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1. BEVEZETES

A humén limfocitdk K* csatorndi fontos szerepet jdtszanak az immunvélaszhoz
sziikséges jelatviteli folyamatokban [1-9], a sejtek membranjadnak hiperpolarizalt allapotban
torténd fenntartdsdban és ezdltal a mitogén stimulédcié elinditisdhoz sziikséges feltételek
biztositasaban [10, 11]. A T sejtek specifikus antigének felismerését kovetden aktivalddnak,
ami olyan biokémiai folyamatok kaszkadjiat foglalja magdban, mely végiill a T sejtek
proliferdciéjdhoz vezet. A T limfocitdk membranjaban tobbféle K* csatorndt azonositottak,
melyek koziil a legjelentdsebbnek a Ca®* aktivalt K* csatorndk (Kc,3.1 vagy IKc,1) és a
fesziiltségfiiggd, depolarizacidra aktivalédé Ky1.3 csatorndk bizonyultak [3, 12]. Ezek a
csatorndk kozvetve szabalyozzdk az intracelluldris Ca®* jeleket, amelyek nélkiilozhetetlenek a
T sejt-proliferdciéhoz. Val6sziniisithetd, hogy a K csatorndk a membrén hiperpolarizicidja
révén teremtik meg a feltételeket a mitogén vélaszhoz sziikséges intracelluldris Ca®* szint
emelkedéséhez [13-15].

A plazmamembrin lipidosszetétele szamottevoen befolydsolja a membranok
tulajdonsagait, példaul a fluiditdst. A membran dinamikai sajitossdgai €s folyadékkristalyos
allapota alapvetden befolydsolhat membranhoz kotott funkcidkat, a membranfehérjék
konformécidjat és flexibilitdsat, a permeabilitdsi viszonyokat, a citoplazma-membrénban
taldlhaté ioncsatorndk kinetikai paramétereit és az enzimaktivitisokat [16]. Ha a
plazmamembran lipidosszetétele €és rendezettsége megvaltozik, jelentdsen moédosulhatnak a
membrdn biofizikai paraméterei, és ez mddosithatja a membranfehérjék funkcidjat [17-19].
Mivel az ioncsatorndk transzmembrdan fehérjék, a lipid—fehérje kolcsonhatdsok
befolydsolhatjadk ezek mikodését is. A csatorndk kapuzdsa fehérjekonformdcid-véltozast
jelent, ezért a csatorndk lipidkornyezetének megvaltozdsa modosithatja példdul azok
aktivacios és inaktivacids kinetikajat [16, 20, 21].

A plazmamembran koleszterin-tartalmdnak a membranfluiditisra, valamint a
membrédnon keresztiili iontranszportra gyakorolt hatdsa régéta ismert [22]. A koleszterin a
membrdan mindkét lipidrétegében megtaldlhatd, elsosorban annak dinamikai paramétereit
moédositja. Az élettani értéktdl eltérd koncentracidban gatolja a receptorfehérjék megfeleld
mikodését; a membrdan koleszterin-tartalmanak novelése csokkenti, mig a Kkoleszterin
kivondsa a membranbdl noveli az ioncsatornak aktivitasat [21, 23, 24]. Ez azzal

magyardzhatd, hogy a membran koleszterin-koncentracidjdnak novekedésével a membran



viszkozitdsa noOvekszik, s ez egyrészt mechanikai uton, mdsrészt a lipid—fehérje
kolcsonhatdsok modositdsaval hat a csatornafehérje intramolekuldris mozgésaira.

Az utébbi idében figyelemre mélté érdeklodésre tettek szert a hosszi szénldncu
tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA-k), amelyeket mint természetes &4genseket az
artalmas gyulladdsos vélaszok és az autoimmunitds ellen haszndljdk. A legnagyobb
érdeklodésre az n-3 PUFA-k tartanak szdmot. Szdmos tanulmény szamol be az n-3 PUFA-k in
vivo €s in vitro gyulladascsokkentd €s immunszuppressziv hatdsardl [25-32]. Ezek a zsirsavak
a szerzett és a természetes immunitds celluldris alkotéelemeit egyarant befolydsoljak.
Feltételezések szerint a zsirsavaknak a sejtproliferdcidra kifejtett gatld hatdsa nem mds
metabolitokka torténd atalakulds eredménye, hanem kozvetlen hatas.

Az immunrendszer miikodését befolydsold egyik kozvetlen hatds az, hogy a PUFA-
tartalmu triacil-glicerinek dézisfiiggd médon elnyomjdk a concanavalin A (Con A)-stimulalt
limfocita-proliferaciot patkdnyban, mig a telitett zsirsavakat (SFA-kat) vagy olajsavat (OA)
tartalmazé triacil-glicerinek nem gatoljak az emlitett sejtvdlaszt [33]. A triacil-glicerinek
limfocita-funkcidra kifejtett kozvetlen hatdsai megmagyardzhatjdk, hogy miért tapasztaltak
javuldst gyulladdsos betegségekben szenvedd betegek dllapotdban PUFA-ban gazdag étrend
kovetkeztében bizonyos klinikai vizsgélatok soran.

A membranban taldlhat6 zsirsavak modositasa befolyasolja szamos membrinbeli enzim
és ioncsatorna funkcidjat, beleértve a K* csatorndkat [pl. ATP szenzitiv K™ (Katp) csatorna,
TREK-1 (2 pérusd K* csatorna), TRAAK (arachidonsav-stimuldlt K* csatorna), Ca** aktivalt
K" (BKc.) csatorna, ATP aktivalt K; hdttércsatorna és foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
(PIP,) aktivalt Katp csatorna] is [21, 34-38, 214]. A csatorndk funkcidjénak zsirsavakkal vagy
mads toltott lipidekkel torténd modositdsa valdsziniileg azoknak kozvetleniil magaval a
csatornafehérjével vagy néhany mds csatorna-asszocidlt komponenssel kialakitott
kolcsonhatdsa révén valosul meg.

A tapléalékkal felvett zsirsavak bekeriilnek a vérkeringésbe, ahol a keringé limfocitak fel
tudjak venni 6ket. Ha beépiilnek a limfocitamembranba, megvéltoztathatjdk a membrin kettds
réteg szerkezetét és fluiditdsat, és — kovetkezésképpen — a membranfehérjék, igy az
ioncsatorndk funkcidjat. A periférids limfocitdk ioncsatorndi funkcidjanak megvaltozasa
magdval vonhatja a sejtes immunvdalasz megvéltozdsat. Mivel a tdpldlékkal elfogyasztott
zsirsavak beépiilhetnek a sejtmembranba, az étrendnek fontos szerepe lehet a megfeleld

membran-lipidosszetétel kialakitasaban.

A sejtek kozotti kommunikaciot kiilonbozd extracelluldris szigndlmolekuldk (pl.



neurotranszmitterek, hormonok, novekedési faktorok) kozvetitik. Ezek a molekulak kiilso
kémiai ingerként viselkednek a jeldtviteli folyamatok sordn, és az intracellularis térben
bekovetkezd anyagcsere-valtozdsok indukdldsa révén valamilyen sejtvdlaszt valtanak ki. A
hirvivd molekuldk 4ltaldban receptorokhoz specifikusan kotddnek, ily mdédon azoknak
természetes ligandumai. A receptorok hatdsat sok esetben G fehérjék kozvetitik, amelyek a
sejtmembran belsd rétegében helyezkednek el, és Osszekottetést jelentenek a receptorok é€s
azon enzimek kozott, amelyek a masodlagos hirvivok szintézisét katalizaljak. A masodlagos
hirvivok kozé tartozé ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szintjét meghatdrozé adenilat-
ciklaz enzimet a G (serkentd) fehérje stimuldlja, mig a G; (inhibitor) fehérje gatolja [39, 40].

Az adenozin a sejtfunkciok endogén moduldtora a kozponti idegrendszerben és a
periféridas szovetekben. Szinte valamennyi sejtbél felszabadulhat, megnovekedett
oxigénsziikséglet/oxigénellatds ardny esetén keriill az extracellularis térbe [41]. Szdmos
élettani hatdsa régdta ismert [42-53]. Az adenozin hatdsainak legnagyobb része sejtfelszini
receptorokkal val6 kolcsonhatasnak tulajdonithatd, mely receptorok a purinerg (P) receptorok
csaladjdba tartoznak. Szdmos megfigyelés tortént arra vonatkozéan, hogy kiilonb6zo
gyogyszerek hatdsmechanizmusa sordn purinergreceptor-aktivacié-valtozas kovetkezik be. A
kozponti idegrendszerben taldlhaté nagyszamu purinerg receptor megvaltozott mitkkodésével
szamos idegrendszeri korkép hozhat6 Osszefiiggésbe.

A purinerg receptorok endogén ligandumai az adenozin, az AMP, az ADP és az ATP. A
purinerg receptorokat Burnstock javaslata alapjan adenozinra (adenin-nukleozidra) érzékeny
P, és ATP-re (adenin-nukleotidra) szelektiv P, tipusokra kiilonithetjiik el [54]. Igy a P;
receptorok azonosak az adenozin-receptorokkal. A P; receptorok tovabbi Aj, Aza, Aoy €s Az
alosztalyokra oszthatok [55]. Az e receptor-altipusok hatdsai kozotti kolcsonhatds komplex
szabalyozé mechanizmusra enged kovetkeztetni.

A szoveti adenozin-receptorok  tipizdldsa  specifikus  adenozin-analégokkal
(agonistdkkal) vagy szelektiv adenozinreceptor-antagonistdkkal torténhet. Ezek a természetes
ligandumok szerkezeti analdgjai, el0bbiek a ligandumokhoz hasonlé hatasiak, utébbiak pedig
nem idéznek eld bioldgiai valaszt, de képesek gatolni a ligandumok és az agonistdk hatdsat.
Az adenozin-agonistdk valamennyien adenozin-szdrmazékok, az antagonistdk lehetnek
xantin- (pl. koffein-) vagy nem xantin-szarmazékok.

Az adenozin-receptorok az egész szervezetben megtaldlhatok. A nagy receptor-
specificitdssal rendelkez6 agonistdk €s antagonistdk pozitront emittdlé atommal jelzett formai
jol haszndlhatéak az egyes adenozinreceptor-tipusok szervezeten beliili eloszldsanak

feltérképezésére, a ligandumkotddés kinetikai sajatsdgainak vizsgélatara [58-60].



Bar az adenozin-receptorok legismertebb jeldtviteli utvonala az adenilét-ciklaz
aktivitdsdnak gatlasa vagy aktivacidja, az adenozin sok hatdsa egyiitt jar a sejtmembran
vezetOképességének megvdltozdsdval, kiilondsen a K*  és/vagy Ca®*  csatornik
konduktancidjanak médosuldsdval, s igy — természetesen — membranpotencidl-valtozassal is
[61-65]. Ismert, hogy a membranpotencidl alapvetd szerepet jatszik a jeldtvitelben, ezért
indokolt lehet a membranpotencidl megvaltozdsdnak a sejtek adenozin-receptor-aktiviaciora
torténd valaszéban kifejtett lehetséges szerepének tanulmanyozasa.

Kimutattdk, hogy A; és A, adenozin-receptorok egyszerre vannak jelen bizonyos
simaizom-sejteken. Ilyenek példdul a koszortér-artéria simaizom-sejtjei valamint az dltalunk
vizsgélt, sziriai aranyhorcsdg vas deferensébdl izoldlt DDT; MF-2 simaizom-sejtek,
melyekben meglehetésen érzékeny adenildt-cikliz rendszer is taldlhaté [66-69]. gy az
utobbiak tanulmanyozdsidnak kardiol6giai vonatkozdsai lehetnek. Simaizom-sejteken
tobbfajta ioncsatornat azonositottak: Ca®™* fiiggd K csatornt, fesziiltségfiiggd K* csatornit és
"M’ K" csatornat, valamint gyors befelé irdnyulé Na® csatornat és Cl csatorndkat [70, 71].
Patch-clamp vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a DDT; MF-2 sejtvonalon fesziiltségfiiggo lassu,
kifelé egyenirdnyité K* csatorndk, Ca®* aktivélt K* csatorndk és gyors, befelé egyenirdnyit6
Na" csatorndk vannak jelen [70].

Bizonyos sejtekben Osszefiiggés mutathaté ki a purinerg receptorok aktivacidja és a
sejtmembran K vezetSképessége kozott. Xenopus laevis ovulalt petesejtjeiben példaul a P,
receptor adenozinnal t6rténd ingerlése kifelé irdnyulé K* dramot aktivél [72]. Mivel a cAMP
stabil analégjai K* dramot valtanak ki, igy feltételezhetd, hogy az adenozin-receptorok
stimuldljdk az adenilét-cikldz rendszert, és a K dramot a cAMP-szint valtozdsai médositjak.

A P, receptorok mellett K* csatornak jelenlétét is kimutattdk a DDT; MF-2 sejteken, igy
itt is felteheté a P; medidlt K* csatorna-aktivacié. Ily médon lehetéség nyilhat ezen sejtek
farmakoldgiai felhaszndldsdara: az A; és Aj, receptor-medidlt mechanizmusok ugyanazon
sejtvonalon torténd tanulmanyozdsara.

Xenopus oocitdkban mesterségesen expresszaltatott, nydlagyban és -mdjban kifejez6do
[73] Shaker K* csatorna (rabKy1.3) glibenclamid-érzékenységérél szamoltak be [74]. gy
indokolt lehet a DDT; MF-2 sejteken mérhetd fesziiltségfiiged K' dram glibenclamid-

szenzitivitidsanak tanulmédnyozésa is.



2. CELKITUZESEK

1. Feltételezésiink szerint — melyet irodalmi adatok is aldtdmasztanak — a citoplazma-
membran foszfolipidjeinek molekuldris Osszetétele modositja a transzmembran fehérjék
(ioncsatorndk és transzporterek) miikodését. A periféridas vérben 1évé limfocitdk
ioncsatorndi funkcidinak megvéltozdsa magdval vonhatja a celluldris immunvalasz
megvaltozdsat is.

Az eldbbiek alapjan kisérleteinkben arra a kérdésre kivantunk vdlaszt kapni, hogy a
limfocitdk sejtmembranjdba beépiilt kiillonbozd lanchosszisagu és telitettségli zsirsavak
hogyan és milyen mértékben mddositjdk a limfocitdk Ky1.3 csatorndinak miikodését, s
ezen keresztill a sejtek vélaszkészségét. Megvizsgaltuk a palmitinsav (PA), a sztearinsav
(SA), az OA, a linolsav (LA), az arachidonsav (AA) és a dokozahexaénsav (DHA) Ky1.3

csatorndk kinetikai és egyensulyi paramétereire kifejtett hatasat.

2. A DDT, MF-2 sejtek A; és A, tipusi receptorokat egyardnt expresszdlnak, és
fesziiltségfiiggd K* és Na* csatorndk is taldlhatok a sejtmembranjukban. Mivel a cAMP
stabil analdgjai K 4dramot valthatnak ki bizonyos sejteken, feltételezhetd, hogy az
adenozin-receptorok stimuldljdk az adenilat-cikldz rendszert, és a K* dramot a cAMP-szint
védltozdsai médositjdk. Ennek alapjan feltételezziik egy ilyen P; receptor-medidlt K*
csatorna-aktivacio jelenlétét a DDT; MF-2 sejtekben. Feltételezésiink beigazolddasa esetén
ezek a sejtek idedlis modellrendszert alkothatndnak a fesziiltségfiiggd ioncsatorndk P,
receptorok altali szabdlyozasanak egyazon sejtvonalon torténd tanulméanyozasara.

Ezért meg kivantuk vizsgdlni, hogy egyes adenozin-agonistdk (5’-N-etil-karboxamido-
adenozin, NECA) ¢és -antagonistdk {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 P; receptorokkal torténd
kolcsonhatdsuk révén hogyan moédositjdk a DDT; MF-2 sejteken mérhet6 fesziiltségfiiggd
aramokat.

Mivel irodalmi adatok utaltak arra, hogy a Katp csatorna-blokkold 1-{4-[2-(5-kl6r-2-
metoxibenzamido)etil]-fenilszulfonil }-3-ciklohexil-karbamid  (glibenclamid, Gilemal)
befolydsolja bizonyos fesziiltségfiiggd csatorndk konduktancidjat, ezért megvizsgaltuk,

hogy a glibenclamid befolydsolja-e az édltalunk tanulményozott fesziiltségfiiggd dramokat.
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Ezen feliill 0ssze kivantuk hasonlitani az 5°-N-(2-fluor-etil)-karboxamido-adenozin (F-
NECA) és a NECA 4ltal a sejtmembran K* konduktancijdra gyakorolt — adenozin A; és
A, receptorok altal kozvetitett — hatdst a DDT; MF-2 sejteken, hogy ezéltal az emlitett
agonista pozitron-emisszios tomografids (PET) diagnosztikdban torténd

alkalmazhat6sagéardl informaciokat nyerjiink.
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3. IRODALMI HATTER

3.1. A K" csatorndk szerepe a jeldtvitelben és-a limfocita-proliferdciéban

A K* csatorndk szinte minden sejtben megtalalhatdk, és szamos sejtszint{i folyamatban
kulcsszerepet jitszanak. [gy példdul részt vesznek a sejtek térfogat-szabdlyozdsaban,
proliferdcigjaban, a  szervezet immunvdalaszanak létrehozdsdban, a nyugalmi
membréanpotencidl és az akcidés potencidl kialakitdsdban [75, 76]. Szerkezetiiket és
miukodésiiket tekintve nagyon kiilonbozdek lehetnek. Limfocitdkban sokféle ioncsatornat
(Na*, K*, Ca®, CI) azonositottak [77-83]. A fesziiltségkapuzott K* (Ky) csatorndk a
kiilonféle hematopoietikus eredetli sejtekben expresszalddnak, pl. a T és B limfocitdkban,
makrofagokban és a természetes Oldsejtekben (NK) [84]. A humdn periférids limfocitdk
(HPL) domindns, depolarizacidra aktivalédé Ky1.3 csatorndi az immunvélaszhoz sziikséges
jelatviteli folyamatokban [1-9] és a sejtek membranpotencidljdnak hiperpolarizalt dllapotban
torténod fenntartdsaban [10, 11] jatszanak jelentds szerepet.

Az immunvilasz feltétele a limfocita-aktivicid, mely magédban foglalja a sejtek
osztddasat és differencidlodasat. A folyamatban kulcsszerepet jatszé huméan limfocitdk
egyrészt citokineket valasztanak ki, amelyek az immunvalaszt kontrolldljak, mésrészt a direkt
sejt—sejt kolcsonhatdson keresztiil kommunikélnak. A limfocita-aktivéci6 elso 1épése a T sejt-
receptor (TCR)-CD3 komplexnek az antigén-prezentdl6 sejt £f6 hisztokompatibilitasi komplex
(MHC) fehérjéihez kotddo antigén altali aktivélasa (2-3 6ra), amit protein-kindzok (PK), pl. a
protein-kindz C (PKC) és a foszfatidil-inozitol masodlagos hirvivo rendszer beinditdsa kovet
[85]. A folyamat eredménye inozitol-triszfoszfat (IP;) felszabaduldsa, szdmos fehérje
foszforil4cidja és az IP5-fliggd Ca®* felszabadulds az endoplazmatikus retikulumbol, valamint
az intracelluldris raktérak kiiiriilését kovetd Ca>" bedramlds az extracelluléris térbél [6, 86],
tovabbd a membran-transzportfolyamatok megvaltozdsa miatt specifikus valtozasok az
intracellularis ion- (Na®, H") [87] és metabolit-koncentrcidk (gliikoz, aminosavak) szintjén
[88]. A limfocitdkban a Ca** koncentracié ndvekedése lassi, tobb ordig tarté folyamat lehet —
szemben az ideg- és az izomsejtek gyors Ca®* tranzienseivel —, melynek eredményeképpen a
sejtek proliferacidjat elindité gének [pl. az interleukin-2 (IL-2) autokrin novekedési faktor
génje] atirdsa kovetkezik be [89] (1. édbra). Ez a Ca® szint-novekedés nagyon fontos a

limfocitdk antigén-felismerési ¢és vdélaszadé miikodésében. A Ca® jel fiigg a
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keresztiilfolyd dram elektrokémiai hajtéerejéhez komoly hozzajarulast ad a sejtek
membranpotencidlja. A T sejtek nyugalmi membranpotencidlja —50 és —60 mV kozott van,
melyet alapvetéen két K* csatorna, az n-tipusd, depolarizdciéra aktivalédé Ky1.3 és a Ca™

koncentracié emelkedésére aktivalodo Kc,3.1 hatdroz meg [13-15]. Az e két ioncsatorna altal

antigén

||ww wl'iww o -4} il

PLCy
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\ Ras-Erk

Cat @ » Calcineurin NF-AT IL-2 genexpresszio

proliferacié

1. abra. A K" csatorndk szerepe a T sejt-aktivacioban €s az azt kvetd proliferdcioban

A HPL-k nyugalmi membranpotencidljit [~(-60) mV] a fesziiltségkapuzott Ky1.3 és a Ca**-ra
aktivdl6do Kc,3.1 csatorndk aktivitdsa hatdrozza meg. Az e két ioncsatorna éltal 1étrehozott kation-
kidramlds hiperpolarizalt 4llapotban tartja a sejtmembrant még a depolariz4l6 hatést jelentd Ca®* influx
mellett is. A negativ membranpotenciél biztositja a Ca’**-nak a sejtekbe torténd belépéséhez sziikséges
elektrokémiai hajtéerdt a hosszan tarté Ca** jel alatt. A TCR—CD3 komplexnek az antigén-prezental
sejt MHC fehérjéihez kotddd antigén altali aktivaldsat kovetden a foszfatidil-inozitol rendszer és
kiinlonb6zd protein-kindzok aktivdlodnak, melynek kovetkeztében IP; szabadul fel, szdmos fehérje
foszforilalédik, és beindul az IP;-fiiggd Ca** felszabadulds az endoplazmatikus retikulumbél, illetve az
intracelluldris raktarak kiiiriilését kovetden Ca®* bedramlds az extracelluldris térbol. A limfocitikban a
Ca® koncentricié ndvekedése tobb ordig tartd folyamat lehet, melynek eredményeképpen a sejtek
proliferacidjat elindité gének [pl. az IL-2 autokrin novekedési faktor génje] 4atirdsa kovetkezik be.
(TCR/CD3: T sejt receptor—CD3 komplex, Lck: Src tipusi foszfotirozin-kinaz, ZAP-70: 70 kD méretii
kindz, PLCy: a foszfolipiz C 7y alegysége, PKC: protein-kindz C, PIP,: foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat, IP;: inozitol-triszfoszfat, DAG: diacil-glicerin, CRAC: Ca** felszabadulds aktivalta Ca**
csatorna, ER: endoplazmatikus retikulum, IP;R: IP; receptor, CaM: kalmodulin, NF-AT: az aktivilt T
sejtek nukledris faktora, IL-2: interleukin-2, RAS: p21 rat sarcoma jelatviteli egyalegységes G fehérje,
Erk: extracelluldris jel dltal szabalyozott kindz, MHC: f6 hisztokompatibilit4si komplex.)
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létrehozott kation-kidramlds hiperpolarizdlt éllapotban tartja a sejtmembriant még a
depolarizdlé hatast jelentd Ca® influx mellett is, biztositva ezzel a Ca** bedramldshoz
sziikséges hajtéer6t, és igy a megfelelé Ca** medidlt jelatvitelt.

A fesziiltségkapuzott K* csatorndk blokkol6i [tetraetil-ammoénium-ion (TEA®),
Charybdotoxin (ChTx), Noxiustoxin (NXTx), Margatoxin (MgTx)] a K" dram gdtldsén tdl a
sejtek mitogén-indukélt proliferaciéjat is hatékonyan gitoljdk [3, 90-94] — ez az egyik
bizonyitéka a K* csatorndk T sejt-aktivdcidban betoltott kulcsszerepének. Mivel a limfocitdk
membranpotencialjat elsésorban a K* diffiziés potencidlja hatdrozza meg, valésziniisithetd,
hogy a K* csatorna-gétloszerek a membran depolarizicidja révén, a csokkent elektrokémiai
hajtéer6 miatt akadalyozzdk meg a mitogén vélaszhoz sziikséges intracelluldris Ca®™
koncentracié emelkedésének létrejottét  [92, 95]. A nyugvé T sejt-membrian K*
konduktancidjdnak novekedése mitogén stimuldcié sordn, valamint a Kc,3.1 csatorndk
expressziOs szintjének novekedése a T sejt-aktivdcié alatt szintén a K* csatornak T sejt-

aktivacioban és az azt kovetd proliferdcidban betdltott szerepét mutatja [12, 79].

3.2. A Kyl.3 csatorndk felépitése és miikodése

A Kyl.3 a fesziiltségfiiged K' csatorndk Shaker csalddjaba tartozik [96]. A
miikodoképes csatorndt négy azonos alegység alkotja (homotetramer) [97], melyek
mindegyike hat o-helikdlis transzmembran szegmensbdl (TM) épiil fel (S1-S6), az egyes
szegmenseket intra- és extracelluldris hurkok kapcsoljdk ossze (2. dbra). Ujkeletii
tanulmanyok a Ky csatorndk kiils6, lipid-oldali periféridjara helyezik az S1, S2 és S3
szegmenseket [98, 99]. Ugy gondoljék, hogy mind az S4-et, mind az S6-ot koriilveszi a
csatorna maradék része, s az S4 és az S6 valahol a kdzponti porus €s a csatorna lipidek feldli
sz€le kozott helyezkedik el [99]. A fesziiltségkapuzott csatorndk fesziiltségszenzor doménjeit
(minden alegységben egyet, vagyis csatornanként négyet) az S1-S4 szegmensek alkotjak,
ezek felelosek a Ky csatorndk fesziiltségfiiggd aktivacigjaért [100]. Az S3b és S4 hélixek
evezoOlapat-szerli motivumokat alkotnak a pérus koriil, ezek a részek vezérelhetik a csatorna
nyitdsat a membran depolarizdcidja sordn [101]. A Tarantula-toxinok, amelyek beépiilnek a
membranokba, képesek kolcsonhatni ezekkel az ,.evezdélapat” motivumokkal a lipid—fehérje
hatarfeliileten és megzavarni a fesziiltségfiiggd aktiviaciot. Az S5 és S6 szegmensek és a
hozzajuk kapcsol6dé extracelluldris hurok (P) (a négy alegység ezen szakaszai egyiitt)
alkotjak a bels6é porusképzé komplexet, amelyen keresztiil a K* ionok atjutnak a membranon

[102-106], valamint az aktivacids kaput a csatorna citoszolikus oldaldn, ami megakadalyozza
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2. abra. A Ky csatorndk sematikus szerkezete

A) A homotetramer molekula az extracelluldris oldal fel6l. Az S5 és S6 szegmensek
taldlhatok a csatorna pérusaban, a tobbi szegmens a csatorna kiilso részén helyezkedik el,
evezOlapat-szerien koriilvéve a pdérusdomént. A belsd hélixek csokorszertien
megcsavarodnak (,,bundle crossing”). Az S1-S4 hélixek altal alkotott fesziiltségérzékeld
domének érzékelik a membranban bekdvetkezd potencidl-véltozdst, ennek kovetkeztében
lejatsz6dé  elmozduldsuk pedig a  csatornafehérje  konformécidjdnak  olyan
megvéltozdsdhoz vezet, ami a csatorna nyitdsat eredményezi. Minden alegységet
kiilonb6z6 szinnel jeloltink. B) A csatorna egy alegysége. Minden egyes alegység hat
transzmembran o-hélixbdl és az azokat 0sszekotd intra- és extracellularis hurkokbdl 4ll.
Az S1 szegmens intracelluldris végéhez kapcsolddik az N-tipusu inaktivaciéért is felelOs
N-termindlis vég (a ,lanc” és a ,,labda”), az S6 szegmenshez kapcsolddik a C-termindlis
vég, ugyancsak intracelluldris oldalon.

az ionok dramldsat a csatorna zart dllapotdban [107]. A csatorna ugyanezen régidja felelos
szamos peptid- és kismolekula-gétlészer kotéséért is. A poérusrégié tartalmazza a K*

szelektivitast biztositd, négy aminosavat tartalmazé szekvenciat is [108].
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A belsd (S6) hélixek virdgesokor szdlaihoz hasonldéan egymast keresztezve (,,bundle
crossing”) alakitjak ki a csatorna aktivacids kapujat a csatorna citoszoloikus bejaratandl [109].
Eukariéta Ky csatorndkban itt taldlhaté a Pro-X-Pro triplett szekvencia (ahol X egyéb
aminosav), mely nagyon fontos a kapuzds sordn [110, 111]. Ez a szekvencia hidnyzik a
prokariéta Shaker Ky csatorndkban. Az S6 hélixek az aktivacios kaputdl extracellularis
irdnyba haladva egymastdl tdvolodnak, helyet adva az extracelluldris oldalhoz kozel a
szelektivitasi filternek [108].

Kideriilt, hogy a transzmembran hélixek mellett a csatorndk citoszolikus N-terminusa is
struktdralt, az N terminus egy tetrameriz4cids (T1) domént képez [112-115]. A négy alegység
0sszesen négy T1 doménje egyiittesen tetramert képez az intracelluldris membranfelszinen. Ez
a domén kozvetleniil a porus citoplazma fel6li bejaratandl taldlhatd, azaz a transzmembran
poérusnak a T1 domén oldalsé portdljain keresztiil kell kommunikélnia a citoplazméval ahhoz,
hogy a K" 4t tudjon jutni a péruson [116-118], ill. hogy a pérusba be tudjon kotédni a gyors,
N-tipusu inaktivaciéért felels ,,inaktivaciés labda” [119, 120]. Az eukaridta Ky csatorndk
legtobbjében a T1 doménhez [ alegység kapcsolddik [121, 122], mely alegység NADPH
(nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat)-fiiggd aldo-keto reduktdz enzimekkel kapcsolatban
allo, tetramert képez6 fehérje [123].

Bar a fesziiltségszenzor és a pérusdomén izoléltan jol jellemzett, a csatolds a két domén
kozott nem vildgos. Ugy tiinik, hogy a fesziiltségszenzorok alapvetden fiiggetlen domének a
membrdnon beliil: izoldlt doménként expresszdlhatok [124] vagy datvihetdk nem-
fesziiltségvezérelt ioncsatorndkba, mely csatorndk igy fesziiltség-érzékennyé tehetok [111,
125]. Rontgen-szerkezeti vizsgalatok alatdmasztottdk, hogy a fesziiltség-érzékeld domének és
a porusdomén kozotti hatarfeliilet nem rendelkezik kiterjedt fehérje—fehérje kapcsolattal,
hanem a fesziiltségszenzor domének bdlyaszerlien lebegnek a membranban [126]. A
fesziiltség-érzékeld6 domének és a porusdomén kozotti kolcsonhatds rendkiviil fontos az
Osszehangolt miikodéshez, amely a csatornanyitidst eredményezi. A fesziiltségszenzorok
mechanikailag hathatnak a pérusra az S4-et és S5-6t 0sszekotd hélixeken keresztiil, melyek
olyan helyzetiiek, hogy 0sszehizzdk vagy kitagitjdk az S6 belsd hélixeket a pérusban [127].

Prokariéta KyAP csatorndk szerkezetvizsgdlata sordn bebizonyosodott, hogy a
lipidmembran sértetlensége sziikséges a fesziiltségszenzor pérushoz viszonyitott megfeleld
orienticidjanak kialakuldsdhoz [124]. A lipidek moddositdsa a kiils6 membrinrétegben erds
hatast gyakorol a fesziiltségszenzor-aktivaciora [128], ami valoszinisiti, hogy a lipidek
viszonylag specifikus médon hatnak kolcson a Ky csatorndk kapuzasban részt vevo régidival.

A  membranosszetételben bekoOvetkezd valtozasok a membranalkotokkal érintkezo
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szegmensekben okozhatnak valtozéds(oka)t, ami természetesen — kdzvetve — az egész csatorna

szerkezetére és mikodésére kihathat.

3.3. Csatornanyitds, inaktivdcio

A fesziiltségkapuzott K' csatorndknak a membrén depolarizdcidja dltal kivéltott
aktivaciéjat (nyitasat) a csatornafehérje els6 négy szegmensében bekovetkezd konformacios
valtozdsnak tulajdonitjdk, melynek sordn a fesziiltségszenzor domén elmozdul az
extracelluldris tér irdnydba, és a csatorna citoszolikus bejdratdndl 1évd aktivacios kapu
kinyildsat eredményezi [129-132]. A csatornanyitdis a négy alegység kooperativ
mechanizmusa révén jon létre [133]. Ugy gondoljak, hogy a Ky csatorndk kapuzdsi
mechanizmusa a négy fesziiltség-érzékelé6 doménnek a nyugalmi és az aktivalt dllapot kozotti
tobb viszonylag fiiggetlen elmozduldsit foglalja magdban, amit egy Osszehangolt nyitdsi
atmenet kovet, ahol az S6 kapu zartbol (C) nyitott (O) dllapotba mozdul. Ennek megfeleléen
egyetlen nyitott és tobb zart allapotot tartalmazé linedris kinetikai modellt javasolnak a
csatornakapuzasra (néhdny csatorna rendelkezhet két vagy tobb nyitott allapottal is), pl.: Cy
— C3 & C & C & O « L. A kapuzds a csatornafehérjében a zart allapotok kozott
bekovetkezd konformdcids valtozdsok sorozata, azaz ,kapuzé részek” mozgdsanak
egymasutdnja — a zart csatorndban megy végbe, €s az utolsé ,.kapuzé rész” elmozduldsa a
csatorna nyitdsa [134a]. A Shaker K" csatorndkra Zagotta, Hoshi és Aldrich legaldbb nyolc
1épést javasolt a csatorna aktivalasdhoz sziikséges toltés szallitasara [135].

A Ky csatorndk kapuzasa a fesziiltségszenzor két j6l megkiilonboztethetd elmozdulasat
foglalja magaban. Az els6 mozgés eredményezi a kapuzo toltés nagy részének elmozdulasat,
és megfelel a négy fesziiltségszenzor nyugalmi és aktivalt dllapotok kozotti mozgasanak [133,
136, 137, 139-148]. Ez a korai elmozdulds viszonylag fiiggetleniil jelenik meg a négy
alegységben [143, 144, 147, 149-151], és detektdlhatdé véltozast eredményez az S6 kapu
kozelében, de ténylegesen nem nyitja ki a kaput [139, 152]. A fesziiltség-érzékeld és a
pérusdomének kozotti merev, szoros kapcsolat hidnya kovetkeztében a fesziiltségszenzornak
ez az elsé mozgdsa nem okoz kiterjedt szerkezeti valtozast a pérusdoménben [109, 124, 140,
153]. A fesziiltségszenzor masodik elmozduldsa az Osszehangolt nyitdsi dtmenet sordn a
kapuzasi toltés kis részének elmozdulasat foglalja magédban [139, 143-145, 147, 151, 152]. A
Ky1.2 kristdlyszerkezete szoros kolcsonhatdst mutat az S4-et és az S5-6t 6sszekotd szakasz és
az S6 kozott [109, 124]. Feltételezhetd, hogy az S4-S5 0Osszekotd és az S6 kozotti

kolcsonhatds jatssza a fO szerepet abban, hogy az aktiviciés kapu képes kovetni az S4
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mozgdsokat, és hogy az S4 és S5 alegységek kozotti kolcsonhatds specifikusabb szerepet
biztosit a masodik S4 mozgds végsO nyitdsi atmenetben torténd részvételében [140].

A konformécid-véltozds sebességi dllanddja erds fesziiltségfiiggést mutat. A Kyl.3
csatorndk aktivéaciés kiiszobfesziiltsége —50 mV koriil van, ami megegyezik a T sejtek
nyugalmi membranpotencidljaval. Az aktivdcids kiiszob felett a nyitdsi valdszinliség
meredeken emelkedik a membrdan depolarizdcidjaval [154]. Az egyensulyi aktivacid
fesziiltségfiiggése a szigmoid futdsi Boltzmann-fiiggvénnyel jellemezhetd, és +20 — +30 mV
koriil éri el a telitési értéket, amikor is a csatorndk nyitdsi valdszintisége 1.

A gyors aktivaciot kdvetden, depolarizalt membran mellett a Shaker K* csatorndk egy
nem vezetd, inaktivalt dllapotba keriilnek, mert a nyitott dllapot nem stabil konformécié. Az
inaktivacié szintén konformdcié-valtozds, és az inaktival6dé K* csatorndkban a kapuzé toltés
mozgasanak lassuldsa ill. ,,befagyasztdsa” kovetkezik be [155, 156]. Az inaktivalt dllapot egy
stabil, nem-vezetd dllapot. A csatornatipusra jellemz6 idOnek el kell telnie a membran
repolarizicidja utdn ahhoz, hogy a csatorna visszatérjen nyugalmi dllapotba és ismét képes
legyen kinyitni. Az inaktivacié kialakuldsa jellemzd idofiiggést mutat annak megfelelden,
hogy milyen mechanizmussal jatszodik le az inaktivacié. A csatorndk teljesen csak akkor
tudnak bezarédni, ha az inaktivdcié mar lezajlott, és igy a rogzitett kapuzd toltés tujra
mozgékonnyd valik [134b].

Az inaktivacié kétféle mechanizmus révén valdsulhat meg. Az N-tipusinak nevezett
gyors inaktivacié néhdny ms alatt jon létre, és az Un. ,Jlabda-és-lanc” (,,ball-and-chain”)
mechanizmus kovetkeztében alakul ki, amelyben a fehérje intracelluldris N-terminusa
blokkoloként viselkedik tgy, hogy a csatorna citoplazma feldli oldaldn bekotddik, ezaltal
elzarja a pérust [157]. Az inaktivaciés domén (peptid) nem specifikus: az alapvetd kritérium
vele szemben, hogy kb. 10 hidroféb aminosavat tartalmazzon, mely szakaszt nettd pozitiv
toltésti aminosavaknak kell kovetnilik. Az inaktividciés domén hidroféb részei kozvetleniil a
csatorna hidroféb régidival hatnak kolcson, mig a toltott részek kozotti nagy kiterjedésii
elektrosztatikus kolcsonhatdsok hatékonyan eldsegithetik az inaktivaciés doménnak a
kotohelyre torténd belépését [158, 159]. Feltehetdleg az N-termindlis bazikus részei és a T1-
S1 0Osszekotd savas részei kozotti kolcsonhatdsok stabilizdljdk az inaktivaciés domén
kotodését [160]. A tetramer K' csatorna inaktivdciés doménjei egymdstSl viszonylag
fiiggetleniil miikodnek, bar néhdnyan az inaktiviaciés domének kozotti kismértékii negativ
kooperaciérdl szamoltak be [161]. Egyetlen alegység inaktiv allapotba keriilése elegendd a
csatorna inaktivaciéjahoz [162, 163]. Szamos Shaker K* csatorndban, koztiik a Ky1.3-ban is

hidnyzik ez az inaktivacids egység (a ,,labda”).
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Ez a folyamat csak az intracellularisan alkalmazott csatornablokkoldkra érzékeny, mint
pl. a TEA", érzéketlen viszont az extracelluldris K*-ra vagy TEA"-ra. Az intracelluldrisan
alkalmazott TEA™ lassitja az inaktivdciés folyamatot, minthogy verseng a kotShelyért az
inaktivacidés egységgel [164]. Mind az N-tipusi inaktivici6, mind az intracelluldrisan
alkalmazott kvaterner ammoénium-ionokkal torténd gatlds szignifikdnsan lassitja a kapuzasi
toltés visszatérését repolarizicié sordn; ezt toltésbefagyasztasnak nevezziik [165]. A belso
tireg kitoltése a gatld ionnal vagy az inaktivacidés doménnel akaddlyozza az aktivaciés kapu
bezardédasat, és 1igy késlelteti a fesziiltségérzékeld elemek visszatérését nyugalmi
konformécidjukba [166].

Az N-tipusu inaktivdcié membran-foszfolipidek dltali mddositdsardl is beszamoltak. A
plazmamembran anionos foszfolipidekkel (pl. PIP;-vel) torténd dusitdsa gatolhatja az N-
tipust inaktivaciot Kyl.4 csatorndkban vagy Ky alegységgel expresszaltatott Kyl.1
csatorndkban [167]. A PIP; fiziol6gids koncentracid-tartomanyban gatolja ezt a folyamatot. A
gatldss mechanizmusa sokkal inkdbb fiigg az N-termindlis inaktiviaciés domén
semlegesitésétdl/lekotésétol, semmint a kotOhely lezarasatol.

Az N-tipusu inaktivaciotol 1ényeges kiilonb6z0 sebességgel és mechanizmussal
lejatsz6d6 C-tipusinak nevezett lassu inaktivacié néhany 100 ms — tobb s alatt kovetkezik be,
sebessége fiigg a C-terminus aminosav-Osszetételétdl. Ez az inaktivacié egyértelmiien
megkiilonboztethetd az N-tipusti inaktivaciotél, mert nem szlinik meg az N-termindlis
eltdvolitdsdval, tovabbd intracelluldris TEA" sem gdtolja [164]. A C-tipusd inaktivacid
elsddlegesen a szelektivitdsi filter é€s a csatorna extracelluldris bejarata kornyékén oOsszetett
mechanizmussal lejatsz6d6é konformacio-véltozas eredménye. Fontos kiillonbség az N- és a C-
tipusui inaktiviacié kozott a sztdochiometria is. Mig az N-tipusi inaktivicié sordn az
inaktivaciés domének alapvetden egymastdl fiiggetleniil mozognak, és az inaktivacid
kialakuldsdhoz egyetlen alegység inaktivacidos doménjének elmozdulasa elegendd, addig a C-
tipusu inaktivicidhoz a négy csatorna-alegység egyiittes mozgésa sziikséges, mind a négy
alegység hozzdjarul a C-tipusu inaktivacids atmenet aktivacios energidjdhoz [168, 169].

A fesziiltségszenzor is bizonyithatéan szerepet jatszik a C-tipusi inaktivicidban:
lehetséges, hogy a folyamat kivaltéja, és valdszinileg valamilyen konformécids
atrendezddésen is keresztiilmegy a C-tipusu inaktivacioval egyiitt [166, 170, 171] Loots és
Isacoff (1998) [170] a fesziiltségszenzor gyors, az inaktivicié kezdete utidni (de nem a
csatorna nyitott allapotdban bekdvetkezd) molekuldris mozgdsat mutattdk ki. A véltozdsnak
két komponensét fedezték fel: egy gyors komponens a fesziiltségszenzor gyors mozgédsanak

tulajdonithatd, egy lassi komponens pedig megfelel az inaktivacids sebességnek.
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A C-tipusi inaktivicié bedlldsa kétségteleniil a kapuzdsi toltés mozgdsanak
befagyasztdsat okozza [172-174]. A kapuzasi toltés befagyasztisiat nagymértékben lassithatjdk
vagy gétolhatjdk permedlé kationok vagy a csatornablokkolé 4-AP (de kvaterner
ammoéniumionok nem) [174-176]. A permedlé ionok szelektivitasi filteren beliilli nagy
affinitasu megkotése képes stabilizdlni a nyitott porusszerkezetet és valahogy megakadalyozni
a toltésbefagyasztast, ami a C-tipusu inaktivaciot kiséri [174].

A C-tipust inaktivici6 az externdlis kationokra €s a csatornapérus aminosav-
osszetételére érzékeny. Ezt a folyamatot az extracelluldris K koncentracié megemelkedése
gitolja [178, 179]. A C-tipusu inaktivaciét a csatorna extracelluldris oldalan alkalmazott
TEA" lassitja, ugyanakkor érzéketlen az interndlis TEA-ra [164]. Azok a helyek, amelyeken
a TEA" gitol, illetve verseng a C-tipusi inaktivdciéval, elkiilonithetdk. Az inaktivacid
modositdsdhoz a TEA'-nak mélyen a csatorna szajadékdba kell belépnie, a C-tipusi
inaktivaciot pedig alapvetden a porus adott helyére korlatozott konforméacids véltozds idézi
elé [180]. A C-tipusu inaktivicidt befolydsolja a csatorna extracelluldris szdja kozelében és
val6sziniileg a csatorna szelektivitdsi filterében taldlhaté nagy K szelektivitdsi kotShely
betoltottsége [181]. Bizonyos permedbilis ionok, mint a K™ vagy a Rb" elfoglaljdk ezt a
helyet, és stabilizaljdk a nyitott dllapotot, megakadalyozva ezzel a C-tipust inaktivaciot, ezzel
ellenben a Na" ionoknak nincs ilyen hatdsuk [181, 182]. Ezeket a megfigyeléseket az un.
,»foot in the door” mechanizmussal magyardzzak, amikor is a csatorna extracelluléris oldalan
talalhaté ionkotd hely K™-nal vagy TEA*-val torténd kitoltése lassitja vagy megakaddlyozza a
C-tipusu inaktivicidhoz sziikséges konformécié-valtozasokat [183].

A lassi inaktivdcid elsO0 fazisa a szelektivitdsi szlirdben bekovetkezd
konformécidvaltozast jelenti, ezért ezt a fazist P-tipusu inaktivicionak nevezik. Manapsag
inkdbb a C-tipusu inaktivaciotél valé megkiilonboztetésre hasznéljak, figyelembe véve a
kapuzési toltés befagyasztdsdnak Kkiterjedtségét. A Shaker csatorndk lassi inaktivécidja
ugyanis két egymds utdni folyamatot foglal magdban: a csatornapdrus kezdeti bezdrédésat,
ami daramcsokkenést eredményez, €s az azt kovetd sokkal lassabb konformécidvaltozast, ami
stabilizdlja a fesziiltségszenzort €s a porust, €s toltésbefagyasztast eredményez [170]. Loots és
Isacoff (1998) [170] javaslata alapjdn a P-tipus kifejezést a kezdeti pérusbezarddasra (,,pore
collapse”), a C-tipus kifejezést a csatorndnak a kapuzdsi toltésbefagyasztis kezdete utdni
stabilizalt inaktivalt konformdcidjara hasznaljuk. Sok esetben, ahol a poérus-inaktivacié és a
toltésbefagyasztds relativ mértéke nem tisztdzott, az Osszevont P/C-tipusu inaktivacid

megnevezést hasznaljak [166].
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A Ky csatorndkban tobb inaktiviciés mechanizmus is 1étezhet és kolcsonhathat
egymdssal [166]. Az N- és C-tipusu inaktivicidval egyardnt rendelkezd csatorndkban az
inaktivaciébol vald visszatérés idéallandgjat a C-tipusd inaktivacié hatdrozza meg, az N-
tipusu inaktivaciés domén jelenléte nem befolydsolja az inaktivacidébdl torténd visszatérést
[181, 184]. A Shaker csatorndkban az dram csokkenését az N- és a C-tipusi mechanizmusok
kozotti kolcsonhatds okozza, €s az N-tipust inaktivacid elOsegiti €s gyorsitja a C-tipusu
inaktivaciés folyamat beinduldsat [181, 177]. Ugyanakkor allosztérikus kapcsolddas is
felléphet az N-termindlis inaktiviciés domén vagy kvaterner ammoniumionok és a C-
termindlis inaktivacid kozott [175, 183-187]. Az N-terminalis inaktivaciés domén bekotodése
rogziti a fesziiltségszenzorokat aktivalt dllapotukban, és igy eldsegiti a C-tipusu inaktivaciét
[182]. A C-tipusu inaktivacié kialakuldsdnak nem feltétele az N-tipusu inaktivacio. A Ky1.3
csatorndk inaktivaciéjat kizardlag a lassu, P/C-tipusi mechanizmus 188].

Az inaktivaci6 alapjdban véve csokkenti a membranpotencidl-kontrollhoz rendelkezésre
allo, aktivdlhaté K' csatorndk szdmdt. A Kyl.3 csatorndk C-tipusi inaktivédciéja azonban
sokkal lassabb, mint a rokon Ky1.x csatorndk inaktivacidja, igy az aktivalt Ky1.3 csatornik
jelentds K" fluxust képesek létrehozni, mieltt a nem-vezetd inaktiv allapotba keriilnek. A
Kv1.3 csatorndk e tulajdonsdgai, valamint a limfocitdk membranjdnak rendkiviil magas
ellendlldsa (10-20 GQ) biztositjdk azt, hogy a T sejtek membranpotencidljat kevés szdmu
ioncsatorna is képes fenntartani [189].

A Kyl.3 csatorndk egyensilyi inaktivici6ja nem teljes a T sejtek nyugalmi
membréanpotencidljandl [190]. Az egyensulyi aktivaci6 és az egyensulyi inaktivacid
fesziiltségfiiggése egy olyan membranpotencidl-ablakot hatdroz meg, amelyen beliil a Ky1.3
csatorndk aktivak. Ez az ablak a limfocitdk nyugalmi membréanpotencidl-értékének megfeleld
fesziiltségeknél van, igy a Ky1.3 csatorndkon keresztiili K* fluxus hozzdjdrulhat a diffizids
membranpotencial kialakitdsahoz [190, 191].

Ha a tartés depolarizaci6 utdn a sejteket hiperpolarizaljuk, az inaktivalt dllapotban levo
csatorndk visszatérnek zdart allapotba. A hiperpolarizicié fokozdsaval a visszatérés mértéke
novekszik, a visszatérés kinetikdja pedig gyorsul. Az inaktivaciébol torténd visszatérést

jelentdsen befolydsolja az extracelluldris tér kation-Osszetétele is.

3.4. A K" csatorndk gdtlészerei

sz

Az ioncsatorna-géitlészerek a sejtvdlaszok gatldsan til — a csatorndkhoz torténd

specifikus kotddésiik miatt — a csatornaszerkezet—funkcié kapcsolatdnak vizsgalatara is
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alkalmasak. Kémiai szerkezetiik alapjdn megkiilonboztetiink peptid és nem-peptid tipusu
gatloszereket.

Az éllati eredetli, tobbnyire skorpiok mérgébdl szarmazd peptid inhibitorok merev
struktdrdju, kis molekuldju anyagok, melyek az ioncsatorna extracellularis nyildsaba kotddve
porusblokkoloként elzarjdk az 4thaladds utjat a K* ionok el8l. Receptoruk legtobbszor az S5-
S6 hélixek kozotti hurok S5-hoz kozeli régidja, valamint a porus szelektivitasi filterében
elhelyezkedd aminosav-oldallancok. Igen kis, nano- vagy pikomoldris koncentrdciéban
hatékonyak. A ChTx nagy affinitdssal blokkolja a humén limfocitdk fesziiltségfiiggd és Ca**
aktivalt K csatorndit [92, 192], a NxTx és a MgTx specifikusan a fesziiltség-vezérelt K*
csatornakra hat [92, 193].

A nem-peptid gatloszerek szerkezetiiket, kotodési mechanizmusukat,
sztochiometridjukat és kotOhelyeiket tekintve igen sokszinliek. A gatlészercsoport a Kkis-
molekula inhibitor elnevezést kapta. Az egyik leggyakrabban hasznalt nem-peptid inhibitor, a
TEA™ a csatorna nyitott pérusaba kotédve zarja el a K™ ionok utjat; segitségével elkiilonithetd
a K* csatorndk N- és C-tipusu inaktivaciéja [164, 188]. A Shaker csatornak egy extra- és egy
intracellularis kotéhellyel is rendelkeznek a molekula szdmdara, melyek csak a csatorna nyitott
allapotéban hozzaférhetdk. Az extracelluléris kot6helyhez kitédve a TEA™ lassitja a C-tipusi
inaktivaciot, mert a TEA™-t megkotott csatorna pérusa nem képes felvenni az inaktivalt
allapotot jellemzd konformaciét (,,foot-in-the-door” mechanizmus). Az intracelluléris
kotShelyhez torténd kotédés sordn a TEA' az N-tipust inaktivéaciéért felelds ,,Jlabddval”
verseng, ezdltal lassitja az inaktivacios kinetikat [194]. A 4-amino-piridin (4-AP) a nyitott és
inaktivalt csatorndhoz az intracellulédris oldalon kotddik. Extracellularis alkalmazdsa esetén
nem-ionizalt formaban 4thatol a membrdnon, majd ionizalt formaban beliilrél gitolja a K*

aramot [195].

3.5. A membrdnok szerkezete, membrdnfluiditds

A sejtmembranok foszfolipid kettOsrétegek, amelyek kiilonféle fehérjéket,
glikoproteineket, glikolipideket, szfingolipideket, glikoszfingolipideket, koleszterint stb.
tartalmaznak [196]. Ezek a membranalkotok diffaziéra képesek, egymadssal is
kolcsonhathatnak, és meghatdrozott doménszerkezetet mutatnak [197, 198]. A lipidosszetétel
felelds a domének jelenléért a membranban, és a lipidképzddés folyamatdban a fO szerepet a
koleszterin és a szfingolipidek jatsszak [199]. A lipidek elrendezddése a membranokban

aszimmetrikus: az egyes lipidtipusok nagyobb mennyiségben fordulnak eld a kettOsréteg

22



kiills6 vagy belsé rétegében (3. dbra). Ez az aszimmetria statisztikus jellegi [200].
Nemrégiben lipid mikrodoméneket €s raftokat, azaz a membranbeli fehérjék specifikus
fajtdinak nem-véletlenszerli eloszlasi mintdzatait fedezték fel, amelyek kisméreti klasztereket
képeznek molekuléris szinten, és nagyméreti klasztereket (klasztercsoportokat, szigeteket)
alkotnak szubmikronos szinten a plazmamembranban [201-204]. Tébb K csatornardl [205,
206], igy a Ky1.3-rdl is kimutattdk, hogy lipid raftokban lokalizdlédnak a sejtmembranban
[207].
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3. abra. A lipidek aszimmetridja a membranban [Somogyi J, 1989]

A kettOsréteg kiils6 részében taldlhaté a foszfatidil-kolin és a szfingomielin dontd
tobbsége, valamint az Osszes glikolipid, mig a belsd rétegben a foszfatidil-etanolamin
nagy része és a foszfatidil-szerin egésze. A koleszterin mindkét lipidrétegben
megtaldlhato.

A plazmamembran lipidosszetétele szamottevoen befolydsolja a membranok
tulajdonsagait, példdul a fluiditast. A membranok fluiditasa vagy szerkezeti rendje alapvetden
befolydsolja a membranhoz kotott folyamatokat €s -funkcidkat, a membranban kotott fehérjék
mikodését [16]. A membran dinamikai sajitossdgai és folyadékkristalyos dallapota
befolydsolhatja a membranban kotott fehérjék konformdaciojat és flexibilitdsat, a
permeabilitdsi folyamatokat, a citoplazma-membrdnban taldlhaté ioncsatorndk kinetikai
paramétereit és az enzimaktivitisokat [17-19]. Kiilonb6z6 koriilmények kozott a
plazmamembran lipidosszetétele és rendezettsége megvaltozhat. Ez a valtozas szignifikdnsan
modosithatja a membranfluiditdst és a membran egyéb biofizikai paramétereit (gorbiilet,
fesziilés stb.), megvaltoztatva ezzel az alapvetd tulajdonsdgokat a membran mddositott
részeiben, igy azt a kornyezetet is, amelyben a fehérjék eloszlanak. A membrindsszetételben
bekovetkezd vdltozds hatdssal lehet barmely olyan folyamatra, amely fiigg a
membrinfunkci6tol, és kiillonosképpen az ioncsatorndk mitkodését zavarhatja meg [209, 210].

Egy ‘optimdlis fluiditds’ hipotézist javasolnak a membranfehérjék konforméciés atmeneti
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tulajdonsiagainak értelmezésére, mivel megfeleld6 membrinfluiditds sziikséges ahhoz, hogy
lehetdvé tegye pl. az acetilkolin-receptor alacsony €s magas affinitdsu helyeinek egymasba
alakulésat [19].

Mivel az ioncsatorndk transzmembran fehérjék, a lipid—fehérje kolcsonhatdsok
befolydsolhatjadk azok miikodését is. A csatorndk kapuzdsa fehérjekonformdcid-véltozast
jelent, ezért a csatorna lipidkornyezetének megvéltozdsa mddosithatja példdul annak

aktivacios és inaktivacids kinetikajat [16, 20, 21].

3.6. A koleszterin hatdsa a membrdnfluiditdsra és egyes sejtfunkciokra

A membréanok egyik meghataroz6 alkotéeleme, a koleszterin a kettdsréteg kiils6 felében
taldlhatd, és elsdsorban annak dinamikai paramétereit modositja. A biomembranok fluiditdsa
csokken koleszterinnel torténd duasitds sordn.

A sejtmembran koleszterin-tartalma szdmos membréanfehérje miikodését befolyasolja,
beleértve az ioncsatorndkat, a transzportereket és a receptorokat. A koleszterin minden
tanulmanyozott membranbeli ATP-dzra gatld hatdst fejt ki, mig a legtobb mas
membranfehérjére stimuldlé hatdst gyakorol [22]. A T sejtekben lejatsz6do jelétviteli
utvonalak szabdlyozésdara kifejtett dontd szerepét is kimutattdk [211]. T sejtekben a glikozil-
foszfatidil-inozitolhoz (GPI) horgonyzott fehérjék 4ltali jelatvitelt gitolja a sejt koleszterin-
tartalmanak csokkentése, akkor is, ha a sejtfelszini GPI-horgonyzott fehérjék expresszidja
véltozatlan marad, ugyanakkor a CD3-on keresztiili stimuldcié csak minimélis mértékben
valtozik [212].

A koleszterin médositja a humédn T limfocitdk K csatorndinak kapuzdsat [21, 23, 24]. A
sejtmembran dusitdsa a mikroviszkozitdst ndveld koleszterinnel lassitja a K csatorndk
aktivaciés €s inaktivacids kinetikdjat, az egyensulyi inaktivacid fesziiltségfiiggése pedig a
depolarizicié irdnydba tolddik, ugyanakkor az egyensulyi inaktivici6 nem véltozik
szignifikdnsan. A koleszterin kivondsa pedig gyorsitja az inaktiviaciot anélkiil, hogy az
aktivacios kinetikét befolydsolnd [21]. Meg kell azonban jegyezni, hogy a Hajdu és mts. [21 ]
altal elért koleszterin-kivonds nem valtoztatta meg jelentésen a membran mikroviszkozitasat.

A membrain koleszterin-tartalmanak mds ioncsatorndkra kifejtett hatdsa is j6l ismert. Az
N-tipusii Ca®* csatorna-inaktivacié reverzibilisen a negativ potencidlok irdnydba tolodik
szintetikus detergensek hatdsara, amelyek csokkentik a kettOsréteg fesziilését, mig a

koleszterin, ami noveli a kettdsréteg fesziilését, pozitiv potencidlok irdnyaba tolja el a
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csatorna-inaktivaciét. A Ca®* csatorna fesziiltség-aktivaciGjat nem befolyasoljak a fesziilésben
bekdvetkezo valtozasok [209].

A magyardzat valdszinlileg a szerkezetben, a konformécidéban és a térkitoltésben
keresendd. A lipidek egyrészt mechanikai dton, masrészt a lipid—fehérje kolcsonhatdsok
modositasaval hatnak a csatornafehérje intramolekularis mozgdsaira.

Az elObbiek alapjan feltételezhetd, hogy a PUFA-k, amelyek a membran fluiditdsat

novelik (mikroviszkozitasat csokkentik), gyorsitjdk az ioncsatorndk kapuzasi kinetikdjat.

3.7. Zsirsavak hatdsa a sejtfunkciokra

A hosszu szénlanci PUFA-kat gyulladdsos betegségek kezelésére €s az autoimmunitas
lekiizdésére haszndljadk a gyOgydszatban. Tobb tanulmany in vivo és in vitro
gyulladascsokkentd és immunszuppressziv hatdsukrél szdmol be [25-32]. A PUFA-k
dozisfiiggden gatoljdk a jelatvitelt mind CD3-on, mind CD59-en keresztiil stimulalt Jurkat T
sejteken, mig SFA-k és egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFA) nem viltoztatjdk meg a Ca®*
valaszt [25]. A legnagyobb érdeklddésre két n-3 PUFA, a DHA és az eikozapentaénsav (EPA)
tart szdmot. Ezek a hidegvizi halak olajabol szdrmazd zsirsavak gétoljdk a limfocita-
proliferdcidt és a makrofag-aktivaciot azaltal, hogy egyrészt elnyomjdk az AA-bdl szarmazd
eikozanoidok termelddését, amelyek mddositjdk a gyulladast elésegitd €s immunszabalyozo
citokinek termelddését, masrészt a periférids mononukledris sejtek dltal termelt interleukin
(IL)-1, IL-6, tumor nekrézis factor (TNF) és IL-2 ex vivo termelddésének csokkenését
eredményezik [26]. Jenski és munkatarsai (1998) [27] kimutattak, hogy a DHA géatolja a Con
A-indukalt mitogenezist és a kevert limfocita-reakciot, mig egyidejiileg erdsiti az anti-Thy-1
antitestekkel stimuldlt proliferaciot.

Az eikozanoidok szintén hatékony moduldtorai a limfocita-funkciénak. Az IL-1-
stimuldlt proliferdcié koncentraciofiiggd gatlasat fedezték fel kiilonboz6 PUFA-k esetében: a
C20 zsirsav dihomo-y-linolénsav (DGLA), AA és EPA, a C18 zsirsav LA, a-linolénsav és y-
linolénsav [28]. A DGLA, az AA és az EPA az IL-2-stimulélt proliferacidt szintén gyengiti. A
zsirsavak hatékonysdga a kovetkez6: AA > EPA > DGLA > LA. A PA é a MUFA OA
semmiféle hatdst nem fejt ki sem a bazalis, sem az IL-1-stimulélt proliferaciéra. Rotondo és
munkatérsai feltételezése szerint a zsirsavaknak a sejtproliferaciora kifejtett gatlé hatdsa nem
mas metabolitokka torténd 4talakulds eredménye, hanem kozvetlen hatds. Tovdbba az AA, a

DGLA, az EPA, az OA és a LA noveli az IL-1 felszabaduldsat AA > EPA > DGLA > LA >
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OA sorrendben, mig a PA-nak nincs hatédsa [29]. A sejtmembrdnban megjelend eikozanoidok
mennyiségét €s fajtajat a tadplalékkal felvett zsir tipusa befolydsolhatja.

A PUFA-khoz hasonléan a PUFA-kat tartalmazo6 triacil-glicerinek is d6zisfiiggd médon
elnyomjdk a Con A-stimuldlt limfocita-proliferaciot patkanyban, mig az SFA-kat vagy OA-at
tartalmazé triacil-glicerinek nem gatoljak az emlitett sejtvalaszt [32]. E vegyiiletek idofiiggd
modon beépiilnek a limfocita-lipidek kozé: az OA nagy része a celluldris triacil-glicerinek
kozé, mig a LA foként a foszfolipidekbe. Ezek a limfocita-funkciéra kifejtett kozvetlen
hatdsok magyardzatul szolgdlhatnak a gyulladdsos betegségekben szenvedd betegek
allapotdaban PUFA-ban gazdag étrend kovetkeztében bedll javuldsra, melyet egyes klinikai
vizsgélatok soran tapasztaltak.

A zsirsavak hatdsdnak mechanizmusit nem ismerjiik j6l. Korabbi feltételezések szerint
a PUFA-k néhany hatdsat a képzd6do eikozanoidok mennyiségének és tipusanak moddosuldsa
okozza. Ez magaban foglalhatja a membranszerkezetre, az eikozanoid-termelddésre €s a lipid-
peroxidaciora kifejtett hatdsokat. Ugyanakkor ezek a zsirsavak eikozanoid-fiiggetlen uton is
kifejthetik hatdsukat. Példdul az AA megemelkedett szoveti szintjei kozvetlen és kozvetett
uton egyrant befolydsolhatjdk a szivizmot és a sériilt szivizomsejtekkel szomszédos
egészséges szivsejteket [38]. Az AA kozvetleniil hathat az ioncsatorna-aktivitdsra, a
jeléatvitelre €s a szubsztratum-metabolizmusra, igy befolydsolva az ischémids/tjraperfundalt
szivizom mukodési karakterisztikdjat, ugyanakkor a kozvetett hatdsokat az AA metabolitjai,
pl. az eikozanoidok okozhatjdk.

A sejtmembran PUFA-val torténd dusitdsa szelektiven modositja a detergens-rezisztens
membrandomének (DRM) citoplazma feldli rétegét [25]. Ugy vélik, az okozza a T sejt-
aktivaci6 PUFA-indukalt gatlasat, hogy a PUFA-k kiszoritjdk a DRM-ek citoplazma feldli
rétegébdl a jelatvitelben fontos szerepet jatszd, az Src csalddba tartozé Lck protein-kindzt.
Anel és mts. [213] kimutattdk lipid kettOsréteg vezikuldkban és citotoxikus T sejtekben
(CTL), hogy csak a cisz-telitetlen szirsavak valtoztatjdk meg a lipidbeli acilldnc-
rendezettséget, ami gditolja a sejtfunkcidt, a transz-telitetlen zsirsavak viszont nem

befolyasoljdk a lipidek rendezettségét.

3.8. Zsirsavak hatdsa ioncsatorndkra

A plazmamembranban bekovetkezd véltozasok kihathatnak a csatorndk dllapotaira, a
mukodésiik sordn lejatsz6dd konformacié-valtozdsokra, a csatorndk kapuzdsat jellemzo

biofizikai paraméterekre, példdul az aktivacidés €s inaktivacids kinetikdjukra. Kimutattdk,
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hogy a membrdnbeli zsirsavak szdmos ioncsatorna, koztiik a K csatorndk miikodését
szignifikdnsan befolyasoljak [21, 34-37]. Sok zsirsav kozvetleniil hat a csatornamiitkodésre
[36, 38, 214, 215.].

Telitett és telitetlen hosszu lancu acil-CoA-észterek (LC-CoA), a szabad zsirsavak
metabolikusan aktiv formai a Karp csatorndk dézisfiiggd, gyors és hosszan tartd reverzibilis
nyitdsdt indukéljak hasnyalmirigy B-sejteken, mig a malonil-CoA vagy a szabad CoASH
hatdstalanok a Karp csatorndkra [216]. A PUFA LA meggitolja a neurondlis haldlt, ahol a
hattér K csatornak — mint a TREK-1 és a TRAAK, amelyeket az AA és mas PUFA-k, mint a
DHA ¢és a LA aktividlnak — nyitdsa szignifikdns tényezd. Ezek a csatorndk érzéketlenek az
SFA-kra, amelyek nem nyujtanak neuroprotekciot [217]. A telitetlen szabad zsirsavak, mint
az OA, a LA és az AA, reverzibilisen gatoljdk a szivpitvar-sejtekben és a hippokampusz
neuronjaiban taldlhaté nativ Kacp csatorndk és az oocitdkban expresszalt rekombindns Kacp
csatorndk (GIRK1/4 és GIRK1/2) ATP fiiggd kapuzasat €s a Kacn csatorndk kinetikdjaban a
PIP, éltal indukalt véltozdsokat [36]. A telitetlen és a kozepes lanchosszisagu (C10-C14)
telitett zsfrsavak gyorsitjdk a fesziiltségfiiggd K™ dram inaktivaci6jat neuroblasztéma sejteken
[218]. Az OA gétolja a tranziens kifelé egyenirdnyité K™ dramot id6s emberi sziv pitvaraban
[219]. Az AA T84 sejteken aktivilja a Ca®* fiiggetlen K* csatorndkat azéltal, hogy ndveli a
nyitva tartdsi valdszintiséget (Po) és csokkenti a csatorndk dtlagos zarva tartasi idejét [214a],
cisz-telitetlen linoledt hatdsdra a Ca”* fiiggetlen K* csatorna Po-ja szintén novekszik, de nem
valtozik a transz-telitetlen elaidat és a telitett mirisztat hatdsara [214, 220]. Ugyanakkor
hatékonyan gétolja a Ca®* aktivalt K* (Kca) csatornakat mind az AA, mind a cisz-telitetlen
linoledt, a transz-telitetlen elaidat, mind a telitett mirisztat T84 sejteken [214, 220]. Egyes
zsirsavak, mint pl. az AA, a mirisztinsav, a LA, a palmitolsav és a PA, kozvetleniil névelik a
BKc, csatorndk aktivitdsit nyidl koszoriér simaizom-sejteken. A hosszd lancu zsirsavak
hatékonyabbak, mint a rovid ldncuiak, és nincs statisztikai kiilonbség a telitett és a telitetlen
zsirsavaknak a BK¢, aktivitdsra kifejtett hatdsaban [221]. A negativ toltésti fejcsoporttal és az
eléggé hosszu szénldnccal (C>8) rendelkezd zsirsavak novelik a nagy vezetOképességii Ca®™
aktivalt K" (BKc,) csatorna aktivitdsit (vagy a nyitott csatorndk dtlagos szdmat, az NPo-t)
nyul tiiddartéridban. A pozitivan toltott lipidek, mint a szfingozin, amelyeknek eléggé hosszu
alkillancuk van (C>8), az NPo csokkenését eredményezik, semleges és rovidlancu lipidek
nem valtoztatjdk meg az NPo-t. A BK(, csatorndk zsirsavakkal vagy mads toltott lipidekkel
torténd modositdsa valdsziniileg azoknak kozvetleniil magaval a csatornafehérjével vagy
néhdny mdés csatorna-asszocidlt komponenssel kialakitott kolcsonhatdsa révén valdsul meg

[222]. Az n-3 PUFA-k a szivben taldlhat6 fesziiltségfiiggd ioncsatorndk miikodését egyarant
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befolydsoljak: mind a fesziiltségfiiggd Na" dramot, mind az L-tipusu Ca®* dramot, mind a
tranziens kifelé irdnyulé K* dramot (I,), mind pedig a késleltetett egyenirdnyité (Ix) dramot
koncentraciofiiggd moddon gatoljdk, és egyensilyi inaktivacidjuk fesziiltségfiiggését
hiperpolarizaci6 irdnyédba toljak el [215], ezdltal antiarritmids hatést fejtenek ki. Xiao és mits.
[215] feltételezése szerint a zsirsavak nem direkt hatdst gyakorolnak az ioncsatorna-
fehérjékre, hanem a membrdnba nem-specifikusan beépiilve a csatornafehérje kozvetlen
kozelségében fejtenek ki primer hatast. Ezt az elképzelést tdmasztja ald az a megfigyelés,
hogy nem-ionos detergensek hasonléan befolyédsoltdk a vizsgdlt ioncsatorndk mukodését
[223-225], illetve hogy az n-3 PUFA-k tobbfajta ioncsatorndra is hatdst gyakorolnak [226].
Egy maésik lehetdség, hogy a PUFA-k a csatornafehérje specifikus helyére kotddve fejtik ki
hatdsukat. Erre utal, hogy vannak olyan csatorndk, amelyek miikodését a PUFA-k nem
befolyasoljdk, amelyek szerkezete eltérd lehet azoktdl a csatorndkétdl, amelyekre a PUFA-k
hatdst gyakorolnak; ezen feliil pedig beszdmoltak olyan esetrdl is, amikor a PUFA-k
befolydsoltadk a Na® csatorndk miikdodését, mig a nem-ionos detergens Triton-X100 nem
eredményezett szignifikdns valtozast a csatorna miikodésében [227].

Az elézmények ismeretében feltételeztiik, hogy a zsirsavak befolydsoljdk a humén
periférids limfocitdk (HPL) Ky1.3 csatorndinak mikodését, és indokoltnak tartottuk e

csatorndk funkcidja és bizonyos zsirsavak kozotti kapcsolat vizsgélatat.

3.9. A jelatviteli folyamatokrol

A tobbsejtli él6lényekben az egyes sejtek szaporoddsidban, differencidléddsaban és
anyagcseréjében alapvetd szerepet jatszik a sejtek kozotti kommunikacid. Az informdciot
leggyakrabban extracelluldris hirvivd molekuldk (pl. neurotranszmitterek, hormonok,
novekedési faktorok) kozvetitik [228, 229]. A hirvivd molekuldkon alapul6 jelatviteli
folyamatok sordn egy kiils0 kémiai inger valtja ki a sejtvélaszt. A célsejt a hozza eljuté jel-
molekulét specifikus receptor segitségével érzékeli, majd a jel értelmezése utan valaszol, ami
a sejt metabolikus folyamatainak vagy génkifejezésének megvaltozasdban nyilvanul meg. A
receptorokhoz specifikusan kotédo természetes vegyiiletek a ligandumok, azok hasonld
hatdsi szerkezeti analdgjai az agonistdk, biolégiai vdlaszt eld nem idézd analdgjaik az
antagonistdk. Utobbiak a szerkezeti analdgia miatti kompeticié révén képesek gétolni a
ligandumok és az agonistdk hatdsat.

A ligandum kotddése konformécids valtozast idéz el a receptorban, ami kiilonféle

események sorozatét inditja el, s ez végiil vagy a receptor és més fehérjék foszforilacidjdhoz
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€s masodlagos hirvivok felszabaduldsdhoz vagy ioncsatorna-funkcié megvaltozasihoz
vezethet [230, 231]. Ennek megfeleléen a jelatviteli udtvonalakat két nagy csoportba
sorolhatjuk aszerint, hogy receptor-foszforilaciés folyamatok aktivaciéja vagy madsodlagos
hirvivok szintjének véltozdsa a meghatdrozé a kezdeti 1épésekben. A két utvonal nem
fiiggetlen egymastol, kozottiik csatolds 1éphet fel [232, 233]. A jelatvitelben betoltott szerepiik
vizsgélhat6 megfeleld gatloszerek alkalmazasaval.

A receptor-foszforilacié révén megvaldsuld jelatvitel sordn a receptorhoz extracellularis
oldalrdl torténd kotddés az intracelluldris doménhez tartoz6 tirozin-kindz funkciét aktivélva a
receptor €s mads, citoplazmatikus fehérjék foszforilacigjahoz vezet. A médsodlagos hirvivok
kozé tartozik pl. az intracellularis Ca2+, a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP), a ciklikus
guanozin-monofoszfat (cGMP) és a lipid-hidrolizis melléktermékei [IPs, diacil-glicerin
(DAG), AA] [228].

A cAMP-t az adenildt-ciklaz enzim termeli ATP-bdl, és a sejtben tovabbi jelatviteli
1épésekben vesz részt: a cAMP-fiiggd protein-kindzok (PKA) tovabbi aktivatora. Az adenilat-
ciklaz enzimet a G (serkentd) fehérje stimuldlja, mig a Gj (inhibitor) gatolja [39, 40]. Az
elobbit a koleratoxin tartésan aktivdlja, az utdbbit a pertussis toxin inaktivalja, igy mindkét
toxin a cAMP-szint novekedéséhez jarul hozzd. Hasznalatukkal megallapithat6, hogy egy

adott stimulus hatdsdra a G; vagy a Gq éltal medidlt jelatviteli ttvonal aktivalédott-e.

3.10. Az adenozin szerepe a szervezetben

Az adenozin szdmos bioldgiai hatdssal rendelkezik. A szervezet szinte valamennyi
sejtjiében megtaldlhatd, onnan megnodvekedett oxigénsziikséglet/oxigénellatds ardny esetén
szabadul fel az extracelluldris térbe [41], és a sejtfunkciok endogén modulatoraként viselkedik
ugy a kozponti idegrendszerben, mint a periférids szovetekben. Neurotranszmitter
tulajdonsaga mellett tigitja a koszoruereket [42], csokkenti a periférids ellendlldst [43], a
szivben csokkenti a pacemaker-aktivitast [44], antiarritmids hatdsu [45], bradikardizaciét okoz
[46], tovdbba gdtolja a trombocita—aggregdciot €s a preszinaptikus purinerg receptorok
aktivaldsaval kiilonb6z6 neurotranszmitterek felszabaduldsat [47]. Véd az agy és a vdzizomzat
oxigénhidnyos 4llapotban bekovetkezd karosodasa ellen, az agyi erek és a vdazizmok
relaxdcidjat is kivaltja [48-51], tengerimalac pitvari szivizomzatban csokkenti a kontraktilis
erét, az aortdban pedig relaxaciot valt ki [52]. A tiid6 artéridiban ezzel szemben kontrakciét

indukal, ami a 1égzési ritmust befolyésolja [53].
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Az adenozin a hatdsit a sejtmembrdnban taldlhaté receptoraihoz (az adenozin-
receptorokhoz) kapcsolddva fejti ki (4. dbra). A; receptorhoz kapcsolédva Gj fehérjén
keresztiil gatolja, A, receptorhoz kapcsolédva G fehérjén keresztiil stimuldlja az adenilat-
ciklazt. G fehérjék (Gq) kozvetitésével a foszfolipiz C (PLC) enzim mikodését is
befolydsolhatja, melynek megnovekedett aktivitdisa az IP3 termelésén keresztiil az
intracelluldris raktdrakbdl torténd Ca* felszabaduldst eredményezhet. Az adenozin kifejtheti

hatdsat masodlagos hirvivok nélkiil is: az A; receptorok aktivaciéjat kovetéen G fehérje (Gip)

K" csatorna-aktivaciot kozvetithet (Go a PLC-hez kapcsolédé serkentd G fehérje).

adenozin

)
T Adenilat
ciklaz

Caz+ Cat+

4. abra. Az adenozin altal kivaltott jelatviteli folyamatok

Az adenozin az A receptorokhoz kapcsolddva G; fehérjén keresztiil gatolja az adenilét-
cikldz enzimet vagy Gy fehérjén keresztiil K™ csatornét aktivdl. Ha az adenozin A,
receptorhoz kapcsolddik, akkor G fehérje kozremilkodésével serkenti az adenilat-cikldz
miikodését vagy G, fehérje kozvetitésével a PLC enzim aktivitdsat noveli. (G;: serkentd
G fehérje, G;: inhibitor G fehérje, G, enzimmiikodést befolydsolé G fehérje, Gyo: K*
csatorna-aktivaciét kozvetité G; vagy Gy fehérje, Go: a PLC-hez kapcsol6dé serkentd G
fehérje; PLC: foszfolipaz C, PKA: protein-kindz A, ER: endoplazmatikus retikulum.)
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3.11. A purinerg receptorok osztdlyozdsa

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-
tetrafoszfat; e receptorok az adenozin fizioldgiai hatdsait kozvetitik. Osztdlyozdsuk az egyes
receptorokra hatd agonistdk és antagonistdk, a szignaltranszdukcidban részt vevO
mechanizmusok tipusa, illetve a ligandum-receptor kolcsonhatdsnak az adenilat-ciklaz
aktivitdsara kifejtett hatdsa alapjan, Burnstock javaslata szerint torténik [54]. Ennek
megfeleléen adenozinra (adenin-nukleozidra) érzékeny P; é€s ATP-re (adenin-nukleotidra)
szelektiv P, tipusokra kiilonithetjiik el 6ket. Igy a P, receptorok azonosak az adenozin-
receptorokkal.

A P; receptorok természetes liganduma tehdt az adenozin, agonista-preferencidjuk az
adenozin > AMP > ADP > ATP irdanyban csokken. Kozos jellemzdjiik, hogy hatést
gyakorolnak a cAMP-re, viszont nem befolydsoljdk a prosztaglandin képzddését. Valamennyi
adenozin-receptor hét a-helikdlis transzmembran doménnel rendelkezik (5. dbra), és effektor
mechanizmusa G fehérje-kolcsonhatdsokon keresztiil valésul meg. Kiilonb6z6 adenozin-
anal6gokkal szemben mutatott eltérd szelektivitdsuk alapjan, valamint rekombindns adenozin-
receptorok aminosav-szekvencidinak vizsgalatdval tovdbbi Aj, Aj,, Az, €s Az alosztidlyokra
oszthatok [55]. Az e receptor-altipusok hatdsai kozotti kolcsonhatds komplex szabélyozo
mechanizmusra enged kovetkeztetni.

Az A, receptorok dltal medidlt jelatvitel a G; és Gy proteineken keresztiil torténik [234,
235], igy ezek a receptorok gatoljak az adenilét-ciklaz aktivitasat (vagyis a cAMP képzOdését)
[236, 237] (4. dbra), ezen tilmenden pedig fokozzak a membrin K* konduktancidjat [238], a
Ca® és protein-kindz C szignalt [239, 240], ugyanakkor csokkentik a membran Ca®™
konduktancidjat [241]. Az A;-en keresztiil kifejtett hatds blokkolhat6 pertussis toxinnal (PTX).
Az A, és az Ay, receptorok Gy protein-csatoltak, egyik kozos sajatsaguk az adenilat-ciklaz
aktivitdsdnak fokozasa. E két receptor-altipus jelentds szekvencia-homoldgidt és alapvetden
hasonl¢ jelatviteli mechanizmusokat mutat, és kdnnyen megkiilonboztethetok farmakologiai
jellegzetességeik alapjan. Az Aj receptorok szintén adenildtcikldz-gatlé hatasidak, G; protein-
csatoltak [55].

A P, tipusu receptorok természetes ligandumai az ATP, az ADP és a diadenozil-
tetrafoszfat, preferencidjjuk ATP > ADP > AMP > adenozin irdnyban csokken. A
prosztaglandin szintézisét indukéljdk, a cAMP-re gyakorolt hatdsuk nincs. Lehetnek G

fehérjéhez csatolt metabotrép vagy intrinsic ioncsatorna-aktivitdssal rendelkezd ionotrép
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5. abra. A és A,, adenozin-receptorok felépitése [Fredholm és mts., 1994]

Az adenozin-receptorok hét a-hélikélis transzmembran doménnel rendelkeznek, melyeket
extra- (E-I-III) és intracellularis hurkok kotnek Ossze. Az N-termindlis vég az I. domén
extracelluldris oldaldn taldlhatd, a C-termindlis vég a VII. domén intracelluléris oldaldhoz
kapcsolodik. A feltételezett adenozinkotd hely a VI. és a VII. domének hisztidin (H)
oldalldncai, ahov4 az adenozin hidrogénkotéssel kapcsolddik, a purin N°- és a rib6z 2°,3’-
pozicidkban. A glikozilaci6 az E-II-n torténik.

receptorok [242]. Miikodésiik és eloforduldsi helyiik alapjan tovabbi alosztdlyokra oszthatok,
melyeket kezdeben Pyx, Py, Por, Paz, Pau, Pas, Pon, Pop nevekkel illettek [55], manapsag
azonban inkabb két nagy csoportot kiilonboztetnek meg az atviteli mechanizmusuk és a
nukleotid receptorok klénozdsi vizsgdlatai alapjdn, Abbracchio és Burnstock (1994) [243]
javaslata szerint: a ligandum-kapuzott ioncsatorna receptorok P,x csalddjat, melynek hét
tagjat ismeriink, és a G fehérje-kapcsolt P,y receptorok csalddjat, melyen beliil nyolc altipust

azonositottak [242].

3.12. Adenozin-angonistdk és —antagonistik

A kiilonb6zd szoveti adenozin-receptorok tipizédldsara részben specifikus adenozin-
analégokat, részben szelektiv adenozinreceptor-antagonistakat haszndlnak (6. dbra).
Az adenozin-agonistdk valamennyien adenozin-szarmazékok; lehetnek N6—, 2-

szubsztitudltak vagy az adenozin 5-karboxamid-szarmazékai. A szerkezet szoros
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Osszefiiggésben van a szelektivitdssal [244]. Az NC®-szubsztitudlt adenozinok altaldban A,
szelektivek, pl. az N6—ciklopentil—adenozin (CPA) [245]; a 2-helyzetben modositott
adenozinok hatékony és szelektiv A, agonistdknak bizonyultak [246], pl. a 2-[p-(2-karbonil-
etil)-feniletilamino]-5’-N-etil-karboxamido-adenozin (CGS 21680) szelektiv A,, agonista; az
5’-szubsztitudlt analégok nem szelektivek, pl. a NECA egyarant rendelkezik A, Aj,, Agp és
Az agonista tulajdonsaggal [247]. As szelektiv agonistdkat az N°-, 2- és 5’-médositdsok
kombindci6javal lehet eldéllitani [248].

Az adenozin-antagonistdk lehetnek xantin- (pl. koffein-) vagy nem-xantin-szarmazékok.
A xantin-szdrmazékok kozott megkiilonboztethetiink egyszeresen szubsztitudlt vagy

tobbszordsen, 7-metil-, 8-cikloalkil-csoportokkal szubsztitudlt vegyiileteket. Néhany 8- sztiril-

HOCHzg > HOCHzl:JpI/ > HOOC(CHa) CH2)2NH’J:’§> CHﬁHﬂﬂHCO% >

HO OH HC  OH HCO ©OH HO OH
ADO CPA CGS 21680 NECA
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CHs o CHs - CHg\_\
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o T N o T N
CHs CH; Hs
koffein teofillin S-PT
O TH3 o}
G CH
3‘\NJ&N>_//_Q 3‘\
O)\T ™ il :
CHs CH20H20H3
csc CPX

6. abra. Adenozin-agonistdk és —antagonistak
A) Agonistdk. Az adenozin-receptorok liganduma az adenozin (ADO). A CPA A,
szelektiv, a CGS 21680 A,, szelektiv, a NECA nem szelektiv agonista. B) Antagonistak.
A koffein, a teofillin és a 8-PT nem szelektiv, a CSC A,, tipusi, a CPX erdsen
specifikusan A; receptorokra haté antagonista.
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koffeinszdrmazék nagy affinitdsu, specifikus A,, tipust antagonistdnak bizonyult [249], pl. a
8-(3-kldrsztiril)-koffein (CSC). Az 1,3-dipropil-8-ciklopentil-xantin (CPX vagy DPCPX)
erdsen specifikus A; receptor-antagonista [250]. A koffein, a teofillin és a 8-fenil-teofillin (8-
PT) nem szelektivek [251]. A nem-xantin-szarmazékok kisebb szelektivitassal rendelkeznek,
mint a xantin tipusu vegyiiletek. a ZM 241385 nem-xantin tipusu A,, szelektiv antagonista

Az adenozin-receptorok szervezeten beliili eloszlasa PET technikdval, az egyes
agonistdk és antagonistdk pozitront emittdlé atommal jelzett formdinak haszndlataval
bizonyitottan alkalmas radioligandum a E_NECA, ami a NECA radioaktivan jelolt
szarmazéka [59, 60]. A vegyiilet receptorokhoz torténd kotddési tulajdonsigainak, illetve az
altala okozott fiziol6giai funkcidkbeli valtozdsoknak a megismerésére tovabbi vizsgédlatok

sziikségesek.

3.13. Az ioncsatorndk kolcsonhatdsa az adenozinnal és a purinerg receptorokkal. A

DDT; MF-2 sejtek mint farmakologiai tanulmdnyok alanyai

Bar az adenozin-receptorok legismertebb jeldtviteli utvonala az adenilét-ciklaz
aktivitdsdnak fokozdsa vagy gatlasa, az adenozin sok hatdsa egyiitt jar a membréan
vezetOképességének megvdltozdsdval, kiilondsen a K*  és/vagy Ca®*  csatornik
konduktancidjanak moédosulasaval, s igy — természetesen — membranpotencidl-valtozassal is.
Példaul az adenozin szelektiven gitolja a nem-inaktivdlod6 K' 4ramot szarvasmarha
mellékvese zona fasciculata (AZF) sejtekben, mely dram a nyugalmi potencidl beallitdsaért
felelds, igy gatldsa egyiitt jar a membran depolarizacidjdval [61]. Az adenozin noveli a K*
konduktanciat nyil atrioventrikuldris csomé sejtjeiben [62]. Ugyanakkor a membrian K*
csatorndk nyitdsa altal kivaltott hiperpolarizici6ja noveli a cAMP szintet Ciona intestinalis
zsdkéllatban [63]. Az adenilat-cikldz aktivitdsdnak depolarizdlé dgensek és [-adrenerg-
receptor-aktivacio dltali szinergisztikus stimuldcidjat mutattdk ki kisagyi neuronokban is [64].
Kimutattdk, hogy kisagyl szemcsesejtekben a membranpotencidl megvéltozdsa nem
kozvetleniil ~ szabdlyozza az  adenildt-cikldzt, hanem a membran-depolarizicid
eredményeképpen kialakul6 Na* és Ca®* influx emeli a cAMP szintet [65]. Ismert, hogy a
membranpotencidl alapvetd szerepet jitszik a jelatvitelben, ezért indokolt lehet a
membranpotencidl megvaltozdsanak a sejtek adenozinreceptor-aktivaciora torténd valaszaban

kifejtett lehetséges szerepének tanulmanyozasa.
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A K" csatornak fontos szerepet jitszanak az adenozin altal kivaltott relaxdci6
kozvetitésében is simaizomsejteken [252-254]: megnovekedett aktivitdsuk hiperpolarizilja a
simaizomsejteket, és igy a fesziiltségfiiggé Ca’* csatorndkon kevesebb Ca®* tud bedramlani a
sejtekbe, ezaltal csokken a simaizom-kontrakcié. Ebben a folyamatban szerepet jatszanak a
Ca®* aktivélt K* csatorndk és az ATP fiiggd K* csatorndk is: a nagy vezetéképességii Ca**
aktivalt K csatorndk gdtlasa blokkolja az adenozin altal indukalt koszortér-dilataciét [255],
az ATP fiiggd K csatorndk adenozin hatdsdra torténd aktivacidja pedig az artéria
elernyedését eredményezi [256]. Ujabban fesziiltségfiiggd K csatorndkra is leirtdk az érfal-
izomténust befolydsold funkcidt [257]. Ezért 4j vagy ismert adenozin-szdrmazékoknak az
izomsejtek K" dramaira kifejtett hatdsanak vizsgalata egy alkalmas moédszer lehet az adott
szarmazékok funkciondlis vizsgélatara.

A nem-inaktivdlédé K* dram gétldsat szarvasmarha AZF sejtekben P; adenozin-
receptor-altipusok kozvetitik: Aj, Ay, és Aj szelektiv agonistdk gétoljak az emlitett dramot,
antagonistdk hatékonyan blokkoljak az dram agonistak dltali inhibicidjat [61]. Xenopus laevis
follikuldris oocitdiban pedig a P; receptorok kifelé iranyulé K™ dramot aktivalnak [72]. Mivel
a cAMP stabil analégjai K dramot véltanak ki, igy feltételezhetd, hogy az adenozin-
receptorok stimuldljdk az adenildt-cikldz rendszert, és a K™ dramot a cAMP-szint véltozdsai
modositjak.

A sziriai aranyhorcsog ondévezetékének szteroidindukalt leimioszarkéma tumordbol
szarmaz6 DDT; MF-2 simaizom-sejtek [258] P, receptorok mellett [66] nagyszdmu A, és A,
tipusu adenozin-receptort expresszalnak [67, 68, 259]. Igen érzékeny adenilét-cikldz rendszer
taldlhat6 benniik [69], mely kapcsolatban &ll az A; és A, receptorokkal. A sejtvonal .- [69]
és oy -adrenoceptorok [260], H; hisztamin-receptorok [261] és P, purinoceptorok [262] éltal
indukalt iondramok tanulmédnyozdsanak modellje. Patch-clamp vizsgélatokkal igazoltak, hogy
fesziiltségfiiggd lassu, kifelé egyenirdnyité K* csatorndk és gyors, befelé egyeniranyité Na*
csatornak [70], valamint Ca**-tdl és inozitol-1,3,4,5-tetrakiszfoszfattél (IP;) egyarant fliggd
K" csatorndk [71] vannak jelen az emlitett sejtvonalon. A P, receptorokrél kimutattak, hogy
membranaramot indukdlnak a DDT; MF-2 sejteken: az ATP aktivélja a purinoceptorok altal
irdnyitott ioncsatorndkat: gyors befelé folyo Ca®* 4ramot generdl, amit tranziens, Ca®*- és
GTP-fiiggd, kifelé folyé K* dram, majd egy nem specifikus, lassan csokkend, befelé folyod
aram kovet [262], az A; és A, receptorokat pedig gliikokortikoidok kiilonbozéképpen
szabdlyozzdk, €s ez jelentds hatdssal van a cAMP felhalmozddasra [263]. Az el6bbiek alapjan

itt is feltehetd a P; medidlt K* csatorna-aktivcié. Ily médon lehetéség nyilhat ezen sejtek
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farmakoldgiai felhaszndldsara: az A; és Ap, receptor-medidlt mechanizmusok és

fesziiltségfiiggd membrandramok ugyanazon sejtvonalon torténd tanulményozésara.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Reagensek

Valamennyi alkalmazott anyag analitikai vagy spektroszkdpiai tisztasdgd volt. A
zsirsavakat (PA, SA, OA, LA, AA, DHA), a 4-AP-t, a TEA-t, a NECA-t, a Histopaque-1077
szeparalo 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 vegyiileteket a Sigma Chemical-tdl (St. Louis, MO, USA), az IL-2-t a Hoffmann
La Roche Inc-t6l1 (Nutley, NJ, USA), a ZM 241385-6t a Tocristol (Bristol, UK), a
glibenclamidot a Richter Co-t6l (Budapest, Mo.) vasdroltuk. A Gentamycint gyégyszertari
kereskedelmi forgalomban szereztiik be. A F-NECA a DE PET Centruméban késziilt. A K*
csatorna-blokkoldkat az Alomone Labs Ltd-t6] (Jerusalem, Israel) rendeltiik.

A torzsoldatok készitéséhez az adenozinreceptor-ligandumokat DMSO-ban oldottuk fel,
és -20 °C-on, sotétben taroltuk. A kisérletekhez a torzsoldatok higitdsait a mérések napjan
frissen készitettiik. A DMSO végkoncentricidja nem haladta meg a 0,5 %(V/V)-ot.

A Hank’s balanced salt solution-hoz (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 Na,HPOs-ot és 3 mM NaH,PO;-ot tartalmazott, pH=7,4 volt.

4.2. A zsirsavak kotése a FBS-hez

A kiilonféle zsirsavakat absz. etanolban oldottuk, majd telitett, etanolos, karbonatmentes
KOH-oldattal titraltuk fenolftalein indikétor jelenlétében. Az oldészert az oldaton torténd No-
atbuborékoltatdssal, N, atmoszféra alatt lepdroltuk. A visszamaradt anyaghoz azonnal
hozzaadtuk az FBS-t (2 cm’ oldatot 100 pumol zsirsavhoz), €s az oldatot 1 h-ig 37 °C-on

tartottuk. A képzo6dott komplexet felhasznaldsig -20 °C-on taroltuk, és frissen adtuk (5 pl) a

sejttenyésztd tapoldathoz (5 cm?).

4.3. A sejtek kinyerése és tenyésztése

A limfocitdkat egészséges onkéntes donorok human periférids vérébdl strtiséggradiens
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centrifugaldssal, Histopaque-1077 szepardl6 oldat (siirtiség: 1,077 g/em®) felhasznaldsdval
nyertiik. A vér higitdsdra és a mononukledris sejtek mosasdra 25 mM Hepest tartalmazé
HBSS-t (pH=7,4) haszndltunk. A limfocitdkat (2-10° sejt/cm’) kiilonboz§ telitett, valamint
telitetlen — FBS-hez kotott — zsirsavakat tartalmazé (50 uM) és kontroll tdpoldatokban 3 napig
37 °C-on, 5 % CO,-tartalmu, nedvesitett levegdjii inkubétorban, petri csészékben (d=3 cm)
tenyésztettiik. Tapoldatként 15 mM szabad sav Hepest, 10 % (V/V) FBS-t, 2 mM L-
glutamint, valamint 50 mg/dm3 gentamycint tartalmazé6 RPMI-1640-et hasznaltunk. A
proliferaci6 elésegitésére 20 pg/cm® PHA-t és 100 CU/cm?® IL-2-t adtunk a tenyészt$ oldathoz
[1]. A gazkromatografias mérésekhez 4 donor limfocitait hasznaltuk fel. Minden egyes donor
mintdit 7 részre osztottuk, melyekbdl 6-ot a zsirsavakkal kezeltiink, 1-et pedig kontrollként
hasznaltunk. A patch-clamp mérésekhez 23 donor limfocitdit haszndltuk. Minden mintat két
részre osztottunk, az egyiket egy adott zsirsavval kezeltiink, a mdésikat pedig kontrollként
hasznéltuk.

A sziriai  aranyhorcsog vas  deferens  simaizomzatiban  szteroid-indukalt
leiomioszarkéma tumorbdl nyert DDT; MF-2 simaizom-sejtvonalat a European Collection of
Animal Cell Cultures-t6l (Porton Down, Salisbury, UK) szereztiik be. A sejteket 37 °C-on, 5
%-0s COj-koncentricidji, nedvesitett levegdjli inkubdtorban tenyésztettiik 25 cm’-es
flaskdban DMEM tdpoldatban, amely 2 mM L-glutamint €s 10 % (V/V) FBS-t tartalmazott. A
sejteket egy héten kétszer passzdltuk, melynek soran eltdvolitottuk a hasznélt tadpoldatot a
sejtekr6l, majd 5 cm® friss médium hozzdad4sa utdn sejtkaparéval felszedtiik azokat. Az igy
kapott szuszpenzi6 0,3-0,5 cm’-ét vittiik tovabb 8 cm® friss tdpoldatot tartalmazé flaskdba.

A Kkisérletek elétt a sejteket kétszer PBS-ben mostuk (250g, 4 °C, 8 perc), majd a patch-
clamp mérésekhez kb. 1 cm’ kiilsé oldatban (1. Az iondramok mérése) felszuszpendaltuk. A
szuszpenziot felhasznélasig jégen tartottuk. A mérésekhez a sejteket (20—40 pl szuszpenzid)
1,5 cm’ kiilsé oldatot tartalmazé petri csészébe (d=3 cm) tettik. A gdzkromatografids

vizsgélatokhoz szarazon hagytuk a limfocitdkat, és a mintdkbol a sejtmembrant preparaltuk.
4.4. A zsirsavisszetétel vizsgdlata
Az egyes limfocita-tenyészetekbdl a lipideket kloroform—metanol (2:1 V/V) eleggyel
kiextrahdltuk Folch és mts. mddszere [264] szerint. Az Osszes foszfolipidbdl a zsirsav-

metilésztereket 5 % HCl-tartalmi absz. metanolban 80 °C-on, 2,5 h-ig tart6

transzészterifikalassal nyertiik. A zsirsav-metilésztereket FFAP oszlopon (30 m hosszi, 0,25
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mm atmérdjii kapilldris kolonna; Supelco, Bellefonte, PA), Hewlett-Packard 6890 tipusu
gazkromatografban valasztottuk szét. A méréseket kétszer végeztiik el, és a két mérés atlagat
szamitottuk. A csticsokat a Sigma-t6l szdrmazd hitelesitett standardok segitségével
azonositottuk.

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

4.5. Az iondaramok mérése

Az iondramok meghatdrozasit patch-clamp technikdval teljes-sejt konfigurdcidban,
fesziiltség-zar iizemmodban, szobahdmérsékleten végeztiilk, AXON Instruments TL-1-125 és
Digidata 1200 komputer interfészekhez csatlakoztatott Axopatch-200 erdsitd hasznédlataval. A
szlirési frekvencidt a mintavételezési frekvencia felére vagy anndl kisebbre allitottuk Warner
Instruments LPF-8 berendezés segitségével. A soros ellendllis 10 MQ alatti volt,
kompenzacioként 75 % korrekciét és aktivacios protokoll esetében 40 % predikcidt
alkalmaztunk. Az adatgylijtéshez a Clampex 8.2 (Axon Instruments, Foster City, Cal., USA)
programot hasznaltuk.

A kiils6 oldat 145 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 10 mM Hepest, 5,5 mM gliikézt, 2,5
mM CaCl,-ot, 1 mM MgCl,-ot tartalmazott, pH=7,35 (305 mosm/de). A GC 150 F-15
boroszilikat-iiveg kapillarisbol (Clark Electromedical Instruments, Reading, UK) késziilt, 2-5
MQ ellenéllasu pipettdkat 140 mM KF-ot, 11 mM EGTA-t, 10 mM Hepest, 2 mM MgCl,-ot,
1 mM CaCl,-ot tartalmaz6 belsd oldattal toltdttik meg, pH=7,23 (=295 mosm/dm’). Az
adenozin-anal6g ligandumok €s antagonistak torzsoldatait a kiils6 oldatban higitottuk ki, majd
gravitacids perfuzidval juttattuk el a sejtekhez.

A K* dramok mérése:

A depolarizalé impulzusok kozott a fesziiltséget -120 mV-on tartottuk, az aktivacids
kinetika jellemzéséhez a limfocitdkon 15 ms-ig, a DDT; MF-2 sejteken 150 ms-ig, az
inaktivacids kinetika jellemzéséhez a limfocitdkon 1 s-ig, a DDT; MF-2 sejteken 2 s-ig +50
mV-ra depolarizdltuk a sejtmembrant. A depolarizalé impulzusokat 30 (aktivacid), illetve 60
s-onként (inaktivdcié) alkalmaztuk az &dram kumulativ inaktivicidjdnak elkeriilésére. A
mintavételezési frekvencia 20, ill. 10 kHz, a szlrési frekvencia 5, ill. 1 kHz volt. Online
szivargéaram-kivondst alkalmaztunk. Az egyensulyi aktivacié fesziiltségftiiggésének

meghatdrozasdhoz limfocitdkon -120 mV tartéfesziiltségrol depolarizéltunk -70 és +50 mV
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kozotti fesziiltségértékekre 10 mV 1€péskozokkel, 1 s hosszusagu impulzusokkal, 10 kHz
mintavételezési és 1 kHz szlirési frekvencia mellett. DDT; MF-2 sejtek esetében a
tartéfesziiltséget -120 mV-ra éllitottuk, -80 és +60 mV kozott 20 mV-os 1épcsokozokkel 2 s-ig
depolarizdltunk, a mintavételezési frekvencia 20 kHz, a sziirési frekvencia 5 kHz volt.
Utdlagos szivargdaram-kivondst alkalmaztunk. Az egyensulyi inaktivacio
fesziiltségfiiggésének meghatdrozdsahoz (limfocitdkon) 15 ms hosszid impulzusokkal +50
mV-ra depolarizaltunk, ezen impulzusok kozott a tartéfesziiltséget valtoztattuk -100 mV és
-20 mV kozott 10 mV-os 1épéskozokkel, az egyes depolarizalé impulzusok kozott 2,5 percet
vartunk az adott tartéfesziiltségen az egyensulyi inaktivdcié kialakuldsdnak eléréséhez.
Utdlagos szivargdéaram-kivondst alkalmaztunk.

A Na* dramok mérése:

Az dramgorbék felvételéhez -120 mV tartéfesziiltségrol -80 és +90 mV kozott 10 mV-
os 1épcsokozokkel 6 ms-ig depolarizaltunk a DDT; MF-2 sejteken, az egyes depolarizald
impulzusokat 1,5 s-onként alkalmaztuk. 50 kHz mintavételezési és 5 kHz szlirési frekvenciat,

valamint online szivargéaram-kivondast alkalmaztunk.
4.6. Az adatok kiértékelése

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

Azokban az esetekben, amelyekben nem online szivargéaram-kivondast alkalmaztunk, a
mérések sordn nyert dramgorbéket a kiértékelés kezdetén szoftveresen korrigdltuk ohmikus
szivargéasi dramra. A gorbéket digitdlisan szlir6ztiikk harompontos boxcar mddszerrel.

Az aktiviciés idddllandé meghatarozdsdhoz — a Hodgkin—Huxley modellnek
megfelelden, a Levenberg—Marquardt algoritmus alkalmazéasaval— a kovetkezd exponencidlis

fiiggvénnyel illesztettiink az aktivacids protokoll esetében kapott aramgorbékre:

'

I(H=A(—-e ) +C (1)

ahol I(t) az aktudlis dramerdsség, A az aktivdlédé komponens amplitiddja, ¢ az id6, 7, az
aktivaciés idééllando, C konstans: a fesziiltségtdl fiiggetlen &Aramkomponens nagysaga.

Az inaktivacids idddllandé meghatdrozdsahoz a megfeleld dramgorbe leszallo 4gat a

Levenberg—Marquardt algoritmus alkalmazasdval a kovetkez0 exponencidlis fliggvénnyel

illesztettik:
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'

I(t)=Ae & +C (2)
ahol I(t) az aktudlis dramerdsség, A az inaktivdloédé komponens amplitiddja, ¢ az i1d6, 7 az
inaktivacids idoallando, C konstans.

A limfocitdkon taldlhaté Ky1.3 csatorndk egyensulyi aktivacidjanak fesziiltségfiiggését
jellemzd paraméterek meghatdrozasahoz minden egyes membranpotencidlon kiszamitottuk a
membran csics K* konduktancidjat (Gg) a

Gx=Ix/(En-Ex) 3)
képlet alapjan, ahol Ix az adott membranpotencidlon mért dramamplitido, E, az aktudlis
membranpotencidl, Ex a K" ionok megforduldsi potencidlja, amely az 4ltalunk hasznalt
oldatok esetén -85 mV (a Nernst-egyenlettel szamitott érték) volt. Az aktudlis Gk értékeket a
legnagyobb Gk értékére normaltuk, és a normélt vezetOképesség — fesziiltség fliggvényt a
Boltzmann-egyenlettel illesztettiik:

y= ‘EJ )
I+e**’

ahol a=1, x az aktudlis membranpotencidl, s, és xy pedig a fiiggvény karakterisztikus értékei,
rendre a meredekség illetve az egyensulyi aktivacié fesziiltségfiiggésének kozéppontja
(Vina)-

Az egyensulyi inaktivacié fesziiltségfiiggését szintén a Boltzmann-fiiggvénnyel, a
kovetkez0 valtozok és paraméterek haszndlataval jellemeztiik: y az aktudlis Ej
tartéfesziiltségrol +50 mV-ra torténd depolarizacid sordn kapott és az Ey=-120 mV-r6l torténd
depolarizacié soran mért csicsaramok ardnya, x a megfeleld0 membranpotencial, s; €s xyp a
fliggvény karakterisztikus értékei: a meredekség és az egyensulyi aktivacio
fesziiltségfiiggésének kozéppontja (Vi..i).

A DDT; MEFE-2 sejtek esetében a dézis—hatds gorbét a Hill-egyenlettel illesztettiik:

a(EC)"™
(ECy)" +x™

Y=Yt 5)

ahol yy konstans, a=1, ny a Hill-koefficiens, ECs) a félhatdasos dozis, x az aktudlis
koncentracio.

4.7. Statisztikai analizis

Az aktivaciés €s az inaktivaciés idédlland6t minden sejtre legaldbb 3 depolarizacids

impulzusbdl nyert érték dtlagolasaval hatdroztuk meg. A limfocitdkra jellemz6 idéallandok
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tartomdnyai és medidnjai a 3. tdbldzatban l4thaték. Az adatok nagymértékii donorfiiggd
valtozdsa (lasd aldbb) és az idddllandok nem-normaél eloszldsa a medidn hasznélatat tette
indokolttd az 4tlag helyett. Ugyanezen okbdl kifolydlag a Vipa., az s, a Vipi és az s;
értékeinek tartomdnyai €s medidnjai taldlhatok a 4. és az 5. tablazatokban.

A HPL-k esetében minden egyes sejtprepardtumot (donoronként) kontroll (kezeletlen)
és zsirsavval kezelt csoportra osztottunk, és a vizsgdlt sejtek szdma minden donorra és
csoportra 2 és 8 kozotti volt. A kiillonbozd donoroktdl szarmazo, az adott zsirsavkezeléshez
tartozé kontroll sejteken kapott T, Ti, Vi, Sas Vini €s si értékeket Kruskal-Wallis one way
variancia-analizis (ANOVA) on ranks eljards haszndlatival Osszehasonlitottuk (2. tablazat
felso6 rész). Az analizis azt mutatta, hogy szignifikdns kiilonbség van a kiiléonb6z6 donorok
kontroll sejtjei kozott, kiillondsen az aktivaciés kinetikdban (t,) €s a Vi -ban. (A 2. tablazat
egyes celldiban taldlhat6 P értékek mutatjdk a Kruskal-Wallis one way ANOVA on ranks
analizis eredményeit a kontroll sejtekre egy adott kezelés, de kiillonbdzd donorok esetén.)
Hasonl6an, néhany esetben az ugyanazzal a zsirsavval kezelt, kiillonb6z6 donoroktdl szarmazé
sejteken mért paraméterekben is statisztikailag szignifikdns kiilonbséget taldltunk (pl. a SA-
val kezelt sejtek inaktivacios kinetikdja, 2. tdblazat alsé rész).

Ez a kontroll értékekben taldlhat6 kiillonbség ab ovo kizarta annak a lehet6ségét, hogy a
kiilonbozé donoroktdl szdrmazd adatokat Osszegytlijtsiik. Ezért a 3. és az 5. tdblazatban
bemutatott statisztikai 0sszehasonlitdsokhoz a kovetkezd, sejtenkénti normalizacids eljarast
alkalmaztuk. Egy adott sejtnek (k) az x zsirsavval tortént kezelésre adott valaszat jellemzo
mért paramétert (p) az ugyanannak a paraméternek az azonos donortdl (d) szdrmazo6 kontroll
(c) sejteken kapott atlagira (<p>) normaltuk (pl. az aktivacids kinetikdndl a T,y x a/<Tacd>
ardnyt szamitottuk minden egyes sejtre). Ezutdn a kapott normalt értékeket egyesitettiik
minden kezelésnél, atlagot és SEM-et szamoltunk (1. 3-5. tdbldzat), és Student-féle t-prébat
végeztiink p=1 nullhipotézis ellenében. Ez az eljaras lehetOvé tette az ugyanolyan statisztikai
Osszehasonlitdst az Osszes kezelésre a kontroll vagy a kezelt csoportok 2. tdbldzatban
bemutatott eltéréseinek kikiiszobolése mellett. A statisztikai szignifikancia korldtja P<0,05
volt. Ahol rendelkezésre allnak, atlag + SEM értékeket tiintettiink fel.

A statisztikai Osszehasonlitdsokat SigmaStat 3.11 programmal végeztiik. Mind a
kontrollal szemben torténd, mind a pdronkénti Osszehasonlitdsokndl Dunn-médszert
alkalmaztunk.

A DDT;| MEFE-2 sejteken végzett kisérletek onkontrollosak voltak.
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5. EREDMENYEK

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

funkciéjara human limfocitakban

5.1.1. A zsirsavak beépiilésének ellendrzése

A zsirsavak limfocita-membrédnba tortén0 beépiilésének kovetésére gazkromatografids

vizsgélatokat végeztiink, melyek eredményei az 1. tdblazatban és a 7. 4dbran lathatok. A

kezelések hatdsdra minden esetben statisztikailag szignifikdns novekedést tapasztaltunk a

vizsgalt

zsirsavnak a limfocitamembrdnban taldlhaté 0Osszes zsirsav mennyiségére

vonatkoztatott relativ mennyiségében (t-proba, P<0,05). A statisztikai analizis eredményei a
kovetkezok: 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.

Zsirsav Zsirsavosszetétel (az osszes zsirsavmennyiségre vonantkoztatva, %)
C PA kezelt SA kezelt OA Kkezelt 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+231 2532+1,31
18:0 (32,01 £2,71 35,82+145 40,56+1,26* 25,46 +222 26,18+4,52 31,85+1,60 26,06+3,77
18:1n9 | 6,10£3,12 8,22+0,13 9,01 £0,21 20,15+£5,42* 8,07+1,22 747+0,58 6,77 £0,49
18:2 | 432+2,19 5,66+088 3,74+052 658+1,15 17,75£2,87* 4,05+049 3,62+0,38
20:4 |10,63+1,49 736157 805+1,16 820+041 10,17+4,23 14,54+£249* 7,86+1,73
22:6n3| 2,50+ 1,29 0,72+0,72 1,290,665 1,34+0,74 230+0,82 199+041 16,89+0,65*

1. tablazat. A HPL membran zsirsavosszetétele a gazkromatografias mérések alapjan

Csak a kisérleteink sordn tanulmanyozott zsirsavakat tiintettiik fel a tdbldzatban. Az egyes
adatokat N=3 fiiggetlen kisérlet (N a donorok szdma) atlaga + SEM értékben adtuk meg.
A kontrolltdl szignifikdnsan kiilonbozd értékeket (P<0,05) csillaggal jeloltik. (C:
kontroll, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav,
DHA: dokozahexaénsav.)

5.1.2. A PUFA-k modositjak a Kyl.3 csatorndk aktivdcios és inaktivdcios kinetikdjdt

Miutdn megbizonyosodtunk arrél, hogy a zsirsavak beépiiltek a sejtmembranba,

meghatdroztuk a Ky1.3 csatorndk aktivacidjanak €s inaktivaciéjanak kinetikajat €s egyenstlyi

paramétereit.
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7. abra. Kiilonbozo zsirsavak jelenlétében tenyésztett HPL-k membranjanak
zsirsavosszetétele

A sejtmembran teljes zsirsavosszetételét meghataroztuk. Azoknak a zsirsavaknak a nevét,
amelyeknek a sejtek elektrofiziol6giai paramétereire kifejtett hatdsat vizsgaltuk,
zardjelben feltiintettiik. A HPL-kat 3 napig tenyésztettilk az adott zsirsavat (50 uM)
tartalmazo, illetve kontroll tdpoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimulaltuk.
Kloroform/metanollal torténd extrakcié utdn a zsirsav-foszfolipideket absz. metanollal
atészteresitettiik, majd a zsirsav-metilésztereket gdzkromatografidsan, FFAP kapillaris
kolonnan szétvalasztottuk. A cstcsokat hitelesitett standardok segitségével azonositottuk.
A kozolt adatok N=3 fiiggetlen kisérlet atlagai + SEM értékei. A kontrolltdl
szignifikdnsan kiilonb6zd (P<0,05) értékeket csillaggal jeloltiik. (C: kontroll, PA:
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA:
dokozahexaénsav.)

Azért, hogy Osszehasonlithassuk a kiilonboz6 kezelések hatdsait, elvégeztiik a mért
iddallanddk részletes statisztikai analizisét (1. a Statisztikai analizis c. részt). A paronkénti
0sszehasonlitds (Kruskal-Wallis one way ANOVA on ranks, P<0.05) szdmos esetben
szignifikdns kiilonbséget mutatott a kiilonbozé donorok kontroll limfocitdin végrehajtott
mérések esetében mind az aktivaciés iddallandéban (T,), mind az inaktivacids idéallandéban
(Ti), tovdbba az egyensulyi aktivacié fesziiltségfiiggésének kozéppontjdban (Vip,). Més
egyensulyi paraméterek nem mutattak donorfiiggést. A statisztikai analizis eredményei a 2.
tdblazatban taldlhatéak. Az idddllandok értékeinek donorfiiggd tulajdonsdga miatt a

kiilonboz6 donoroktdl szarmazo limfocitadkon mért adatokat nem osztottuk kontroll és kezelt

csoportokra, hanem a kezelt sejteken mért értékeket normdéltuk az ugyanazon donortdl
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szarmazo kontroll értékekre (a részleteket 1. a Statisztikai analizis c. részben).
A 8. dbra mutatja a normdlt reprezentativ dramgorbéket a kontroll és a kezelt
limfocitdkon (A-C), valamint a Kyl.3 csatorndk aktivacios iddallanddjanak valtozasait

osszefoglal6 illusztraciot (D).

| P Pyiza P Pyin; Pg;

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
Cia 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
Cpra 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. tablazat. A statisztikai analizis (Kruskal-Wallis one-way ANOVA on ranks, Dunn’s
method) sordn kapott valészintiségi értékek (P)

[*: szignifikdns (P<0,05), T,: aktivicids idéallandd, T;: aktivacids id6édllandd, Vi, fél-
aktivacios fesziiltség, V,,;: fél-aktivacids fesziiltség, s: meredekség, C: az egyes
kezelésekhez tartozé kontrollok értékei, a megfeleld zsirsavat alsé indexben tiintettiik fel,
PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA:
dokozahexaénsav)]

A membran SA-val torténd dusitdsa nem valtoztatta meg a HPL-k Ky1.3 csatorndinak
aktivaciés iddallandojat. Az ugyancsak telitett PA és az egyszeresen telitetlen OA esetében
sem tapasztaltunk szignifikdns véltozast az aktivacios idoallandéban. Ugyanakkor a PUFA-k:
a LA, az AA és a DHA hatésdra gyorsult az aram aktiv4cids kinetikdja, amit szdmszerlileg az
aktivaciés 1iddalland6é csokkenése fejez ki. Az aktivaciés iddédllandéra mért értékek
tartomanyait, medidnjait €s a kontrollra vonatkoztatott aranyokat a 3. tdblazatban mutatjuk.

Mindségileg hasonld valtozdsokat fedeztink fel a Kyl.3 csatorndk inaktivacios
idédllando6ja (7;) esetében is a zsirsavkezelés hatdsdra. A 9. dbra mutatja az inaktivacids
iddéallandé meghatdrozasdhoz felvett normalt, reprezentativ dramgorbéket mind a kontroll,

mind a kiilonb6z6 zsirsavval kezelt HPL-k esetében (A-C), valamint a Ky1.3 csatornak

kontroll értékre normaélt inaktivacids idddllanddjanak véltozdsait tartalmazd Osszesitett
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diagramot (D).
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8. abra. A zsirsavak membranba torténd beépiilésének hatdsa a Ky1.3 csatorndk
aktivacios kinetikdjara HPL-kon

A HPL-kat az adott zsirsavat (50 uM) tartalmazd, illetve kontroll tdpoldatban 3 napig
tenyésztettiik, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuldltuk. A-C) A kontroll és a zsirsavval
kezelt limfocitdkon mért normdlt, reprezentativ dramgorbék. A sejteket —120 mV
tartofesziiltségrol +50 mV-ra depolarizaltuk 15 ms-ig, a depolarizalé impulzusokat 30 s-
onként alkalmaztuk. A mintavételi frekvencia 20 kHz, a szurési frekvencia 5 kHz volt.
Online szivargbéaram-kivondst alkalmaztunk. Az 4dramgorbéket a Hodgkin—Huxley
modellnek megfelelden illesztettiik [1. Az adatok kiértékelése c. részt, (1) egyenlet]. D) A
HPL-k Ky1.3 csatorndinak aktivicids id6allanddjdban bekovetkezd véltozasok (normaélt
adatok). A kontrolltdl szignifikdnsan kiilonbozd (P<0,05) értékeket csillaggal jeloltiik.
(Ta: aktivdcids id6dllando, I: t idopillanatban mért dram értéke, I,: dramamplitido, T
zsirsavval kezelt sejten kapott aktivaciés id6dllandd, Tp: adott zsirsavkezeléshez tartozé
kontroll sejten kapott aktivicids idddllands, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA:
sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.)

46



A LA, az AA és a DHA szignifikdnsan csokkentette, mig a PA, a SA és az OA hatdséra
nem valtozott a limfocitdk inaktivaciés idddllanddja. Az inaktivacids idédllandéra kapott

értéktartomanyok, medidnok és a kontrollra vonatkoztatott ardnyok a 3. tdblazatban

talalhatok.
T, tartomany T, N T, arany T, tartomdny  T; medidgn N T; arany
(ms) median (FA/K) (ms) (ms) (FA/K)
(ms)
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 - 2673 178,7 26 0,97+0,03
Coa | 0,5455-1,555 0,8490 10 76,43 — 2574 158,5 8
OA 0,4560 — 1,605 0,8538 11 0,97 +£0,03 1249 -271,5 164,2 11 1,13+£0,13
Cra | 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
Cpua | 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. tablazat. A mért aktiviciés iddallanddk (t,) és inaktivacids iddallandok (1)
tartomdnyai, medidnjai és a kezelt/kontroll ardnyok

Az ardnyok legaldbb 3 fiiggetlen kisérlet eredményeképpen kapott dtlag + SEM értékek.
(N: a vizsgélt sejtek szdma, FA: zsirsav, C: az egyes zsirsavkezelések kontrolljai, a
megfeleld zsirsavat alsé indexben tiintettiik fel, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA:
olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.)

5.1.3. Zsirsavas kezelés nem vdltoztatia meg a Kyl.3 csatorndk aktivdcidjanak és

inaktivdacidjdnak egyensiilyi paramétereit

A normdlt teljessejt-vezetoképesség (G,) fesziiltségfiiggése (egyensulyi aktivacid) az
ioncsatorndk zart és nyitott allapot kozotti egyensulyi megoszlasat jellemzi adott
membranpotencidlon. Az egyensulyi inaktivacio fesziiltségfiiggése leirja a nem inaktivalédott

csatorndk aranyat adott membranpotencidlon.
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9. abra. Zsirsavak hatdsa a HPL-k K" csatorndinak inaktivacios id6allandéjéra (T;)

A HPL-kat 3 napig tenyésztettiik az adott zsirsavat tartalmaz6 (50 uM), illetve kontroll
tapoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuldltuk. A—C) A kontroll és a zsirsavval
kezelt limfocitdkon mért normdlt, reprezentativ dramgorbék. A sejteket —120 mV
tartfesziiltségrél +50 mV-ra, 1 s-ig depolarizaltuk. A tesztimpulzusokat 60 s-onként
alkalmaztuk az dram kumulativ inaktivicidjanak elkeriilése végett. A mintavételezési
frekvencia 10 kHz, a sziirési frekvencia 1 kHz volt. Online szivargéaram-kivondst
alkalmaztunk. D) A HPL-k Ky1.3 csatorndinak inaktivicids idéalland6jaban bekovetkezd
valtozdsok. A kontroll sejteken mért értékekre normélt adatokat dbrazoltuk. A kontrolltdl
szignifikdnsan kiilonbozé (P<0,05) értékeket csillaggal jeloltiik. (Ti: inaktivacids
id6éllando, I: t iddpillanatban mért dram értéke, I,: dramamplitidd, T: adott zsirsavval
kezelt sejten kapott aktivicids id6allandod, Tp: az adott zsirsavkezeléshez tartoz6 kontroll
sejten kapott inaktivicids idéédllando, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA:
olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.)

A 10. dbra mutatja a HPL-k teljes-sejt Ky1.3 dramainak reprezentativ, normalt
teljessejt-konduktancidit a depolarizalé fesziiltség fiiggvényében. Az illesztett gorbék

mutatjék a legjobban illeszkedd Boltzmann-fiiggvényt. A kontroll és a zsirsavval kezelt sejtek
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esetében kapott gorbék atfednek, ez mindségileg mutatja, hogy egyetlen tanulmanyozott
zsirsav sem valtoztatta meg a Ky1.3 csatorndk egyensulyi aktivicidjdnak fesziiltségfiiggését.
Ezt a statisztikai analizis meger0sitette (4. tdblazat). A Statisztikai analizis c. bekezdésben
részletezett megfontoldsok miatt a teszteket a Boltzmann-fiiggvények normalt paramétereire
végeztiik el. Az egyensuilyi aktivacié fesziiltségfiiggése kozéppontjanak és meredekségének

tartoményait, medidnjait és kezelt/kontroll ardnyait a 4. tablazat tartalmazza.

V11,2 tartomany Viza N Vy,ardny s, tartomiany s, mediin N S, arany
(mV) median (FA/K) (mV) (mV) (FA/K)
(mV)
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
Cos | -31,57--1495 -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
Cra -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 5 099+0,16
Cap | -24,12--15,86 -18,07 9 8,25-12,17 10,60 9
AA | 2627 --1747 -22,84 8 1,13+£0,04 7,80 - 17,05 9,16 8 1,05+0,10
Cpua | -35,17 --18,77 -23,05 7 7,08 - 11,38 9,67 7
DHA | -32,40--15,14 -20,17 6 097+0,04 7,32 -12,12 8,89 6 0,98+0,09

4. tablazat. Az egyensilyi aktivacio fesziiltségfiiggése kozéppontjanak (Vi,,) €s
meredekségének (s,) tartomdnyai, medianjai és kezelt/kontroll ardnyai

Az ardnyokat legaldbb 3 fiiggetlen kisérlet eredményeképpen kapott atlag + SEM
értékekként adjuk meg. (N: a tanulmédnyozott sejtek szdma, FA: zsirsav, C: a
zsirsavkezelések kontrolljai, a megfeleld zsirsavat alsé indexben tiintettikk fel, PA:
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA:
dokozahexaénsav.)

Zsirsavakkal végzett kisérleteink sordn nem tapasztaltunk szignifikdns valtozast a Ky1.3
csatorndk egyensulyi inaktivacidjanak fesziiltségfiiggésében sem. A legjobban illeszkedd
Boltzmann-fiiggvénynek megfeleld reprezentativ gorbéket a 11. 4bran mutatjuk. Az
egyensulyi inaktivacié fesziiltségfiiggése kozéppontjdnak és meredekségének tartomdnyait,
medidnjait és kezelt/kontroll ardnyait az 5. tdblazat tartalmazza. A statisztikai analizist a Vi

€s az s; normalt értékeire végeztiik el (1. fentebb).
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10. abra. A zsirsavakkal tortént kezelés nem befolydsolta a HPL-k K" csatorndinak
egyensilyi aktivacidjat (reprezentativ gorbék)

A HPL-kat 3 napig tenyésztettiik az adott zsirsavat (50 pM) tartalmazd, illetve kontroll
tidpoldatban, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuldltuk. Az egyensilyi aktivaci
meghatdrozdsahoz a sejteket —120 mV tartdfesziiltségrol 1 s-ig depolarizaltuk —70 és +50
mV ko6zotti, 10 mV-onként ndvekvd fesziiltségekre. A depolarizalé impulzusokat 30 s-
onként alkalmaztuk. Utdélagos szivargéaram-kivondst végeztiink. A kapott adatsorra
Boltzmann-fiiggvénnyel illesztettiink. (Gg: adott membrénpotencidlon szdmitott K*
konduktancia, Gy a legnagyobb Gk érték, C: kontroll, PA: palmitinsav, SA:
sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA: dokozahexaénsav.)
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Vi, tartomany Vini N  Vyp;arany s; tartomany  s; median N s; arany
(mV) median (FA/K) (mV) (mYV) (FA/K)
(mV)
Csa | 09,32 --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
Cos | -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
Cpa | -67,19 —-46,96 -58,61 6 -6,25 —-5,48 -6,07 6
LA | -68,46—-52,58 -60,11 7 098+0,01 -12,51--2,69 -4,79 7  1,09+0,08
Cua | -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
Cpus | -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 5 091+0,07

K* csatorndinak miikodését

5.2.1. A DDT; MF-2 sejteken taldlhaté iondramok azonositdsa

5. tablazat. Az egyensilyi inaktivacié fesziiltségfiiggése kozéppontjanak (Vi,;) €s
meredekségének (s;) tartomdnyai, medidnjai és kezelt/kontroll ardnyai
Az ardnyokat legaldbb 3 fiiggetlen kisérlet eredményeképpen kapott dtlag + SEM
értékekként adjuk meg. (N: a tanulmdnyozott sejtek szdma, FA: zsirsav, C: a
zsirsavkezelések kontrolljai, a megfeleld zsirsavat alsé indexben tiintettiikk fel, PA:
palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA:
dokozahexaénsav.)

5.2. Adenozin-analégok dozisfiiggéen modositjak a DDT; MF-2 simaizom-sejtek

A DDT; MF-2 sejteken kétfajta fesziiltségfiiggd dram mérhetd: kifelé iranyulé K™ dram

és befelé folyé Na™ aram. —120 mV tartéfesziiltségrél —80 és +90 mV kozott depolarizdlva a

sejteket a Na* csatorndk aktivacios kiiszobe —30 mV és 40 mV kozott volt, a K* csatornak

aktivacids kiiszobe pedig —20 mV volt. A Na* csatornak aktivdcids és inaktivacios kinetikaja

nagyon gyors volt, az dram 1 ms alatt teljesen aktivalodott és 6 ms alatt teljesen

inaktivalédott, mig a K™ dram 80 ms alatt teljesen aktivalédott, és 2 s alatt sem inaktivalédott

teljesen. Mivel a Na" 4ram hamarabb aktivalddik, és inaktivalédik is, mint ahogy a K* dram

aktivalodik, ezért a kétfajta aramkomponens kiilon-kiilon, egymastdl fiiggetleniil mérhetd.

Annak igazoldséra, hogy valéban K* dramokat mériink, el8szor j6l ismert K* csatorna-

gatloszereket adtunk a sejtekhez. 5 mM 4-AP és 10 mM TEA" reverzibilisen blokkoltdk a
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11. 4bra. A zsirsavakkal tortént kezelés nem befolydsolta a HPL-k K* csatorndinak
egyensilyi inaktivacidjat (reprezentativ gorbék)
A HPL-kat az adott zsirsavat (50 uM) tartalmazd, illetve kontroll tdpoldatban 3 napig
tenyésztettiikk, és PHA-val, valamint IL-2-vel stimuléltuk. A sejtmembrant +50 mV-ra
depolarizaltuk, és a depolarizdlé impulzusok kozott a membranpotencidlt —100 és —20
mV kozott valtoztattuk 10 mV 1épéskozokkel, egyenként 2,5 perc idétartamig. Utdlagos
szivargbdram-kivonast alkalmaztunk. A kapott pontsorra Boltzmann-fiiggvénnyel

P4

illesztettiink. (I: az aktualis tartéfesziiltségrol torténd depolarizacid sordn mért csicsaram,
I: a—120 mV tartofesziiltségrol torténd depolarizacié sordn mért csucsaram, C: kontroll,
PA: palmitinsav, SA: sztearinsav, OA: olajsav, LA: linolsav, AA: arachidonsav, DHA:
dokozahexaénsav.)
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kifelé foly6 teljessejt-dramot, a gatloszerek jelenlétében és a kontroll koriilmények kozott
mért aramamplitidék héanyadosa (I/I, megmaradé dramhanyad, MAH) rendre 0,52+0,10
(N=5), illetve 0,29+0,11 (N=3) volt. A reprezentativ dramgorbéket és a K" csatornagitld
szereknek a DDT| MF-2 sejtek K* dramdra kifejtett hatdsait tartalmazé diagramot a 12. dbran
mutatjuk. A csatorndk peptid tipusu gatloszerek (ChTx, MgTx) alkalmazasaval végzett
farmakoldgiai analizisét Rubovszky Bélint Ph.D. értekezésében mér bemutatta [Bélint PhD].

A kapott jellemzok a Ky 1.3 csatorndk tulajdonsiagainak felelnek meg.

5.2.2. Adenozin-agonistik és -antagonistik médositiagk a DDT; MF-2 sejteken

mérheté K* dramokat

Az A, és A, adenozinreceptor-agonista hatdssal egyarant rendelkez6 NECA 1 nM - 60
UM  koncentricio-tartomdnyban irreverzibilisen €s a koncentraciotdl fiiggd modon
csokkentette a K dramot a DDT; MF-2 sejteken (13. és 14. dbra). A félhatdsos dézis (ECso)
165,13 uM-nek, a Hill-koefficiens (nyg) 0,38-nak adddott. A gatlds erdsségének koncentracio-
fiiggésében maximumot tapasztaltunk; a NECA a legnagyobb gitlé hatést kisérleteinkben 5
UM koncentraciondl érte el, itt a MAH 0,65+0,02-nak adédott (N=3) (14. 4bra B panel).
Mivel a NECA mind az A;, mind az A, receptoroknak agonistdja, alkalmazdsa sordn
osszetett, kétfazisi folyamat jatszohat le. Kisebb koncentracidk esetében a K™ dram gatldsa
tapasztalhaté (Aj, hatds), mig nagyobb koncentraciok esetében az dram gatlasat feliilmilhatja
az dram novelése (A; hatds). A reprezentativ aramgorbék a 13. dbran lathatok. Méréseink
szerint a NECA megvdltoztatja az dram kinetikdjat is: gyorsabb aktivaciot eredményez; pl. 5
UM koncentracio6 esetében az aktivacios idéallandok hanyadosa (t/19) 0,7020,10 volt (N=5).

Megvizsgiltuk a NECA és a TEA" egyiittes hatdsat oly médon, hogy elébb 0,5 uM
NECA-val, majd 10 mM TEA*-val blokkoltuk az dramot ugyanazon a sejten (N=2) (15. 4bra).
Viérakozdsunknak megfelelden a két molekula gatlé hatdsa nem volt kompetitiv, mivel a két
anyag nem ugyanarra a helyre kotédik: a TEA™ kozvetleniil a K™ csatorndra fejti ki hatdsat,
mig a NECA adenozin-receptoron keresztiil hat. A NECA-val blokkolt &ramot a TEA™ tovéabb
csokkentette, a MAH ebben az esetben 0,27+0,05-nak adédott (ez j6 egyezésben van azzal,
amikor a TEA*-t onmagdaban hasznaltuk, ahol a MAH 0,29+0,11 volt).
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12. abra. K" csatorna-blokkoldk hatdsa DDT; MF-2 sejtek K* dramaira

A) 5 mM 4-AP hatasara bekoOvetkezett valtozas a csucsaramokban Kkiilonbozo
membranpotencidlokon. B) A kezelés el6tt mért K™ dram. C) A 4-AP kezelés utdn mért
K" dram (reprezentativ gorbék). D) 10 mM TEA" hatdsira bekovetkezett véltozds a
csdcsdramokban kiilonb6z8 membranpotencidlokon. E) A kezelés eldtt mért K™ dram. F)
A TEA" kezelés utdn mért K* dram (reprezentativ gorbék). Az dramok mérése kontroll
koriilmények kozott (C), 2 perccel a kezelések meginditdsa utdn (4-AP ill. TEA), illetve a
gétloszer kimosdsit kovetd 2 percmiilva (M) tortént. 2 s-os depolarizdlé impulzusokat
alkalmaztunk 20 s-on-ként -80 és +60 mV kozott 20 mV 1épcsékozokkel -120 mV
tartofesziiltségrol. A szivargédramok levondsat utdlagosan elvégeztik. G) Az egyes
csatornablokkoldk hatdsédra kialakult megmaradé dramhdnyadok. A feltiintetett adatok a
kontroll értékekre normdlt dtlag + SEM értékek (4-AP: N=5, TEA": N=3). (I: a kezelést
kovetden mért csticsdram, Iy: a kezelés eldtti csicsdram.)
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13. dbra. DDT; MF-2 sejt K* draménak valtozasa NECA hatésdra (reprezentativ gorbék)
A) 0,5 UM NECA irreverzibilisen csokkentette a sejtek K™ dramét. B) A kezelés elott
mért K™ dram. C) A kezelés utdn mért K* dram. Az dramok mérése kontroll koriilmények
kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utdn (NECA), illetve a gatlészer kimosasat
kovetd 2 perc milva (M) tortént. -120 mV tartéfesziiltségrol 2 s-ig depolarizdltunk -80 és
+60 mV kozott 20 mV 1épcs6kozonként novekvd fesziiltségekre, az egyes depolarizdld
impulzusokat 20 s-on-ként alkalmaztuk. A szivargédramok levondsat elvégeztiik.
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14. abra. A NECA K* dramra kifejtett hatdsa koncentraciofiiggd a DDT; MF-2
sejtvonalon

A NECA 1 nM - 60 uM koncentracié-tartomanyban csokkentette a K™ dramok mértékét.
A) A K" dram csokkenése kisebb NECA koncentrdcidk esetén. A gorbét a Hill-
egyenlettel illesztettiik (a=0,725; EC5,=165,13 uM; ng=0,38; y(,=0,08). B) A gatldserdsség
koncentracio-fiiggésében a NECA 0Osszetett hatdsa miatt maximumot tapasztaltunk, amely
5 uM-ndl jelentkezett (N=3-6). A sejteket 2 s-ig depolarizdltuk -120 mV
tartfesziiltségrél —80 és +60 mV kozotti, 20 mV-onként novekvd fesziiltségekre. A
depolarizal6 impulzusokat 20 s-onként alkalmaztuk. Utdlagos szivargddram-kivonast
végeztiink. A csucsaramokat a +60 mV-ra t6rténd depolarizacié sordn kapott gorbékbol
hataroztuk meg. A kontroll értékekre normdlt dramok atlagait + SEM d&bréazoltuk. (I: a
kezelést kovetden mért csucsaram, Ij: a kezelés elotti csticsaram.)
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15. abra. A NECA és a TEA™ hatdsa nem kompetitiv DDT; MF-2 sejteken

A) Elbszor a 0,5 uM NECA-t, azutdn a 10 mM TEA™-t adtuk a sejtekhez. A TEA" a
NECA-val csokkentett dramot tovabb csokkentette. A sejtet —120 mV tartdfesziiltségrol
20 s-onként depolarizéltuk 2 s-ig tartd, —80 és +60 mV kozotti, 20 mV-onként ndvekvd
fesziiltségekre. A szivargddram-kivonast elvégeztik. Az dbrdn a +60 mV-ra torténd
depolarizacidval elddllitott gorbéket mutatjuk. Az dramok mérése kontroll koriilmények
kozott (C), illetve 2 perccel a kezelések meginditdsa utdn (NECA ill. TEA") tortént. B) A
TEA" 6nmagédban ugyanolyan mértékben csokkentette a K™ dramot, mint a NECA-val
tortént kezelést kovetd TEA" alkalmazds. A feltiintetett megmaradé dramhdnyadok az
onallé6 TEA™ kezelés esetében a kontroll értékekre normalt adatok atlaga + SEM (N=3), a
NECA-kezelést koveté TEA® alkalmazds esetében a NECA-val csokkentett
dramértékekre normalt adatok 4tlaga + SEM (N=2). A csdcsdramokat a +60 mV-ra
torténd depolarizacid soran kapott gorbékbdl hatdroztuk meg. (I: a kezelést kovetden mért
csticsdram, Iy: a kezelés eldtt mért csicsaram.)

A NECA analégja, a ""F-NECA B* bomlé izotépként viselkedik, az é16 szervezetbe
bevihetd, igy pozitron-emisszidés tomografids (PET) képalkotds segitségével diagnosztikai
célokra (az egyes adenozinreceptor-tipusok szervezeten beliili eloszlasdnak feltérképezésére,
kinetikai sajdtsdgaik vizsgélatdra) felhaszndlhat6. Hogy elkeriiljik a B* sugdrzé anyaggal
torténo érintkezést, patch-clamp-es kisérleteinkben ezen anyagnak a nem radioaktiv izotopjat,
a ""F-NECA-t hasznéltuk.

A “F-NECA 1 UM koncentraciéban nem fejtett ki hatdst a K™ dramok amplitidéjara
(MAH: 1,00+£0,01; N=2), sem aktivacios idddllanddjéra (t/tp: 0,98+0,04). 5 uM koncentricid
esetében azonban mdr tapasztaltunk gatlé hatést, a MAH értéke ebben az esetben 0,85+0,03
volt (N=3) (16. dbra). Az aktivacids idoallandéra az F-NECA ebben a koncentracidoban sem

volt hatdssal: az aktivacids idéallandok hanyadosa 0,99+0,05 volt (N=4).
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16. abra. "’F-NECA hatdsa DDT; MF-2 sejt K* draméra

A) A csticsdram értékét 1 uM ""F-NECA nem viltoztatta meg . B) A csticsdram értéke
kismértékben csokkent 5 uM ""F-NECA hatdsdra (reprezentativ gorbék). Az dramok
mérése kontroll koriilmények kozott (C), illetve 2 perccel a kezelés meginditdsa utan (F-
NECA) tortént. -120 mV tartéfesziiltségrol 2 s-ig depolarizaltunk -80 és +60 mV kozott
20 mV lépcsékozonként novekvd fesziiltségekre, az egyes depolarizalé impulzusokat 20
s-on-ként alkalmaztuk. A szivargéaramok kivondsat utélagosan elvégeztilk. Az dbrdn a
+60 mV-ra torténd depolarizacié sordn kapott dramgorbéket mutatjuk be. C) 1 uM és 5
UM koncentricidban alkalmazott 'F-NECA-nak a DDT; MF-2 sejtek K dramira
kifejtett hatdsa. A csucsdramokat a —120 mV tartdfesziiltségrél +60 mV-ra torténd
depolarizicié soran kapott gorbékbdl hatdroztuk meg. A feltiintetett adatok a kontroll
értékekre normalt 4tlag = SEM értékek (1 uM: N=2, 5 uM: N=3). (I: a kezelést kovetden
mért cstcsdram, Iy: a kezelés elOtt mért csticsaram.)

Az A, adenozinreceptor-antagonista ZM 241385 1 uM koncentricioban az aram
csokkenését idézte eld, MAH: 0,812£0,07(N=4), mely hatés irreverzibilis volt, a sejtek normal
kiilsé oldattal torténd mosdsa nem fiiggesztette fel a ZM 241385 hatdsiat. A reprezentativ
dramgorbék a 17. dbran lathaték. A ZM 241385 ebben a koncentrdcidban a K* dram

aktivacios idééllandéjara nem volt hatdssal (t/7o: 0,950,09; N=4).
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17. abra. ZM 241385 hatdsa a DDT; MF-2 sejt K™ dramdra (reprezentativ gorbék)

A) 1 UM ZM 241385 irreverzibilisen csokkentette a sejtek K™ dramét. B) A kezelés eldtt
mért K™ dram. C) A kezelés utdn mért K* dram. Az dramok mérése kontroll koriilmények
kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utdn (ZM 241385), illetve a gétldszer
kimosédsiat kovetd 2 perc milva (M) tortént. 2 s-os depolarizdlé impulzusokat
alkalmaztunk 20 s-on-ként -80 és +60 mV kozott 20 mV 1épcsékozokkel, -120 mV
tartofesziiltségrol. A szivargdéaramok utdlagos kivondsat elvégeztiik.

A Karp csatorna-blokkolé glibenclamid 1-20 pM  koncentricié-tartomanyban
irreverzibilisen és koncentraciéfiiggd médon csokkentette a K* dramot, 3 pM-nél a MAH
0,77£0,05 volt (N=3). A félhatdsos dozis (ECsp) 15,00 uM-nek, a Hill-koefficiens (ny) 1-nek
adddott. A reprezentativ aramgorbék a 18. dbrdn, a koncentraciofiiggést bemutatd gorbe a 19.
abran lathaték. A glibenclamid az &4ram kinetikai paramétereire nem volt hatdssal: a

kezelt/kontroll ardny az aktiviciés iddallandé esetében 1,08+0,18-nak adddott 3 puM

koncentraciénal.

A 20. dbra mutatja a kiilonb6z8 ligandumoknak a DDT; MF-2 sejtek K* draméra
kifejtett hatdsait tartalmazo Osszesitett diagramot, a 21. dbra pedig az aktivaciés idéallanddkra

kifejtett hatdsait tartalmaz6 Osszesitett diagramot és a reprezentativ aramgorbéket.

58



>
w

1000 - 1000

800 - c /////P

—— + glibenclamid

K* aram (pA)
3

o o o

L

< S ——
o o
= 600 M -200 . .
E 0 1 2
© C 1d6 (s)
o .
3 400 1000
&) T 800
o £ 600
_ g e W
200 [\
+! w
O A 0 4
0 ? ¢ ¥ : i
80 -60 40 20 o 20 40 60 0 1 2
Tesztpotencial (mV) 1d& (s)

18. abra. DDT,; MF-2 sejt K* draménak véltozédsa glibenclamid hatdséra (reprezentativ
gorbék)

A) 3 UM glibenclamid lecsokkentette a DDT; MF-2 sejtek K™ dramét. B) A kezelés el6tt
mért K™ dram. C) A kezelés utdn mért K* dram. Az dramok mérése kontroll koriilmények
kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utdn (glibenclamid), illetve a gatloszer
kimosdsat kovetd 2 perc milva (M) tortént. -120 mV tartéfesziiltségrol 2 s-ig
depolarizaltunk -80 és +60 mV kozott 20 mV 1épcsdkozonként novekvd fesziiltségekre,
az egyes depolarizdl6 impulzusokat 20 s-on-ként alkalmaztuk. Utdlagos szivargdaram-
kivonast végeztiink.

1.0 9

\ T
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0,2 - 1 \

0,0

Normalt K* aram (I/l,)

1 10 100

Glibenclamid koncentracié (uM)

19. abra. A glibenclamid hatdsa koncentraciofiiggé a DDT; MF-2 sejtvonalon

A glibenclamid 1-20 uM koncentracié-tartomdnyban csokkentette a K dramok mértékét.
A cstucsdramokat a —120 mV tartéfesziiltségrol +60 mV-ra torténd, 2 s-ig tartd
depolariziciéval kapott gorbékbdl hatdroztuk meg. A feltiintetett adatok a kontroll
értékekre normdlt dramok dtlagai + SEM értékek (N=2-3). (I: a kezelést kovetéen mért
csucsaram, Ip: a kezelés eldtt mért csucsdram.) A gorbét a Hill-egyenlettel illesztettiik
(EC50=15,00 uM; ny=1; a=1; yo=0).
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20. abra. Adenozin-receptor-ligandumok hatdsa a DDT; MF-2 sejtvonal K* draméra

A K* dram amplitidéjaban bekovetkezé valtozasok 5 uM NECA, 5 uM “F-NECA, 1 uM
ZM 241385 és 3 pM glibenclamid hatdsdra. A cstcsdramokat a —-120 mV
tartofesziiltségrél +60 mV-ra torténd depolarizacid sordn kapott gorbékbdl hatdroztuk
meg. A feltiintetett adatok a kontroll értékekre normdlt dtlag + SEM értékek (NECA:
N=3, YF-NECA: N=3, ZM 241385: N=4, glibenclamid: N=3). (I: a kezelést kdvetden
mért csucsaram, Iy: a kezelés elott mért csicsaram.)

5.2.3. Adenozinreceptor-aktivdcié vagy —inaktivdcié nem befolydsolja a Na* dramokat

a DDT; MF-2 sejteken

A gyors befelé folyé dramot fesziiltségfiiggd Na* dramként azonositottuk a kovetkezd
kritériumok alapjan: 1. 100 nM tetrodotoxin (TTx) reverzibilisen blokkolta az aramot, 2. a
csatorna az ingerelhetd sejtek fesziiltségfiiggd gyors Na® csatorndjara jellemzd kinetikai
paraméterekkel és fesziiltség—dram karakterisztikdval rendelkezett, 3. Na® mentes
extracelluldris kornyezetben az dram nem volt mérheto.

A vizsgalt Py agonistdk és antagonistdk a Na* csatorndk csicsdraméat nem befolyésoltdk.
A mért MAH-ok: 1 uM NECA esetén: 0,97+0,04 (N=3), 1 uM ZM 241385 esetén: 1,02+0,11
(N=4), 1 uM glibenclamid esetén pedig: 0,99+0,03 (N=3). A reprezentativ aramgorbék a 22—
24. dbrdkon, a kiilonbdzé ligandumoknak a DDT; MF-2 sejtek Na™ dramdra kifejtett hatésait

tartalmazo Osszesitett diagram a 25. dbrén lathato.
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21. abra. Adenozin-receptor-ligandumok hatdsa a DDT; MF-2 sejtvonal K™ dramanak
aktivaciods id6allanddjéra

A-D) A kontroll és a kezelések utdn mért normdlt, reprezentativ &ramgorbék. Az dramok
mérése kontroll koriilmények kozott (C), illetve 2 perccel a kezelések meginditdsa utdn
tortént. A sejteket -120 mV tartéfesziiltségrol +50 mV-ra depolarizdltuk 100, illetve 150
ms-ig, a depolarizal6 impulzusokat 30 s-onként alkalmaztuk. A mintavételi frekvencia 20
kHz, a sziirési frekvencia 5 kHz volt. Online szivargédram-kivondst alkalmaztunk. Az
dramgorbéket a Hodgkin—Huxley modellnek megfelelden illesztettiik [l. Az adatok
kiértékelése c. részt, (1) egyenlet]. E) A DDT; MF-2 sejtek K* draménak aktivicios
1ddéllandgjaban bekovetkezd véltozasok. A kontroll sejteken mért értékekre normaélt

adatokat dbrazoltuk. (I: t idopillanatban mért dram értéke, I,: csticsdram, T: a kezel€s utdn

s "o

kapott aktivacids idédllandd, To: a kezelés el6tti inaktivacids idéallando.)

61



>
w

- 200 4
04 kS A =
FERE
Sl W
‘T -200 A
— 100 - + \'/
< 2 ',
S -400
g -200 0,000 0,002 0,004 0,006
o
\8 C 1dé6 (s)
(3
‘2 -300 -
O T 200 4
& A
[T = ———
-400 g
200 -
+
2
-500 . . -400 -
80 60 -40 20 0 20 46 60 80 100 N \ "
0,000 0,002 0,004 0,006
Tesztpotencial (mV) 1d8 (s)

22. abra. NECA hatdsa a DDT; MF-2 sejtek Na* draméra (reprezentativ gorbék)

A) 1 UM NECA nem véltoztatta meg a DDT; MF-2 sejtek Na" csticsdramat. B) A kezelés
elétt mért Na* dram. C) A kezelés utdn mért Na* dram. Az dramok mérése kontroll
koriilmények kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utdn (NECA), illetve a gatloszer
kimosésit kovetd 2 perc milva (M) tortént. Az aramgorbék felvételéhez 6 ms-ig
depolarizaltunk -120 mV tartéfesziiltségrél -80 és +90 mV kozoétt 10 mV-os
1épcsokozokkel, az egyes depolarizdlé impulzusokat 1,5 s-onként alkalmaztuk. Online
szivargdéaram-kivondst alkalmaztunk. Az dbrén a jo attekinthetdség kedvéért a nagyobb
depolarizaciénal kapott gérbéket nem tiintettiik fel.
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23. abra. ZM 241385 hatdsa a DDT; MF-2 sejtek Na* dramdra (reprezentativ gorbék)

A) 1 uM ZM 241385 nem befolyésolta a DDT; MF-2 sejteken mérhetd Na* csticsdramot.
B) A kezelés el6tt mért Na* dram. C) A kezelés utdn mért Na* dram. Az dramok mérése
kontroll koriilmények kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utin (ZM 241385),
illetve a gatloszer kimosasat kovetd 2 perc milva (M) tortént. -120 mV tartéfesziiltségrol
1,5 s-onként depolarizaltunk -80 és +90 mV kozott 10 mV-os 1épcsékozokkel, 6 ms
id6tartamig. Online szivargdaram-kivondst alkalmaztunk. A j6 attekinthetdség kedvéért
az 4dbran a nagyobb depolarizaciénal kapott gérbéket nem tiintettiik fel.
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24. abra. Glibenclamid hatdsa a DDT; MF-2 sejtvonalon mért Na* dramra (reprezentativ
gorbék)

A) 3 UM glibenclamid hozzédadédsa sordn a Na* csdcsdram nem véltozott. B) A kezelés
eldtt mért Na* dram. C) A kezelés utdn mért Na* dram. Az dramok mérése kontroll
koriilmények kozott (C), 2 perccel a kezelés meginditdsa utdn (glibenclamid), illetve a
gétloszer kimosasat kovetd 2 perc milva (M) tortént. 6 ms-os depolarizalé impulzusokat
alkalmaztunk 1,5 s-onként -80 és +90 mV ko6zott 10 mV-os 1épcsékozokkel, -120 mV
tart6fesziiltségrél. Online szivargéaram-kivondst alkalmaztunk. Az 4bran a jo
attekinthetdség kedvéért a nagyobb depolarizaciondl kapott gérbéket nem tiintettiik fel.
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25. abra. A Na' dram amplitid6jaban egyes adenozin-receptor-ligandumok hatdsara
bekovetkezd valtozdsok a DDT; MF-2 sejtvonalon

A Na" dram nem véltozott meg 1 uM NECA, 1 uM ZM 241385, valamint 3 uM
glibenclamid hat4sara. A cstcsaramokat a 6 ms-ig tartd, —120 mV tartéfesziiltségrél —10
mV-ra torténd depolarizacio sordn kapott gorbékbdl hataroztuk meg. A feltiintetett adatok
a kontroll értékekre normdlt atlag + SEM értékek (NECA: N=3, ZM 241385: N=4,
glibenclamid: N=3). (I: a kezelést kdvetden mért csicsdram, Iy: a kezelés eldtt mért
csucsaram.)
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6. DISZKUSSZIO

6.1. A citoplazma-membrdn foszfolipid-osszetételének hatdsa a Kyl.3 csatorndk

Junkciojara humdn limfocitakban

Jelen tanulmanyban kiilonb6zd zsirsavaknak a Ky1.3 csatorndk kapuzasi paramétereire
kifejtett hatasat vizsgaltuk PHA-val és IL-2-vel stimuldlt HPL-kon. A mitogén PHA és a T
sejt autokrin novekedési faktor IL-2 hozzdaddsa magas szintre emelte a Kyl1.3 csatorndk
expresszidjat a HPL membranban [1], ami lehetdvé tette a kapuzdsi paraméterek pontosabb
meghatdrozasat, és minimalisra csokkentette a Kyl.3-on kiviilli egyéb csatorndk
hozzajaruldsat a teljessejt-daramhoz. A Kc,3.1-nek, a HPL-k Ca’* aktivalt K* csatorndjanak
aktivitdsit EGTA-val pufferelt / Ca”* mentes pipettatoltd oldattal gatoltuk [266]. Igy biztosak
lehetiink abban, hogy a disszertaciéban bemutatott adatok a Ky1.3 csatorndk tulajdonsdgainak
a kiilonb6z06 lanchosszisagu és telitettségli zsirsavakkal torténd kezelések eredményeképpen
kialakult véaltozésairdl szdmolnak be. A zsirsavak HPL membranba torténd beépiilésének
hatékonysagat gazkromatografidss mérésekkel er0Ositettik meg; minden egyes kezelés
specifikusan megnovelte a megfeleld zsirsavnak a teljes zsirsavmennyiséghez viszonyitott
relativ mennyiségét a HPL-k plazmamembréanjaban.

A zsirsavak Ky1.3 csatorndk aktivitdsara kifejtett hatdsdnak tanulményozésara az alabbi
irodalmi adatok késztettek benniinket: 1. a Kyl.3 csatorndk aktivitdsa alapvetden
meghatdrozza a limfocita-aktivaciés folyamatokat; 2. a limfocitamembran lipidosszetételében
bekovetkezd valtozasok dramaian befolydsolnak bizonyos immunreakcidkat; 3. a
membréanban 1év0 lipidkdrnyezet médositja dltaldban a membranfehérjék, és kiilondsképpen
az ioncsatorndk funkcidjat.

A limfocitdkban lejatsz6dd jelatviteli folyamatok sordn szabdlyozd szereppel bird
legfontosabb K* csatorndk a Shaker csalddba tartozé fesziiltségkapuzott Ky1.3 és a kozepes
vezetOképességli Kc,3.1 [3, 12]. Ezeknek a K' csatornaknak az aktivitdsa meghatdrozza a T
sejtek nyugalmi potencidljit: =~(—60)—(—70) mV-ra éllitja be azt. A negativ membrinpotencidl
fenntartdsa sziikséges a Ca’*-nak a sejtekbe torténd belépéséhez elegendd elektrokémiai
hajtéeré biztositdsahoz a hosszan tarté Ca®* jel alatt. A T sejtek antigén-aktiviciGjanak
membranpotencial-fliggése jol ismert; a Ky1.3 gétloszerei depolarizaljak a T sejteket, in vivo

és in vitro egyarant géitoljak a T sejt-proliferdciot és a Ca®* jelatvitelt [91, 92]. A Kyl.3
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csatorndk szdma a nyugvd T sejtekben mérsékelt, ~<300-400 csatorna/sejt, [14, 267], mig az
Kca3.1 expresszidja elhanyagolhatd, =<10-30 csatorna/sejt [266]. Tekintettel arra, hogy a
Kvy1.3 csatorndk nagyon szlik membranpotencidl-tartomanyban miikodnek egyensilyban
(azaz az egyensulyi aktivacié és inaktivacid fesziiltségfiiggésének metszetében), ezeknek a
paramétereknek a fesziiltségfiiggésében bekovetkezd barmilyen kis valtozds nagymértékben
befolydsolhatja a K dram alkalmassigdt a T sejtek membranpotencidljanak irdnyitasdra
[190]. Mivel a T sejt-membrdan bemeneti ellendllasa sz€lsdségesen nagy, a kisérletek €s az
elméleti megfontoldsok eldrevetitik, hogy néhany Ky1.3 csatorna aktivitdsa elegendd egy T
sejt membranpotencidljdnak a K" egyensilyi potencidlja kizelébe torténd beallitdsdhoz, és
ezek az elOrejelzések tokéletesen Osszhangban vannak a Ky1.3 nagyon alacsony egyensulyi
nyitasi valoszinliségével [5, 87]. A fentiekbdl kovetkezik, hogy a Kyl.3 kapuzés
kinetikajaban bekovetkezd valtozasok, kiillonosen azok, amelyek a vezetd (nyitott) dllapotban
eltoltott idSt befolydsoljak, nagyon hatékonyan megvaltoztathatjdk a K' konduktancia
hozzajaruldsat a teljes membran-konduktancidhoz, és igy mddosithatjdk a T sejtek
membranpotencialjat. Példdul az ebben az értekezésben leirt PUFA kezelést kovetd, az
inaktivacids kinetikdban bekovetkez6 kb. kétszeres gyorsulds nagyon hatékonyan lecsokkenti
a nyitott dllapot élettartamat. A megndvekedett inaktivacids sebesség hatdsat az &ram PUFA
kezelést kovetd gyorsabb nyitdsi kinetikdja alig kompenzélja, mivel az inaktiviciés kinetika
kb. 2 nagysagrenddel lassabb, mint az aktivacids kinetika, ezért az I(t) gorbe alatti teriilet (pl.
az atvitt toltés mennyisége) érzékenyebb az inaktivaciés kinetikdban bekovetkezo
véltozdsokra, mint az aktivdciés kinetikdban bekovetkezOkre. Igy az aktivéciés és az
inaktivacios kinetikdk Osszesitett hatdsa egy csokkent membrian K' vezetSképesség, ami
megmagyarazhatja a PUFA-k immun- és autoimmun folyamatok szuppresszidjdban kifejtett
jotékony hatasat (lasd aldbb). Ezt az elképzelést alditimasztja a Ky1.3 csatorndk T sejt-altipus-
specifikus expresszidja is: az effektor memoria T sejtek — amelyek a kozvetlen szoveti
karosodasokért felelosek az autoimmun megbetegedések sordn — proliferacidja kizarélag a
Ky1.3 aktivitdsdra érzékenyek, mivel ezek a sejtek magas Kyl.3 és alacsony Kc,3.1
expresszidju csatorna-fenotipusba tartoznak [268].

Tanulmanyunk arrdl tandskodik, hogy minden vizsgdlt PUFA (LA, AA és DHA)
befolydsolja a HPL-k Ky1.3 csatorndinak aktivacios €s inaktivacios kinetikdjat, ugyanakkor
az egyszeresen telitetlen OA és az telitett zsirsavak (PA és SA) hatastalanok. Ez a tapasztalat
parhuzamba dllitja a zsirsavak hatékonysdgat a limfocita-aktivicids folyamatok gatlasaval.
Szamos tanulmany ramutat arra, hogy az n-3 PUFA-kban gazdag étrend gyulladédsellenes és

immunszuppressziv in vivo és in vitro egyarant [25, 27, 28, 30, 32], és mind a szerzett, mind a
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természetes immunitds sejtes alkotéelemeire hatdssal van. A limfocita-funkcié szintén
hatékony modulétorainak, az eikozanoidoknak a HPL membranban el6fordulé mennyiségét és
fajtajat a taplalékkal elfogyasztott zsir tipusa befolydsolhatja [28, 269]. Rotondo és mits.
(1994) [28] a citokin-stimulélt timuszbeli limfocita-proliferacié C20 és C18 zsirsavak altali
koncentraciofiiggd gatlasit fedezték fel. Ezek a szerzOk ugy vélik, hogy a zsirsavak gatld
hatdsa nem egyéb metabolitokkd torténd dtalakulds eredménye, hanem kozvetlen hatds. Van
der Vusse és mts. [38] arrdl szamoltak be, hogy az AA kozvetleniil hathat az ioncsatorna-
aktivitdsra és a jeldtvitelre, mig metabolitjai, pl. az eikozanoidok, kozvetett hatdsokat
vélthatnak ki. Devor és Frizzel [214, 220] megerdsitette ezt a hipotézist K csatornakon: a
zsirsavak kozvetleniil médositjdk a csatornanyitdsi valdszinliséget (Po) és az dtlagos zdarva
tartdsi idot.

A PUFA-khoz hasonléan a PUFA-tartalmud triacil-glicerinek is koncentracié- és
doézisfiiggd modon gatoljak a Con A éltal stimulélt limfocita-proliferaciot patkdnyban, mig az
SFA-t vagy az OA-at tartalmaz¢ triacil-glicerinek nem gatolnak [32]. A triacil-glicerineknek
ezek a limfocita-funkciéra gyakorolt kozvetlen hatdsai megmagyardzhatjdk, hogy a
gyulladdsos betegségektdl szenvedd betegek allapotdban miért figyeltek meg javulast PUFA-
ban gazdag étrend hatédsdra bizonyos klinikai vizsgélatok sordn.

A PUFA-k hatdsdnak molekuldris mechanizmusat illetden Stulnig és mts. (1998) [25]
arrél szamoltak be, hogy Jurkat T sejt-lipidek PUFA-kkal torténd dusitdsa nagyon korai
jelatviteli eseményt gitol. Ugy gondoljak, hogy a T sejt-aktivacié PUFA indukélt gitldsa az
Src  kindzcsalddba tartozé Lck-nak a DRM-ek citoplazma feldli rétegébdl torténd
kiszoritdsanak a kovetkezménye. A mi munkdnk azt mutatja, hogy az Lck kiszoritdsa mellett
a Ky1.3 aktivitdsdnak szuppresszidja egy kiegészitd mechanizmus lehet az immunreakcidk
gatlasaban.

A fesziiltségfiiggd ioncsatorndk a membranpotencidlban bekovetkezd valtozdsra
védlaszolva nyitnak. A nyitds és az azt kovetd lassi (P/C tipusu) inaktivacids 1épés a
csatornafehérje fesziiltségszenzor doménjében €és pérusdoménjében végbemend konformécids
valtozdsok sorozatat foglalja magdban [107]. Minthogy a K' csatorndk a sejtmembranba
agyazodnak, funkcidjukat befolyasolhatjak a lipid—fehérje kolcsonhatdsok. Ezt alatdmasztja a
human Kyl.2 csatorna napjainkban elvégzett rontgen-krisztallografids szerkezetvizsgdlata,
ami a csatorna kiilonboz6 lehetségesen lipidek feldli feliileteit mutatta meg (a Ky1.2 kozeli
rokonsdgban 4ll a Kyl.3-mal) [270, 271]. A funkciondlis csatorna négy alegysége
mindegyikének a poérushélixe és a szelektivitasi filtere mentén taldlhaté S5 és S6

transzmembrdn hélixek egyiitt alkotjdk az egyetlen pérusdomént, mig minden egyes alegység
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S1-S4 hélixei alkotjdk a csatorna fesziiltségszenzor doménjeit (csatorndnként négyet). A
rontgenkrisztallografids szerkezet alapjan a bizonyitékok kovetkez6 sora ramutat a fehérje—
lipid kolcsonhatdsok fontossagara [271]: 1. a kristdlyosodési folyamat soran detergens/lipid
elegy jelenlétére volt sziikség; 2. a fesziiltségszenzor domén nem illeszkedik szorosan a
porusdoménhez; hanem a poérus hidroféb feliileteit és a fesziiltségszenzorokat elvdlaszto teret
lipidek tolthetik ki nativ membranokban; 3. a fesziiltség-érzékelésben kulcsszerepet jatszo
oldalldncok (az S4 extracelluldris végétdl szamitott Arg-1 és -2) az S4 hélix lipidboritasu
felszinén helyezkednek el. Ezek a szerkezeti adatok jol egyeznek a KyAP csatornan lipid
membranokban mért elektron paramégneses rezonancia adatokkal [272] és a pok toxinoknak a
Ky2.1 csatorndk fesziiltségszenzoraval torténd kolcsonhatdsaval [273].

A lipidek kolcsonhatdsa a K* csatorndkkal specifikus lehet, ahogy példdul a Ky2.1
csatorndk esetében. Lu és mts. kimutattdk, hogy a szfingomielindz D 4ltal katalizalt, a
lipidmolekuldk fejcsoport-toltésében bekovetkezd — amely molekuldk kozvetleniil és
viszonylag specifikusan hatnak kdlcson a csatornakkal — véltozas eltolja a Ky csatorndk G-V
viszonyat negativ irdnyba, hatékonyan aktivdlva ezzel a csatorndkat negativ
membranpotencidloknél, amelyeknél egyébként praktikusan zart dllapotban maradndnak
[128]. A csatorndknak ezen a specifikus “lipid aktivicijan” kivil a membran
lipidosszetételének szdmos hatdsdt a membran-mikroviszkozitds (fluiditds) megvéltozdsanak
[21], a membrangorbiilet és a laterdlis nyomdasprofil membranban bekovetkezd valtozasanak
[274] és az ioncsatorndk lipid raftokba torténd beépiilésének vagy onnan valé kirekesztésének
[205] tulajdonitjdk.

Példdul a Ky1.3-nak mind az aktivaciés, mind az inaktivacids kinetikdja lassul, amikor
a membran koleszterin-tartalma novekszik a HPL-kben, és ez a hatds parhuzamban &ll a
koleszterindusitas-indukalt membranmikroviszkozitds-novekedéssel [21], tovabba egyiitt jar
az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggésének pozitiv membranpotencidlok irdnydba torténd
eltoléddsaval, mig az egyensilyi inaktivacié valtozatlan marad. Igy a PUFA-k, amelyek
novelik a membran fluiditdsat (csokkentik a mikroviszkozitdst), varhatéan csokkentik a K*
aram kinetikdjat jellemzd id6allanddkat. Ez 6sszhangban van a mi tapasztalatainkkal.

Azt az elképzelést, miszerint a PUFA-knak a Ky1.3 csatorndkra kifejtett hatdsa inkabb a
csatorna fizikai-kémiai kornyezetének véltozasaival van Osszefiiggésben, semmint a csatorndk
kapuzdsi szerkezetével torténd specifikus kolcsonhatdsukkal, a kovetkezd okok miatt
megerdsitjiik. 1. Mindségileg hasonld valtozasokat fedeztek fel a Kyl1.3 aktividcios és
inaktivaciés kinetikdjdban a kiilonb6z0 lanchosszisagu, telitettségi fokd és kettOskotés-

helyzeti PUFA-kkal. 2. A PUFA-k ko6z0s jellemzdje, hogy acil-lincuk a telitetlenség
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mértékének novekedésével egyre hajlitottabb, és ezért valtoztatjidk meg a membrin
mechanikai tulajdonsagait, pl. fluiditds-novekedést (mikroviszkozitas-csokkenést) okozva
[275].

Eredményeink szintén arrél tantskodnak, hogy Osszefiiggés van a K' csatorna
kinetikdjara kifejtett hatds és az adott zsirsav telitetlenségének mértéke €s/vagy ldnchossza
kozott: az SFA-k (16:0, 18:0) és a MUFA (18:1) esetében nem mutatkozott szignifikans hatds
a csatornakinetikdban, mig a PUFA-kndl (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, igy az utols6 kettds kotés helye
(vagyis a telitett szakasz hossza a szénldnc végén) az acil-lancban fontosnak tlinik a hatés
kifejtéséhez. Anel és mts. [213] kimutattdk, hogy a cisz-telitetlen zsirsavak megvaltoztatjdk a
lipid-acillancok sorrendjét és gétoljak a citotoxikus T limfocitdk (CTL-ek) sejtfunkcidjat, de a
transz-telitetlenek és a telitettek nem. Mi a kisérleteinkben csak all-cisz-telitetlen zsirsavakat
hasznéltunk, és mindegyiket hatékonynak taldltuk a Kyl.3 csatorndk kinetikdjanak
modositaséra, kivéve a egyszeresen telitetlen OA-at.

A kettosrétegeket alkotd lipidek, mint a foszfatidil-kolin (PC), henger alakiak. A
kettOsréteget nem képezd, a kettOsrétegeket alkotd lipidekénél kisebb polaris fejcsoporttal
rendelkezd lipidek, mint pl. a foszfatidil-etanolamin (PE), és a nagyobb poléris fejcsoporttal
rendelkezOk kup alakiak, és felszini gorbiilettel rendelkez6 hexagondlis vagy kobos fazist
képeznek. [209, 276] A kisebb poldris fejcsoporttal rendelkezd, kettOsréteget nem képezd
lipidek nagyobb laterdlis nyomadst fejtenek ki a membran kozepén és kisebbet a fejcsoport
irdnyédban, ellentétben a kettdsrétegeket képezd lipidekkel, amelyekben a laterdlis nyomads a
hidrof6éb fazisban sokkal kisebb. Ez a nyomdsprofil kettdsréteget nem képezd lipidekben
funkciondlis 4llapotban képes stabilizdlni egy belsd fehérjét — pl. lehetové téve a
transzportfehérjéknek a nyitast és a zdrast —, €s a fehérjéknek egy kevésbé muikodoképes
allapotba torténd keriilését okozhatja kettOsréteget képezo lipidekben. Az SFA-k egyenesek,
és hengeres foszfolipideket képesek létrehozni, a PUFA-k a telitetlenség mértékének
novekedésével egyre hajlitottabbak, és kup alaki foszfolipideket képesek kialakitani.
Valészintisithetd, hogy a sejtmembranba beépiilt SFA-k hengeres molekuldkat alakitanak ki,
ezzel nem okoznak drdmai véltozdsokat a foszfolipid struktirdban, €s nem befolydsoljdk a
Ky1.3 csatorndk miikodését. A PUFA-k kip alaki molekuldkat alkotnak, igy nem-
kettosrétegli régiokat hoznak 1étre a membranban, és eldsegitik a csatornanyitast és -zdrast.
Ha a zsirsavak ondlléan (nem foszfolipidekbe épiilve) 1épnek be a lipid kettdsrétegbe, akkor
nagyon kicsi fejcsoportjuk (COQO") és egy karbonillincuk van. Az SFA-k egyenes lanccal
rendelkeznek, ebbdl kovetkezden hengeres alakjuk van, mig a PUFA-k nagyobb, hajlitott
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lanccal rendelkeznek, kup alakot képeznek, ezért tgy viselkednek, mint a kis fejjel
rendelkez0, kettosréteget nem képezd lipidek. Tehat a zsirsavak ugyanazt a hatdst fejtik ki,
barmelyik formdban épiilnek be a sejtmembranba.

Egy lehetséges alternativa, hogy a limfocitdk PUFA-kkal torténd kezelése a Kyl1.3
csatorndk protein-kindzok és -foszfatdzok déltali posztszintetikus moddositasaval jarhat, és
ennek a modosuldsnak a szintere a T sejtek lipid raftja lehet. Kordbban mér leirtdk, hogy a
Kvy1.3 csatorndk lipid raftokban helyezkednek el a T sejt-membranban [207], és hogy az n-3
PUFA EPA szelektiven beépiil a T sejt-raftokba és megvaltoztatja az dsszetételiiket [277]. Ez
utébbi tiikrozodik az acildlt jelatviteli fehérjéknek a lipid raftok citoplazma feldli rétegébol
torténd kiszoritdsdban, mint pl. az Src csaladbeli Lck kindz esetében. Minthogy a Ky1.3
aktivitdsat és kapuzdsat nagymértékben szabdlyozza a tirozinon [278, 279] és a szerin/treonin
oldallancokon torténd foszforilacid, a limfocitak jelatviteli komplexének PUFA-kkal torténd
torténd felbomlasztdsa szintén egy elképzelhetd lehetdség az eredményeink magyardzatéra.

Beszamoltunk arr6l, hogy az egyensulyi aktivacid és inaktivacid fesziiltségtiiggése
érzéketlen a PUFA-k, a MUFA vagy az SFA-k membranban torténé akkumulécidjara. Ez azt
jelenti, hogy a csatorndk egyensulyi megoszldsa a zart és a nyitott, illetve a nem-inaktivalt és
az inaktivélt allapotok kozott adott membranpotencidlon ugyanaz, tekintet nélkiil a
zsirsavkezelésre (pl. a AAG a megfeleld dllapotok kozott véltozatlan). Ezzel szemben a nyitott
¢és az inaktivalt dllapotokba vezetd kinetikdkat gyorsitjdk a PUFA-k, ami a zart és a nyitott,
illetve a nyitott és az inaktivalt allapotokat elvédlaszté energiakorldat (AG) nagysdganak a
csokkenésében nyilvanul meg [168]. Igy a csatornakapuzds energetikdjait a PUFA-k
specifikusan befolydsoljdk, amit az dtmenetek sebességei tiikkroznek, de az allapotok kozti
egyensulyi megoszlds nem. Ez 0Osszeegyeztethetd a membran mikroviszkozitdsanak a
csokkenésével PUFA-kezelés soran [275].

Osszegezve: bemutattuk, hogy a membran kiilonbozé PUFA-kkal torténd dusitdsa képes
modositani a Ky 1.3 csatorndk kinetikdjat a HPL-kban. Ily médon a PUFA-kban gazdag étrend
fontos szereppel birhat a membran megfeleld lipidosszetételének a fenntartdsdban ahhoz,
hogy ezek a csatorndk megfeleléen miikddjenek, €s talan a Ky1.3 kinetika PUFA indukalt
modositdsa fontos kdvetkezményekkel birhat, tekintettel a T sejtek aktivicidjanak gatladsira
patofizioldgiai  koriilmények  kozott. Ez  kozremiikodhet a  PUFA-kkal  torténd
étrendkiegészités jotékony hatdsdban autoimmun reakcidkban és/vagy krénikus gyulladdsok

soran.

69



6.2. Adenozin-analégok hatisa a DDT; MF-2 simaizom-sejtek K' csatorndinak

miikodésére

Munkank sordn a DDT; MF-2 sejtek teljessejt-dramdaban kiilonb6z6 adenozin-agonistdk
¢s —antagonistdk, tovabbd egy Katp csatorna-blokkolé vegyiilet édltal okozott véltozdsokat
tanulmanyoztunk. A K* dramnak a farmakoldgiai vizsgdlata alapjan megallapithatjuk, hogy a
mért vezetOképességek tulajdonsdgai a Shaker csaladba tartozd fesziiltségfiiggd Ky1.3-éhoz
kozelitenek. Kisérleteinket EGTA-val pufferelt / Ca** mentes pipettatdltd oldat alkalmazdsa
mellett végeztiik, hogy az esetleges Ca®™* fliggd dramok hozzdjarulasat kikiiszoboljiik [266].
Jelen tanulmdnyban  bemutatott  eredményeink  Osszhangban  vannak  kordbbi
tapasztalatainkkal, melyeket Rubovszky Bélint értekezésében mar bemutatott [265]. Az
emlitett tanulmdny arra utal, hogy a K* dram tulajdonségaiban bekovetkezett valtozdsok sordn
a receptorok a csatorndkra G protein-fiiggetlen médon fejtik ki hatasukat.

Tudomadsunk szerint ez az els6 tanulmény, amelyben sikeriilt kimutatni a DDT; MF-2
sejteken levé K* dram szelektiv P, adenozinreceptor-agonistakkal és —antagonistakkal torténd
modositasat. Bar Mollemannak és mts-nak (1989) [262] nem sikeriilt kimutatniuk nagy d6zisu
adenozinnak (I mM) semmiféle hatdsit a membrdnaramra vagy az ATP indukdlt aramokra
ezen a sejtvonalon, eredményeik nem mondanak egyenesen ellent a mi tapasztalatainknak.
Minthogy az adenozin nem specifikus ligandum, kotédhet P, receptorokhoz is, ezen kiviil
mind az A;, mind az A, receptorokhoz torténd gyenge kotddése tovabbi kiilonb6zd receptor-
aktivdciés folyamatokat indithat be, ami végiil azt eredményezheti, hogy a K' dramra
gyakorolt hatds nem lesz szignifikdns. Jelen tanulmédnyban altipus-specifikus agonistdk és
antagonistdk hatdsait vizsgéltuk, igy az egyes hatdsok elkiiloniilve jelenhettek meg.

A K csatorndknak a kiilonb6zd altipus-specifikus adenozin-analégokra adott vélasza
szovetrdl szovetre valtozik. Példaul bar mind az A;, mind az A, receptorok jelen vannak
sertés szivkoszoriérbdl szdrmazé simaizom-sejteken, az A; adenozin-receptorhoz torténd
kotédés K dramot aktivdl, az Ajy,-hoz torténd kotddés viszont nem [280]. Artérids
szivizomsejteken csak A,, receptor-agonista volt képes K" csatorndkat aktivalni, mig az A,
aktivatorok hatdstalannak bizonyultak [281]. Szarvasmarha-mellékvese zona fasciculata-bol
szarmazé sejteken a kifejez6dott nem-inaktivalodé K* dramot szelektiven lehetett gatolni
mind A;, mind A,,, mind A3 adenozinreceptor-agonistikkal, és ezek a gitldsok membran-
depolarizacioval tarsultak [61]. Felfedezéseink szerint a DDT; MF-2 sejtek egyediilall6ak
abban, hogy az A; receptor-aktiviciora megndvekedett K konduktancidval és

hiperpolarizdcival, az A, receptor-aktivdciéra pedig csokkent K* konduktancidval és
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depolarizacidval képesek valaszolni. Ezért ezek a sejtek jol haszndlhatok lehetnek a
farmakoldgidban, az A; és A, receptor-medidlt mechanizmusok ugyanazon a sejtvonalon
torténd vizsgalatdban.

Nemrégiben kimutattdk, hogy szoros kapcsolat van a membranpotencidl és az adenilat-
ciklaz aktivitdsa kozott kisagyi szemcsesejtekben [65]. Beltran és mts. [282] megallapitottdk,
hogy a membréanpotencidl kozvetleniil mddositja az adenilétcikldz-aktivitdst tengeri siin
spermdjaban, aminek szerepe lehet a spermamotilitds beinditisdban. Izumi és mts. [63]
kimutattdk, hogy a membran hiperpolariziciéja noveli a cAMP szintézisét, és a
spermamotilitds aktivdlasdhoz vezet Ciona intestinalis zsdkéllatban. Reddy és mts. [56] az
adenildtciklaz-aktivitds tenyésztett kisagyi idegsejtekben végbemend, depolarizicié altali
szinergisztikus stimuldciéjardl szamoltak be. Feltételezték, hogy az enzim Kkatalitikus
alegységében végbemend, depolarizdcié okozta konformaciés véltozdsok fokozhatjdk az
adenilat-cikldznak a guanildt-nukleotid serkentd fehérje daltali stimuldcidjat. Arra 1is
ramutattak, hogy ez a jelenség Ca®* fiiggetlen, és nem tulajdonithaté az intracellularis Ca®*
altali szabdlyozasnak. Ez a felfedezés Osszhangban van a mi megfigyeléseinkkel és az
adenilat-ciklaznak az irodalomban bemutatott, A,, agonistdk receptorhoz torténd kotodése
altali stimulécidjaval. Adataink alatamasztjak azt a feltételezést, hogy az adenilat-ciklaz
aktivitdsdnak a membréanpotencidltdl vald fiiggése hiperpolarizélt koriilmények kozott olyan,
mint amir6l Reddy és mts. [56] az élettanitdl a depolarizaltig terjed6 membranpotencial-
tartoményt illetéen beszdmoltak. Igy az A, adenozin-receptorokhoz torténé agonista-kotdés
altal kivaltott adenildtciklaz-inhibiciét az indukdlt membranpotencidl-novekedés kozvetitheti.

Az adenilat-ciklaz fesziiltségfiiggése alapjan feltételezziik, hogy az adenilat-ciklaz A; és
A, receptor-aktivaci6 altali stimuldcidja vagy inhibicidja — vagyis a cAMP-termelés A; és A,
receptoraktivacio altal torténd szabdlyozdsa — olyan mechanizmussal valésulhat meg, amely
ligandumindukalt transzmembranpotencidl-véltozast tartalmaz az elsé elemi 1épések kozott,
mivel a membrdnpolaritisban bekovetkezd valtozdsok az enzim fesziiltségfiiggd
konformécid-véltozdsdhoz vezethetnek. Azt is megfigyeltik, hogy egy A; agonista
moédosithat egy A, agonista altal kivaltott membranpotencidl-valtozast [265]. Ez az Ay, és A
receptorok kozotti kolcsonhatds az adenildt-cikldz olyan Osszetett szabdlyozasanak alapjaul
szolgdlhat, amit a nagy szdmu fiziol6gids ligandumok koziil barmely A,, és A; specifikus
agonista—antagonista parnak a megfeleld adenozin-receptorokhoz torténd kotddése valt ki. A
kifejezodott A és A, tipusd receptorok ardnya szovetspecifikus, és a jelenlévd agonistak és
antagonistdk fajtija €s koncentracidja is szovetrdl szovetre véltozhat. Ez a valtozatossdg a

lehetséges cAMP jel vezérelte specifikus folyamatok sokféleségével egyiitt megmagyardzza,
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hogy az adenozinreceptor-aktivacié kovetkezményei miért lehetnek annyira kiilonbozoek a
kiilonféle szervekben és szovetekben. Az adenilat-cikldz szabdlyozdsardl felvazolt folyamat
olyan cAMP jeleket eredményez, amelyek hozzijarulhatnak a kiilonféle médosité hatdssal
rendelkezd eseményekhez.

A két adenozin-analég, a NECA és fluorral jelolt szarmazéka, az F-NECA eltérd hatést
fejtett ki a DDT; MF-2 simaizom-sejtek K konduktancidjdra. Ez a kémiai szerkezetiik
kiilonbozdéségének a kovetkezménye lehet, ami az A; és A, adenozinreceptorokhoz vald
affinitdsuk eltér6 mivoltdhoz vezethet. Minthogy mind A;, mind A, receptorok jelenlétét
kimutattdk a DDT; MF-2 sejteken [68], és a NECA mindkét receptornak agonistdja [57], a
NECA vagy az F-NECA koétodésével kivaltott funkciondlis valasz az A; és az A, altipusokon
keresztiil medidlt hatdsok Osszege. A K™ dram adenozin-analégokkal torténd szabalyozasa
fiigg a cAMP képzo6désétol [138]. Eredményeink azt sugalljdk, hogy a cAMP fiiggo jelatviteli
utvonalaknak a receptorhoz torténd kotodés dltali stimuldcigja kiilonbozik a NECA és az F-
NECA esetében. Az, hogy az 5 uM F-NECA adltal a csicsaramra kifejtett gatlé hatés
szignifikdnsan kisebb az 5 UM NECA esetében tapasztaltndl, az ezeknek az anal6goknak az
affinitdsdban levd kiilonbségeknek tulajdonithaté. Ez magyardzatul szolgdlhat a K dram
kinetikdjaban okozott valtozasokban levo kiillonbségekre, kiilondsen az aktivaciondl, ahol nem
fedeztiink fel valtozast az F-NECA-val. Bar az F-NECA dltal az -elektrofiziologiai
tulajdonsdgokban okozott valtozds kevésbé kiemelkedd, mindkét vegyiilet csokkenti a K*
aramot. Ezért az F-NECA elektrofizioldgiai szempontbdl kevésbé hatékony analdgként
hasznalhat6. Mivel az F-NECA masként viselkedik a vizsgélt elektrofiziol6gids folyamatban,
mint a NECA, ezért a PET eredmények értékelésénél koriiltekintéen kell eljarni.

Yao és mts. (1996) [74] a nyilagyban és -majban kifejezédé [73] fesziiltségkapuzott K*
csatorndt (rabKy1.3) Xenopus oocitdkba klonoztdk. Az igy kifejez6dott csatorndt, eltéréen a
kordbban leirt Shaker csatorndktol, glibenclamid-érzékenynek, aktivicios kiiszobét pedig -50
mV koriilinek taldltdk. (A glibenclamid a Karp csatorndk jol ismert inhibitora.) A Xenopus
oocitdkban mesterségesen expresszdltatott rabKyl1.3 csatorna glibenclamid-érzékenysége
ugyanolyan nagysdgrendiinek bizonyult, mint a nydl vaszkuldris simaizomban taldlhaté
glibenclamid-érzékeny Ky nativ csatorndé [160]. A rabKyl.3 és a DDT; MEF-2
simaizomsejteken taldlhat6 K* csatorndkon kiviili egyéb Ky csatornak glibenclamid-

szenzitivitasara nem talaltunk utalast az irodalomban.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkédnk sordn sejtmembranbeli fesziiltség-aktivalt kationcsatorndk tulajdonségait

vizsgaltuk.

1. Kiilonboz6 zsirsavaknak a Ky1.3 csatorndk kinetikdjara kifejtett hatdsat tanulméanyoztuk
PHA és IL-2 stimuldlt HPL-kon. Eredményeink szerint a kifejtett hatds Osszefiiggésben
van az adott zsirsav telitetlenségének mértékével és/vagy lanchosszdval. Minden vizsgalt
PUFA befolydsolta a limfocitdk Ky1.3 csatorndinak aktivaciés €s inaktivacios kinetikajat —
gyorsitva a kérdéses iddédllandokat —, ellentétben a vizsgdlt MUFA-val és SFA-kkal.
Ugyanakkor a kisérleteinkben vizsgalt 0sszes zsirsav véltozatlanul hagyta az egyensulyi
paramétereket, vagyis az aktivacid és az inaktivacid fesziiltségtol valé fiiggését. A
zsirsavak limfocitamembranba torténd beépiilésének igazolasara végzett gdzkromatografias
mérések mutatjadk az egyes kezelések eredményességét: minden vizsgélt zsirsav nagyobb
mennyiségben jelent meg a limfocitdk plazmamembranjdban, mint amennyi a kezeletlen
sejtekben taldlhat6 volt.

Kimutattuk tehat, hogy a PUFA-k képesek modositani a Ky 1.3 csatorndk kinetik4jat HPL-
kon azaltal, hogy megvaltoztatjdk a mikrokornyezetet a lipid kettds rétegben. Ily médon a
PUFA-kban gazdag étrend fontos lehet a megfeleld lipidosszetétel fenntartdséhoz vagy
lipidkorrekci6 indukéldsdhoz. A T sejt-aktivécié a fesziiltség-kapuzott és a Ca®* aktivalt K*
csatorndk és a Ca®* felszabadulds-aktivalt Ca®* csatorndk miikodésén alapul, a T
limfocitdkban a kifejez0d6 Ky 1.3 csatorndk irdnyitjdk a membranpotencidlt €s a jelatvitelt.
Ezért a Ky1.3 csatorndk miikodésének PUFA indukalt megvaltozdsai eldidézhetik az
immunrendszer funkcidjdnak megvaltozasat. Ezek a PUFA indukdlt hatdsok hasznosak
lehetnek az immunrendszer miikodési zavarainak és/vagy akut és kronikus gyulladdsoknak

a kezelésében.

2. Kimutattuk, hogy a K" dramok mértéke és az adenozinreceptor-stimuldcié vagy -inhibicié
kozott kapesolat van a DDT; MF-2 sejtek esetében. Jelen értekezést elozetes méréseinkkel
is Osszevetve — melyekrol Rubovszky Balint értekezésében mar beszamolt [265] —
megéllapithatjuk, hogy az alkalmazott adenozin-agonistak és -antagonistdk részt vesznek

az adenozinreceptor-medidlt folyamatban, és igazoljdk az A; és A, adenozin-receptorok
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jelenlétét és aktivitdsat a vizsgalt sejtvonalon. A K* 4ram tulajdonsdgaiban bekdvetkezett
véaltozasok sordn a receptorok a csatorndkra G protein-fiiggetlen médon fejtik ki hatasukat.
Ugyanakkor a vizsgalt P, agonistdk és antagonistdk a sejteken levé Na® csatornik
konduktancidjat nem befolyasoltak.

A DDT; MF-2 sejtek egyediilalléak abban a tekintetben, hogy képesek valaszolni mind az
A receptor-aktiviciéra K* konduktancia-ndvekedéssel €s hiperpolarizacival, mind az A,
receptor-aktivaciéra K* dram-csokkenéssel és depolarizdciéval. Igy lehetdség nyilik ezen
sejtek farmakoldgiai felhaszndldsdra: az A; és A, receptor-medidlt mechanizmusok

ugyanazon sejtvonalon torténd tanulmdnyozdsara.
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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 Ky1.3 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 Kyl.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 Kyl.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 Ca** activated K* channels and the Ca®* release
activated Ca®* channels, and Ky1.3 channels expressed in T-lymphocytes control the
membrane potential and signal transduction. Therefore the PUFA-induced modification of
Ky1.3 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 DDT; MF-2 smooth muscle cells. On the basis of both this
present study and our earlier measurements presented by Balint 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 A; and A, 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 P; agonists and antagonist did not
influence the conductance of Na" channels in this smooth muscle cells.

DDT,; MEF-2 cells have proved to be unique to response to both the A; receptor activation
with increase in K* conductance and hyperpolarization, and the A, 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 A; and A,

receptor mediated mechanisms on the same cell line.
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