyógyászatban. Több tanulmány in vivo és in vitro 

gyulladáscsökkentı és immunszuppresszív hatásukról számol be [25-32]. A PUFA-k 

dózisfüggıen gátolják a jelátvitelt mind CD3-on, mind CD59-en keresztül stimulált Jurkat T 

sejteken, míg SFA-k és egyszeresen telítetlen zsírsavak (MUFA) nem változtatják meg a Ca2+ 

választ [25]. A legnagyobb érdeklıdésre két n-3 PUFA, a DHA és az eikozapentaénsav (EPA) 

tart számot. Ezek a hidegvízi halak olajából származó zsírsavak gátolják a limfocita-

proliferációt és a makrofág-aktivációt azáltal, hogy egyrészt elnyomják az AA-ból származó 

eikozanoidok termelıdését, amelyek módosítják a gyulladást elısegítı és immunszabályozó 

citokinek termelıdését, másrészt a perifériás mononukleáris sejtek által termelt interleukin 

(IL)-1, IL-6, tumor nekrózis factor (TNF) és IL-2 ex vivo termelıdésének csökkenését 

eredményezik [26]. Jenski és munkatársai (1998) [27] kimutatták, hogy a DHA gátolja a Con 

A-indukált mitogenezist és a kevert limfocita-reakciót, míg egyidejőleg erısíti az anti-Thy-1 

antitestekkel stimulált proliferációt. 

Az eikozanoidok szintén hatékony modulátorai a limfocita-funkciónak. Az IL-1-

stimulált proliferáció koncentrációfüggı gátlását fedezték fel különbözı PUFA-k esetében: a 

C20 zsírsav dihomo-γ-linolénsav (DGLA), AA és EPA, a C18 zsírsav LA, α-linolénsav és γ-

linolénsav [28]. A DGLA, az AA és az EPA az IL-2-stimulált proliferációt szintén gyengíti. A 

zsírsavak hatékonysága a következı: AA > EPA ≥ DGLA > LA. A PA és a MUFA OA 

semmiféle hatást nem fejt ki sem a bazális, sem az IL-1-stimulált proliferációra. Rotondo és 

munkatársai feltételezése szerint a zsírsavaknak a sejtproliferációra kifejtett gátló hatása nem 

más metabolitokká történı átalakulás eredménye, hanem közvetlen hatás. Továbbá az AA, a 

DGLA, az EPA, az OA és a LA növeli az IL-1 felszabadulását AA > EPA ≥ DGLA > LA > 
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OA sorrendben, míg a PA-nak nincs hatása [29]. A sejtmembránban megjelenı eikozanoidok 

mennyiségét és fajtáját a táplálékkal felvett zsír típusa befolyásolhatja. 

A PUFA-khoz hasonlóan a PUFA-kat tartalmazó triacil-glicerinek is dózisfüggı módon 

elnyomják a Con A-stimulált limfocita-proliferációt patkányban, míg az SFA-kat vagy OA-at 

tartalmazó triacil-glicerinek nem gátolják az említett sejtválaszt [32]. E vegyületek idıfüggı 

módon beépülnek a limfocita-lipidek közé: az OA nagy része a celluláris triacil-glicerinek 

közé, míg a LA fıként a foszfolipidekbe. Ezek a limfocita-funkcióra kifejtett közvetlen 

hatások magyarázatul szolgálhatnak a gyulladásos betegségekben szenvedı betegek 

állapotában PUFA-ban gazdag étrend következtében beálló javulásra, melyet egyes klinikai 

vizsgálatok során tapasztaltak. 

A zsírsavak hatásának mechanizmusát nem ismerjük jól. Korábbi feltételezések szerint 

a PUFA-k néhány hatását a képzıdı eikozanoidok mennyiségének és típusának módosulása 

okozza. Ez magában foglalhatja a membránszerkezetre, az eikozanoid-termelıdésre és a lipid-

peroxidációra kifejtett hatásokat. Ugyanakkor ezek a zsírsavak eikozanoid-független úton is 

kifejthetik hatásukat. Például az AA megemelkedett szöveti szintjei közvetlen és közvetett 

úton egyránt befolyásolhatják a szívizmot és a sérült szívizomsejtekkel szomszédos 

egészséges szívsejteket [38]. Az AA közvetlenül hathat az ioncsatorna-aktivitásra, a 

jelátvitelre és a szubsztrátum-metabolizmusra, így befolyásolva az ischémiás/újraperfundált 

szívizom mőködési karakterisztikáját, ugyanakkor a közvetett hatásokat az AA metabolitjai, 

pl. az eikozanoidok okozhatják. 

A sejtmembrán PUFA-val történı dúsítása szelektíven módosítja a detergens-rezisztens 

membrándomének (DRM) citoplazma felıli rétegét [25]. Úgy vélik, az okozza a T sejt-

aktiváció PUFA-indukált gátlását, hogy a PUFA-k kiszorítják a DRM-ek citoplazma felıli 

rétegébıl a jelátvitelben fontos szerepet játszó, az Src családba tartozó Lck protein-kinázt. 

Anel és mts. [213] kimutatták lipid kettısréteg vezikulákban és citotoxikus T sejtekben 

(CTL), hogy csak a cisz-telítetlen szírsavak változtatják meg a lipidbeli acillánc-

rendezettséget, ami gátolja a sejtfunkciót, a transz-telítetlen zsírsavak viszont nem 

befolyásolják a lipidek rendezettségét. 

 

3.8. Zsírsavak hatása ioncsatornákra 

 

A plazmamembránban bekövetkezı változások kihathatnak a csatornák állapotaira, a 

mőködésük során lejátszódó konformáció-változásokra, a csatornák kapuzását jellemzı 

biofizikai paraméterekre, például az aktivációs és inaktivációs kinetikájukra. Kimutatták, 
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hogy a membránbeli zsírsavak számos ioncsatorna, köztük a K+ csatornák mőködését 

szignifikánsan befolyásolják [21, 34-37]. Sok zsírsav közvetlenül hat a csatornamőködésre 

[36, 38, 214, 215.]. 

Telített és telítetlen hosszú láncú acil-CoA-észterek (LC-CoA), a szabad zsírsavak 

metabolikusan aktív formái a KATP csatornák dózisfüggı, gyors és hosszan tartó reverzibilis 

nyitását indukálják hasnyálmirigy β-sejteken, míg a malonil-CoA vagy a szabad CoASH 

hatástalanok a KATP csatornákra [216]. A PUFA LA meggátolja a neuronális halált, ahol a 

háttér K+ csatornák – mint a TREK-1 és a TRAAK, amelyeket az AA és más PUFA-k, mint a 

DHA és a LA aktiválnak – nyitása szignifikáns tényezı. Ezek a csatornák érzéketlenek az 

SFA-kra, amelyek nem nyújtanak neuroprotekciót [217]. A telítetlen szabad zsírsavak, mint 

az OA, a LA és az AA, reverzibilisen gátolják a szívpitvar-sejtekben és a hippokampusz 

neuronjaiban található natív KACh csatornák és az oocitákban expresszált rekombináns KACh 

csatornák (GIRK1/4 és GIRK1/2) ATP függı kapuzását és a KACh csatornák kinetikájában a 

PIP2 által indukált változásokat [36]. A telítetlen és a közepes lánchosszúságú (C10-C14) 

telített zsírsavak gyorsítják a feszültségfüggı K+ áram inaktivációját neuroblasztóma sejteken 

[218]. Az OA gátolja a tranziens kifelé egyenirányító K+ áramot idıs emberi szív pitvarában 

[219]. Az AA T84 sejteken aktiválja a Ca2+ független K+ csatornákat azáltal, hogy növeli a 

nyitva tartási valószínőséget (PO) és csökkenti a csatornák átlagos zárva tartási idejét [214a], 

cisz-telítetlen linoleát hatására a Ca2+ független K+ csatorna PO-ja szintén növekszik, de nem 

változik a transz-telítetlen elaidát és a telített mirisztát hatására [214, 220]. Ugyanakkor 

hatékonyan gátolja a Ca2+ aktivált K+ (KCa) csatornákat mind az AA, mind a cisz-telítetlen 

linoleát, a transz-telítetlen elaidát, mind a telített mirisztát T84 sejteken [214, 220]. Egyes 

zsírsavak, mint pl. az AA, a mirisztinsav, a LA, a palmitolsav és a PA, közvetlenül növelik a 

BKCa csatornák aktivitását nyúl koszorúér simaizom-sejteken. A hosszú láncú zsírsavak 

hatékonyabbak, mint a rövid láncúak, és nincs statisztikai különbség a telített és a telítetlen 

zsírsavaknak a BKCa aktivitásra kifejtett hatásában [221]. A negatív töltéső fejcsoporttal és az 

eléggé hosszú szénlánccal (C>8) rendelkezı zsírsavak növelik a nagy vezetıképességő Ca2+ 

aktivált K+ (BKCa) csatorna aktivitását (vagy a nyitott csatornák átlagos számát, az NPO-t) 

nyúl tüdıartériában. A pozitívan töltött lipidek, mint a szfingozin, amelyeknek eléggé hosszú 

alkilláncuk van (C≥8), az NPO csökkenését eredményezik, semleges és rövidláncú lipidek 

nem változtatják meg az NPO-t. A BKCa csatornák zsírsavakkal vagy más töltött lipidekkel 

történı módosítása valószínőleg azoknak közvetlenül magával a csatornafehérjével vagy 

néhány más csatorna-asszociált komponenssel kialakított kölcsönhatása révén valósul meg 

[222]. Az n-3 PUFA-k a szívben található feszültségfüggı ioncsatornák mőködését egyaránt 
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befolyásolják: mind a feszültségfüggı Na+ áramot, mind az L-típusú Ca2+ áramot, mind a 

tranziens kifelé irányuló K+ áramot (Ito), mind pedig a késleltetett egyenirányító (IK) áramot 

koncentrációfüggı módon gátolják, és egyensúlyi inaktivációjuk feszültségfüggését 

hiperpolarizáció irányába tolják el [215], ezáltal antiarritmiás hatást fejtenek ki. Xiao és mts. 

[215] feltételezése szerint a zsírsavak nem direkt hatást gyakorolnak az ioncsatorna-

fehérjékre, hanem a membránba nem-specifikusan beépülve a csatornafehérje közvetlen 

közelségében fejtenek ki primer hatást. Ezt az elképzelést támasztja alá az a megfigyelés, 

hogy nem-ionos detergensek hasonlóan befolyásolták a vizsgált ioncsatornák mőködését 

[223-225], illetve hogy az n-3 PUFA-k többfajta ioncsatornára is hatást gyakorolnak [226]. 

Egy másik lehetıség, hogy a PUFA-k a csatornafehérje specifikus helyére kötıdve fejtik ki 

hatásukat. Erre utal, hogy vannak olyan csatornák, amelyek mőködését a PUFA-k nem 

befolyásolják, amelyek szerkezete eltérı lehet azoktól a csatornákétól, amelyekre a PUFA-k 

hatást gyakorolnak; ezen felül pedig beszámoltak olyan esetrıl is, amikor a PUFA-k 

befolyásolták a Na+ csatornák mőködését, míg a nem-ionos detergens Triton-X100 nem 

eredményezett szignifikáns változást a csatorna mőködésében [227]. 

Az elızmények ismeretében feltételeztük, hogy a zsírsavak befolyásolják a humán 

perifériás limfociták (HPL) KV1.3 csatornáinak mőködését, és indokoltnak tartottuk e 

csatornák funkciója és bizonyos zsírsavak közötti kapcsolat vizsgálatát. 

 

3.9. A jelátviteli folyamatokról 

 

A többsejtő élılényekben az egyes sejtek szaporodásában, differenciálódásában és 

anyagcseréjében alapvetı szerepet játszik a sejtek közötti kommunikáció. Az információt 

leggyakrabban extracelluláris hírvivı molekulák (pl. neurotranszmitterek, hormonok, 

növekedési faktorok) közvetítik [228, 229]. A hírvivı molekulákon alapuló jelátviteli 

folyamatok során egy külsı kémiai inger váltja ki a sejtválaszt. A célsejt a hozzá eljutó jel-

molekulát specifikus receptor segítségével érzékeli, majd a jel értelmezése után válaszol, ami 

a sejt metabolikus folyamatainak vagy génkifejezésének megváltozásában nyilvánul meg. A 

receptorokhoz specifikusan kötıdı természetes vegyületek a ligandumok, azok hasonló 

hatású szerkezeti analógjai az agonisták, biológiai választ elı nem idézı analógjaik az 

antagonisták. Utóbbiak a szerkezeti analógia miatti kompetíció révén képesek gátolni a 

ligandumok és az agonisták hatását. 

A ligandum kötıdése konformációs változást idéz elı a receptorban, ami különféle 

események sorozatát indítja el, s ez végül vagy a receptor és más fehérjék foszforilációjához 
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és másodlagos hírvivık felszabadulásához vagy ioncsatorna-funkció megváltozásához 

vezethet [230, 231]. Ennek megfelelıen a jelátviteli útvonalakat két nagy csoportba 

sorolhatjuk aszerint, hogy receptor-foszforilációs folyamatok aktivációja vagy másodlagos 

hírvivık szintjének változása a meghatározó a kezdeti lépésekben. A két útvonal nem 

független egymástól, közöttük csatolás léphet fel [232, 233]. A jelátvitelben betöltött szerepük 

vizsgálható megfelelı gátlószerek alkalmazásával. 

A receptor-foszforiláció révén megvalósuló jelátvitel során a receptorhoz extracelluláris 

oldalról történı kötıdés az intracelluláris doménhez tartozó tirozin-kináz funkciót aktiválva a 

receptor és más, citoplazmatikus fehérjék foszforilációjához vezet. A másodlagos hírvivık 

közé tartozik pl. az intracelluláris Ca2+, a ciklikus adenozin-monofoszfát (cAMP), a ciklikus 

guanozin-monofoszfát (cGMP) és a lipid-hidrolízis melléktermékei [IP3, diacil-glicerin 

(DAG), AA] [228]. 

A cAMP-t az adenilát-cikláz enzim termeli ATP-bıl, és a sejtben további jelátviteli 

lépésekben vesz részt: a cAMP-függı protein-kinázok (PKA) további aktivátora. Az adenilát-

cikláz enzimet a Gs (serkentı) fehérje stimulálja, míg a Gi (inhibitor) gátolja [39, 40]. Az 

elıbbit a koleratoxin tartósan aktiválja, az utóbbit a pertussis toxin inaktiválja, így mindkét 

toxin a cAMP-szint növekedéséhez járul hozzá. Használatukkal megállapítható, hogy egy 

adott stimulus hatására a Gi vagy a Gs által mediált jelátviteli útvonal aktiválódott-e. 

 

3.10. Az adenozin szerepe a szervezetben 

 

Az adenozin számos biológiai hatással rendelkezik. A szervezet szinte valamennyi 

sejtjében megtalálható, onnan megnövekedett oxigénszükséglet/oxigénellátás arány esetén 

szabadul fel az extracelluláris térbe [41], és a sejtfunkciók endogén modulátoraként viselkedik 

úgy a központi idegrendszerben, mint a perifériás szövetekben. Neurotranszmitter 

tulajdonsága mellett tágítja a koszorúereket [42], csökkenti a perifériás ellenállást [43], a 

szívben csökkenti a pacemaker-aktivitást [44], antiarritmiás hatású [45], bradikardizációt okoz 

[46], továbbá gátolja a trombocita–aggregációt és a preszinaptikus purinerg receptorok 

aktiválásával különbözı neurotranszmitterek felszabadulását [47]. Véd az agy és a vázizomzat 

oxigénhiányos állapotban bekövetkezı károsodása ellen, az agyi erek és a vázizmok 

relaxációját is kiváltja [48-51], tengerimalac pitvari szívizomzatban csökkenti a kontraktilis 

erıt, az aortában pedig relaxációt vált ki [52]. A tüdı artériáiban ezzel szemben kontrakciót 

indukál, ami a légzési ritmust befolyásolja [53]. 
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Az adenozin a hatását a sejtmembránban található receptoraihoz (az adenozin-

receptorokhoz) kapcsolódva fejti ki (4. ábra). A1 receptorhoz kapcsolódva Gi fehérjén 

keresztül gátolja, A2 receptorhoz kapcsolódva Gs fehérjén keresztül stimulálja az adenilát-

ciklázt. G fehérjék (Gq) közvetítésével a foszfolipáz C (PLC) enzim mőködését is 

befolyásolhatja, melynek megnövekedett aktivitása az IP3 termelésén keresztül az 

intracelluláris raktárakból történı Ca2+ felszabadulást eredményezhet. Az adenozin kifejtheti 

hatását másodlagos hírvivık nélkül is: az A1 receptorok aktivációját követıen G fehérje (Gi/0) 

K+ csatorna-aktivációt közvetíthet (G0 a PLC-hez kapcsolódó serkentı G fehérje). 

 

 

 

 
4. ábra. Az adenozin által kiváltott jelátviteli folyamatok 
Az adenozin az A1 receptorokhoz kapcsolódva Gi fehérjén keresztül gátolja az adenilát-
cikláz enzimet vagy GK fehérjén keresztül K+ csatornát aktivál. Ha az adenozin A2 
receptorhoz kapcsolódik, akkor Gs fehérje közremőködésével serkenti az adenilát-cikláz 
mőködését vagy Gp fehérje közvetítésével a PLC enzim aktivitását növeli. (Gs: serkentı 
G fehérje, Gi: inhibitor G fehérje, Gq: enzimmőködést befolyásoló G fehérje, Gi/0: K+ 
csatorna-aktivációt közvetítı Gi vagy G0 fehérje, G0: a PLC-hez kapcsolódó serkentı G 
fehérje; PLC: foszfolipáz C, PKA: protein-kináz A, ER: endoplazmatikus retikulum.) 

 

 

 



 31

3.11. A purinerg receptorok osztályozása 

 

A purinerg (P) receptorok vagy purinoceptorok a purin-nukleotidok és –nukleozidok 

receptorai: endogén ligandumaik az adenozin, az AMP, az ADP, az ATP és a diadenozin-

tetrafoszfát; e receptorok az adenozin fiziológiai hatásait közvetítik. Osztályozásuk az egyes 

receptorokra ható agonisták és antagonisták, a szignáltranszdukcióban részt vevı 

mechanizmusok típusa, illetve a ligandum–receptor kölcsönhatásnak az adenilát-cikláz 

aktivitására kifejtett hatása alapján, Burnstock javaslata szerint történik [54]. Ennek 

megfelelıen adenozinra (adenin-nukleozidra) érzékeny P1 és ATP-re (adenin-nukleotidra) 

szelektív P2 típusokra különíthetjük el ıket. Így a P1 receptorok azonosak az adenozin-

receptorokkal. 

A P1 receptorok természetes liganduma tehát az adenozin, agonista-preferenciájuk az 

adenozin > AMP > ADP > ATP irányban csökken. Közös jellemzıjük, hogy hatást 

gyakorolnak a cAMP-re, viszont nem befolyásolják a prosztaglandin képzıdését. Valamennyi 

adenozin-receptor hét α-helikális transzmembrán doménnel rendelkezik (5. ábra), és effektor 

mechanizmusa G fehérje-kölcsönhatásokon keresztül valósul meg. Különbözı adenozin-

analógokkal szemben mutatott eltérı szelektivitásuk alapján, valamint rekombináns adenozin-

receptorok aminosav-szekvenciáinak vizsgálatával további A1, A2a, A2b és A3 alosztályokra 

oszthatók [55]. Az e receptor-altípusok hatásai közötti kölcsönhatás komplex szabályozó 

mechanizmusra enged következtetni. 

Az A1 receptorok által mediált jelátvitel a Gi és G0 proteineken keresztül történik [234, 

235], így ezek a receptorok gátolják az adenilát-cikláz aktivitását (vagyis a cAMP képzıdését) 

[236, 237] (4. ábra), ezen túlmenıen pedig fokozzák a membrán K+ konduktanciáját [238], a 

Ca2+ és protein-kináz C szignált [239, 240], ugyanakkor csökkentik a membrán Ca2+ 

konduktanciáját [241]. Az A1-en keresztül kifejtett hatás blokkolható pertussis toxinnal (PTx). 

Az A2a és az A2b receptorok Gs protein-csatoltak, egyik közös sajátságuk az adenilát-cikláz 

aktivitásának fokozása. E két receptor-altípus jelentıs szekvencia-homológiát és alapvetıen 

hasonló jelátviteli mechanizmusokat mutat, és könnyen megkülönböztethetık farmakológiai 

jellegzetességeik alapján. Az A3 receptorok szintén adenilátcikláz-gátló hatásúak, Gi protein-

csatoltak [55]. 

A P2 típusú receptorok természetes ligandumai az ATP, az ADP és a diadenozil-

tetrafoszfát, preferenciájuk ATP > ADP > AMP > adenozin irányban csökken. A 

prosztaglandin szintézisét indukálják, a cAMP-re gyakorolt hatásuk nincs. Lehetnek G 

fehérjéhez  csatolt  metabotróp   vagy  intrinsic  ioncsatorna-aktivitással  rendelkezı  ionotróp 
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5. ábra. A1 és A2a adenozin-receptorok felépítése [Fredholm és mts., 1994] 

Az adenozin-receptorok hét α-hélikális transzmembrán doménnel rendelkeznek, melyeket 
extra- (E-I–III) és intracelluláris hurkok kötnek össze. Az N-terminális vég az I. domén 
extracelluláris oldalán található, a C-terminális vég a VII. domén intracelluláris oldalához 
kapcsolódik. A feltételezett adenozinkötı hely a VI. és a VII. domének hisztidin (H) 
oldalláncai, ahová az adenozin hidrogénkötéssel kapcsolódik, a purin N6- és a ribóz 2’,3’-
pozíciókban. A glikoziláció az E-II-n történik. 

 

receptorok [242]. Mőködésük és elıfordulási helyük alapján további alosztályokra oszthatók, 

melyeket kezdeben P2X, P2Y, P2T, P2Z, P2U, P2S, P2N, P2D nevekkel illettek [55], manapság 

azonban inkább két nagy csoportot különböztetnek meg az átviteli mechanizmusuk és a 

nukleotid receptorok klónozási vizsgálatai alapján, Abbracchio és Burnstock (1994) [243] 

javaslata szerint: a ligandum-kapuzott ioncsatorna receptorok P2X családját, melynek hét 

tagját ismerünk, és a G fehérje-kapcsolt P2Y receptorok családját, melyen belül nyolc altípust 

azonosítottak [242]. 

 

3.12. Adenozin-angonisták és –antagonisták 

 

A különbözı szöveti adenozin-receptorok tipizálására részben specifikus adenozin-

analógokat, részben szelektív adenozinreceptor-antagonistákat használnak (6. ábra). 

Az adenozin-agonisták valamennyien adenozin-származékok; lehetnek N6-, 2-

szubsztituáltak vagy az adenozin 5-karboxamid-származékai. A szerkezet szoros 
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összefüggésben van a szelektivitással [244]. Az N6-szubsztituált adenozinok általában A1 

szelektívek, pl. az N6-ciklopentil-adenozin (CPA) [245]; a 2-helyzetben módosított 

adenozinok hatékony és szelektív A2 agonistáknak bizonyultak [246], pl. a 2-[p-(2-karbonil-

etil)-feniletilamino]-5’-N-etil-karboxamido-adenozin (CGS 21680) szelektív A2a agonista; az 

5’-szubsztituált analógok nem szelektívek, pl. a NECA egyaránt rendelkezik A1, A2a, A2b és 

A3 agonista tulajdonsággal [247]. A3 szelektív agonistákat az N6-, 2- és 5’-módosítások 

kombinációjával lehet elıállítani [248]. 

Az adenozin-antagonisták lehetnek xantin- (pl. koffein-) vagy nem-xantin-származékok. 

A xantin-származékok között megkülönböztethetünk egyszeresen szubsztituált vagy 

többszörösen, 7-metil-, 8-cikloalkil-csoportokkal szubsztituált vegyületeket. Néhány 8- sztiril- 

 

 

 
6. ábra. Adenozin-agonisták és –antagonisták 
A) Agonisták. Az adenozin-receptorok liganduma az adenozin (ADO). A CPA A1 
szelektív, a CGS 21680 A2a szelektív, a NECA nem szelektív agonista. B) Antagonisták. 
A koffein, a teofillin és a 8-PT nem szelektív, a CSC A2a típusú, a CPX erısen 
specifikusan A1 receptorokra ható antagonista. 
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koffeinszármazék nagy affinitású, specifikus A2a típusú antagonistának bizonyult [249], pl. a 

8-(3-klórsztiril)-koffein (CSC). Az 1,3-dipropil-8-ciklopentil-xantin (CPX vagy DPCPX) 

erısen specifikus A1 receptor-antagonista [250]. A koffein, a teofillin és a 8-fenil-teofillin (8-

PT) nem szelektívek [251]. A nem-xantin-származékok kisebb szelektivitással rendelkeznek, 

mint a xantin típusú vegyületek. a ZM 241385 nem-xantin típusú A2a szelektív antagonista  

Az adenozin-receptorok szervezeten belüli eloszlása PET technikával, az egyes 

agonisták és antagonisták pozitront emittáló atommal jelzett formáinak használatával 

vizsgálható [58]. A technika nagy affinitású és szelektív radioaktív ligandumot igényel. Ilyen 

bizonyítottan alkalmas radioligandum a 18F-NECA, ami a NECA radioaktívan jelölt 

származéka [59, 60]. A vegyület receptorokhoz történı kötıdési tulajdonságainak, illetve az 

általa okozott fiziológiai funkciókbeli változásoknak a megismerésére további vizsgálatok 

szükségesek. 

 

3.13. Az ioncsatornák kölcsönhatása az adenozinnal és a purinerg receptorokkal. A 

DDT1 MF-2 sejtek mint farmakológiai tanulmányok alanyai 

 

Bár az adenozin-receptorok legismertebb jelátviteli útvonala az adenilát-cikláz 

aktivitásának fokozása vagy gátlása, az adenozin sok hatása együtt jár a membrán 

vezetıképességének megváltozásával, különösen a K+ és/vagy Ca2+ csatornák 

konduktanciájának módosulásával, s így – természetesen – membránpotenciál-változással is. 

Például az adenozin szelektíven gátolja a nem-inaktiválódó K+ áramot szarvasmarha 

mellékvese zona fasciculata (AZF) sejtekben, mely áram a nyugalmi potenciál beállításáért 

felelıs, így gátlása együtt jár a membrán depolarizációjával [61]. Az adenozin növeli a K+ 

konduktanciát nyúl atrioventrikuláris csomó sejtjeiben [62]. Ugyanakkor a membrán K+ 

csatornák nyitása által kiváltott hiperpolarizációja növeli a cAMP szintet Ciona intestinalis 

zsákállatban [63]. Az adenilát-cikláz aktivitásának depolarizáló ágensek és β-adrenerg-

receptor-aktiváció általi szinergisztikus stimulációját mutatták ki kisagyi neuronokban is [64]. 

Kimutatták, hogy kisagyi szemcsesejtekben a membránpotenciál megváltozása nem 

közvetlenül szabályozza az adenilát-ciklázt, hanem a membrán-depolarizáció 

eredményeképpen kialakuló Na+ és Ca2+ influx emeli a cAMP szintet [65]. Ismert, hogy a 

membránpotenciál alapvetı szerepet játszik a jelátvitelben, ezért indokolt lehet a 

membránpotenciál megváltozásának a sejtek adenozinreceptor-aktivációra történı válaszában 

kifejtett lehetséges szerepének tanulmányozása. 
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A K+ csatornák fontos szerepet játszanak az adenozin által kiváltott relaxáció 

közvetítésében is simaizomsejteken [252-254]: megnövekedett aktivitásuk hiperpolarizálja a 

simaizomsejteket, és így a feszültségfüggı Ca2+ csatornákon kevesebb Ca2+ tud beáramlani a 

sejtekbe, ezáltal csökken a simaizom-kontrakció. Ebben a folyamatban szerepet játszanak a 

Ca2+ aktivált K+ csatornák és az ATP függı K+ csatornák is: a nagy vezetıképességő Ca2+ 

aktivált K+ csatornák gátlása blokkolja az adenozin által indukált koszorúér-dilatációt [255], 

az ATP függı K+ csatornák adenozin hatására történı aktivációja pedig az artéria 

elernyedését eredményezi [256]. Újabban feszültségfüggı K+ csatornákra is leírták az érfal-

izomtónust befolyásoló funkciót [257]. Ezért új vagy ismert adenozin-származékoknak az 

izomsejtek K+ áramaira kifejtett hatásának vizsgálata egy alkalmas módszer lehet az adott 

származékok funkcionális vizsgálatára. 

A nem-inaktiválódó K+ áram gátlását szarvasmarha AZF sejtekben P1 adenozin-

receptor-altípusok közvetítik: A1, A2a és A3 szelektív agonisták gátolják az említett áramot, 

antagonisták hatékonyan blokkolják az áram agonisták általi inhibícióját [61]. Xenopus laevis 

follikuláris oocitáiban pedig a P1 receptorok kifelé irányuló K+ áramot aktiválnak [72]. Mivel 

a cAMP stabil analógjai K+ áramot váltanak ki, így feltételezhetı, hogy az adenozin-

receptorok stimulálják az adenilát-cikláz rendszert, és a K+ áramot a cAMP-szint változásai 

módosítják. 

A szíriai aranyhörcsög ondóvezetékének szteroidindukált leimioszarkóma tumorából 

származó DDT1 MF-2 simaizom-sejtek [258] P2 receptorok mellett [66] nagyszámú A1 és A2 

típusú adenozin-receptort expresszálnak [67, 68, 259]. Igen érzékeny adenilát-cikláz rendszer 

található bennük [69], mely kapcsolatban áll az A1 és A2 receptorokkal. A sejtvonal β2- [69] 

és α1-adrenoceptorok [260], H1 hisztamin-receptorok [261] és P2 purinoceptorok [262] által 

indukált ionáramok tanulmányozásának modellje. Patch-clamp vizsgálatokkal igazolták, hogy 

feszültségfüggı lassú, kifelé egyenirányító K+ csatornák és gyors, befelé egyenirányító Na+ 

csatornák [70], valamint Ca2+-tól és inozitol-1,3,4,5-tetrakiszfoszfáttól (IP4) egyaránt függı 

K+ csatornák [71] vannak jelen az említett sejtvonalon. A P2 receptorokról kimutatták, hogy 

membránáramot indukálnak a DDT1 MF-2 sejteken: az ATP aktiválja a purinoceptorok által 

irányított ioncsatornákat: gyors befelé folyó Ca2+ áramot generál, amit tranziens, Ca2+- és 

GTP-függı, kifelé folyó K+ áram, majd egy nem specifikus, lassan csökkenı, befelé folyó 

áram követ [262], az A1 és A2 receptorokat pedig glükokortikoidok különbözıképpen 

szabályozzák, és ez jelentıs hatással van a cAMP felhalmozódásra [263]. Az elıbbiek alapján 

itt is feltehetı a P1 mediált K+ csatorna-aktiváció. Ily módon lehetıség nyílhat ezen sejtek 



 36

farmakológiai felhasználására: az A1 és A2a receptor-mediált mechanizmusok és 

feszültségfüggı membránáramok ugyanazon sejtvonalon történı tanulmányozására. 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

 

4.1. Reagensek 

 

Valamennyi alkalmazott anyag analitikai vagy spektroszkópiai tisztaságú volt. A 

zsírsavakat (PA, SA, OA, LA, AA, DHA), a 4-AP-t, a TEA-t, a NECA-t, a Histopaque-1077 

szeparáló oldatot, az RPMI-1640-et, a phytohemagglutinin A-t (PHA), az L-glutamint, a 

foetal bovine serumot (FBS), a DMEM-et (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) és a 

szervetlen vegyületeket a Sigma Chemical-tıl (St. Louis, MO, USA), az IL-2-t a Hoffmann 

La Roche Inc-tıl (Nutley, NJ, USA), a ZM 241385-öt a Tocristól (Bristol, UK), a 

glibenclamidot a Richter Co-tıl (Budapest, Mo.) vásároltuk. A Gentamycint gyógyszertári 

kereskedelmi forgalomban szereztük be. A 19F-NECA a DE PET Centrumában készült. A K+ 

csatorna-blokkolókat az Alomone Labs Ltd-tıl (Jerusalem, Israel) rendeltük. 

A törzsoldatok készítéséhez az adenozinreceptor-ligandumokat DMSO-ban oldottuk fel, 

és -20 °C-on, sötétben tároltuk. A kísérletekhez a törzsoldatok hígításait a mérések napján 

frissen készítettük. A DMSO végkoncentrációja nem haladta meg a 0,5 %(V/V)-ot. 

A Hank’s balanced salt solution-höz (HBSS) (Sigma Chemical, St. Luis, MO, USA) 25 

mM Hepest adtunk pH=7,4 mellett. A phosphate buffered saline (PBS) 140 mM NaCl-ot, 5 

mM KCl-ot, 8 mM Na2HPO4-ot és 3 mM NaH2PO4-ot tartalmazott, pH=7,4 volt. 

 

4.2. A zsírsavak kötése a FBS-hez 

 

A különféle zsírsavakat absz. etanolban oldottuk, majd telített, etanolos, karbonátmentes 

KOH-oldattal titráltuk fenolftalein indikátor jelenlétében. Az oldószert az oldaton történı N2-

átbuborékoltatással, N2 atmoszféra alatt lepároltuk. A visszamaradt anyaghoz azonnal 

hozzáadtuk az FBS-t (2 cm3 oldatot 100 µmol zsírsavhoz), és az oldatot 1 h-ig 37 °C-on 

tartottuk. A képzıdött komplexet felhasználásig -20 °C-on tároltuk, és frissen adtuk (5 µl) a 

sejttenyésztı tápoldathoz (5 cm3). 

 

4.3. A sejtek kinyerése és tenyésztése 

 

A limfocitákat egészséges önkéntes donorok humán perifériás vérébıl sőrőséggradiens 
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centrifugálással, Histopaque-1077 szeparáló oldat (sőrőség: 1,077 g/cm3) felhasználásával 

nyertük. A vér hígítására és a mononukleáris sejtek mosására 25 mM Hepest tartalmazó 

HBSS-t (pH=7,4) használtunk. A limfocitákat (2·106 sejt/cm3) különbözı telített, valamint 

telítetlen – FBS-hez kötött – zsírsavakat tartalmazó (50 µM) és kontroll tápoldatokban 3 napig 

37 °C-on, 5 % CO2-tartalmú, nedvesített levegıjő inkubátorban, petri csészékben (d=3 cm) 

tenyésztettük. Tápoldatként 15 mM szabad sav Hepest, 10 % (V/V) FBS-t, 2 mM L-

glutamint, valamint 50 mg/dm3 gentamycint tartalmazó RPMI-1640-et használtunk. A 

proliferáció elısegítésére 20 µg/cm3 PHA-t és 100 CU/cm3 IL-2-t adtunk a tenyésztı oldathoz 

[1]. A gázkromatográfiás mérésekhez 4 donor limfocitáit használtuk fel. Minden egyes donor 

mintáit 7 részre osztottuk, melyekbıl 6-ot a zsírsavakkal kezeltünk, 1-et pedig kontrollként 

használtunk. A patch-clamp mérésekhez 23 donor limfocitáit használtuk. Minden mintát két 

részre osztottunk, az egyiket egy adott zsírsavval kezeltünk, a másikat pedig kontrollként 

használtuk. 

A szíriai aranyhörcsög vas deferens simaizomzatában szteroid-indukált 

leiomioszarkóma tumorból nyert DDT1 MF-2 simaizom-sejtvonalat a European Collection of 

Animal Cell Cultures-tıl (Porton Down, Salisbury, UK) szereztük be. A sejteket 37 oC-on, 5 

%-os CO2-koncentrációjú, nedvesített levegıjő inkubátorban tenyésztettük 25 cm2-es 

flaskában DMEM tápoldatban, amely 2 mM L-glutamint és 10 % (V/V) FBS-t tartalmazott. A 

sejteket egy héten kétszer passzáltuk, melynek során eltávolítottuk a használt tápoldatot a 

sejtekrıl, majd 5 cm3 friss médium hozzáadása után sejtkaparóval felszedtük azokat. Az így 

kapott szuszpenzió 0,3–0,5 cm3-ét vittük tovább 8 cm3 friss tápoldatot tartalmazó flaskába. 

A kísérletek elıtt a sejteket kétszer PBS-ben mostuk (250g, 4 oC, 8 perc), majd a patch-

clamp mérésekhez kb. 1 cm3 külsı oldatban (l. Az ionáramok mérése) felszuszpendáltuk. A 

szuszpenziót felhasználásig jégen tartottuk. A mérésekhez a sejteket (20–40 µl szuszpenzió) 

1,5 cm3 külsı oldatot tartalmazó petri csészébe (d=3 cm) tettük. A gázkromatográfiás 

vizsgálatokhoz szárazon hagytuk a limfocitákat, és a mintákból a sejtmembránt preparáltuk. 

 

4.4. A zsírsavösszetétel vizsgálata 

 

Az egyes limfocita-tenyészetekbıl a lipideket kloroform–metanol (2:1 V/V) eleggyel 

kiextraháltuk Folch és mts. módszere [264] szerint. Az összes foszfolipidbıl a zsírsav-

metilésztereket 5 % HCl-tartalmú absz. metanolban 80 °C-on, 2,5 h-ig tartó 

transzészterifikálással nyertük. A zsírsav-metilésztereket FFAP oszlopon (30 m hosszú, 0,25 
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mm átmérıjő kapilláris kolonna; Supelco, Bellefonte, PA), Hewlett-Packard 6890 típusú 

gázkromatográfban választottuk szét. A méréseket kétszer végeztük el, és a két mérés átlagát 

számítottuk. A csúcsokat a Sigma-tól származó hitelesített standardok segítségével 

azonosítottuk. 

A közölt adatok N=3 számú független kísérlet eredményeinek átlagai ± SEM (a 

középérték közepes hibája). 

 

4.5. Az ionáramok mérése 

 

Az ionáramok meghatározását patch-clamp technikával teljes-sejt konfigurációban, 

feszültség-zár üzemmódban, szobahımérsékleten végeztük, AXON Instruments TL-1-125 és 

Digidata 1200 komputer interfészekhez csatlakoztatott Axopatch-200 erısítı használatával. A 

szőrési frekvenciát a mintavételezési frekvencia felére vagy annál kisebbre állítottuk Warner 

Instruments LPF-8 berendezés segítségével. A soros ellenállás 10 MΩ alatti volt, 

kompenzációként 75 % korrekciót és aktivációs protokoll esetében 40 % predikciót 

alkalmaztunk. Az adatgyőjtéshez a Clampex 8.2 (Axon Instruments, Foster City, Cal., USA) 

programot használtuk. 

A külsı oldat 145 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 10 mM Hepest, 5,5 mM glükózt, 2,5 

mM CaCl2-ot, 1 mM MgCl2-ot tartalmazott, pH=7,35 (305 mosm/dm3). A GC 150 F-15 

boroszilikát-üveg kapillárisból (Clark Electromedical Instruments, Reading, UK) készült, 2-5 

MΩ ellenállású pipettákat 140 mM KF-ot, 11 mM EGTA-t, 10 mM Hepest, 2 mM MgCl2-ot, 

1 mM CaCl2-ot tartalmazó belsı oldattal töltöttük meg, pH=7,23 (≅295 mosm/dm3). Az 

adenozin-analóg ligandumok és antagonisták törzsoldatait a külsı oldatban hígítottuk ki, majd 

gravitációs perfúzióval juttattuk el a sejtekhez. 

A K
+
 áramok mérése: 

A depolarizáló impulzusok között a feszültséget -120 mV-on tartottuk, az aktivációs 

kinetika jellemzéséhez a limfocitákon 15 ms-ig, a DDT1 MF-2 sejteken 150 ms-ig, az 

inaktivációs kinetika jellemzéséhez a limfocitákon 1 s-ig, a DDT1 MF-2 sejteken 2 s-ig +50 

mV-ra depolarizáltuk a sejtmembránt. A depolarizáló impulzusokat 30 (aktiváció), illetve 60 

s-onként (inaktiváció) alkalmaztuk az áram kumulatív inaktivációjának elkerülésére. A 

mintavételezési frekvencia 20, ill. 10 kHz, a szőrési frekvencia 5, ill. 1 kHz volt. Online 

szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggésének 

meghatározásához limfocitákon -120 mV tartófeszültségrıl depolarizáltunk -70 és +50 mV 
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közötti feszültségértékekre 10 mV lépésközökkel, 1 s hosszúságú impulzusokkal, 10 kHz 

mintavételezési és 1 kHz szőrési frekvencia mellett. DDT1 MF-2 sejtek esetében a 

tartófeszültséget -120 mV-ra állítottuk, -80 és +60 mV között 20 mV-os lépcsıközökkel 2 s-ig 

depolarizáltunk, a mintavételezési frekvencia 20 kHz, a szőrési frekvencia 5 kHz volt. 

Utólagos szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az egyensúlyi inaktiváció 

feszültségfüggésének meghatározásához (limfocitákon) 15 ms hosszú impulzusokkal +50 

mV-ra depolarizáltunk, ezen impulzusok között a tartófeszültséget változtattuk -100 mV és 

-20 mV között 10 mV-os lépésközökkel, az egyes depolarizáló impulzusok között 2,5 percet 

vártunk az adott tartófeszültségen az egyensúlyi inaktiváció kialakulásának eléréséhez. 

Utólagos szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. 

A Na
+
 áramok mérése: 

Az áramgörbék felvételéhez -120 mV tartófeszültségrıl -80 és +90 mV között 10 mV-

os lépcsıközökkel 6 ms-ig depolarizáltunk a DDT1 MF-2 sejteken, az egyes depolarizáló 

impulzusokat 1,5 s-onként alkalmaztuk. 50 kHz mintavételezési és 5 kHz szőrési frekvenciát, 

valamint online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. 

 

4.6. Az adatok kiértékelése 

 

A kiértékelésekhez Clampfit 8.2 (Axon Instruments, Foster City, Cal., USA), Microsoft 

Excel, illetve SigmaPlot 8.0 szoftvereket használtunk. 

Azokban az esetekben, amelyekben nem online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk, a 

mérések során nyert áramgörbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigáltuk ohmikus 

szivárgási áramra. A görbéket digitálisan szőrıztük hárompontos boxcar módszerrel. 

Az aktivációs idıállandó meghatározásához – a Hodgkin–Huxley modellnek 

megfelelıen, a Levenberg–Marquardt algoritmus alkalmazásával– a következı exponenciális 

függvénnyel illesztettünk az aktivációs protokoll esetében kapott áramgörbékre: 

                                                        CeAtI a

t

+−=
−

4)1()( τ  (1) 

ahol I(t) az aktuális áramerısség, A az aktiválódó komponens amplitúdója, t az idı, τa az 

aktivációs idıállandó, C konstans: a feszültségtıl független áramkomponens nagysága. 

Az inaktivációs idıállandó meghatározásához a megfelelı áramgörbe leszálló ágát a 

Levenberg–Marquardt algoritmus alkalmazásával a következı exponenciális függvénnyel 

illesztettük: 
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ahol I(t) az aktuális áramerısség, A az inaktiválódó komponens amplitúdója, t az idı, τi az 

inaktivációs idıállandó, C konstans. 

A limfocitákon található KV1.3 csatornák egyensúlyi aktivációjának feszültségfüggését 

jellemzı paraméterek meghatározásához minden egyes membránpotenciálon kiszámítottuk a 

membrán csúcs K+ konduktanciáját (GK) a  

                                                               GK=IK/(Em-EK) (3) 

képlet alapján, ahol IK az adott membránpotenciálon mért áramamplitúdó, Em az aktuális 

membránpotenciál, EK a K+ ionok megfordulási potenciálja, amely az általunk használt 

oldatok esetén -85 mV (a Nernst-egyenlettel számított érték) volt. Az aktuális GK értékeket a 

legnagyobb GK értékére normáltuk, és a normált vezetıképesség – feszültség függvényt a 

Boltzmann-egyenlettel illesztettük: 
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ahol a=1, x az aktuális membránpotenciál, sa és x0 pedig a függvény karakterisztikus értékei, 

rendre a meredekség illetve az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggésének középpontja 

(V1/2,a). 

Az egyensúlyi inaktiváció feszültségfüggését szintén a Boltzmann-függvénnyel, a 

következı változók és paraméterek használatával jellemeztük: y az aktuális Eh 

tartófeszültségrıl +50 mV-ra történı depolarizáció során kapott és az Eh=-120 mV-ról történı 

depolarizáció során mért csúcsáramok aránya, x a megfelelı membránpotenciál, si és x0 a 

függvény karakterisztikus értékei: a meredekség és az egyensúlyi aktiváció 

feszültségfüggésének középpontja (V1/2,i). 

A DDT1 MF-2 sejtek esetében a dózis–hatás görbét a Hill-egyenlettel illesztettük: 
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ahol y0 konstans, a=1, nH a Hill-koefficiens, EC50 a félhatásos dózis, x az aktuális 

koncentráció. 

 

4.7. Statisztikai analízis 

 

Az aktivációs és az inaktivációs idıállandót minden sejtre legalább 3 depolarizációs 

impulzusból nyert érték átlagolásával határoztuk meg. A limfocitákra jellemzı idıállandók 
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tartományai és mediánjai a 3. táblázatban láthatók. Az adatok nagymértékő donorfüggı 

változása (lásd alább) és az idıállandók nem-normál eloszlása a medián használatát tette 

indokolttá az átlag helyett. Ugyanezen okból kifolyólag a V1/2,a, az sa, a V1/2,i és az si 

értékeinek tartományai és mediánjai találhatók a 4. és az 5. táblázatokban. 

A HPL-k esetében minden egyes sejtpreparátumot (donoronként) kontroll (kezeletlen) 

és zsírsavval kezelt csoportra osztottunk, és a vizsgált sejtek száma minden donorra és 

csoportra 2 és 8 közötti volt. A különbözı donoroktól származó, az adott zsírsavkezeléshez 

tartozó kontroll sejteken kapott τa, τi, V1/2,a, sa, V1/2,i és si értékeket Kruskal–Wallis one way 

variancia-analízis (ANOVA) on ranks eljárás használatával összehasonlítottuk (2. táblázat 

felsı rész). Az analízis azt mutatta, hogy szignifikáns különbség van a különbözı donorok 

kontroll sejtjei között, különösen az aktivációs kinetikában (τa) és a V1/2,a-ban. (A 2. táblázat 

egyes celláiban található P értékek mutatják a Kruskal–Wallis one way ANOVA on ranks 

analízis eredményeit a kontroll sejtekre egy adott kezelés, de különbözı donorok esetén.) 

Hasonlóan, néhány esetben az ugyanazzal a zsírsavval kezelt, különbözı donoroktól származó 

sejteken mért paraméterekben is statisztikailag szignifikáns különbséget találtunk (pl. a SA-

val kezelt sejtek inaktivációs kinetikája, 2. táblázat alsó rész). 

Ez a kontroll értékekben található különbség ab ovo kizárta annak a lehetıségét, hogy a 

különbözı donoroktól származó adatokat összegyőjtsük. Ezért a 3. és az 5. táblázatban 

bemutatott statisztikai összehasonlításokhoz a következı, sejtenkénti normalizációs eljárást 

alkalmaztuk. Egy adott sejtnek (k) az x zsírsavval történt kezelésre adott válaszát jellemzı 

mért paramétert (p) az ugyanannak a paraméternek az azonos donortól (d) származó kontroll 

(c) sejteken kapott átlagára (<p>) normáltuk (pl. az aktivációs kinetikánál a τa,k,x,d/<τa,c,d> 

arányt számítottuk minden egyes sejtre). Ezután a kapott normált értékeket egyesítettük 

minden kezelésnél, átlagot és SEM-et számoltunk (l. 3-5. táblázat), és Student-féle t-próbát 

végeztünk µ=1 nullhipotézis ellenében. Ez az eljárás lehetıvé tette az ugyanolyan statisztikai 

összehasonlítást az összes kezelésre a kontroll vagy a kezelt csoportok 2. táblázatban 

bemutatott eltéréseinek kiküszöbölése mellett. A statisztikai szignifikancia korlátja P<0,05 

volt. Ahol rendelkezésre állnak, átlag ± SEM értékeket tüntettünk fel. 

A statisztikai összehasonlításokat SigmaStat 3.11 programmal végeztük. Mind a 

kontrollal szemben történı, mind a páronkénti összehasonlításoknál Dunn-módszert 

alkalmaztunk. 

A DDT1 MF-2 sejteken végzett kísérletek önkontrollosak voltak. 
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5. EREDMÉNYEK 

 

 

5.1. A citoplazma-membrán foszfolipid-összetételének hatása a KV1.3 csatornák 

funkciójára humán limfocitákban 

 

5.1.1. A zsírsavak beépülésének ellenırzése 

 

A zsírsavak limfocita-membránba történı beépülésének követésére gázkromatográfiás 

vizsgálatokat végeztünk, melyek eredményei az 1. táblázatban és a 7. ábrán láthatók. A 

kezelések hatására minden esetben statisztikailag szignifikáns növekedést tapasztaltunk a 

vizsgált zsírsavnak a limfocitamembránban található összes zsírsav mennyiségére 

vonatkoztatott relatív mennyiségében (t-próba, P<0,05). A statisztikai analízis eredményei a 

következık: PA kezelés: P=0,015; SA kezelés: P=0,046; OA kezelés: P=0,065; LA kezelés: 

P=0,006; AA kezelés: P=0,003; DHA kezelés: P≤0,001. 

 

Zsírsav Zsírsavösszetétel (az összes zsírsavmennyiségre vonantkoztatva, %) 

 C PA kezelt SA kezelt OA kezelt LA kezelt AA kezelt DHA kezelt 

16:0 29,00 ± 1,51 35,66 ± 0,65* 30,74 ± 4,21 27,07 ± 2,71 26,31 ± 3,57 29,56 ± 2,31 25,32 ± 1,31 

18:0 32,01 ± 2,71 35,82 ± 1,45 40,56 ± 1,26* 25,46 ± 2,22 26,18 ± 4,52 31,85 ± 1,60 26,06 ± 3,77 

18:1 n9 6,10 ± 3,12 8,22 ± 0,13 9,01 ± 0,21 20,15 ± 5,42* 8,07 ± 1,22 7,47 ± 0,58 6,77 ± 0,49 

18:2 4,32 ± 2,19 5,66 ± 0,88 3,74 ± 0,52 6,58 ± 1,15 17,75 ± 2,87* 4,05 ± 0,49 3,62 ± 0,38 

20:4 10,63 ± 1,49 7,36 ± 1,57 8,05 ± 1,16 8,20 ± 0,41 10,17 ± 4,23 14,54 ± 2,49* 7,86 ± 1,73 

22:6 n3 2,50 ± 1,29 0,72 ± 0,72 1,29 ± 0,65 1,34 ± 0,74 2,30 ± 0,82 1,99 ± 0,41 16,89 ± 0,65* 

 
1. táblázat. A HPL membrán zsírsavösszetétele a gázkromatográfiás mérések alapján 
Csak a kísérleteink során tanulmányozott zsírsavakat tüntettük fel a táblázatban. Az egyes 
adatokat N=3 független kísérlet (N a donorok száma) átlaga ± SEM értékben adtuk meg. 
A kontrolltól szignifikánsan különbözı értékeket (P<0,05) csillaggal jelöltük. (C: 
kontroll, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, 
DHA: dokozahexaénsav.) 

 

5.1.2. A PUFA-k módosítják a KV1.3 csatornák aktivációs és inaktivációs kinetikáját 

 

Miután megbizonyosodtunk arról, hogy a zsírsavak beépültek a sejtmembránba, 

meghatároztuk a KV1.3 csatornák aktivációjának és inaktivációjának kinetikáját és egyensúlyi 

paramétereit. 
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7. ábra. Különbözı zsírsavak jelenlétében tenyésztett HPL-k membránjának 
zsírsavösszetétele 
A sejtmembrán teljes zsírsavösszetételét meghatároztuk. Azoknak a zsírsavaknak a nevét, 
amelyeknek a sejtek elektrofiziológiai paramétereire kifejtett hatását vizsgáltuk, 

zárójelben feltüntettük. A HPL-kat 3 napig tenyésztettük az adott zsírsavat (50 µM) 
tartalmazó, illetve kontroll tápoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuláltuk. 
Kloroform/metanollal történı extrakció után a zsírsav-foszfolipideket absz. metanollal 
átészteresítettük, majd a zsírsav-metilésztereket gázkromatográfiásan, FFAP kapilláris 
kolonnán szétválasztottuk. A csúcsokat hitelesített standardok segítségével azonosítottuk. 
A közölt adatok N=3 független kísérlet átlagai ± SEM értékei. A kontrolltól 
szignifikánsan különbözı (P<0,05) értékeket csillaggal jelöltük. (C: kontroll, PA: 
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: 
dokozahexaénsav.) 
 

Azért, hogy összehasonlíthassuk a különbözı kezelések hatásait, elvégeztük a mért 

idıállandók részletes statisztikai analízisét (l. a Statisztikai analízis c. részt). A páronkénti 

összehasonlítás (Kruskal–Wallis one way ANOVA on ranks, P<0.05) számos esetben 

szignifikáns különbséget mutatott a különbözı donorok kontroll limfocitáin végrehajtott 

mérések esetében mind az aktivációs idıállandóban (τa), mind az inaktivációs idıállandóban 

(τi), továbbá az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggésének középpontjában (V1/2,a). Más 

egyensúlyi paraméterek nem mutattak donorfüggést. A statisztikai analízis eredményei a 2. 

táblázatban találhatóak. Az idıállandók értékeinek donorfüggı tulajdonsága miatt a 

különbözı donoroktól származó limfocitákon mért adatokat nem osztottuk kontroll és kezelt 

csoportokra, hanem a kezelt sejteken mért értékeket normáltuk az ugyanazon donortól 
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származó kontroll értékekre (a részleteket l. a Statisztikai analízis c. részben). 

A 8. ábra mutatja a normált reprezentatív áramgörbéket a kontroll és a kezelt 

limfocitákon (A–C), valamint a KV1.3 csatornák aktivációs idıállandójának változásait 

összefoglaló illusztrációt (D). 

 

 Pτ,τ,τ,τ,a Pτ,τ,τ,τ,i PV1/2,a Ps,a PV1/2,i Ps,i 

CPA 0,04* 0,16 n. a. n. a. n. a. n. a. 

CSA 0,07 0,06 0,01* 0,32 0,12 0,40 

COA 0,04* 0,19 1,00 0,93 0,43 0,20 

CLA 0,03* 0,09 0,46 0,56 0,53 1,00 

CAA 0,25 0,25 0,19 0,51 0,80 0,43 

CDHA 0,07 0,93 0,03* 0,05 0,20 0,07 

PA 0,001* 0,27 n. a. n. a. n. a. n. a. 

SA 0,05* 0,01* 0,19 0,42 0,21 0,72 

OA 0,05 0,05 0,14 0,83 0,48 0,82 

LA 0,03* 0,53 0,02* 0,59 0,17 0,71 

AA 0,38 0,51 0,86 0,24 0,70 1,00 

DHA 0,32 0,18 0,19 0,35 0,90 0,13 

 
2. táblázat. A statisztikai analízis (Kruskal–Wallis one-way ANOVA on ranks, Dunn’s 
method) során kapott valószínőségi értékek (P) 

[*: szignifikáns (P<0,05), τa: aktivációs idıállandó, τi: aktivációs idıállandó, V1/2,a: fél-
aktivációs feszültség, V1/2,i: fél-aktivációs feszültség, s: meredekség, C: az egyes 
kezelésekhez tartozó kontrollok értékei, a megfelelı zsírsavat alsó indexben tüntettük fel, 
PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: 
dokozahexaénsav)] 

 

A membrán SA-val történı dúsítása nem változtatta meg a HPL-k KV1.3 csatornáinak 

aktivációs idıállandóját. Az ugyancsak telített PA és az egyszeresen telítetlen OA esetében 

sem tapasztaltunk szignifikáns változást az aktivációs idıállandóban. Ugyanakkor a PUFA-k: 

a LA, az AA és a DHA hatására gyorsult az áram aktivációs kinetikája, amit számszerőleg az 

aktivációs idıállandó csökkenése fejez ki. Az aktivációs idıállandóra mért értékek 

tartományait, mediánjait és a kontrollra vonatkoztatott arányokat a 3. táblázatban mutatjuk. 

Minıségileg hasonló változásokat fedeztünk fel a KV1.3 csatornák inaktivációs 

idıállandója (τi) esetében is a zsírsavkezelés hatására. A 9. ábra mutatja az inaktivációs 

idıállandó meghatározásához felvett normált, reprezentatív áramgörbéket mind a kontroll, 

mind a különbözı zsírsavval kezelt HPL-k esetében (A–C), valamint a KV1.3 csatornák 

kontroll értékre normált inaktivációs idıállandójának változásait tartalmazó összesített 
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diagramot (D). 

 

 

 
8. ábra. A zsírsavak membránba történı beépülésének hatása a KV1.3 csatornák 
aktivációs kinetikájára HPL-kon 
A HPL-kat az adott zsírsavat (50 µM) tartalmazó, illetve kontroll tápoldatban 3 napig 
tenyésztettük, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuláltuk. A-C) A kontroll és a zsírsavval 
kezelt limfocitákon mért normált, reprezentatív áramgörbék. A sejteket –120 mV 
tartófeszültségrıl +50 mV-ra depolarizáltuk 15 ms-ig, a depolarizáló impulzusokat 30 s-
onként alkalmaztuk. A mintavételi frekvencia 20 kHz, a szőrési frekvencia 5 kHz volt. 
Online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az áramgörbéket a Hodgkin–Huxley 
modellnek megfelelıen illesztettük [l. Az adatok kiértékelése c. részt, (1) egyenlet]. D) A 
HPL-k KV1.3 csatornáinak aktivációs idıállandójában bekövetkezı változások (normált 
adatok). A kontrolltól szignifikánsan különbözı (P<0,05) értékeket csillaggal jelöltük. 

(τa: aktivációs idıállandó, I: t idıpillanatban mért áram értéke, Ip: áramamplitúdó, τ: 

zsírsavval kezelt sejten kapott aktivációs idıállandó, τ0: adott zsírsavkezeléshez tartozó 
kontroll sejten kapott aktivációs idıállandó, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA: 
sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.) 
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A LA, az AA és a DHA szignifikánsan csökkentette, míg a PA, a SA és az OA hatására 

nem változott a limfociták inaktivációs idıállandója. Az inaktivációs idıállandóra kapott 

értéktartományok, mediánok és a kontrollra vonatkoztatott arányok a 3. táblázatban 

találhatók. 

 

 ττττa tartomány 

(ms) 

ττττa  

medián 

(ms) 

N ττττa arány 

(FA/K) 

ττττi tartomány 

(ms) 

ττττi  medián 

(ms) 

N ττττi arány 

(FA/K) 

CPA 0,5055 – 1,114 0,7310 12  79,50 – 208,6 150,9 8  

PA 0,5431 – 1,309 0,9036 10 1,07 ± 0,14 75,06 – 173,2 87,40 9 0,92 ± 0,06 

CSA 0,4289 – 1,305 0,7038 30  85,70 – 282,7 176,0 23  

SA 0,4976 – 1,535 0,7416 33 1,05 ± 0,04 91,71 – 267,3 178,7 26 0,97 ± 0,03 

COA 0,5455 – 1,555 0,8490 10  76,43 – 257,4 158,5 8  

OA 0,4560 – 1,605 0,8538 11 0,97 ± 0,03 124,9 – 271,5 164,2 11 1,13 ± 0,13 

CLA 0,5398 – 0,8179 0,7215 9  115,2 – 266,8 196,1 9  

LA 0,5045 – 0,7538 0,6433 12 0,91 ± 0,02 75,52 – 283,3 167,2 10 0,67 ± 0,08 

CAA 0,6465 – 1,263 0,7333 11  93,70 – 240,2 168,6 11  

AA 0,3866 – 0,6246 0,4999 13 0,64 ± 0,07 58,17 – 150,7 79,03 11 0,51 ± 0,05 

CDHA 0,4901 – 2,200 0,6821 15  116,8 – 372,9 163,8 16  

DHA 0,3653 – 0,8010 0,5708 15 0,73 ± 0,11 60,39 – 208,7 106,7 13 0,54 ± 0,09 

 

3. táblázat. A mért aktivációs idıállandók (τa) és inaktivációs idıállandók (τi) 
tartományai, mediánjai és a kezelt/kontroll arányok 
Az arányok legalább 3 független kísérlet eredményeképpen kapott átlag ± SEM értékek. 
(N: a vizsgált sejtek száma, FA: zsírsav, C: az egyes zsírsavkezelések kontrolljai, a 
megfelelı zsírsavat alsó indexben tüntettük fel, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: 
olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.) 

 

5.1.3. Zsírsavas kezelés nem változtatja meg a KV1.3 csatornák aktivációjának és 

inaktivációjának egyensúlyi paramétereit 

 

A normált teljessejt-vezetıképesség (Gn) feszültségfüggése (egyensúlyi aktiváció) az 

ioncsatornák zárt és nyitott állapot közötti egyensúlyi megoszlását jellemzi adott 

membránpotenciálon. Az egyensúlyi inaktiváció feszültségfüggése leírja a nem inaktiválódott 

csatornák arányát adott membránpotenciálon. 
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9. ábra. Zsírsavak hatása a HPL-k K+ csatornáinak inaktivációs idıállandójára (τi) 

A HPL-kat 3 napig tenyésztettük az adott zsírsavat tartalmazó (50 µM), illetve kontroll 
tápoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuláltuk. A–C) A kontroll és a zsírsavval 
kezelt limfocitákon mért normált, reprezentatív áramgörbék. A sejteket –120 mV 
tartófeszültségrıl +50 mV-ra, 1 s-ig depolarizáltuk. A tesztimpulzusokat 60 s-onként 
alkalmaztuk az áram kumulatív inaktivációjának elkerülése végett. A mintavételezési 
frekvencia 10 kHz, a szőrési frekvencia 1 kHz volt. Online szivárgóáram-kivonást 
alkalmaztunk. D) A HPL-k KV1.3 csatornáinak inaktivációs idıállandójában bekövetkezı 
változások. A kontroll sejteken mért értékekre normált adatokat ábrázoltuk. A kontrolltól 

szignifikánsan különbözı (P<0,05) értékeket csillaggal jelöltük. (τi: inaktivációs 

idıállandó, I: t idıpillanatban mért áram értéke, Ip: áramamplitúdó, τ: adott zsírsavval 

kezelt sejten kapott aktivációs idıállandó, τ0: az adott zsírsavkezeléshez tartozó kontroll 
sejten kapott inaktivációs idıállandó, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: 
olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.) 

 

A 10. ábra mutatja a HPL-k teljes-sejt KV1.3 áramainak reprezentatív, normált 

teljessejt-konduktanciáit a depolarizáló feszültség függvényében. Az illesztett görbék 

mutatják a legjobban illeszkedı Boltzmann-függvényt. A kontroll és a zsírsavval kezelt sejtek 
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esetében kapott görbék átfednek, ez minıségileg mutatja, hogy egyetlen tanulmányozott 

zsírsav sem változtatta meg a KV1.3 csatornák egyensúlyi aktivációjának feszültségfüggését. 

Ezt a statisztikai analízis megerısítette (4. táblázat). A Statisztikai analízis c. bekezdésben 

részletezett megfontolások miatt a teszteket a Boltzmann-függvények normált paramétereire 

végeztük el. Az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggése középpontjának és meredekségének 

tartományait, mediánjait és kezelt/kontroll arányait a 4. táblázat tartalmazza. 

 

 V1/2,a tartomány 

(mV) 

V1/2,a 

medián 

(mV) 

N V1/2,a arány 

(FA/K) 

sa tartomány 

(mV) 

sa medián 

(mV) 

N sa arány 

(FA/K) 

CSA -34,68 – -12,20 -24,03 32  6,35 – 11,92 9,18 32  

SA -36,63 – -9,32 -22,41 34 1,02 ± 0,08 6,39 – 14,16 9,28 34 1,03 ± 0,05 

COA -31,57 – -14,95 -25,81 6  7,68 – 11,92 9,99 6  

OA -34,80 – -14,88 -23,17 8 1,06 ± 0,16 8,34 – 12,55 8,85 8 1,04 ± 0,05 

CLA -31,57 – -9,27 -22,22 8  2,83 – 13,99 8,06 5  

LA -32,25 – -14,18 -25,59 10 1,07 ± 0,18 2,83 – 13,99 8,90 5 0,99 ± 0,16 

CAA -24,12 – -15,86 -18,07 9  8,25 – 12,17 10,60 9  

AA -26,27 – -17,47 -22,84 8 1,13 ± 0,04 7,80 – 17,05 9,16 8 1,05 ± 0,10 

CDHA -35,17 – -18,77 -23,05 7  7,08 – 11,38 9,67 7  

DHA -32,40 – -15,14 -20,17 6 0,97 ± 0,04 7,32 – 12,12 8,89 6 0,98 ± 0,09 

 
4. táblázat. Az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggése középpontjának (V1/2,a) és 
meredekségének (sa) tartományai, mediánjai és kezelt/kontroll arányai 
Az arányokat legalább 3 független kísérlet eredményeképpen kapott átlag ± SEM 
értékekként adjuk meg. (N: a tanulmányozott sejtek száma, FA: zsírsav, C: a 
zsírsavkezelések kontrolljai, a megfelelı zsírsavat alsó indexben tüntettük fel, PA: 
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: 
dokozahexaénsav.) 

 

Zsírsavakkal végzett kísérleteink során nem tapasztaltunk szignifikáns változást a KV1.3 

csatornák egyensúlyi inaktivációjának feszültségfüggésében sem. A legjobban illeszkedı 

Boltzmann-függvénynek megfelelı reprezentatív görbéket a 11. ábrán mutatjuk. Az 

egyensúlyi inaktiváció feszültségfüggése középpontjának és meredekségének tartományait, 

mediánjait és kezelt/kontroll arányait az 5. táblázat tartalmazza. A statisztikai analízist a V1/2,i 

és az si normált értékeire végeztük el (l. fentebb). 
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10. ábra. A zsírsavakkal történt kezelés nem befolyásolta a HPL-k K+ csatornáinak 
egyensúlyi aktivációját (reprezentatív görbék) 
A HPL-kat 3 napig tenyésztettük az adott zsírsavat (50 µM) tartalmazó, illetve kontroll 
tápoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuláltuk. Az egyensúlyi aktiváció 
meghatározásához a sejteket –120 mV tartófeszültségrıl 1 s-ig depolarizáltuk –70 és +50 
mV közötti, 10 mV-onként növekvı feszültségekre. A depolarizáló impulzusokat 30 s-
onként alkalmaztuk. Utólagos szivárgóáram-kivonást végeztünk. A kapott adatsorra 
Boltzmann-függvénnyel illesztettünk. (GK: adott membránpotenciálon számított K+ 
konduktancia, Gmax: a legnagyobb GK érték, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA: 
sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.) 
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 V1/2,i tartomány 

(mV) 

V1/2,i 

medián 

(mV) 

N V1/2,i arány 

(FA/K) 

si tartomány 

(mV) 

si medián 

(mV) 

N si arány 

(FA/K) 

CSA -69,32 – -42,25 -56,13 16  -8,79 – -3,57 -5,84 16  

SA -71,49 – -47,19 -57,58 18 1,08 ± 0,05 -8,64 – -3,24 -6,05 18 0,96 ± 0,09 

COA -67,19 – -52,03 -64,62 6  -8,03 – -1,81 -5,21 6  

OA -64,44 – -49,57 -61,50 7 0,95 ± 0,07 -9,45 – -5,02 -5,91 8 1,05 ± 0,12 

CLA -67,19 – -46,96 -58,61 6  -6,25 – -5,48 -6,07 6  

LA -68,46 – -52,58 -60,11 7 0,98 ± 0,01 -12,51 – -2,69 -4,79 7 1,09 ± 0,08 

CAA -60,74 – -48,82 -54,44 6  -6,50 – -5,05 -5,47 5  

AA -63,45 – -50,67 -58,51 5 1,06 ± 0,01 -8,27 – -3,89 -6,95 4 1,05 ± 0,04 

CDHA -64,58 – -32,49 -52,90 9  -6,84 – -3,80 -4,89 6  

DHA -61,64 – -48,07 -54,64 6 1,07 ± 0,12 -9,72 – -5,06 -5,12 5 0,91 ± 0,07 

 
5. táblázat. Az egyensúlyi inaktiváció feszültségfüggése középpontjának (V1/2,i) és 
meredekségének (si) tartományai, mediánjai és kezelt/kontroll arányai 
Az arányokat legalább 3 független kísérlet eredményeképpen kapott átlag ± SEM 
értékekként adjuk meg. (N: a tanulmányozott sejtek száma, FA: zsírsav, C: a 
zsírsavkezelések kontrolljai, a megfelelı zsírsavat alsó indexben tüntettük fel, PA: 
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: 
dokozahexaénsav.) 

 

 

5.2. Adenozin-analógok dózisfüggıen módosítják a DDT1 MF-2 simaizom-sejtek 

K+ csatornáinak mőködését 

 

5.2.1. A DDT1 MF-2 sejteken található ionáramok azonosítása 

 

A DDT1 MF-2 sejteken kétfajta feszültségfüggı áram mérhetı: kifelé irányuló K+ áram 

és befelé folyó Na+ áram. –120 mV tartófeszültségrıl –80 és +90 mV között depolarizálva a 

sejteket a Na+ csatornák aktivációs küszöbe –30 mV és –40  mV között volt, a K+ csatornák 

aktivációs küszöbe pedig  –20 mV volt. A Na+ csatornák aktivációs és inaktivációs kinetikája 

nagyon gyors volt, az áram 1 ms alatt teljesen aktiválódott és 6 ms alatt teljesen 

inaktiválódott, míg a K+ áram 80 ms alatt teljesen aktiválódott, és 2 s alatt sem inaktiválódott 

teljesen. Mivel a Na+ áram hamarabb aktiválódik, és inaktiválódik is, mint ahogy a K+ áram 

aktiválódik, ezért a kétfajta áramkomponens külön-külön, egymástól függetlenül mérhetı. 

Annak igazolására, hogy valóban K+ áramokat mérünk, elıször jól ismert K+ csatorna-

gátlószereket  adtunk  a  sejtekhez.  5 mM 4-AP  és  10 mM TEA+  reverzibilisen blokkolták a 
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11. ábra. A zsírsavakkal történt kezelés nem befolyásolta a HPL-k K+ csatornáinak 
egyensúlyi inaktivációját (reprezentatív görbék) 
A HPL-kat az adott zsírsavat (50 µM) tartalmazó, illetve kontroll tápoldatban 3 napig 
tenyésztettük, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuláltuk. A sejtmembránt +50 mV-ra 
depolarizáltuk, és a depolarizáló impulzusok között a membránpotenciált –100 és –20 
mV között változtattuk 10 mV lépésközökkel, egyenként 2,5 perc idıtartamig. Utólagos 
szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. A kapott pontsorra Boltzmann-függvénnyel 
illesztettünk. (I: az aktuális tartófeszültségrıl történı depolarizáció során mért csúcsáram, 
Ih: a –120 mV tartófeszültségrıl történı depolarizáció során mért csúcsáram, C: kontroll, 
PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: 
dokozahexaénsav.) 
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kifelé folyó teljessejt-áramot, a gátlószerek jelenlétében és a kontroll körülmények között 

mért áramamplitúdók hányadosa (I/I0, megmaradó áramhányad, MÁH) rendre 0,52±0,10 

(N=5), illetve 0,29±0,11 (N=3) volt. A reprezentatív áramgörbéket és a K+ csatornagátló 

szereknek a DDT1 MF-2 sejtek K+ áramára kifejtett hatásait tartalmazó diagramot a 12. ábrán 

mutatjuk. A csatornák peptid típusú gátlószerek (ChTx, MgTx) alkalmazásával végzett 

farmakológiai analízisét Rubovszky Bálint Ph.D. értekezésében már bemutatta [Bálint PhD]. 

A kapott jellemzık a KV1.3 csatornák tulajdonságainak felelnek meg. 

 

5.2.2. Adenozin-agonisták és -antagonisták módosítják a DDT1 MF-2 sejteken 

mérhetı K
+
 áramokat 

 

Az A1 és A2 adenozinreceptor-agonista hatással egyaránt rendelkezı NECA 1 nM – 60 

µM koncentráció-tartományban irreverzibilisen és a koncentrációtól függı módon 

csökkentette a K+ áramot a DDT1 MF-2 sejteken (13. és 14. ábra). A félhatásos dózis (EC50) 

165,13 µM-nek, a Hill-koefficiens (nH) 0,38-nak adódott. A gátlás erısségének koncentráció-

függésében maximumot tapasztaltunk; a NECA a legnagyobb gátló hatást kísérleteinkben 5 

µM koncentrációnál érte el, itt a MÁH 0,65±0,02-nak adódott (N=3) (14. ábra B panel). 

Mivel a NECA mind az A1, mind az A2 receptoroknak agonistája, alkalmazása során 

összetett, kétfázisú folyamat játszóhat le. Kisebb koncentrációk esetében a K+ áram gátlása 

tapasztalható (A2a hatás), míg nagyobb koncentrációk esetében az áram gátlását felülmúlhatja 

az áram növelése (A1 hatás). A reprezentatív áramgörbék a 13. ábrán láthatók. Méréseink 

szerint a NECA megváltoztatja az áram kinetikáját is: gyorsabb aktivációt eredményez; pl. 5 

µM koncentráció esetében az aktivációs idıállandók hányadosa (τ/τ0) 0,70±0,10 volt (N=5). 

Megvizsgáltuk a NECA és a TEA+ együttes hatását oly módon, hogy elıbb 0,5 µM 

NECA-val, majd 10 mM TEA+-val blokkoltuk az áramot ugyanazon a sejten (N=2) (15. ábra). 

Várakozásunknak megfelelıen a két molekula gátló hatása nem volt kompetitív, mivel a két 

anyag nem ugyanarra a helyre kötıdik: a TEA+ közvetlenül a K+ csatornára fejti ki hatását, 

míg a NECA adenozin-receptoron keresztül hat. A NECA-val blokkolt áramot a TEA+ tovább  

csökkentette, a MÁH ebben az esetben 0,27±0,05-nak adódott (ez jó egyezésben van azzal, 

amikor a TEA+-t önmagában használtuk, ahol a MÁH 0,29±0,11 volt). 

 



 54

 
 

12. ábra. K+ csatorna-blokkolók hatása DDT1 MF-2 sejtek K+ áramaira 
A) 5 mM 4-AP hatására bekövetkezett változás a csúcsáramokban különbözı 
membránpotenciálokon. B) A kezelés elıtt mért K+ áram. C) A 4-AP kezelés után mért 
K+ áram (reprezentatív görbék). D) 10 mM TEA+ hatására bekövetkezett változás a 
csúcsáramokban különbözı membránpotenciálokon. E) A kezelés elıtt mért K+ áram. F) 
A TEA+ kezelés után mért K+ áram (reprezentatív görbék). Az áramok mérése kontroll 
körülmények között (C), 2 perccel a kezelések megindítása után (4-AP ill. TEA), illetve a 
gátlószer kimosását követı 2 percmúlva (M) történt. 2 s-os depolarizáló impulzusokat 
alkalmaztunk 20 s-on-ként -80 és +60 mV között 20 mV lépcsıközökkel -120 mV 
tartófeszültségrıl. A szivárgóáramok levonását utólagosan elvégeztük. G) Az egyes 
csatornablokkolók hatására kialakult megmaradó áramhányadok. A feltüntetett adatok a 
kontroll értékekre normált átlag ± SEM értékek (4-AP: N=5, TEA+: N=3). (I: a kezelést 
követıen mért csúcsáram, I0: a kezelés elıtti csúcsáram.) 
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13. ábra. DDT1 MF-2 sejt K+ áramának változása NECA hatására (reprezentatív görbék) 

A) 0,5 µM NECA irreverzibilisen csökkentette a sejtek K+ áramát. B) A kezelés elıtt 
mért K+ áram. C) A kezelés után mért K+ áram. Az áramok mérése kontroll körülmények 
között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (NECA), illetve a gátlószer kimosását 
követı 2 perc múlva (M) történt.  -120 mV tartófeszültségrıl 2 s-ig depolarizáltunk -80 és 
+60 mV között 20 mV lépcsıközönként növekvı feszültségekre, az egyes depolarizáló 
impulzusokat 20 s-on-ként alkalmaztuk. A szivárgóáramok levonását elvégeztük. 

 

 

 
14. ábra. A NECA K+ áramra kifejtett hatása koncentrációfüggı a DDT1 MF-2 
sejtvonalon 

A NECA 1 nM – 60 µM koncentráció-tartományban csökkentette a K+ áramok mértékét. 
A) A K+ áram csökkenése kisebb NECA koncentrációk esetén. A görbét a Hill-

egyenlettel illesztettük (a=0,725; EC50=165,13 µM; nH=0,38; y0=0,08). B) A gátláserısség 
koncentráció-függésében a NECA összetett hatása miatt maximumot tapasztaltunk, amely 

5 µM-nál jelentkezett (N=3-6). A sejteket 2 s-ig depolarizáltuk –120 mV 
tartófeszültségrıl –80 és +60 mV közötti, 20 mV-onként növekvı feszültségekre. A 
depolarizáló impulzusokat 20 s-onként alkalmaztuk. Utólagos szivárgóáram-kivonást 
végeztünk. A csúcsáramokat a +60 mV-ra történı depolarizáció során kapott görbékbıl 
határoztuk meg. A kontroll értékekre normált áramok átlagait ± SEM ábrázoltuk. (I: a 
kezelést követıen mért csúcsáram, I0: a kezelés elıtti csúcsáram.)  
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15. ábra. A NECA és a TEA+ hatása nem kompetitív DDT1 MF-2 sejteken 

A) Elıször a 0,5 µM NECA-t, azután a 10 mM TEA+-t adtuk a sejtekhez. A TEA+ a 
NECA-val csökkentett áramot tovább csökkentette. A sejtet –120 mV tartófeszültségrıl 
20 s-onként depolarizáltuk 2 s-ig tartó, –80 és +60 mV közötti, 20 mV-onként növekvı 
feszültségekre. A szivárgóáram-kivonást elvégeztük. Az ábrán a +60 mV-ra történı 
depolarizációval elıállított görbéket mutatjuk. Az áramok mérése kontroll körülmények 
között (C), illetve 2 perccel a kezelések megindítása után (NECA ill. TEA+) történt. B) A 
TEA+ önmagában ugyanolyan mértékben csökkentette a K+ áramot, mint a NECA-val 
történt kezelést követı TEA+ alkalmazás. A feltüntetett megmaradó áramhányadok az 
önálló TEA+ kezelés esetében a kontroll értékekre normált adatok átlaga ± SEM (N=3), a 
NECA-kezelést követı TEA+ alkalmazás esetében a NECA-val csökkentett 
áramértékekre normált adatok átlaga ± SEM (N=2). A csúcsáramokat a +60 mV-ra 
történı depolarizáció során kapott görbékbıl határoztuk meg. (I: a kezelést követıen mért 
csúcsáram, I0: a kezelés elıtt mért csúcsáram.) 

 

A NECA analógja, a 18F-NECA β+ bomló izotópként viselkedik, az élı szervezetbe 

bevihetı, így pozitron-emissziós tomográfiás (PET) képalkotás segítségével diagnosztikai 

célokra (az egyes adenozinreceptor-típusok szervezeten belüli eloszlásának feltérképezésére, 

kinetikai sajátságaik vizsgálatára) felhasználható. Hogy elkerüljük a β+ sugárzó anyaggal 

történı érintkezést, patch-clamp-es kísérleteinkben ezen anyagnak a nem radioaktív izotópját, 

a 19F-NECA-t használtuk. 

A 19F-NECA 1 µM koncentrációban nem fejtett ki hatást a K+ áramok amplitúdójára 

(MÁH: 1,00±0,01; N=2), sem aktivációs idıállandójára (τ/τ0: 0,98±0,04). 5 µM koncentráció 

esetében azonban már tapasztaltunk gátló hatást, a MÁH értéke ebben az esetben 0,85±0,03 

volt (N=3) (16. ábra). Az aktivációs idıállandóra az F-NECA ebben a koncentrációban sem 

volt hatással: az aktivációs idıállandók hányadosa 0,99±0,05 volt (N=4). 
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16. ábra. 19F-NECA hatása DDT1 MF-2 sejt K+ áramára 

A) A csúcsáram értékét 1 µM 19F-NECA nem változtatta meg . B) A csúcsáram értéke 

kismértékben csökkent 5 µM 19F-NECA hatására (reprezentatív görbék). Az áramok 
mérése kontroll körülmények között (C), illetve 2 perccel a kezelés megindítása után (F-
NECA) történt. -120 mV tartófeszültségrıl 2 s-ig depolarizáltunk -80 és +60 mV között 
20 mV lépcsıközönként növekvı feszültségekre, az egyes depolarizáló impulzusokat 20 
s-on-ként alkalmaztuk. A szivárgóáramok kivonását utólagosan elvégeztük. Az ábrán a 

+60 mV-ra történı depolarizáció során kapott áramgörbéket mutatjuk be. C) 1 µM és 5 

µM koncentrációban alkalmazott 19F-NECA-nak a DDT1 MF-2 sejtek K+ áramára 
kifejtett hatása. A csúcsáramokat a –120 mV tartófeszültségrıl +60 mV-ra történı 
depolarizáció során kapott görbékbıl határoztuk meg. A feltüntetett adatok a kontroll 

értékekre normált átlag ± SEM értékek (1 µM: N=2, 5 µM: N=3). (I: a kezelést követıen 
mért csúcsáram, I0: a kezelés elıtt mért csúcsáram.) 

 

Az A2a adenozinreceptor-antagonista ZM 241385 1 µM koncentrációban az áram 

csökkenését idézte elı, MÁH: 0,81±0,07(N=4), mely hatás irreverzibilis volt, a sejtek normál 

külsı oldattal történı mosása nem függesztette fel a ZM 241385 hatását. A reprezentatív 

áramgörbék a 17. ábrán láthatók. A ZM 241385 ebben a koncentrációban a K+ áram 

aktivációs idıállandójára nem volt hatással (τ/τ0: 0,95±0,09; N=4). 
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17. ábra. ZM 241385 hatása a DDT1 MF-2 sejt K+ áramára (reprezentatív görbék) 

A) 1 µM ZM 241385 irreverzibilisen csökkentette a sejtek K+ áramát. B) A kezelés elıtt 
mért K+ áram. C) A kezelés után mért K+ áram. Az áramok mérése kontroll körülmények 
között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (ZM 241385), illetve a gátlószer 
kimosását követı 2 perc múlva (M) történt. 2 s-os depolarizáló impulzusokat 
alkalmaztunk 20 s-on-ként -80 és +60 mV között 20 mV lépcsıközökkel, -120 mV 
tartófeszültségrıl. A szivárgóáramok utólagos kivonását elvégeztük. 

 

A KATP csatorna-blokkoló glibenclamid 1–20 µM koncentráció-tartományban 

irreverzibilisen és koncentrációfüggı módon csökkentette a K+ áramot, 3 µM-nél a MÁH 

0,77±0,05 volt (N=3). A félhatásos dózis (EC50) 15,00 µM-nek, a Hill-koefficiens (nH) 1-nek 

adódott. A reprezentatív áramgörbék a 18. ábrán, a koncentrációfüggést bemutató görbe a 19. 

ábrán láthatók. A glibenclamid az áram kinetikai paramétereire nem volt hatással: a 

kezelt/kontroll arány az aktivációs idıállandó esetében 1,08±0,18-nak adódott 3 µM 

koncentrációnál. 

 

A 20. ábra mutatja a különbözı ligandumoknak a DDT1 MF-2 sejtek K+ áramára 

kifejtett hatásait tartalmazó összesített diagramot, a 21. ábra pedig az aktivációs idıállandókra 

kifejtett hatásait tartalmazó összesített diagramot és a reprezentatív áramgörbéket. 
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18. ábra. DDT1 MF-2 sejt K+ áramának változása glibenclamid hatására (reprezentatív 
görbék) 

A) 3 µM glibenclamid lecsökkentette a DDT1 MF-2 sejtek K+ áramát. B) A kezelés elıtt 
mért K+ áram. C) A kezelés után mért K+ áram. Az áramok mérése kontroll körülmények 
között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (glibenclamid), illetve a gátlószer 
kimosását követı 2 perc múlva (M) történt. -120 mV tartófeszültségrıl 2 s-ig 
depolarizáltunk -80 és +60 mV között 20 mV lépcsıközönként növekvı feszültségekre, 
az egyes depolarizáló impulzusokat 20 s-on-ként alkalmaztuk. Utólagos szivárgóáram-
kivonást végeztünk. 

 

 

 
19. ábra. A glibenclamid hatása koncentrációfüggı a DDT1 MF-2 sejtvonalon 

A glibenclamid 1–20 µM koncentráció-tartományban csökkentette a K+ áramok mértékét. 
A csúcsáramokat a –120 mV tartófeszültségrıl +60 mV-ra történı, 2 s-ig tartó 
depolarizációval kapott görbékbıl határoztuk meg. A feltüntetett adatok a kontroll 
értékekre normált áramok átlagai ± SEM értékek (N=2-3). (I: a kezelést követıen mért 
csúcsáram, I0: a kezelés elıtt mért csúcsáram.) A görbét a Hill-egyenlettel illesztettük 

(EC50=15,00 µM; nH=1; a=1; y0=0). 
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20. ábra. Adenozin-receptor-ligandumok hatása a DDT1 MF-2 sejtvonal K+ áramára 

A K+ áram amplitúdójában bekövetkezı változások 5 µM NECA, 5 µM 19F-NECA, 1 µM 

ZM 241385 és 3 µM glibenclamid hatására. A csúcsáramokat a –120 mV 
tartófeszültségrıl +60 mV-ra történı depolarizáció során kapott görbékbıl határoztuk 
meg. A feltüntetett adatok a kontroll értékekre normált átlag ± SEM értékek (NECA: 
N=3, 19F-NECA: N=3, ZM 241385: N=4, glibenclamid: N=3). (I: a kezelést követıen 
mért csúcsáram, I0: a kezelés elıtt mért csúcsáram.) 

 

 

5.2.3. Adenozinreceptor-aktiváció vagy –inaktiváció nem befolyásolja a Na
+
 áramokat 

a DDT1 MF-2 sejteken 

 

A gyors befelé folyó áramot feszültségfüggı Na+ áramként azonosítottuk a következı 

kritériumok alapján: 1. 100 nM tetrodotoxin (TTx) reverzibilisen blokkolta az áramot, 2. a 

csatorna az ingerelhetı sejtek feszültségfüggı gyors Na+ csatornájára jellemzı kinetikai 

paraméterekkel és feszültség–áram karakterisztikával rendelkezett, 3. Na+ mentes 

extracelluláris környezetben az áram nem volt mérhetı. 

A vizsgált P1 agonisták és antagonisták a Na+ csatornák csúcsáramát nem befolyásolták. 

A mért MÁH-ok: 1 µM NECA esetén: 0,97±0,04 (N=3), 1 µM ZM 241385 esetén: 1,02±0,11 

(N=4), 1 µM glibenclamid esetén pedig: 0,99±0,03 (N=3). A reprezentatív áramgörbék a 22–

24. ábrákon, a különbözı ligandumoknak a DDT1 MF-2 sejtek Na+ áramára kifejtett hatásait 

tartalmazó összesített diagram a 25. ábrán látható. 
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21. ábra. Adenozin-receptor-ligandumok hatása a DDT1 MF-2 sejtvonal K+ áramának 
aktivációs idıállandójára 
A–D) A kontroll és a kezelések után mért normált, reprezentatív áramgörbék. Az áramok 
mérése kontroll körülmények között (C), illetve 2 perccel a kezelések megindítása után 
történt. A sejteket -120 mV tartófeszültségrıl +50 mV-ra depolarizáltuk 100, illetve 150 
ms-ig, a depolarizáló impulzusokat 30 s-onként alkalmaztuk. A mintavételi frekvencia 20 
kHz, a szőrési frekvencia 5 kHz volt. Online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az 
áramgörbéket  a Hodgkin–Huxley modellnek megfelelıen illesztettük [l. Az adatok 

kiértékelése c. részt, (1) egyenlet]. E) A DDT1 MF-2 sejtek K+ áramának aktivációs 
idıállandójában bekövetkezı változások. A kontroll sejteken mért értékekre normált 

adatokat ábrázoltuk. (I: t idıpillanatban mért áram értéke, Ip: csúcsáram, τ: a kezelés után 

kapott aktivációs idıállandó, τ0: a kezelés elıtti inaktivációs idıállandó.) 
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22. ábra. NECA hatása a DDT1 MF-2 sejtek Na+ áramára (reprezentatív görbék) 

A) 1 µM NECA nem változtatta meg a DDT1 MF-2 sejtek Na+ csúcsáramát. B) A kezelés 
elıtt mért Na+ áram. C) A kezelés után mért Na+ áram. Az áramok mérése kontroll 
körülmények között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (NECA), illetve a gátlószer 
kimosását követı 2 perc múlva (M) történt. Az áramgörbék felvételéhez 6 ms-ig 
depolarizáltunk -120 mV tartófeszültségrıl -80 és +90 mV között 10 mV-os 
lépcsıközökkel, az egyes depolarizáló impulzusokat 1,5 s-onként alkalmaztuk. Online 
szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az ábrán a jó áttekinthetıség kedvéért a nagyobb 
depolarizációnál kapott görbéket nem tüntettük fel. 

 

 

 
23. ábra. ZM 241385 hatása a DDT1 MF-2 sejtek Na+ áramára (reprezentatív görbék) 

A) 1 µM ZM 241385 nem befolyásolta a DDT1 MF-2 sejteken mérhetı Na+ csúcsáramot. 
B) A kezelés elıtt mért Na+ áram. C) A kezelés után mért Na+ áram. Az áramok mérése 
kontroll körülmények között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (ZM 241385), 
illetve a gátlószer kimosását követı 2 perc múlva (M) történt. -120 mV tartófeszültségrıl 
1,5 s-onként depolarizáltunk -80 és +90 mV között 10 mV-os lépcsıközökkel, 6 ms 
idıtartamig. Online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. A jó áttekinthetıség kedvéért 
az ábrán a nagyobb depolarizációnál kapott görbéket nem tüntettük fel. 
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24. ábra. Glibenclamid hatása a DDT1 MF-2 sejtvonalon mért Na+ áramra (reprezentatív 
görbék) 

A) 3 µM glibenclamid hozzáadása során a Na+ csúcsáram nem változott. B) A kezelés 
elıtt mért Na+ áram. C) A kezelés után mért Na+ áram. Az áramok mérése kontroll 
körülmények között (C), 2 perccel a kezelés megindítása után (glibenclamid), illetve a 
gátlószer kimosását követı 2 perc múlva (M) történt. 6 ms-os depolarizáló impulzusokat 
alkalmaztunk 1,5 s-onként -80 és +90 mV között 10 mV-os lépcsıközökkel, -120 mV 
tartófeszültségrıl. Online szivárgóáram-kivonást alkalmaztunk. Az ábrán a jó 
áttekinthetıség kedvéért a nagyobb depolarizációnál kapott görbéket nem tüntettük fel. 

 

 

 
25. ábra. A Na+ áram amplitúdójában egyes adenozin-receptor-ligandumok hatására 
bekövetkezı változások a DDT1 MF-2 sejtvonalon 

A Na+ áram nem változott meg 1 µM NECA, 1 µM ZM 241385, valamint 3 µM 
glibenclamid hatására. A csúcsáramokat a 6 ms-ig tartó, –120 mV tartófeszültségrıl –10 
mV-ra történı depolarizáció során kapott görbékbıl határoztuk meg. A feltüntetett adatok 
a kontroll értékekre normált átlag ± SEM értékek (NECA: N=3, ZM 241385: N=4, 
glibenclamid: N=3). (I: a kezelést követıen mért csúcsáram, I0: a kezelés elıtt mért 
csúcsáram.) 
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6. DISZKUSSZIÓ 

 

 

6.1. A citoplazma-membrán foszfolipid-összetételének hatása a KV1.3 csatornák 

funkciójára humán limfocitákban 

 

Jelen tanulmányban különbözı zsírsavaknak a KV1.3 csatornák kapuzási paramétereire 

kifejtett hatását vizsgáltuk PHA-val és IL-2-vel stimulált HPL-kon. A mitogén PHA és a T 

sejt autokrin növekedési faktor IL-2 hozzáadása magas szintre emelte a KV1.3 csatornák 

expresszióját a HPL membránban [1], ami lehetıvé tette a kapuzási paraméterek pontosabb 

meghatározását, és minimálisra csökkentette a KV1.3-on kívüli egyéb csatornák 

hozzájárulását a teljessejt-áramhoz. A KCa3.1-nek, a HPL-k Ca2+ aktivált K+ csatornájának 

aktivitását EGTA-val pufferelt / Ca2+ mentes pipettatöltı oldattal gátoltuk [266]. Így biztosak 

lehetünk abban, hogy a disszertációban bemutatott adatok a KV1.3 csatornák tulajdonságainak 

a különbözı lánchosszúságú és telítettségő zsírsavakkal történı kezelések eredményeképpen 

kialakult változásairól számolnak be. A zsírsavak HPL membránba történı beépülésének 

hatékonyságát gázkromatográfiás mérésekkel erısítettük meg; minden egyes kezelés 

specifikusan megnövelte a megfelelı zsírsavnak a teljes zsírsavmennyiséghez viszonyított 

relatív mennyiségét a HPL-k plazmamembránjában. 

A zsírsavak KV1.3 csatornák aktivitására kifejtett hatásának tanulmányozására az alábbi 

irodalmi adatok késztettek bennünket: 1. a KV1.3 csatornák aktivitása alapvetıen 

meghatározza a limfocita-aktivációs folyamatokat; 2. a limfocitamembrán lipidösszetételében 

bekövetkezı változások drámaian befolyásolnak bizonyos immunreakciókat; 3. a 

membránban lévı lipidkörnyezet módosítja általában a membránfehérjék, és különösképpen 

az ioncsatornák funkcióját. 

A limfocitákban lejátszódó jelátviteli folyamatok során szabályozó szereppel bíró 

legfontosabb K+ csatornák a Shaker családba tartozó feszültségkapuzott KV1.3 és a közepes 

vezetıképességő KCa3.1 [3, 12]. Ezeknek a K+ csatornáknak az aktivitása meghatározza a T 

sejtek nyugalmi potenciálját: ≈(–60)–(–70) mV-ra állítja be azt. A negatív membránpotenciál 

fenntartása szükséges a Ca2+-nak a sejtekbe történı belépéséhez elegendı elektrokémiai 

hajtóerı biztosításához a hosszan tartó Ca2+ jel alatt. A T sejtek antigén-aktivációjának 

membránpotenciál-függése jól ismert; a KV1.3 gátlószerei depolarizálják a T sejteket, in vivo 

és in vitro egyaránt gátolják a T sejt-proliferációt és a Ca2+ jelátvitelt [91, 92]. A KV1.3 
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csatornák száma a nyugvó T sejtekben mérsékelt, ≈300–400 csatorna/sejt, [14, 267], míg az 

KCa3.1 expressziója elhanyagolható, ≈10–30 csatorna/sejt [266]. Tekintettel arra, hogy a 

KV1.3 csatornák nagyon szők membránpotenciál-tartományban mőködnek egyensúlyban 

(azaz az egyensúlyi aktiváció és inaktiváció feszültségfüggésének metszetében), ezeknek a 

paramétereknek a feszültségfüggésében bekövetkezı bármilyen kis változás nagymértékben 

befolyásolhatja a K+ áram alkalmasságát a T sejtek membránpotenciáljának irányítására 

[190]. Mivel a T sejt-membrán bemeneti ellenállása szélsıségesen nagy, a kísérletek és az 

elméleti megfontolások elırevetítik, hogy néhány KV1.3 csatorna aktivitása elegendı egy T 

sejt membránpotenciáljának a K+ egyensúlyi potenciálja közelébe történı beállításához, és 

ezek az elırejelzések tökéletesen összhangban vannak a KV1.3 nagyon alacsony egyensúlyi 

nyitási valószínőségével [5, 87]. A fentiekbıl következik, hogy a KV1.3 kapuzás 

kinetikájában bekövetkezı változások, különösen azok, amelyek a vezetı (nyitott) állapotban 

eltöltött idıt befolyásolják, nagyon hatékonyan megváltoztathatják a K+ konduktancia 

hozzájárulását a teljes membrán-konduktanciához, és így módosíthatják a T sejtek 

membránpotenciálját. Például az ebben az értekezésben leírt PUFA kezelést követı, az 

inaktivációs kinetikában bekövetkezı kb. kétszeres gyorsulás nagyon hatékonyan lecsökkenti 

a nyitott állapot élettartamát. A megnövekedett inaktivációs sebesség hatását az áram PUFA 

kezelést követı gyorsabb nyitási kinetikája alig kompenzálja, mivel az inaktivációs kinetika 

kb. 2 nagyságrenddel lassabb, mint az aktivációs kinetika, ezért az I(t) görbe alatti terület (pl. 

az átvitt töltés mennyisége) érzékenyebb az inaktivációs kinetikában bekövetkezı 

változásokra, mint az aktivációs kinetikában bekövetkezıkre. Így az aktivációs és az 

inaktivációs kinetikák összesített hatása egy csökkent membrán K+ vezetıképesség, ami 

megmagyarázhatja a PUFA-k immun- és autoimmun folyamatok szuppressziójában kifejtett 

jótékony hatását (lásd alább). Ezt az elképzelést alátámasztja a KV1.3 csatornák T sejt-altípus-

specifikus expressziója is: az effektor memória T sejtek – amelyek a közvetlen szöveti 

károsodásokért felelısek az autoimmun megbetegedések során – proliferációja kizárólag a 

KV1.3 aktivitására érzékenyek, mivel ezek a sejtek magas KV1.3 és alacsony KCa3.1 

expressziójú csatorna-fenotípusba tartoznak [268]. 

Tanulmányunk arrıl tanúskodik, hogy minden vizsgált PUFA (LA, AA és DHA) 

befolyásolja a HPL-k KV1.3 csatornáinak aktivációs és inaktivációs kinetikáját, ugyanakkor 

az egyszeresen telítetlen OA és az telített zsírsavak (PA és SA) hatástalanok. Ez a tapasztalat 

párhuzamba állítja a zsírsavak hatékonyságát a limfocita-aktivációs folyamatok gátlásával. 

Számos tanulmány rámutat arra, hogy az n-3 PUFA-kban gazdag étrend gyulladásellenes és 

immunszuppresszív in vivo és in vitro egyaránt [25, 27, 28, 30, 32], és mind a szerzett, mind a 
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természetes immunitás sejtes alkotóelemeire hatással van. A limfocita-funkció szintén 

hatékony modulátorainak, az eikozanoidoknak a HPL membránban elıforduló mennyiségét és 

fajtáját a táplálékkal elfogyasztott zsír típusa befolyásolhatja [28, 269]. Rotondo és mts. 

(1994) [28] a citokin-stimulált tímuszbeli limfocita-proliferáció C20 és C18 zsírsavak általi 

koncentrációfüggı gátlását fedezték fel. Ezek a szerzık úgy vélik, hogy a zsírsavak gátló 

hatása nem egyéb metabolitokká történı átalakulás eredménye, hanem közvetlen hatás. Van 

der Vusse és mts. [38] arról számoltak be, hogy az AA közvetlenül hathat az ioncsatorna-

aktivitásra és a jelátvitelre, míg metabolitjai, pl. az eikozanoidok, közvetett hatásokat 

válthatnak ki. Devor és Frizzel [214, 220] megerısítette ezt a hipotézist K+ csatornákon: a 

zsírsavak közvetlenül módosítják a csatornanyitási valószínőséget (PO) és az átlagos zárva 

tartási idıt. 

A PUFA-khoz hasonlóan a PUFA-tartalmú triacil-glicerinek is koncentráció- és 

dózisfüggı módon gátolják a Con A által stimulált limfocita-proliferációt patkányban, míg az 

SFA-t vagy az OA-at tartalmazó triacil-glicerinek nem gátolnak [32]. A triacil-glicerineknek 

ezek a limfocita-funkcióra gyakorolt közvetlen hatásai megmagyarázhatják, hogy a 

gyulladásos betegségektıl szenvedı betegek állapotában miért figyeltek meg javulást PUFA-

ban gazdag étrend hatására bizonyos klinikai vizsgálatok során. 

A PUFA-k hatásának molekuláris mechanizmusát illetıen Stulnig és mts. (1998) [25] 

arról számoltak be, hogy Jurkat T sejt-lipidek PUFA-kkal történı dúsítása nagyon korai 

jelátviteli eseményt gátol. Úgy gondolják, hogy a T sejt-aktiváció PUFA indukált gátlása az 

Src kinázcsaládba tartozó Lck-nak a DRM-ek citoplazma felıli rétegébıl történı 

kiszorításának a következménye. A mi munkánk azt mutatja, hogy az Lck kiszorítása mellett 

a KV1.3 aktivitásának szuppressziója egy kiegészítı mechanizmus lehet  az immunreakciók 

gátlásában. 

A feszültségfüggı ioncsatornák a membránpotenciálban bekövetkezı változásra 

válaszolva nyitnak. A nyitás és az azt követı lassú (P/C típusú) inaktivációs lépés a 

csatornafehérje feszültségszenzor doménjében és pórusdoménjében végbemenı konformációs 

változások sorozatát foglalja magában [107]. Minthogy a K+ csatornák a sejtmembránba 

ágyazódnak, funkciójukat befolyásolhatják a lipid–fehérje kölcsönhatások. Ezt alátámasztja a 

humán KV1.2 csatorna napjainkban elvégzett röntgen-krisztallográfiás szerkezetvizsgálata, 

ami a csatorna különbözı lehetségesen lipidek felıli felületeit mutatta meg (a KV1.2 közeli 

rokonságban áll a KV1.3-mal) [270, 271]. A funkcionális csatorna négy alegysége 

mindegyikének a pórushélixe és a szelektivitási filtere mentén található S5 és S6 

transzmembrán hélixek együtt alkotják az egyetlen pórusdomént, míg minden egyes alegység 
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S1–S4 hélixei alkotják a csatorna feszültségszenzor doménjeit (csatornánként négyet). A 

röntgenkrisztallográfiás szerkezet alapján a bizonyítékok következı sora rámutat a fehérje–

lipid kölcsönhatások fontosságára [271]: 1. a kristályosodási folyamat során detergens/lipid 

elegy jelenlétére volt szükség; 2. a feszültségszenzor domén nem illeszkedik szorosan a 

pórusdoménhez; hanem a pórus hidrofób felületeit és a feszültségszenzorokat elválasztó teret 

lipidek tölthetik ki natív membránokban; 3. a feszültség-érzékelésben kulcsszerepet játszó 

oldalláncok (az S4 extracelluláris végétıl számított Arg-1 és -2) az S4 hélix lipidborítású 

felszínén helyezkednek el. Ezek a szerkezeti adatok jól egyeznek a KVAP csatornán lipid 

membránokban mért elektron paramágneses rezonancia adatokkal [272] és a pók toxinoknak a 

KV2.1 csatornák feszültségszenzorával történı kölcsönhatásával [273]. 

A lipidek kölcsönhatása a K+ csatornákkal specifikus lehet, ahogy például a KV2.1 

csatornák esetében. Lu és mts. kimutatták, hogy a szfingomielináz D által katalizált, a 

lipidmolekulák fejcsoport-töltésében bekövetkezı – amely molekulák közvetlenül és 

viszonylag specifikusan hatnak kölcsön a csatornákkal – változás eltolja a KV csatornák G–V 

viszonyát negatív irányba, hatékonyan aktiválva ezzel a csatornákat negatív 

membránpotenciáloknál, amelyeknél egyébként praktikusan zárt állapotban maradnának 

[128]. A csatornáknak ezen a specifikus “lipid aktivációján” kívül a membrán 

lipidösszetételének számos hatását a membrán-mikroviszkozitás (fluiditás) megváltozásának 

[21], a membrángörbület és a laterális nyomásprofil membránban bekövetkezı változásának 

[274] és az ioncsatornák lipid raftokba történı beépülésének vagy onnan való kirekesztésének 

[205] tulajdonítják. 

Például a KV1.3-nak mind az aktivációs, mind az inaktivációs kinetikája lassul, amikor 

a membrán koleszterin-tartalma növekszik a HPL-kben, és ez a hatás párhuzamban áll a 

koleszterindúsítás-indukált membránmikroviszkozitás-növekedéssel [21], továbbá együtt jár 

az egyensúlyi aktiváció feszültségfüggésének pozitív membránpotenciálok irányába történı 

eltolódásával, míg az egyensúlyi inaktiváció változatlan marad. Így a PUFA-k, amelyek 

növelik a membrán fluiditását (csökkentik a mikroviszkozitást), várhatóan csökkentik a K+ 

áram kinetikáját jellemzı idıállandókat. Ez összhangban van a mi tapasztalatainkkal. 

Azt az elképzelést, miszerint a PUFA-knak a KV1.3 csatornákra kifejtett hatása inkább a 

csatorna fizikai-kémiai környezetének változásaival van összefüggésben, semmint a csatornák 

kapuzási szerkezetével történı specifikus kölcsönhatásukkal, a következı okok miatt 

megerısítjük. 1. Minıségileg hasonló változásokat fedeztek fel a KV1.3 aktivációs és 

inaktivációs kinetikájában a különbözı lánchosszúságú, telítettségi fokú és kettıskötés-

helyzető PUFA-kkal. 2. A PUFA-k közös jellemzıje, hogy acil-láncuk a telítetlenség 
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mértékének növekedésével egyre hajlítottabb, és ezért változtatják meg a membrán 

mechanikai tulajdonságait, pl. fluiditás-növekedést (mikroviszkozitás-csökkenést) okozva 

[275]. 

Eredményeink szintén arról tanúskodnak, hogy összefüggés van a K+ csatorna 

kinetikájára kifejtett hatás és az adott zsírsav telítetlenségének mértéke és/vagy lánchossza 

között: az SFA-k (16:0, 18:0) és a MUFA (18:1) esetében nem mutatkozott szignifikáns hatás 

a csatornakinetikában, míg a PUFA-knál (18:2, 20:4, 22:6) igen. Az OA (18:1) n-9 MUFA, a 

LA (18:2) és az AA (20:4) n-6, a DHA (22:6) n-3 PUFA, így az utolsó kettıs kötés helye 

(vagyis a telített szakasz hossza a szénlánc végén) az acil-láncban fontosnak tőnik a hatás 

kifejtéséhez. Anel és mts. [213] kimutatták, hogy a cisz-telítetlen zsírsavak megváltoztatják a 

lipid-acilláncok sorrendjét és gátolják a citotoxikus T limfociták (CTL-ek) sejtfunkcióját, de a 

transz-telítetlenek és a telítettek nem. Mi a kísérleteinkben csak all-cisz-telítetlen zsírsavakat 

használtunk, és mindegyiket hatékonynak találtuk a KV1.3 csatornák kinetikájának 

módosítására, kivéve a egyszeresen telítetlen OA-at. 

A kettısrétegeket alkotó lipidek, mint a foszfatidil-kolin (PC), henger alakúak. A 

kettısréteget nem képezı, a kettısrétegeket alkotó lipidekénél kisebb poláris fejcsoporttal 

rendelkezı lipidek, mint pl. a foszfatidil-etanolamin (PE), és a nagyobb poláris fejcsoporttal 

rendelkezık kúp alakúak, és felszíni görbülettel rendelkezı hexagonális vagy köbös fázist 

képeznek. [209, 276] A kisebb poláris fejcsoporttal rendelkezı, kettısréteget nem képezı 

lipidek nagyobb laterális nyomást fejtenek ki a membrán közepén és kisebbet a fejcsoport 

irányában, ellentétben a kettısrétegeket képezı lipidekkel, amelyekben a laterális nyomás a 

hidrofób fázisban sokkal kisebb. Ez a nyomásprofil kettısréteget nem képezı lipidekben 

funkcionális állapotban képes stabilizálni egy belsı fehérjét – pl. lehetıvé téve a 

transzportfehérjéknek a nyitást és a zárást –, és a fehérjéknek egy kevésbé mőködıképes 

állapotba történı kerülését okozhatja kettısréteget képezı lipidekben. Az SFA-k egyenesek, 

és hengeres foszfolipideket képesek létrehozni, a PUFA-k a telítetlenség mértékének 

növekedésével egyre hajlítottabbak, és kúp alakú foszfolipideket képesek kialakítani. 

Valószínősíthetı, hogy a sejtmembránba beépült SFA-k hengeres molekulákat alakítanak ki, 

ezzel nem okoznak drámai változásokat a foszfolipid struktúrában, és nem befolyásolják a 

KV1.3 csatornák mőködését. A PUFA-k kúp alakú molekulákat alkotnak, így nem-

kettısrétegő régiókat hoznak létre a membránban, és elısegítik a csatornanyitást és -zárást. 

Ha a zsírsavak önállóan (nem foszfolipidekbe épülve) lépnek be a lipid kettısrétegbe, akkor 

nagyon kicsi fejcsoportjuk (COO-) és egy karbonilláncuk van. Az SFA-k egyenes lánccal 

rendelkeznek, ebbıl következıen hengeres alakjuk van, míg a PUFA-k nagyobb, hajlított 
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lánccal rendelkeznek, kúp alakot képeznek, ezért úgy viselkednek, mint a kis fejjel 

rendelkezı, kettısréteget nem képezı lipidek. Tehát a zsírsavak ugyanazt a hatást fejtik ki, 

bármelyik formában épülnek be a sejtmembránba. 

Egy lehetséges alternatíva, hogy a limfociták PUFA-kkal történı kezelése a KV1.3 

csatornák protein-kinázok és -foszfatázok általi posztszintetikus módosításával járhat, és 

ennek a módosulásnak a színtere a T sejtek lipid raftja lehet. Korábban már leírták, hogy a 

KV1.3 csatornák lipid raftokban helyezkednek el a T sejt-membránban [207], és hogy az n-3 

PUFA EPA szelektíven beépül a T sejt-raftokba és megváltoztatja az összetételüket [277]. Ez 

utóbbi tükrözıdik az acilált jelátviteli fehérjéknek a lipid raftok citoplazma felıli rétegébıl 

történı kiszorításában, mint pl. az Src családbeli Lck kináz esetében. Minthogy a KV1.3 

aktivitását és kapuzását nagymértékben szabályozza a tirozinon [278, 279] és a szerin/treonin 

oldalláncokon történı foszforiláció, a limfociták jelátviteli komplexének PUFA-kkal történı 

történı felbomlasztása szintén egy elképzelhetı lehetıség az eredményeink magyarázatára. 

Beszámoltunk arról, hogy az egyensúlyi aktiváció és inaktiváció feszültségfüggése 

érzéketlen a PUFA-k, a MUFA vagy az SFA-k membránban történı akkumulációjára. Ez azt 

jelenti, hogy a csatornák egyensúlyi megoszlása a zárt és a nyitott, illetve a nem-inaktivált és 

az inaktivált állapotok között adott membránpotenciálon ugyanaz, tekintet nélkül a 

zsírsavkezelésre (pl. a ∆∆G a megfelelı állapotok között változatlan). Ezzel szemben a nyitott 

és az inaktivált állapotokba vezetı kinetikákat gyorsítják a PUFA-k, ami a zárt és a nyitott, 

illetve a nyitott és az inaktivált állapotokat elválasztó energiakorlát (∆G) nagyságának a 

csökkenésében nyilvánul meg [168]. Így a csatornakapuzás energetikáját a PUFA-k 

specifikusan befolyásolják, amit az átmenetek sebességei tükröznek, de az állapotok közti 

egyensúlyi megoszlás nem. Ez összeegyeztethetı a membrán mikroviszkozitásának a 

csökkenésével PUFA-kezelés során [275]. 

Összegezve: bemutattuk, hogy a membrán különbözı PUFA-kkal történı dúsítása képes 

módosítani a KV1.3 csatornák kinetikáját a HPL-kban. Ily módon a PUFA-kban gazdag étrend 

fontos szereppel bírhat a membrán megfelelı lipidösszetételének a fenntartásában ahhoz, 

hogy ezek a csatornák megfelelıen mőködjenek, és talán a KV1.3 kinetika PUFA indukált 

módosítása fontos következményekkel bírhat, tekintettel a T sejtek aktivációjának gátlására 

patofiziológiai körülmények között. Ez közremőködhet a PUFA-kkal történı 

étrendkiegészítés jótékony hatásában autoimmun reakciókban és/vagy krónikus gyulladások 

során. 

 



 70

6.2. Adenozin-analógok hatása a DDT1 MF-2 simaizom-sejtek K
+
 csatornáinak 

mőködésére 

 

Munkánk során a DDT1 MF-2 sejtek teljessejt-áramában különbözı adenozin-agonisták 

és –antagonisták, továbbá egy KATP csatorna-blokkoló vegyület által okozott változásokat 

tanulmányoztunk. A K+ áramnak a farmakológiai vizsgálata alapján megállapíthatjuk, hogy a 

mért vezetıképességek tulajdonságai a Shaker családba tartozó feszültségfüggı KV1.3-éhoz 

közelítenek. Kísérleteinket EGTA-val pufferelt / Ca2+ mentes pipettatöltı oldat alkalmazása 

mellett végeztük, hogy az esetleges Ca2+ függı áramok hozzájárulását kiküszöböljük [266]. 

Jelen tanulmányban bemutatott eredményeink összhangban vannak korábbi 

tapasztalatainkkal, melyeket Rubovszky Bálint értekezésében már bemutatott [265]. Az 

említett tanulmány arra utal, hogy a K+ áram tulajdonságaiban bekövetkezett változások során 

a receptorok a csatornákra G protein-független módon fejtik ki hatásukat. 

Tudomásunk szerint ez az elsı tanulmány, amelyben sikerült kimutatni a DDT1 MF-2 

sejteken levı K+ áram szelektív P1 adenozinreceptor-agonistákkal és –antagonistákkal történı 

módosítását. Bár Mollemannak és mts-nak (1989) [262] nem sikerült kimutatniuk nagy dózisú 

adenozinnak (1 mM) semmiféle hatását a membránáramra vagy az ATP indukált áramokra 

ezen a sejtvonalon, eredményeik nem mondanak egyenesen ellent a mi tapasztalatainknak. 

Minthogy az adenozin nem specifikus ligandum, kötıdhet P2 receptorokhoz is, ezen kívül 

mind az A1, mind az A2 receptorokhoz történı gyenge kötıdése további különbözı receptor-

aktivációs folyamatokat indíthat be, ami végül azt eredményezheti, hogy a K+ áramra 

gyakorolt hatás nem lesz szignifikáns. Jelen tanulmányban altípus-specifikus agonisták és 

antagonisták hatásait vizsgáltuk, így az egyes hatások elkülönülve jelenhettek meg. 

A K+ csatornáknak a különbözı altípus-specifikus adenozin-analógokra adott válasza 

szövetrıl szövetre változik. Például bár mind az A1, mind az A2 receptorok jelen vannak 

sertés szívkoszorúérbıl származó simaizom-sejteken, az A1 adenozin-receptorhoz történı 

kötıdés K+ áramot aktivál, az A2a-hoz történı kötıdés viszont nem [280]. Artériás 

szívizomsejteken csak A2a receptor-agonista volt képes K+ csatornákat aktiválni, míg az A1 

aktivátorok hatástalannak bizonyultak [281]. Szarvasmarha-mellékvese zona fasciculata-ból 

származó sejteken a kifejezıdött nem-inaktiválódó K+ áramot szelektíven lehetett gátolni 

mind A1, mind A2a, mind A3 adenozinreceptor-agonistákkal, és ezek a gátlások membrán-

depolarizációval társultak [61]. Felfedezéseink szerint a DDT1 MF-2 sejtek egyedülállóak 

abban, hogy az A1 receptor-aktivációra megnövekedett K+ konduktanciával és 

hiperpolarizációval, az A2 receptor-aktivációra pedig csökkent K+ konduktanciával és 
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depolarizációval képesek válaszolni. Ezért ezek a sejtek jól használhatók lehetnek a 

farmakológiában, az A1 és A2a receptor-mediált mechanizmusok ugyanazon a sejtvonalon 

történı vizsgálatában. 

Nemrégiben kimutatták, hogy szoros kapcsolat van a membránpotenciál és az adenilát-

cikláz aktivitása között kisagyi szemcsesejtekben [65]. Beltran és mts. [282] megállapították, 

hogy a membránpotenciál közvetlenül módosítja az adenilátcikláz-aktivitást tengeri sün 

spermájában, aminek szerepe lehet a spermamotilitás beindításában. Izumi és mts. [63] 

kimutatták, hogy a membrán hiperpolarizációja növeli a cAMP szintézisét, és a 

spermamotilitás aktiválásához vezet Ciona intestinalis zsákállatban. Reddy és mts. [56] az 

adenilátcikláz-aktivitás tenyésztett kisagyi idegsejtekben végbemenı, depolarizáció általi 

szinergisztikus stimulációjáról számoltak be. Feltételezték, hogy az enzim katalitikus 

alegységében végbemenı, depolarizáció okozta konformációs változások fokozhatják az 

adenilát-cikláznak a guanilát-nukleotid serkentı fehérje általi stimulációját. Arra is 

rámutattak, hogy ez a jelenség Ca2+ független, és nem tulajdonítható az intracelluláris Ca2+ 

általi szabályozásnak. Ez a felfedezés összhangban van a mi megfigyeléseinkkel és az 

adenilát-cikláznak az irodalomban bemutatott, A2a agonisták receptorhoz történı kötıdése 

általi stimulációjával. Adataink alátámasztják azt a feltételezést, hogy az adenilát-cikláz 

aktivitásának a membránpotenciáltól való függése hiperpolarizált körülmények között olyan, 

mint amirıl Reddy és mts. [56] az élettanitól a depolarizáltig terjedı membránpotenciál-

tartományt illetıen beszámoltak. Így az A1 adenozin-receptorokhoz történı agonista-kötıdés 

által kiváltott adenilátcikláz-inhibíciót az indukált membránpotenciál-növekedés közvetítheti. 

Az adenilát-cikláz feszültségfüggése alapján feltételezzük, hogy az adenilát-cikláz A1 és 

A2 receptor-aktiváció általi stimulációja vagy inhibíciója – vagyis a cAMP-termelés A1 és A2 

receptoraktiváció által történı szabályozása – olyan mechanizmussal valósulhat meg, amely 

ligandumindukált transzmembránpotenciál-változást tartalmaz az elsı elemi lépések között, 

mivel a membránpolaritásban bekövetkezı változások az enzim feszültségfüggı 

konformáció-változásához vezethetnek. Azt is megfigyeltük, hogy egy A1 agonista 

módosíthat egy A2a agonista által kiváltott membránpotenciál-változást [265]. Ez az A2a és A1 

receptorok közötti kölcsönhatás az adenilát-cikláz olyan összetett szabályozásának alapjául 

szolgálhat, amit a nagy számú fiziológiás ligandumok közül bármely A2a és A1 specifikus 

agonista–antagonista párnak a megfelelı adenozin-receptorokhoz történı kötıdése vált ki. A 

kifejezıdött A1 és A2 típusú receptorok aránya szövetspecifikus, és a jelenlévı agonisták és 

antagonisták fajtája és koncentrációja is szövetrıl szövetre változhat. Ez a változatosság a 

lehetséges cAMP jel vezérelte specifikus folyamatok sokféleségével együtt megmagyarázza, 
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hogy az adenozinreceptor-aktiváció következményei miért lehetnek annyira különbözıek a 

különféle szervekben és szövetekben. Az adenilát-cikláz szabályozásáról felvázolt folyamat 

olyan cAMP jeleket eredményez, amelyek hozzájárulhatnak a különféle módosító hatással 

rendelkezı eseményekhez. 

A két adenozin-analóg, a NECA és fluorral jelölt származéka, az F-NECA eltérı hatást 

fejtett ki a DDT1 MF-2 simaizom-sejtek K+ konduktanciájára. Ez a kémiai szerkezetük 

különbözıségének a következménye lehet, ami az A1 és A2 adenozinreceptorokhoz való 

affinitásuk eltérı mivoltához vezethet. Minthogy mind A1, mind A2 receptorok jelenlétét 

kimutatták a DDT1 MF-2 sejteken [68], és a NECA mindkét receptornak agonistája [57], a 

NECA vagy az F-NECA kötıdésével kiváltott funkcionális válasz az A1 és az A2 altípusokon 

keresztül mediált hatások összege. A K+ áram adenozin-analógokkal történı szabályozása 

függ a cAMP képzıdésétıl [138]. Eredményeink azt sugallják, hogy a cAMP függı jelátviteli 

útvonalaknak a receptorhoz történı kötıdés általi stimulációja különbözik a NECA és az F-

NECA esetében. Az, hogy az 5 µM F-NECA által a csúcsáramra kifejtett gátló hatás 

szignifikánsan kisebb az 5 µM NECA esetében tapasztaltnál, az ezeknek az analógoknak az 

affinitásában levı különbségeknek tulajdonítható. Ez magyarázatul szolgálhat a K+ áram 

kinetikájában okozott változásokban levı különbségekre, különösen az aktivációnál, ahol nem 

fedeztünk fel változást az F-NECA-val. Bár az F-NECA által az elektrofiziológiai 

tulajdonságokban okozott változás kevésbé kiemelkedı, mindkét vegyület csökkenti a K+ 

áramot. Ezért az F-NECA elektrofiziológiai szempontból kevésbé hatékony analógként 

használható. Mivel az F-NECA másként viselkedik a vizsgált elektrofiziológiás folyamatban, 

mint a NECA, ezért a PET eredmények értékelésénél körültekintıen kell eljárni. 

Yao és mts. (1996) [74] a nyúlagyban és -májban kifejezıdı [73] feszültségkapuzott K+ 

csatornát (rabKV1.3) Xenopus oocitákba klónozták. Az így kifejezıdött csatornát, eltérıen a 

korábban leírt Shaker csatornáktól, glibenclamid-érzékenynek, aktivációs küszöbét pedig -50 

mV körülinek találták. (A glibenclamid a KATP csatornák jól ismert inhibitora.) A Xenopus 

oocitákban mesterségesen expresszáltatott rabKV1.3 csatorna glibenclamid-érzékenysége 

ugyanolyan nagyságrendőnek bizonyult, mint a nyúl vaszkuláris simaizomban található 

glibenclamid-érzékeny KV natív csatornáé [160]. A rabKV1.3 és a DDT1 MF-2 

simaizomsejteken található K+ csatornákon kívüli egyéb KV csatornák glibenclamid-

szenzitívitására nem találtunk utalást az irodalomban. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

 

Munkánk során sejtmembránbeli feszültség-aktivált kationcsatornák tulajdonságait 

vizsgáltuk. 

 

1. Különbözı zsírsavaknak a KV1.3 csatornák kinetikájára kifejtett hatását tanulmányoztuk 

PHA és IL-2 stimulált HPL-kon. Eredményeink szerint a kifejtett hatás összefüggésben 

van az adott zsírsav telítetlenségének mértékével és/vagy lánchosszával. Minden vizsgált 

PUFA befolyásolta a limfociták KV1.3 csatornáinak aktivációs és inaktivációs kinetikáját – 

gyorsítva a kérdéses idıállandókat –, ellentétben a vizsgált MUFA-val és SFA-kkal. 

Ugyanakkor a kísérleteinkben vizsgált összes zsírsav változatlanul hagyta az egyensúlyi 

paramétereket, vagyis az aktiváció és az inaktiváció feszültségtıl való függését. A 

zsírsavak limfocitamembránba történı beépülésének igazolására végzett gázkromatográfiás 

mérések mutatják az egyes kezelések eredményességét: minden vizsgált zsírsav nagyobb 

mennyiségben jelent meg a limfociták plazmamembránjában, mint amennyi a kezeletlen 

sejtekben található volt. 

Kimutattuk tehát, hogy a PUFA-k képesek módosítani a KV1.3 csatornák kinetikáját HPL-

kon azáltal, hogy megváltoztatják a mikrokörnyezetet a lipid kettıs rétegben. Ily módon a 

PUFA-kban gazdag étrend fontos lehet a megfelelı lipidösszetétel fenntartásához vagy 

lipidkorrekció indukálásához. A T sejt-aktiváció a feszültség-kapuzott és a Ca2+ aktivált K+ 

csatornák és a Ca2+ felszabadulás-aktivált Ca2+ csatornák mőködésén alapul, a T 

limfocitákban a kifejezıdı KV1.3 csatornák irányítják a membránpotenciált és a jelátvitelt. 

Ezért a KV1.3 csatornák mőködésének PUFA indukált megváltozásai elıidézhetik az 

immunrendszer funkciójának megváltozását. Ezek a PUFA indukált hatások hasznosak 

lehetnek az immunrendszer mőködési zavarainak és/vagy akut és krónikus gyulladásoknak 

a kezelésében. 

 

2. Kimutattuk, hogy a K+ áramok mértéke és az adenozinreceptor-stimuláció vagy -inhibíció 

között kapcsolat van a DDT1 MF-2 sejtek esetében. Jelen értekezést elızetes méréseinkkel 

is összevetve – melyekrıl Rubovszky Bálint értekezésében már beszámolt [265] – 

megállapíthatjuk, hogy az alkalmazott adenozin-agonisták és -antagonisták részt vesznek 

az adenozinreceptor-mediált folyamatban, és igazolják az A1 és A2 adenozin-receptorok 
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jelenlétét és aktivitását a vizsgált sejtvonalon. A K+ áram tulajdonságaiban bekövetkezett 

változások során a receptorok a csatornákra G protein-független módon fejtik ki hatásukat. 

Ugyanakkor a vizsgált P1 agonisták és antagonisták a sejteken levı Na+ csatornák 

konduktanciáját nem befolyásolták. 

A DDT1 MF-2 sejtek egyedülállóak abban a tekintetben, hogy képesek válaszolni mind az 

A1 receptor-aktivációra K+ konduktancia-növekedéssel és hiperpolarizációval, mind az A2 

receptor-aktivációra K+ áram-csökkenéssel és depolarizációval. Így lehetıség nyílik ezen 

sejtek farmakológiai felhasználására: az A1 és A2 receptor-mediált mechanizmusok 

ugyanazon sejtvonalon történı tanulmányozására. 
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8. SUMMARY 

 

 

Characteristics of voltage-gated cation channels in the cell membrane were studied in 

this thesis. 

 

1. We examined the effect of certain fatty acids (FAs) on the kinetics of KV1.3 channel gating 

of PHA- and IL-2-stimulated human peripheral lymphocytes (HPLs). Our study indicated 

that the effect carried out by FAs depended on the degree of unsaturation and/or the chain 

length of the FAs. All of the studied polyunsaturated FAs (PUFAs) [linoleic acid (LA), 

arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA)] influenced the activation and 

inactivation kinetics of the KV1.3 channels of HPLs (decreased the time constants 

mentioned above), whereas the monounsaturated FA (MUFA) oleic acid (OA) and the 

saturated FAs (SFAs) [palmitic acid (PA) and stearic acid (SA)] were ineffective. This 

pattern parallels the efficacy of FAs to interfere with lymphocyte activation processes. 

However, these FAs did not affect the voltage-dependence of steady-state activation and 

steady-state inactivation of the channels. The efficacy of the incorporation of FAs into the 

HPL membrane was confirmed by gas chromatographic measurements, each treatment 

specifically increased the relative contribution of the corresponding FA to the total amount 

of FAs in plasma membrane of HPLs. 

We have demonstrated here that enrichment of the membrane with various PUFAs can 

modulate the kinetics of KV1.3 channels in HPLs probably via alteration of 

microenvironment in the lipid bilayer. In this way, a diet rich in PUFAs can be important 

in maintaining the suitable lipid composition of the membrane for proper operation of 

these channels or induction of lipid correction. T-cell activation is based on the operation 

of the voltage-gated K+ channels, the Ca2+ activated K+ channels and the Ca2+ release 

activated Ca2+ channels, and KV1.3 channels expressed in T-lymphocytes control the 

membrane potential and signal transduction. Therefore the PUFA-induced modification of 

KV1.3 kinetics might have important consequences regarding the inhibition of the 

activation of T-cells under pathophysiological conditions. This might contribute to the 

beneficial effects of dietary PUFA supplement in autoimmune reactions and/or during 

chronic inflammation. 
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2. We have revealed a relationship between the order of K+ currents and adenosine receptor 

stimulation or inhibition in DDT1 MF-2 smooth muscle cells. On the basis of both this 

present study and our earlier measurements presented by Bálint Rubovszky in his Ph.D. 

thesis [265], we can conclude that applied adenosine agonists (NECA, F-NECA, CPA, 

CGS 21680) and antagonist (ZM 241385) take part in the adenosine mediated process and 

verify the presence of A1 and A2 adenosine receptors in the studied cell line. During the 

changes in the properties of K+ current, receptors act on the channels in a G protein 

indepentent way. On the other hand, the examined P1 agonists and antagonist did not 

influence the conductance of Na+ channels in this smooth muscle cells. 

DDT1 MF-2 cells have proved to be unique to response to both the A1 receptor activation 

with increase in K+ conductance and hyperpolarization, and the A2 receptor activation with 

decreased K+ current and depolarization. In this way, these cells can be useful targets of 

pharmacological research, because they provide the possibility of tracking A1 and A2 

receptor mediated mechanisms on the same cell line. 
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