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I. BEVEZETES

I.L1. Az ioncsatornakrol altalanossagban

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

szelektivitasu, magas szelektivitas és nem szelektiv csatornakrol.
1.2. A Kvl.3ioncsatorna szerkezete, expresszidja és élettani funkcioja

A Kvl.3 csatorna négy azonos szerkezetli, nem kovalensen kapcsolodo, egyenként
523 aminosavbdl allo alegységbdl felépiil6 homomer fehérje. Minden alegység hat, kb. 10-20
aminosav hosszusagu a-helikalis transzmembran szegmensbdl all (S1-S6), amit 20-40
aminosav hosszisagu intra- és extracellularis hurkok kapcsolnak 6ssze. Ezen til minden
alegység rendelkezik egy intracellularisan elhelyezkedd 94 aminosav hosszsagi C és egy
szintén intracellularis, 184 aminosav hosszisagli N-termindlissal is. Mig a transzmembran
részek nagyfokl rendezettséget mutatnak, addig pl. a rendkiviil flexibilis C-terminalishoz nem
lehet egyértelmli konformaciot rendelni. A Kvl1.3 alegységei mas Kv alegységekkel
kombindlodva (pl. Kvl1.1, Kv1.2, Kv1.4, Kv1.5) funkciondlis heterotetramer csatornékat is
képezhetnek, melyek kiilonb6z6 aranyban tartalmazhatjak az eltéré Kv alegységeket. A Kv1.3
ioncsatornat eldszor a human T-sejtek sejtmembranjanak transzmembran fehérjéjeként irtak le
1984-ben. Atfogd proteomikai kutatasoknak koszonhetéen ismert, hogy fehérje szinten
expresszalodik az immunrendszer egyéb sejtjein is (pl. B-sejt, dendritikus sejt), tovabba a
kozponti  idegrendszer  kiilonb6zd  részeiben  (pl.  homloklebeny, gerincveld),
hasnyéalmirigyben, prosztatdban, illetve a gyomor-bél rendszerben is egészséges szovetek
esetén. A Kv1.3 ioncsatorna legszélesebb korben kutatott funkcidja a T-sejt aktivacio soran
kialakul6 kalciumjel szabalyozdsa a membran negativ fesziiltségértéken tartdsa révén. A
Kv1.3 gatlasa depolarizéalja a T-sejteket, ennek kovetkeztében elmarad a sejtek aktivacidja és

proliferacidja, zavart szenved a migracidé és csokken az interleukin-2 (IL-2), interferon-y



(IFN-y) termelése. Az aktivalt effektor memoria sejtek (Tgm) ioncsatornainak specifikus
expresszios mintazata lehetévé teszi a Kv1.3 ioncsatorna-blokkolok terdpids felhasznaldsat
azon autoimmun koérképekben, ahol ez a szubpopulacio felelds a betegség kialakulasaért, mint

pl. sclerosis multiplex (SM), reumatoid arthitis (RA), 1-es tipust diabétesz.
1.3. A koleszterin szerepe az ioncsatorniak miikodésének szabalyozasaban

Az utobbi években egyre tobb tanulmany hangsulyozta a koleszterin szerepét az
ioncsatorna-miikodés  szabalyozasaban. Az ioncsatornak szerkezeti és  funkcidbeli
sokszinlisége miatt azonban a koleszterin eltéré mdodon befolyésolja a kiilonbdz6 csatornak
mukodését. Mig a koleszterinszint novelésének legaltalanosabb hatdsa a csatornak
aktivitasanak (nyitasi valoszinliség, vezetoképesség) koncentraciofiiggd csokkenése, melyet
szamos K+ csatorna mellett fesziiltségfiiggé Na+ és Ca2+ csatornara is kimutattak, addig a
tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk esetében a koleszterin kivonasa a membranbol
gatolta a csatorndk miikodését. Mas csatorndk esetében a koleszterin a kinetikai és egyensulyi
aktivacios paraméterekre van hatassal.

A koleszterin ioncsatornakra kifejtett hatasat két eltérd elmélettel magyardzzak. Az
elsd a koleszterin és az ioncsatornak direkt és specifikus lipid-fehérje kolcsOnhatasat
valdszintisiti. A koleszterin részt vesz annak a lipidekbdl all6 ,,6vnek” vagy ,,buroknak” a
kialakitasaban, ami kozvetleniil az ioncsatorna koriil helyezkedik el. Az ovet alkoto lipid
molekuldk kapcsolatba keriilnek az ioncsatorndk transzmembran hélixeinek sejtmembrannal
hataros régioival, melyek a lehetséges lipid kotd szekvencidkat tartalmazzak. Az elmélet
receptor kolcsonhatasainak befolydsolasan keresztiii moddosithatja az ioncsatornak
konformaciojat és vezethet a biofizikai paraméterek megvaltozasdhoz. A lipid Ov
betiiremkedhet a transzmembran hélixek talalkozasanal kialakuld arkokba, novelve a lipid-
fehérje kolcsonhatasokhoz sziikséges hatarfeliiletek felszinét. A betliremkedéseknek
kdszonhetden a lipid kornyezet a transzmembran domének altal hatdrolt porusra is hatdssal
lehet. Az elmult évek kutatasai olyan 0j kotohelyekre mutattak ra, melyek nem a klasszikus
értelemben vett lipid-fehérje hatarfeliileten helyezkedtek el, hanem az intracellularis C- vagy
N-termindlison.

Tobb olyan altalanos koleszterinkdtd szekvencidt is azonositottak, mely alapjan
feltételezni lehet egy transzmembran fehérje koleszterinnel szembeni érzékenységét. Ezek
koziil a legels6ként leirt és legjelentdsebbnek tartott a CRAC és CARC szekvencia. A CRAC

(cholesterol recognition amino acid consensus motif, koleszterin felismerd aminosav



motivum) szekvencia egy nagyon egyszeri algoritmust kdvet: az elsd tagja egy elagazé lancu
apolaris aminosav (leucin vagy valin), melyet egy-6t darab tetszdleges aminosav kdvet, majd
egy aromads tirozinon keresztiil ismét egy-0t tetszéleges aminosav vezet a szekvenciat zard
pozitiv toltésii aminosavhoz (lizin, arginin). A CRAC-hoz nagyon hasonl6 CARC szekvencia
az eldbbi inverze, ahol a sort egy pozitiv aminosav inditja, az aromas aminosav pedig a tirozin
mellet fenilalanin is lehet. Az algoritmus egyszerliségéb6l adodoan CRAC/CARC
szekvenciaval rendelkezd fehérjék szterolérzékenységét megfeleld szkepticizmussal, csupan
prediktiv jelleggel lehet felhasznalni. Azonban nem lehet figyelmen kiviil hagyni azokat az
eredményeket, ahol e szekvencidk egyszerli pontmutacidja vagy delécidja teljesen
megvaltoztatta a vad-tipusu csatorna koleszterin iranti érzékenységet.

Mias megkozelitésében a koleszterin a sejtmembran altalanos fizikai paramétereit
megvaltoztatva képes az ioncsatorndk milkddésének befolyasoldsara. A transzmembran
fehérjék és a lipid kettdsréteg hidrofob részei eltérd atmérdjének kovetkeztében a fehérje
pertubalja a kdrnyez6 lipideket, megvaltoztatva a kettOsréteg vastagsagat, rendezettségét. A
lipid réteg ugy fog igazodni, hogy lokalis vastagsaga megegyezzen a transzmembran fehérje
hidrofob szakaszaval. Ezen nyugalmi allapot megvaltoztatasa energiaigényes folyamat. A
fehérjék konforméciovaltozds soran deformaljak a kornyezd lipid kettdsréteget, és minél
nagyobb a membran ellenallasa, annal tobb energia kell ahhoz, hogy a folyamat kivitelezhetd
legyen. A lipidkdrnyezet fizikai paramétereinek valtoztatasa a folyamat energetikai
sziikségleteit megvaltoztatva modosithatja a molekularis mozgasokat. A koleszterinmolekulak
hatassal vannak a membran fluiditdsara, vastagsagara, permeabilitdsara, a membranfehérjék
lateralis  diffizidjara, 1igy ezeken keresztil befolyasolhatjdk az  ioncsatornak
konformaciovaltozasadnak valoszinliségét, kinetikai €s egyensulyi jellemzoit. A két modell
nem zarja ki egymadst, azonban az egyes mechanizmusok szerepe csatornanként eltérd
jelentéségli lehet. A két hatas elkiilonitése egy adott csatorna esetén kihivas elé allitja a
kutatokat. Az elkiilonités egyik lehetséges modszere olyan koleszterin analogok vizsgélatan
alapszik, melyek sejtmembran szerkezetéregyakorolt hatasa hasonlé a koleszterinhez,
azonban a receptor-ligand kolcsonhatasok soran nem tudja helyettesiteni azt. Az
epikoleszterin és ent-koleszterin két olyan kiralis koleszterin analdg, amelyek kisebb
fenntartasokkal ugyan, de megfelelnek a fenti kritériumoknak. Mig a koleszterin csdkkenti a
Kir2.1 csatorna aramstirtiségét, addig az epikoleszterin ndveli azt, specifikus lipid-fehérje
kolcsonhatést valdsziniisitve. Hasonlo koleszterin analdogokkal szembeni sztereo-specificitast

publikaltak KCal.l és TRPVI1 (Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1) csatorndk esetén,



mig az nAchR (nikotinerg acetilkol receptor) vagy VRAC (volumen regulalt anion csatorna)

csatorndk esetén nem volt eltérés a optikai izomerek és a koleszterin hatasaban.
I.4. A Koleszterinbioszintézis zavaranak prototipusa-Smith Lemli-Opitz szindréma

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

A betegség tiinettana és megjelenése szertedgazo, az arc és a fej-nyak régio gyakori
fejlodési rendellenességei és neurologiai eltérések mellett szinte minden szervrendszer érintett
lehet. A betegséget eredetileg a klinikai fenotipus, az egyiittesen fenallo arcdysmorphia,
microcephalia, hypospadiasis €és szomatomentalis retardacid alapjan irta le Smith, Lemli és
Opitz. Az SLOS-re jellemz0 jegyek mellett a sulyndvekedés elmaradasa és taplalasi nehézségek
hivhatjak fel a kezel6orvos figyelmét a betegségre. Gyakoriak a légzdérendszer kiilonbozd
bakteridlis és viralis fertdzései, melyek hatterében inkabb masodlagos tényezdk (a fej-nyak régid
anatomiai elvaltozasai, betegek immobilitasa, 1égzési segédizmok hypotonidja) allhatnak,
mintsem a betegséghez tarsuld6 immunszupresszid. A klinikai tiinetek alapjan felmeriil6 SLOS
gyanit a szérum koleszterin csokkenése és emelkedett 7DHC szint igazolhatja, tovabbi
azonositottak eddig, de a genotipus-fenotipus kozott nincs szoros Osszefliggés, azaz ugyanazon
mutaci6 vezethet enyhe vagy stlyos rendellenességhez is. A betegek stlyossag szerinti
besorolasa a fenotipus jegyeket alapul vevd, Kelley ¢s Hennekam altal moédositott Bialer

pontrendszer segitségével torténik. A betegség kezelésére jelenleg csak tiineti terapia all



rendelkezésre. Oralis koleszterin szubsztitucid hatdsara a viselkedési probléméak ¢és a
hallasfunkciok javulasat, a fényérzékenység ¢és a fertézések csokkenését tapasztaltak.
Antioxidans kezelés, valamint statin terdpia a szterol prekurzoruk toxicitdsanak mérséklésén
keresztiil lehet hatdsos. A kezelések hatdsossdgarél megoszlanak a vélemények, ugyanis a
randomizalt, placebo kontrollalt klinikai tanulmanyok vagy hidnyoznak, vagy nem tamasztjak
ald a nem standardizalt tanulmanyokban talalt eltéréseket. Az elsé magyarorszagi SLOS beteget
2002-ben diagnosztizaltak, ezt kdvetden tovabbi 14 beteg keriilt felismerésre. A magyarorszagi
betegek tobbségét a Debreceni Egyetem Gyermekgyogyaszati Klinikajanak laboratériumaban
diagnosztizaltdk a klinikai gyant felmeriilését kovetden szérum 7DHC-koncentracid
meghatarozasaval. 2014-ben a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetben a
magyarorszagi betegek gondozédsdra SLO-szindroma diagnosztikai €s terapids munkacsoportot

alakitottak ki. A munkacsoport részletesen feltérképezte az altaluk gondozott betegek klinikai,
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1:70000, egy friss kutatas 1:39125) a korkép jelentds aluldiagnosztizaltsagara utal. Az altalam

vizsgalt mintdk a korabban diagnosztizalt magyarorszagi betegektdl szarmaztak.
I.5. Hiperkoleszterinémia és annak immunolégiai vonatkozasai

A koleszterinnel kapcsolatos betegségek masik, széles korben is ismert spektrumat a
zsiranyagcsere koleszterinszint-emelkedéssel jard zavarai képviselik. A hiperlipidémidk soran
kialakulo hiperkoleszterinémia (HC) csak tiinet, melynek hatterében 3 f6 ok allhat: a kedvezdtlen
étrend és életmdd altal kivaltott anyagesere-talterhelés, betegségek vagy gyogyszerek hatasara
kialakulé szekunder anyagcserezavarok. valamint a zsiranyagcsere primer, orokletes zavarai. A
koleszterin mellet természetesen mas lipidek €s lipoproteinek koncentracidja is megvaltozik, igy
vevo Fredrickson-féle beosztas, vagy a triglicerid és koleszterinszint meghatarozasa alapjan is. A
hiperkoleszterinémia kovetkezménye az etioldgiatol, beosztastol fliggetlentil szisztémas
érelmeszesedés €és kovetkezményes szivinfarktus, agyi infarktus vagy periférids érelzarddas
lehet. A hiperlipidémiak sikeres kezelésének alapjat a megfeleld diéta és életmodvaltas
jelentheti, mely legtobb esetben kiegésziil a koleszterin bioszintézis kulcsenzimét, a hydroxy-
metil-glutanyl-CoA-t (HMGCoA) szelektiven gatld statin készitmények alkalmazasaval. A
hiperlipidémidk népegészségiigyi jelentdségét nem lehet eléggé hangsulyozni, a joléti
tarsadalmakban a felndtt populacid tobb mint 50 szazalékénak koros a lipid profilja, a tarsulo

betegségek pedig jelentdsen terhelik az egészségligyi ellatd rendszert. Habar az utobbi években



némi javulas volt tapasztalhatd, a kardiovaszkuldris haldlozds még mindig elsé helyen all
Magyarorszagon.

Az elmult évek soran intenziv alapkutatasok zajlottak az érelmeszesedés
patogenezisének, molekularis és sejtszintli torténéseinek feltardsara. A jelenleg legelfogadottabb
hipotézis szerint az érelmeszesedés az endotél sejtek kiillonbozo eredetli (mechanikai stressz,
anyagcsere betegségek, fertézések, dohanyzas) kéarosodasidra adott kronikus gyulladdsos
valaszreakcidja, mely fenntartdsaban kiemelt szerepet jatszanak az érfalba lerakodo lipid (koztiik
koleszterin) molekuldk. A karosodott endotél altal termelt gyulladdsos faktorok aktivaljak a
velesziiletett €s a szerzett immunrendszer sejtjeit, melyek az 0sztédo simaizomsejtekkel kozosen
vesznek részt a foleg koleszterinnel telitett ateroszklerotikus plakkok kialakitasaban. A plakk
nemcsak elzarhatja az ereket, de a leszakad6 tormelékek mikroembolidkat okozhatnak, a plakk
alatti meggyengiilt érfalban pedig gyakran alakul ki aneurisma, melynek megrepedése stlyos
vérzéssel jarhat. Ugy tiinik, hogy a T-sejtek kiemelt szerepet jatszanak az érelmeszesedés
gyulladasos folyamataiban. Erelmeszesedésben szenvedd betegek és modellallatok vizsgalata
egyarant alatdmasztotta az aktivalt T-sejtek jelenlétét az ateroszklerotikus plakkokban. A T-
sejtek jelentés része oxidalt LDL partikulumokra volt specifikus. Hiperlipidémiés
allatmodellekben a CD4" limfocitdk deplécidja csokkentette az érelmeszesedés progresszidjat,
immunhidnyos SCID egerekben az immunologiai funkciok helyreéllitasa viszont felgyorsitotta a
folyamatot. Fontos észrevétel, hogy az érelmeszesedéshez vezetd allapotok befolyasoljak az
immunrendszer normal miikodését is, tobbnyire csokkentve a szervezet ellenalld képességét
kiilonb6z6 korokozokkal szemben. Hiperkoleszterinémia hatasara megemelkedik a limfocitak
sejtmembranjanak koleszterintartalma. A mesterségesen eldidézett hiperkoleszterinémia
allatkisérletekben negativan befolyasolta a Kv ioncsatornak altal ellatott ¢€lettani funkciokat.
Legjobb  tuddsunk szerint ~munkacsoportunk publikalta elészor az  emelkedett

hiperkoleszterinémia hatasat human mintakbdl izolalt limfocitdk Kv1.3 csatornai esetén
1. CELKITUZESEK, VIZSGALT KERDESEK

Az elmult évek soran szamos olyan tanulmany latott napvilagot ahol a koleszterint az
ioncsatorndk miikddésének fontos szabdlyzojaként jellemezték. Ezen tanulmanyokban
altalaban in  vitro modszerekkel (pl. ciklodextrin-koleszterin  zarvanykomplexszel)
modositottak a membran koleszterintartalmat, majd vizsgaltdk a megvaltozott
membrankdrnyezet hatdsat az ioncsatorndk miikodésére. Munkacsoportunk korabbi

eredményei szerint az in vitro megnovelt koleszterinszint modositja az egészséges donorokbol



izolalt limfocitdk Kv1.3 ioncsatorndinak kapuzasat. Az aktivacids €s inaktivacios kinetika
lelassult, a csatorna egyensulyi aktivacidja pedig a pozitivabb membranpotencialok felé
tolodott el a kezelés hatasara. Hasonlod valtozasokat irtak le egyéb kalium ioncsatornak
vizsgalata soran is. Jelen munkank egyik alapkérdése az, hogy a szterolok in vitro
kisérletekben talalt modosité szerepének van-e valddi biologiai jelentdsége? Eldfordulhat-e
olyan betegség/korallapot, ahol a sejtmembran megvaltozott koleszterintartalma befolyéasolja
az ioncsatornak mikodését? Ennek megvalaszoldsara a koleszterinhomeosztazist jelentdsen,
de eltér6 modon befolyasold (koleszterinszintézis zavara, illetve hiperkoleszterinémia)
betegségek ioncsatornakra ¢és T-sejtek mitkodésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk meg periférias
informaci6 van. Hipotézisiink szerint a Kv1.3 C-terminalisa mas ioncsatorndkhoz hasonléan
(pl. P2X7 ¢és BK csatorndk) részt vehet a csatorna szterolokkal torténd interakcidjaban. A
Kv1.3 aminosav szekvencigjat vizsgalva tobb CARC koleszterinfelismerd motivumot
térképeztiink fel a Kv1.3 C-termindlisan. Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk a Kv1.3 C-

terminalisanak szerepét a szterolokkal torténd interakcidokban.
Munkankat az alabbi konkrét célkitlizések mentén folytattuk:

I.  Hiperkoleszterinémias és Smith-Lemli-Optiz szindromas betegekbdl izolalt sejtek
koleszterintartalmanak, illetve szterolprofiljanak vizsgalata.

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

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

IV. A SLOS szindromara jellemz6é membran 7DHC tartalom modellezése egészséges
donorokbdl izolalt limfocitak esetén.

V.  Kvl.3 ioncsatorndk biofizikai jellemzdinek vizsgalata SLOS modellrendszerben.

VI. A koleszterin és a 7TDHC Kv1.3 ioncsatornara gyakorolt hatasdnak dsszehasonlitasa.

VII. A C-terminalisatol — megfosztott Kv1.3 ioncsatorna  koleszterin/7-DHC-
érzékenységének vizsgalata.
VIIl. A Kvl1.3 C-terminalisan talalhat6 CARC szekvencidk pontmutacioival eldallitott

mutans csatorndk koleszterinérzékenyseégének vizsgalata.



1. ANYAGOK ES MODSZEREK
I11.1. Oldatok, vegyszerek

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

a forréasat.
I11.2. Mintagyiijtés, csoportba rendezés
111.2.1. Hiperkoleszterinémia

A kisérletek soran 15, korabban nem kezelt, a Friderickson szerinti besorolés alapjan
[1/A; 11/B csoportba tartozé hiperkoleszterinémias személyt vizsgaltunk. A mintagyiijtés soran
arra torekedtiink, hogy a mintaadok teljes koleszterinszintje a fiziologias <5,2 mmol/l értéknél
magasabb legyen. Mivel ezen értékek nagysaga tag hatarok kozott mozgott a megfigyelt
populédcidban, a hiperkoleszterinémids mintdkat a koleszterinszintek alapjan két csoportra
bontottuk. Az els6é csoportba (HC I. csoport) a mérsékelten (5,2 mmol/l < X < 10 mmol/l), a
masodik csoportba (HC Il. csoport) a jelentésen (10 mmol/l < X ) emelkedett

koleszterinszinttel rendelkezé személyek mintai kertiltek.
111.2.2. Smith-Lemli-Opitz szindréoma

Tanulmanyunkba a kilenc elérheté magyarorszagi betegb6l 8-at sikeriilt bevonni
(életkor: 7.65 + 2.23 év), egy gyermek ugyanis kiilfoldon tartozkodott. A mintavételezés
soran 8 egészséges, az SLOS betegek ¢€letkordhoz igazitott kontroll személyt (€letkor: 7.66 +
1.83 év) is bevontunk a tanulmanyba. A betegektol és egészséges kontroll személyektdl

egyenként 10 ml periférias vért vettiink heparinizalt vakumos csdvekbe.
I11.3. Sejtek, sejtvonalak
111.3.1. Mononuklearis sejtek szepardalasa

A vérmintdkbdl Ficoll-Hypaque stirliség gradiens centrifugalassal nyertiink
mononuklearis sejteket, majd kétszer mostuk ket Ca?*- és Mg2+-mentes 25 mM HEPES-t
tartalmazé Hank oldatban. A sejtek felét ezutan lefagyasztottuk -80 °C-ra és ott taroltuk az
elektrofiziologiai vizsgalatok elvégzéséig. A proliferacids kisérleteket frissen izolalt sejtek

felhasznalasaval végeztiik.
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[11.3.2. CHO (Chinese Hamster Ovary) sejtvonal

A kinai horcsog petefészkébdl izolalt sejtvonalat (CHO) magas gliikkéz (4500 mg/ml),
10% FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/ml penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin tartalmu
Dulbecco féle minimum esszencialis (DMEM) tapoldatban tenyésztettiik, 37°C-on, 5% CO,
¢s 95%-o0s paratartalom mellett. A sejteket hetente haromszor passzéaltuk. Az mGFP Kv1.3
WT ¢és mGFP ACKvl.3 konstruktokat munkacsoportunk munkatarsa, Dr. Szilagyi Orsolya

hozta létre retroviralis transzdukcios modszerrel.
I11.4. Koleszterin és 7-dehidrokoleszterin toltés

A frissen izolalt limfocitakat illetve CHO sejteket kétszer mostuk Hanks oldattal, majd
2x10°  sejt/ml  koncentracioban  felszuszpendaltuk  metil-B-ciklodextrin/koleszterin-t
(MBCD/CHOL, CycloLab Cyclodextrin Research and Development Laboratory Ltd.,
Hungary) vagy metil-B-ciklodextrin/7-dehidrokoleszterin-t (MBCD/7DHC CycloLab
Cyclodextrin Research and Development Laboratory Ltd., Hungary) tartalmaz6 Hanks
oldatba. A sejtszuszpenziot 60 percig 37 C-on inkubaltuk, majd kétszer mostuk Hanks
oldatban, végiil ez elektrofiziologiai mérések soran kiilsd oldatként alkalmazott normal
extracellularis oldatban vettiik fel a sejteket. A kontroll sejtek esetében ciklodextrin

szarmazékok nélkiil inkubaltuk a sejteket.
I11.5. A sejtek koleszterin illetve 7TDHC osszetételének meghatarozasa
I11.5.1. Amplex Red Cholesterol Assay Kit

A hiperkoleszterinémias sejtek koleszterintartalmanak meghatarozasat az Amplex Red
Cholesterol Assay segitségével végeztik a gyartd utasitasait kovetve (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham). A mérésekhez Multimode Microplate Reader-t (BioTek, Winooski,
VT) hasznaltunk.

111.5.2. Gdzkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)

Az SLOS betegekbdl szadrmazd vordsvértestek (vvt) CHOL ¢és 7DHC
koncentracidjanak  meghatérozédsdhoz  gazkromatografia-tomegspektrometrian (GCMS-
QP2010, Shimadzu) alapulé modszert alkalmaztunk. A kisérleteket Dr. Péter Maria az SZBK
munkatarsa végezte. Az egyes szterolok azonositasa koleszterin és 7DHC referencia oldatok

segitségével tortént.
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I11.6. Limfocita aktivacid, proliferacié vizsgalata
111.6.1. CD154 expresszio vizsgalata

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

111.6.2. Karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter (CFSE) higulasi esszé

crer

CFSE-higulasi essz¢ munkacsoportunk altal modositott valtozatat hasznaltuk. A periférias
vérbdl frissen szeparalt mononuklearis sejtekhez 1 pM-os végkoncentracidoban adtuk a CFSE-
t majd inkubdaltuk a sejtszuszpenziot 15 percig szobahdmérsékleten és 20 percig 37 °C-on. A
limfocitak szelektiv aktivaciojahoz 500ng/ml anti-CD3 és 1 pg/ml anti-CD28 szolubilis
antitesteket hasznaltunk, mely hatasara a sejtek atlagosan naponta-kétnaponta osztodtak. A
tipusu citométert segitségével (a CFSE gerjesztési maximuma 488nm, illetve emisszios
maximuma 520 nm sajat spektrofluorimetrias mérés, illetve irodalmi alapok alapjan).
Kopenyfolyadékként egyszeres PBS-t hasznaltunk. A vizsgélt sejtek szama tenyésztéedény
lyukakként 100 000 volt. Harom paramétert mértiink: az eldreszorast (FSC), az oldalszorast
(SSC), illetve a sejtekben a CFSE altal emittalt fluoreszcencia intenzitast. Az FSC és SSC
értékek alapjan kaput illesztettiink a T-limfocitakra, majd a kapu altal hatarolt populacionak
vizsgaltuk meg a CFSE fluoreszcencia-hisztogrammjat. A proliferacio mértékét az osztédasok
soran létrejott utodsejtek és az Osszes sejt szdmanak hanyadosaként definialt osztddasi
indexszel (Ol) jellemeztiik, az alabbi képlet segitségével:

n n

o1 = (Z Ak> /(z Ak>
k=1 k=0

ahol az n darab osztddasi ciklus alatt a k ciklusban Ay darab sejt volt a mintaban.
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111.7. Elektrofiziolégia

A mérések soran személyi szamitogéphez Digidata 1440 és 1322A A/D konverter
segitségével kapcsolt Axopatch-200A és Axopatch-200B erdsitoket alkalmaztunk (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). A sejteket Nikon TE2000U vagy TS100 mikroszkép alatt
azonositottuk, a mérdelektrodat a mikropipettaval Burleigh PCS-PS60 mikromanipulator
segitségével iranyitottuk a sejtekhez. Az adatok felvételéhez és kiértékeléséhez pClampl0
szoftercsomagot hasznaltunk (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Az elektrofiziologiai
mérések soran a CD4" T-sejtek szelekcidjat Matteson és Deutsch utan a kovetkezoképpen
végeztiik: a sejteket egér anti-huméan CD4 (0.5 nug/10° cells, AMAC, Westbrook) antitestekkel
inkubaltuk olyan specidlis Petri-csészékben melyek aljahoz korabban kecskében az egér IgG
(Biosource, Camarilo, CA) ellen termeltetett antitesteket kotottiink ki. A mérések el6tt a Petri-
csészéket Ot alkalommal mostuk normal extracelluldris oldattal. A mérések soran felhasznalt
pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat (Clark Biomedical Instruments, Pangbourne, UK)
iivegkapillarisokbol huztuk négy fazisban, majd ho segitségével poliroztuk a pipettak hegyét.
A pipettak ellenallasa normal intra- és extracellularis oldat esetén 3—-6 MQ volt, outside-out
konfiguréacio esetén 5-7 MQ. Az elektrofizioldgiai mérések sordn az extracellularis vagy mas
néven kiils oldat dsszetétele a kovetkezd volt: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,, 2,5
mM CaCl,, 5,5 mM gliikkoz, 10 mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm), mig a pipettaban 1évo
belso oldat: 140 mM KF, 11 mM Ky,EGTA, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl; és 10 mM HEPES
(pH 7,20, 295 mOsm) volt. A méréseket minden esetben szobahdmérsékleten (22-24 °C)
végeztik. A Kvl.3 expresszidjat kozvetett modon, az aramsiirliség (Jkyv13) kiszamitisaval
szamszerlsitettiik. Az egységnyi feliiletegységre esé csatornaszammal aranyos aramstriiséget
a +50 mV-os depolarizacié soran mért csucsaram (Imax) és a teljes-sejt kapacitas (Cp)
hanyadosaként definidltuk. Ennek megfeleléen a sejteket a kezdeti -120mV-os tartd
fesziiltségrél +50mV-ra depolarizaltuk, 15 ms hosszan, 30 mp-enként. Minden sejt esetében
legalabb harom egymas utani depolarizal6 impulzus soran kapott &ramgorbe amplituddjanak
atlagat tekintettiik a csucsaramnak. A sejtek kapacitasat a pClampl0 szoftver segitségeével
hataroztuk meg, manualis korrekciot kovetden. A Kv1.3 ioncsatorna aktivaciods kinetikdjanak
vizsgalatahoz a sejteket a -120mV-os tartofesziiltségrél +50mV-ra depolarizéltuk 15 ms
hosszan, az impulzusokat 15 masodpercenként ismételtiik meg. A kapott aramgoérbéket a
pClamp10 szoftver felhasznalasaval, Hodgkin és Huxley alapjan, az ugynevezett n’-es
modellel illesztettiik: I(t) = I, x (1-exp(-t/ts))* + C , ahol I(t) a t-idépontban mérhet aram, I, a

protokoll soran mért aram amplitudoja, t, az aktivacios kinetikat jellemzd id6éallando, C pedig
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a -120 mV-on mért dram nagysaga. Minden sejt esetében legalabb harom egymast kovetd
depolarizaldo impulzust alkalmaztunk, majd a kapott dramgorbékbdl az illesztés utdn a
pClamp10 segitségével meghataroztuk az aktivacios iddallandok (t,) atlagat. A Kv1.3
ioncsatorndk inaktivacidjanak meghatarozasa sordn -120 mV-os tartofesziiltségrol +40 mV-ra
depolarizaltuk a sejteket két masodperc hosszan. A csatornak gyors aktivalédasa utdn a Kv1.3
csatornara jellemzd lasst, ugynevezett C-tipust inaktivacio volt megfigyelhetd. A mérés
soran kapott aramgorbék leszalld szardt egy-exponencidlis tagot tartalmazd fliggvény
segitségével illesztettiik: I(t) = lg x exp(-t/t)) + C, ahol I(t) az illesztés kezdetétdl szamitott t
idépontban mérhetd aramerdsség, Iy az inaktivaléddé komponens amplitidoja, t; az
inaktivacids iddallando, C pedig az egyensulyi (steady-state) d&ram nagysaga a depolarizaciod
végén. Az egyedi sejtre jellemzd inaktivacids idéallandd meghatdrozdsa soran minden sejt
esetében legalabb harom depolarizalé impulzust alkalmaztunk 60 mésodpercenként, majd az
egyes aramregiszterek illesztése soran kapott inaktivacios iddédllandokat atlagoltuk. Az
egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggését az alabbi modon karakterizaltuk: a sejteket a -120
mV-os tartofesziiltségrol egyre pozitivabb tesztpotencialokra depolarizaltuk, -70 mV-t6l +40
mV-ig, 10 mV nagysagi 1épéskozoket alkalmazva (Gn. I-V goérbe). A depolarizalo
impulzusok hosszat egyre csokkentettiik, ugyanis a depolarizacios fesziiltség novelésekor az
aram aktivaciojanak gyorsulasa miatt a teljes-sejt aram rovidebb idd alatt éri el a maximalis
értekét. Ezt kdvetden az egyes tesztpotencidlokon kapott maximalis aramértékekbdl az alabbi
Osszefliggés alapjan szamoltuk ki a teljes-sejt konduktanciat: G(V)=Inax/(V-Erey), ahol a G(V)
a V tesztpotencialon mért teljes-sejt konduktanica, Imax az adott tesztpotencidlon mért
csucsaram, V a tesztpotencial, Ey, pedig a Nernst egyenletbdl szdmitott K egyensulyi
potencial (-85 mV). A kapott G értékeket normaltuk a maximalis konduktancia értékre, majd
abrazoltuk a tesztpotencial fliggvényében, igy kapva meg a normalt konduktancia-
tesztfesziiltség flggvényt (un. G-V gorbe). Az adatpontokra Boltzmann-fiiggvényt
illesztettiink: Gn=1/(1+exp[-(V-V1)/k]) ahol Gy a normalt konduktancia, V az aktualis
tesztpotencial, Vi, a félaktivacios fesziiltség, k pedig az aktivacio fesziiltségfiiggésének
meredeksége. Az egyensulyi aktivaciot a félaktivacios fesziiltség €és a meredekség

meghatarozasaval jellemeztiik.
111.8. Flanking primer mutagenesis
111.8.1. 4 flanking primer mutagenesis modszer ismertetése

A mutans Kvl1.3 csatornakat a flanking-primer mutagenesis technika laborunkban

optimalizalt valtozataval hoztuk létre.
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111.8.2. PCR reakcio

A PCR reakciok soran Phusion High-Fidelity DNA Polymerase-t (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham) hasznaltunk a gyartd utasitasait kovetve. Az alabbi primereket

hasznaltuk a mutaciok létrehozasahoz:

Belso primer parok a CARC4 kotohely esetén:

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

Belsd primer parok a CARCS kotdhely esetén:

Szensz primer:

5" AGCATCGGTGGCTATCGCTGCGATGTTGACACAAGAGTTGGG
antiszensz primer:

5 GCAGCGATAGCCACCGATGCTTAAGCGGCCGCGAATTCTGCAGTC
A kiilsé primer par szekvenciai, kiemelve az Eco91l illetve EcoR1 restrikcids enzimek
hasitohelyei:

Szensz primer:

5’- CAGTGGTAACCATGACAACAGTGGGTTACGGC

antiszensz primer:

5’-CGCGAATTCCCTTAAACATCGGTGAATATC

111.8.3. Gélelektroforézis

A PCR reakci6 soran keletkezett DNS termékeket 1%-0s agardz gélben futtatuk meg,
melyhez 0.5 pg/ml etidium bromidot adtunk. A mintakat 6x t6lté pufferral jeldltik, majd
felvittiikk a 1x TAE-ban inkubalodé agar6z gélre. Kontrollként 1 kb DNS létrat alkalmaztunk
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham). 30 percen keresztiil, 100V-on futattuk a mintakat,
majd alacsony intenzitasi UV megvilagitas alatt kivagtuk a felamplifikalt DNS

fragmentumokat.
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111.8.4. DNS extrakcio és tisztitas
A DNS extrakcidhoz hagyomanyos fenol extrakcios modszert alkalmaztunk.
[11.8.5. Restrikcios enzim hasitds

Az EcoR1(GAATT|C) és Eco91l (GJGTAACC) restrikcios enzimeket a gyartd

utasitasait kovetve hasznaltuk (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA).
111.8.6. Ligalas, transzfolmalas, plazmid prepardlas

Ligéalds soran T4 DNA Ligase enzimet haszndltuk a gyartd utasitdsai alapjan. A
plazmid-inzert arany 1:5 volt (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, USA). A
transzforméldshoz E. Coli (ET12567) kompetens sejteket hasznaltunk. A plazmidokat
felszuszpendaltuk 200 pl kompetens sejteket tartalmazo oldatban, majd 20 percig inkubaltuk
Oket jégen. 1 perces 42 °C-os hdsokkot kovetden 2 percre ismét jégre helyeztilk a mintakat.
Ezt kovetéen 800 pul SOC médiumot adtunk a sejtekhez €s 200 rpm-en, 37 °C-on razattuk
Oket 45 percig. 1dokdzben elkészitettik a 10ml LB agart (10 g/l tryptone, 5 g/l élesztd
kivonat, 10 g/l NaCl, 1.5% agar, pH 7.0) ¢és 50 ug/ml kanamycint tartalmaz6 tenyésztd
lemezeket. A razatast kovetden a transzformalt sejteket lecentrifugaltuk 4000 rpm-en, majd
200 pl SOC oldatba vettiik fel és szélesztettiik dket a tenyésztd lemezeken. A lemezeket 37
°C-on inkubaltuk 12-18 o6ran keresztiil. A transzformalt baktériumok egy-egy telepét Sml, 50
ug/ml kanamycin tartalmu folyékony LB médiumba oltottuk le, majd 12-18 6ran at razattuk,
200 rpm-en, 37°C-on. A plazmid DNS kinyeréséhez a PureYield Plasmid Miniprep System-et

(Promega Corporation, USA) hasznaltuk a gyarté utasitasait kdvetve.
I11.9. Statisztika

Az eredmények statisztikai 0sszehasonlitasat Student.féle t-teszttel (normalis eloszlas
esetén) vagy Mann-Whitney-probaval (nem normalis eloszlas esetén) végeztiik. Tobb mint két
minta Osszehasonlitdsa sordn egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk
Holm-Sidak post hoc analizissel. A mérési eredmények feltiintetése soran minden esetben az

atlagértékeket és azok kozepes hibgjat (SEM) adtuk meg, n>4 fiiggetlen mérésre.
IV. EREDMENYEK

IV.1. A limfocitak koleszterintartalmanak vizsgalata hiperkoleszterinémiaban

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismert, hogy hiperkoleszterinémia esetén

megemelkedik a T-sejtek Kkoleszterintartalma. Hipotézisiink szerint az emelkedett
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koleszterintartalom esetén a membran koleszterin tartalom is emelkedik, ami modosithatja a
transzmembran fehérjék, igy az ioncsatorndk mikodését is. A korabbi eredmények
megerdsitése érdekében elsd 1épésként Gsszehasonlitottuk az egészséges donorokbol illetve
hiperkoleszterinémids betegekbdl szarmazo limfocitdk koleszterintartalmat. Pozitiv
kontrollként normokoleszterinémids sejteket toltottiink 215uM MBCD/CHOL segitségével. A
koleszterintartalom meghatarozasahoz Amplex-Red esszét hasznaltuk fel. A Kkoleszterin
koncentracid6 meghatarozasa soran kapott értékeket a 280 nm-en mérhetd abszorbancidra
normaltuk. Ezen a hullimhosszon mért abszorbancia ardnyos a mintdban talalhat6 fehérje (és
a sejtek) mennyiségével, ami lehetové teszi, hogy a normalas utani mérési eredmények a
sejtszamtol  fliggetlenek legyenek. Méréseink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
hiperkoleszterinémias betegekbdl izolalt sejtek koleszterin koncentracidja szignifikansan
magasabb, mint a kontroll sejteké (kontroll: 0,66 = 0,009 ug/ml, n=3, HC Il.csoport: 0,91 +
0,07 ug/ml, n=3, p=0,007). Azonban a 215uM MBCD/CHOL toltés a limfocitak koleszterin
magasabb értékre emeli (215uM MBCD/CHOL: 1,53 + 0,03 pg/ml, n=3, mindkét esetben p
<0,001).

IV.2. A Kvl.3 ioncsatorna expresszidjanak vizsgalata hiperkoleszterinémia esetén

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a limfocitdk koleszterinnel torténd
toltése lecsokkenti, a koleszterin membranbol valé kivonasa ndveli a Kv1.3 expressziojat.
Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a megemelkedett koleszterintartalommal jellemezheté HC
sejtek Kv1.3 expresszioja alacsonyabb, mint a kontroll sejteké. A Kvl.3 ioncsatorna
expresszigjat kozvetett modon, az dramslrliség meghatarozasaval jellemeztik. Az
aramsiirtiséget a teljes—sejt kapacitas és a +50mV-os depolarizald impulzus soran mért
csucsaram héanyadosaként definidltuk. A teljes-sejt kapacitas aranyos a sejtmembran
feliiletével, a csticsaram pedig a funkcionalis csatornak szamaval. A hanyados jol kozeliti az
egységnyi feliiletre jutd csatornaszdmot, a funkciondlis csatornaexpresszidt. Eredményeink
szerint a hiperkoleszterinémia nem valtoztatta meg szignifikansan a +50mV-on mérhetd
csucsaramot (Imax, kontron= 642,1 £ 44,3 pA, n=51, Imax, HC I, csoport= 631,9 £ 48,2 pA, n=57,
P=0,74; lmax, Hc 11, csoport = 620,2 + 37,4 pA, n=42, p=0,74). Ehhez hasonldan a sejtek kapacitasa
sem valtozott meg (Cpmkontron= 1,68 + 0,17 pF, n=31, CpHc 1.csoport= 1,67 = 0,12 pF, n=46,
p=0,96; Cm, Hc 1. csoport= 1,54 = 0,09 pF, n=42, p=0,48), melybdl kovetkezik, hogy az

aramsliriiség esetén sem talaltunk szignifikdns eltérést (Jxvi3 kontron= 499,3 £ 65,4 pA/pF,
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N=39, Jkv13, Hc 1. csoport= 450,7 = 41,7 pA/pF, n=46, p=0,49; Jkv1.3, HC II. csoport = 478,1 = 45,6
pA/pF, n=42, p = 0,78). A két betegcsoport kdzott szintén nem volt eltérés (p=0,708).

IV.3. A Kvl.3 Kkapuzisit jellemzoé Dbiofizikai paraméterek meghatarozasa

hiperkoleszterinémia esetén

Egészséges donorokbdl izolalt limfocitdk MBCD/CHOL komplexszel torténd toltése
lassitotta a Kv1.3 ioncsatorna aktivacios és inaktivacios kinetikajat. Kisérleteinkben azt
vizsgaltuk, hogy a hiperkoleszterinémia az in vitro kisérletekhez hasonléan befolyasolja-e a
Kv1.3 ioncsatornak muikodését. A Kv1.3 ioncsatorna aktivacios kinetikajanak vizsgélatdhoz
rovid, depolarizacidos impulzust alkalmaztunk. A gyorsan aktivaloéddo Kvl1.3 ioncsatornak
aramgOrbéit a Hodgkin-Huxley szerinti modellel illesztve meghataroztuk az aktivacios
kinetikat jellemz6 aktivacios idéallandot. Az aktivacids iddallandd a HC II. csoport esetén
statisztikailag szignifikdns csokkenést mutatott, mig az I. csoport esetén nem volt
szignifikansnak tekintett eltérés a kontrollhoz képest (Ta konron = 0,811 £ 0,028 ms, n=51, T,
HC 1. csoport =0,731 + 0,028 ms, n=47, p=0,07; ta, Hc 11. csoport = 0,724 £+ 0,024 ms, n=41, p=0,02).
A két betegcsoport kozott nem volt szignifikéns eltérés (p=0.859). Az aktivacids kinetikat
megvizsgaltuk 0 mV-ra torténd depolarizaciot soran is, ahol a csatorna Kinetikai
paramétereinek fesziiltség fliggése miatt lassabb a csatorna nyitdsa. Ezen a tesztfesziiltségen
mind a két csoport esetében szignifikans gyorsulast talaltunk a kontroll sejtekhez viszonyitva
(Taskontroll = 2,28 £ 0,13 ms, n=50, T4, Hc 1. csoport = 1,86 + 0,09 ms, n=48, p=0,05; Ta, Hc 11. csoport =
1,79 + 0,08 ms, n=40, p=0,002). A két betegcsoport esetében itt sem volt kiilonbség
(p=0,651). A Kvl.3-ra jellemzé C-tipust inaktivacio vizsgalatahoz két masodperc hosszu
depolarizaciot alkalmaztunk. Az inaktivalodd éaramgorbék leszalld szarat exponencialis
fliggvénnyel illesztve meghataroztuk az inaktivacios idéallandot (t,). Az inaktivacios kinetika
nem mutatott eltérést a kontroll és a hiperkoleszterinémids betegekbdl izolalt limfocitak
esetén (Ti kontrol = 243,8 + 8,0 ms, n=41, p=0,17; Ti, Hc u. csoport = 229,3 £ 6,9 MsS, N = 48; Tj 1.
coport = 2349 £ 82 ms, n = 35, p = 0,43). A mérsékelt és a jelentésen emelkedett

koleszterinnel jellemzett beteg csoportok kozott szintén nem volt eltérés (p=0,609).
IV.4. Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggése

A kinetikai paramétereket kovetden megvizsgaltuk az emelkedett koleszterinszint
hatasat a csatorna egyensulyi aktivaciojara. Korabbi in vitro kisérleteinkben az aramsiiriiség
¢s kinetikai paraméterek mellett az egyensulyi aktivacid is megvaltozott, a kontroll limfocitak

félaktivacios fesziiltsége jobbra tolodott koleszterin toltés hatasara. A HC sejtek egyensulyi
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aktivaciojat két paraméterrel jellemeztiik: a félaktivacios fesziiltséggel (V1/,, mely megadja azt
a membranpotencial értéket, ahol a csatornak fele nyitott allapotban van) és az egyensulyi
aktivacio meredekségével (k). Ezen paraméterek a normalt konduktancia-tesztfesziiltség
fliggvény illesztésébdl kozvetleniil meghatarozhatok (G-V gorbe). A kinetikai paraméterekhez
hasonléan az egyensulyi aktivaci6 egyik paramétere sem mutatott eltérést
hiperkoleszterinémia esetén (V1/2, kontrol= —24,9 + 0,87 mV, n=26; V12, nc 1. csoport= —26,5 +1,0
mV, n=38, p = 0,25; Vi21c 1. csoport = —26,1 = 0,9 mV, n=27, p=0,43; k kontron= 10,8 = 0,35,
N=26, K Hc 1. csopor= 10,4 £ 0,22, n=38, p= 0,32; k nc 1. csopor= 10,0 + 0,26, n=27, p = 0,07). A
két betegcsoportok kozott szintén nem volt eltérés (p=0,772).

IV.5. Hiperkoleszterinémias betegekbél izolalt limfocitak osztodasanak vizsgalata

CFSE higulasi esszével

crer

részletesen bemutatott CFSE esszé segitségével végeztiik anti-CD3/anti-CD28 stimulaciot
kovetéen. Az Ot napos stimuldcidé utdn a hiperkoleszterinémids betegek limfocitai
szignifikansan alacsonyabb osztodasi indexet (OI) mutattak, mint az egészséges donorokbol
izolalt sejtek (Olkontron:71,8+10,2%, n=10; Oluc i1csoport: 40,9+5,1%, n=7, p=0,014; Olyc
i.csoport-46,0£5,0%, n=11, p=0,02), A két betegcsoport atlagos osztodasi indexei kdzott nem

volt szignifikans eltérés (p=0,65).
IV.6. A SLOS sejtek szterol dsszetételének vizsgalata GC-MS médszerrel

Mivel az Amplex-Red esszével nem lehet kiilonbséget tenni a koleszterin és
oxidalt/redukalt szarmazékai kozott, ezért az SLOS betegekbdl szarmazod sejtek szterol
Osszetételének vizsgalatdhoz GC-MS modszert alkalmaztunk (Ezen kisérleteket Dr. Péter
Maria, az SZBK munkatarsa végezte). A periférids vérbdl szdrmazdé mintdk térfogata
rendkiviil limitalt ezért kisérleteinkben limfocitdk helyett a nagy mennyiségben izolalt
vorosvértestek szterol Osszetételét hataroztuk meg. A vvt mérés tovabbi eldnye, hogy fejlett
intracellularis membranrendszerek hianyaban a teljes sejt szterol mérése j6 megkozelitést ad a
membran koleszterin Osszetételére. Az irodalmi adatoknak megfeleléen minden egyes SLOS
mintdban sikeriilt azonositanunk a korjelzé 7-dehidrokoleszterint, valamint izomerét a 8-
dehidrokoleszterint. Kontroll mintaink esetében nem voltak detektalhatéak ezen vegyiiletek.
Eredményeink aldtdmasztjak a kordbbi megfigyeléseket, mely szerint a prekurzor molekuldk

crer

csokkent. Az 0Osszkoleszterin és 7DHC koncentraciok mellett meghataroztuk a mintak
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7DHC/CHOL ardnyat is mely hasonlo értékeket mutatott a korabbi egyetlen atfogo

tanulmanyban ko6zolt eredményekhez.
IV.7. A Kvl.3 ioncsatorna expresszidojanak vizsgalata SLOS esetén

SLOS esetén a sejtmembran koleszterinszintjének csokkenésén til az eléalakok (pl.
7DHC, 8DHC) koncentracidja jelentésen megemelkedik. Nem ismeretes azonban az, hogy e
vegyiiletek tudjak-e helyettesiteni akar részben akar egészben a koleszterin é€lettani funkcioit.
Az ioncsatornak mikodését szamos ponton befolyasolhatja a sejtmembran szteroljainak
megvaltozott aranya a (trafficking, lateralis diffazio, kapuzas). Az in vitro kisérletekben a
koleszterin membranbodl torténd kivonasa a Kv1.3 expresszidjanak csokkenéséhez, a kinetikai
paraméterek gyorsuldsdhoz vezetett. Nincs azonban adat arra vonatkozolag, hogy a csokkent
koleszterin mellett az SLOS-ben megjelend prekurzor molekulak milyen hatassal vannak a Kv
ioncsatorndk miikodésére. Munkank sordn az SLOS ioncsatorndkra gyakorolt hatasat (a
hiperkoleszterinémidhoz hasonldan) a betegekbdl izoladlt limfocitdk Kvl1.3 csatornain
keresztiil tanulmanyoztuk. A csatorna expresszidjat ismételten indirekt modon, az
aramsiriség meghatarozasaval jellemeztik. Az SLOS sejtek esetén a +50 mV
tesztpotencidlon mért cslicsaram, a teljes-sejt membran kapacits és a kettd hanyadosaként
definialt arams{iriség nem tért el a kontroll sejtek esetén mért értékektdl (Imax, kontron = 528,0 £
69 pA, N = 56; Imax, sLos=497,5 =31 pA, n =51, 8 patients, p = 0,7 ; Cn. kontrol = 2,1 £0,1 pF,
n = 56; Cn, sLos =2,0 £ 0,2 pF; n= 51, p = 0,69). Az dramsurliség valtozatlan értéke arra utal,
hogy az egységnyi feliiletre jutd funkcionalis csatornak szama nem valtozik SLOS-ben (Jkva 3,

kontroll = 282,5 + 42,9 pA/pF, n = 56; Jkv13, sLos = 309,8 + 39 pA/pF, n =51, p = 0,65).
IV.8. A Kvl1.3 kapuzasat jellemz6 biofizikai paraméterek meghatarozasa SLOS esetén

Az SLOS sejtek aktivacids iddallandoja szignifikdnsan megndtt a kontroll sejtekhez
viszonyitva, az inaktivacios kinetika esetén azonban nem volt statisztikailag szignifikdns
eltérés (Takontro=0,59 £ 0,02ms, n = 56; 1, s os = 0,75 £ 0,03ms, n =51, p = 0,001, Tj kontroll =
227,8 £ 14,2, n = 38; 1j sios = 253,7 + 21,4, n = 45, p=0,329). Az aktivacios idéallandod
novekedésébdl a csatorna aktivacidjanak lassuldsara kovetkeztethetiink, mely negativan

befolyasolhatja a Kv1.3 élettani feladatainak ellatasat.
IV.9. Az egyensilyi aktivacio fesziiltségfiiggése

Az egyensulyi aktivacio fesziltségfiiggését jellemzd félaktivacios fesziiltség ¢és
meredekség az ioncsatorndk miikodésének élettani szempontjabdl az egyik legfontosabb

paramétere. Ennek ismeretében meg lehet hatarozni a nyitott és zart csatorndk aranyat egy
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adott membranpotencialon. Eredményeink szerint az SLOS-sejtek egyensulyi aktivaciojat
jellemzd Boltzmann gdrbe a kontrollhoz viszonyitva jobbra tolodott, azaz ugyanolyan nyitasi
valdszinliség eléréséhez az SLOS sejteket pozitivabb értékekre kell depolarizélni, mint a
kontroll sejteket (V1/2, kontrol= —26,9 £ 0,9 mV, n = 41; V2 s10s= 22,0+ 1,9 mV,n=35,p =
0,03). A félaktivacios fesziiltség szignifikans novekedésével szemben az egyensulyi aktivacio
meredeksége nem valtozott meg (K kontron = 11,7 £ 0,5 mV, n =41; K g 05 =10,6 £ 0,5 mV,
p=0,14).

IV.10. SLOS-bdl izolalt limfocitak aktivacidjanak és proliferaciéjanak vizsgalata

Hipotézisiink szerint a sejtmembran megemelkedett 7DHC/CHOL aranya negativan
befolyasolja a kalcium jel kialakitdsdban részt vevd (pl. Kv1.3) ioncsatorndk mitkddését mely
a T-sejt aktivacid és proliferacio karosodasdhoz vezethet. A T-sejt aktivacié kovetkeztében
szamos kalciumfiiggd sejtfelszini molekula expresszidja megemelkedik, ezek monitorozasa
indirekt informaciot szolgéltat a limfocitdk aktivaciojardl. Kisérleteinkben thapsigargin
stimulust kovetéen vizsgaltuk egy korai T-sejt aktivacids marker, a CD154 (mas
nomenklatirdban CD40 ligand) expressziojat. A CD154 expresszidja normal koriilmények
kozott az aktivaciot kovetden megemelkedd intracellularis kalcium hatdsara rovid idon
megemelkedik. Kisérleteinkben 3 o6ran keresztiil stimulaltunk egészséges és SLOS
mononuklearis sejteket. Az aktivaciot kovetden PE-konjugalt anti-CD3-mal és A488
konjugalt anti-CD154-el jeloltik a sejteket. A T-sejteket a CD3 pozitivitds alapjan
azonositottuk. Eredményeink szerint az SLOS betegekbdl izolalt mononuklearis sejtek esetén
zavart szenved a T-sejt aktivacio, a CD154 pozitiv T-sejtek aranya szignifikansan csokkent
(CD3'CD154" sejtek aranya SLOS-ben: 8,6 + 3,2%, n=5; kontroll esetén: 21,1 +2,8%, n=4,
p<0,001). A limfocitdk aktivacidjat a sejtek osztédasa koveti. Az SLOS sejtek
T-sejt receptorait anti-CD3 ¢és anti-CD28 antitestek segitségével aktivaltuk, majd 6t nappal
késobb ellendriztiik a sejtek osztodasat. Az SLOS betegekbdl izolalt sejtek osztodasi indexe
jelentdsen csokkent a kontroll sejtekhez viszonyitva (Ol wontron: 61,1 £ 7,1%, n = 5; Olsos:

29,4 + 3,5%, n = 6, p=0,002).
IV.11. SLOS modellrendszer kialakitasa MPCD/7DHC komplex segitségével

Hipotézisiink szerint a sejtmembran megvaltozott szterol dsszetétele felelds a Kv1.3
ioncsatorna modosult mikodéséért SLOS-ben. Ennek igazolasara létrehoztunk egy

modellrendszert, ahol in vitro korilmények kozott noveltik a sejtek 7DHC-tartalmat,
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létrehozva az SLOS-re jellemzd emelkedett 7DHC/CHOL arényt. A toltéshez 7DHC/MBCD
komplexet alkalmaztunk. Az egészséges donorokbdl izolalt mononuklearis sejteket tobb
koncentracioban inkubaltuk 7DHC/MBCD-vel, majd GC-MS technikaval ellendriztiik a toltés
hatékonysagat. Eredményeink szerint a toltés dozisfiiggd moddon emelte a sejtek 7DHC
koncentraciojat €s csokkentette a koleszterin tartalmat, kialakitva az SLOS-re jellemz6 szterol
Osszetételt fehérje tartalomra normalt 7DHC koncentracio 65uM MPBCD/7DHC toltést
kovetéen 26,1 = 1,0 ug/mg, mig 195uM MBCD/7DHC toltést kovetéen 66,8 = 11 ug/mg. A
fehérje tartalomra normalt koleszterin koncentracio: 18,3 + 3,7 pg/mg a kontroll esetén,
65uM MBCD/7DHC toltés kovetden 16,2 £ 0,2 pg/mg, mig 195uM MBCD/7DHC toltést
kovetden 13,3£2 ug/mg. Ezen adatok alapjan a 7DHC t6ltott sejtek alkalmasak lehetnek az

SLOS sejtszintli hatdsainak modellezésére.

IV.12. Kv1.3 ioncsatornak vizsgalata SLOS modellrendszerben

A 7DHC toltés hatasat a Kv1.3 expressziojara és a csatorna kapuzdsara egészséges
donorokbdl izolalt limfocitak esetén teszteltiik. A sejteket harom kiilonbdz6 koncentracidban
toltottik MBCD/7DHC-val, majd patch-clamp technikaval vizsgaltuk a Kv1.3 kinetikai és
egyensulyi paramétereit, valamint az &aramsutriséget. Az elektrofiziologiai méréseket a
kordbban részletezett protokollok felhasznéldsaval, teljes-sejt konfiguracidban végeztiik. A
7DHC toltés hatasara a csatorna aktivacios és inaktivacios kinetikaja egyarant lelassult, az
id6allando is dozisfiiggéen novekedett (kontroll: t,= 0,59 + 0,02 ms, (n=56); 32,5 uM
MBCD/7DHC: t,=1,76 + 0,18 ms, (n=7), p < 0,001; 65 uM MBCD/7DHC: t,= 2,04 = 0,15
ms, (n=11), p<0,001; 195 uM MBCD/7DHC: t,= 2,70 + 0,26 ms, (n=11) p<0,001, kontroll:
=227,8 £ 14,2 ms, (n = 38); 32,5 uM MBCD/7DHC: 1= 318,57 £ 22 ms (n = 5, p = 0,064),
65uM MBCD/7DHC: 1 = 339 = 57 ms (n = 6, p = 0,02); 195uM MBCD/7DHC: 1; =362 +
26,4 ms (n =5, p<0,01). Az egyenstlyi aktivacio esetében a Gn-V gorbe dozis fiiggden jobbra
tolodott, a félaktivacios fesziiltség pedig szignifikansan megnétt (kontroll: Vo= —26,9 + 0,9
mV, (n = 41); 32,5 uM MBCD/7DHC: Vip= —-19,2 £ 1,3 mV, (n = 6), p<0,01; 65 uM
MBCD/7DHC: V1= -13,4 + 2,6 mV (n = 9), p<0,001; 195 uM MBCD/7DHC: V- —10,1 +
1,9, (n = 9), p<0,001). Az egyensulyi aktivaci6 meredeksége nem valtozott. Ezen eltérések
iranya megegyezik az SLOS-ben taldltakkal, mértékiikk azonban sokkal markansabb. A
csatorna expressziojat a korabbiakhoz hasonldan, az aramsiirliség meghatarozasaval, indirekt

modon jellemeztiik. A 7DHC toltés hataséra a teljes-sejt kapacitas nem valtozott, a +50mV-0s
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valtozott (kontroll: C=2,12 £ 0,12 pF, (n=51); 32,5uM MBCD/7DHC: C,= 2,20 + 0,22 pF,
(n=7), p=0,80; 65 uM MBCD/7DHC: Cp= 2,02 + 0,29 pF (n = 11), p = 0,81; 195 uM
MBCD/7DHC: Cu= 2,26 + 0,21 pF, (n = 11), p = 0,65; kontroll: Ima= 527,7 = 68,7 pA, (n =
51): 32,5 uM MBCD/7DHC: Cn= 296,5 + 52,5 pA, (n = 7), p = 0,002; 65 uM MBCD/7DHC:
Cm=300,0 £ 37,4 pA (n = 11), p = 0,003; 195 uM MBCD/7DHC : Co= 174,8 £ 9,1 pA (n =
11), p<0,001). A két paraméter hanyadosaként definialt aramstirtiség szignifikans, dozis fiiggd
csokkenést mutatott (kontroll: Jky1.3=282,5 + 42,9 pA/pF, (n = 51); 32,5 uM: Jxvi3= 153,0 +
44,8 pAIpF, (n = 7) p = 0,005; 65 uM: Jkvrs=176,9 = 26,5 pA/pF, (n = 11), p = 0,002; 195
uM: Jkv13=81,9 + 8,9 pA/pF, p<0,001, (n = 11)).

IV.13. A Kkolszterin és 7DHC toltés Kvl.3 ioncsatorniakra gyakorolt hatasanak

osszehasonlitasa

Korabbi eredményeink szerint az in vitro koleszterin t6ltés a 7DHC t6ltéshez
hasonloan lassitotta a Kv1.3 csatorna kinetikai paramétereit, az egyenstlyi aktivaciot pedig a
pozitivabb membranpotencidlok felé tolta el. Felmeriil a kérdés, hogy van-e eltérés a
koleszterin illetve 7DHC t6ltés hatdsa kozott, vagy a két molekula teljesen azonos mddon, az
Ossz-szterol koncentracidé emelésén keresztiil hat a csatorndkra. Ennek eldontéséhez azonos
limfocitak esetén, majd megvizsgaltuk a Kv1.3 biofizikai paramétereit. Az elektrofiziologiai
mérések alapjan a két szterol hasonldan hat a Kv1.3 miikodésére azonban a Kv1.3 ioncsatorna
toltés esetén mar szignifikdnsan novekedett az aktivacios iddallandod és a félaktivacios
fesziiltség, mig a koleszterinnel végzett toltésnek ilyen koriilmények kézott nem volt hatasa
(kontroll: t,= 0,59 £+ 0,02 ms, (n = 56); 32,5 uM MBCD/CHOL: 1, =0,75+0,15, (n = 5), p =
0,40; 32,5 uM MBCD/7DHC: 1, = 1,76+0,18 ms, (n = 5), p<0,001; kontroll: Vi, = —26,9 £+
0,9 mV, (n =41); 32,5 uM MBCD/CHOL: V1,=24,4 £3,1 mV, (n=15), p = 0,318; 32,5 uM
MBCD/7DHC: Vo= —19,2 £ 1,3 mV, (n = 6), p: = 0,004). Magasabb koncentracidju
koleszterin a 7DHC toltéshez hasonldan szignifikéns eltéréseket okozott, azonban a 7DHC
hatasa minden esetben statisztikailag is jelentdsebb volt a koleszterinhez viszonyitva (65 uM
MBCD/CHOL: Vi, = —17,4 £0,58 mV, (n = 5), p = 0,29; 65 uM MBCD/7DHC: Vi =
—13,4£2,6 mV, (n=5), p = 0,024; 195uM MBCD/CHOL: V3= =162+ 2,72 mV (n=15),p =
0,038; 195 uM MBCD/7DHC: Vip= —-10,1 £ 1,9 mV, (n=5), p<0,001; 65 uM
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MBCD/CHOL: 1,= 0,99 £ 0,09 ms, (n=5), p = 0,059; 65 uM MBCD/7DHC: =2,04 + 0,15 ms,
(n = 5), p<0,001; 195uM MPBCD/CHOL: 1,=1,05+0,09 ms, (n = 5), p = 0,02; 195 uM
MBCD/7DHC: 1, =2,62 £ 0,22 ms (n = 5), p<0,001).

IV.14. A Kv1l.3 C-terminusanak eltavolitisa megsziinteti a csatorna szterolokkal

szembeni érzékenységét

Az fesziiltségfiiggd ioncsatornak felépitésében részt vevd transzmembran szegmensek
szerkezete és funkcioja tobbnyire ismert. A csatornak szigoruan értelemben vett miikodéséhez
(kapuzas, szelektiv permeabilitas) nem esszencidlis C-terminalisr6l azonban hidnyosak az
ismereteink. Feltételezésiink szerint a Kv1.3 C-terminusa, mivel tartalmaz CRAC/CARC
koleszterinkoté helyeket, fontos szerepet jatszhat a csatorna szterolokkal torténd
interakcidjaban is. Ennek bizonyitasara a vad tipusa Kv1.3 (VT-Kv1.3) mellett olyan
roviditett (delécidos mutans) Kvl1.3 konstruktot (AC-Kv1.3) vizsgaltunk, mely esetében
hidnyzott a C-terminus jelentds részét kitevd, utolsé 84 aminosav. Munkacsoportunk korabbi
eredményei szerint ezen szakasz eltavolitdisa nem befolyasolta szignifikdnsan a csatorna
miikodését, azaz a csatorna kapuzasat jellemzd biofizikai paraméterek nem valtoztak a vad
tipust csatorndhoz képest. Kisérleteinkben a kordbbiakhoz hasonlé modszerrel toltottiik a AC-
Kv1.3 és VT-Kv1.3 ioncsatornat stabilan expresszal6 CHO sejteket koleszterinnel és 7DHC-
val. A toltott sejtek Kv1.3 ioncsatornait a korabban alkalmazott elektrofizioldgiai protokollok
szerint vizsgaltuk, azzal az eltéréssel, hogy teljes-sejt helyett outside-out konfiguraciot
alkalmaztunk. A CHO sejtekben ugyanis a teljes.sejt Kv1.3 csticsaram +50 mV-on tobb nA
volt, az ebbdl adodo soros ellenallas hibajat az outside-out konfiguracio a membran felszin és
az ezzel parhuzamos daramerdsség-csokkenés miatt elimindlja. A VT-Kv1.3 csatornat
expresszalld CHO sejtek koleszterinnel ill. 7DHC-vel torténd toltése (420 uM) a csatorna
kapuzésat jellemz6 kinetikai paraméterek lassuldsat és az egyensulyi aktivacid fesziiltség
fliggésének jobbra tolodasat okozza (kontroll: Vi, vr=—28,87+1,52 (n = 5); 420 uM CHOL.:
Vip vr=—17,45£1,90 mV (n = 7), p<0,001; 420 uM 7DHC: V15, v1=—19,25+4,72 mV (n =
5), p = 0,028; kontroll: t, vr : 0,45+0,014 ms (n = 5), 420 uM MBCD/CHOL: 1, vt
0,76+0,022 ms (n = 7) p = 0,002; 420uM MBCD/7DHC: ta vr = 0,69+0,059 ms (n = 10) p =
0,008). A CHO sejtek koleszterinnel ill. 7DHC-vel torténé toltése tehat kvalitativen hasonlo

eredmeényt adott a Kv1.3-at endogénen kifejezd limfocitak kezelésekor kapotthoz. Az outside-
out konfiguracioban kapott eredmények ezen feliil megerdsitik azon korabbi feltevésiinket,
hogy a ciklodextrin/szterol komplexek nem az ioncsatorna citoplazmatikus regulatorain

keresztlil befolyasoljak a Kv1.3 miikddését, ugyanis ez utdbbiak jelentdsége outside-out
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konfiguracioban elenyész6, a ciklodextrin/szterol komplexek hatasa viszont megmarad. A
Kv1.3 csatorna C-terminalisanak delécidja megsziintette a csatorna szterol,érzékenységét:
AC-Kv1.3 csatorna esetében a 420 uM-os CHOL ¢s 7DHC t6ltés nem volt hatassal a csatorna
kapuzésara: az aktivacios idéallando és félaktivacios fesziiltség esetében sem volt eltérés a
kezelt és kezeletlen sejtek kozott (kontroll: Vipac= —26,73+2,72 mV, (n = 6); 420 uM
MBCD/CHOL: Vi ac=26,30+2,72 mV (n = 8), p>0,05; 420 uM MBCD/7TDHC : Vipac =
—23,05+1,08 mV (n = 6), p>0,05); kontroll: t,ac: 0,590,043 ms (n = 6), 420uM
MBCD/CHOL: tyac = 0,55+£0,022 ms (n = 7), p>0,05; 420uM MBCD/7DHC: t,ac =
0,650,036 ms (n = 10), p>0,05). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a csatorna C-terminusa
fontos szerepet jatszik a csatorna szterolok altali szabalyozasaban. Az intracelluldrisan
elhelyezkedd C-terminus, a transzmembran régiokkal ellentétben kevésbé lehet érzékeny a
sejtmembran fizikai paramétereiben bekovetkezd valtozasokra. Ezek alapjan feltételeztiik,
hogy a koleszterin nemcsak a sejtmembran biofizikai paramétereinek befolyasolasan
keresztlil, de specifikus lipid-fehérje interakciokon keresztiil is modosithatja a Kv1.3
kapuzasat. A C-terminus aminosav szekvencidjat elemezve két potencidlis koleszterinkotd
helyet talaltunk. A CARCl1és CARC2 szterolok altali szabalyozasban betoltott szerepének
vizsgalatahoz alaninra cser¢ltiik a vad tipusu Kv1.3 csatorna koleszterinkotd szekvencidinak
esszencialis aminosavait. A mMKv1.3carc1 esetén a 474. pozicioban taldlhatéd lizint, a 477
pozicidban 1évd tirozint és a 479 pozicioban elhelyezkedd valint, a mMKv1.3¢carc2 esetén az
517. és 518. pozicidban a lizineket, a 520. fenilalanint és a 523. pozicidban talalhaté valint
cseréltiik alaninra. A AC-Kvl.3 konstrukt alapjan varhato volt, hogy a C-terminuson
l1étrehozott pontmutaciok nem fogjak jelentdsen modositani a csatorna mitkkodését, azonban
elsd 1épésként Osszehasonlitottuk a mutdns €s a vad tipusu csatorndk kapuzasi paramétereit. A
MKV1.3carc1 €s mKv1.3carc2 konstruktok ionaramai, aktivacids kinetikdja és az egyensulyi
aktivacio fesziiltség fliggése a trunkalt csatorndhoz hasonléan nem tért el a vad tipusu
csatornatdl, a mutaciok nem modositottak jelentdsen a csatorna miikodését. A tovabbiakban a
7DHC-vel toltottiik, majd vizsgaltuk a mKv1.3carc1 és mKv1.3carc2 csatorndk biofizikai
paramétereit. A muticiok hatdsadra mindkét csatorna koleszterinnel szembeni érzékenysége
moédosult. Az mKvl.3carc: esetén a félaktivacios fesziiltség jobbra tolodott, azonban az
aktivacios idéallandd nem mutatott eltérést a kezeletlen csatornahoz viszonyitva a koleszterin
kezelést kovetden (kontroll: Vi carci @ —26,37+1,6 (n = 8), 420 uM CHOL: V12, carc1 =
—17,09£2,27 mV (n = 8), p=0,005; 420 uM 7DHC: V12, carc1 = —18,89£1,94 mV (n=3),p =
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0,03; kontroll: T, carci = 0,57+0,03 ms (n = 14), 420 uM MBCD/CHOL.: 1, carci = 0,62+0,04
ms (n = 14) p = 0,248; 420uM MBCD/7DHC: 1, carc1 = 0,98+0,06 ms (n = 3) p = 0,001). Az
félaktivacios fesziiltséget pedig jobbra tolta. A mKvl.3carcz esetén a koleszterin toltés
lassitotta az aktivaciés kinetikat, de nem volt hatdsa az egyensulyi aktivaciora. A 7DHC
kezelés viszont a vad tipusu csatorndhoz hasonldéan moédositotta az mKv1.3carce aktivacios
kinetikajat és egyensulyi aktivaciojat (kontroll: Vi carcz @ —26,45£3,3 (n = 5), 420 uM
CHOL: Vip, carct = —24,26£2,27 mV (n = 9), p=0,59; 420 uM 7DHC: Vi;, carc2 =
-16,23+1,61 mV (n = 5), p = 0,0024; kontroll: 14 carc2 = 0,44+£0,01 ms (n = 14), 420 uM
MBCD/CHOL: 14, carcz = 0,63+0,03 ms (n = 14) p = 0,248; 420uM MBCD/7DHC: 15, carcz =
1,5940,31 ms (n=3) p=0,001).

V. OSSZEFOGLALAS

A koleszterin a sejtmembran egyik alapvetd épitéeleme, valamint szamos bioldgiailag
aktiv molekula eldanyaga. A vér emelkedett koleszterin tartalméval jar6 hiperkoleszterinémia
az egyik leggyakoribb zsiranyagcsere-zavar. Kevésbé ismertek a koleszterin bioszintézis
velesziiletett karosodasaval jard genetikai betegségek (pl. Smith-Lemli-Opitz szindroma,
SLOS), ahol a koleszterin szint csokkenése mellet a kiilonb6z6 eldalakok felhalmozodnak a
vérben és szovetekben. A T-sejtek koleszterintartalmanak in vitro modositasa megvaltoztatja
a sejtek aktivaciojadhoz nélkiilozhetetlen Kv1.3 ioncsatorna miikodését, azonban nincs olyan
atfogd tanulmany, mely igazolnd ennek korélettani jelentdségét. Kisérleteinkben
hiperkoleszterinémias, illetve Smith-Lemli-Opitz szindromaban szenvedd betegekbdl
izolaltunk limfocitdkat, és vizsgaltuk a megvaltozott membrankoleszterin Osszetételének
hatasat a Kv1.3 ioncsatorndk és a T-sejtek miikodésére. A szterolok Kvl1.3 ioncsatornikra
gyakorolt hatasanak részletesebb megértéséért megvizsgaltuk a Kv1.3 C-terminusan talalhato,
feltételezett koleszterinkotd helyek szerepét a sejtmembran in vitro modositott membran
koleszterin osszetétele mellett. A kisérletek alapjan elmondhato, hogy a hiperkoleszterinémia
nem befolyasolta jelentdsen a Kv1.3 miikddését, szemben a korabbi in vitro eredményekkel.
Ennek oka az lehet, hogy a hiperkoleszterinémias sejtek koleszterin tartalma nem éri el a
koleszterinnel toltott sejtekét. Ezt timasztja ald egy kiugréan magas koleszterinnel rendelkez6
személy T-sejtjeinek vizsgalata, ugyanis esetében az in vitro tdltéshez hasonld eredményeket
kaptunk. Ezek alapjan tigy tlinik, hogy hiperkoleszterinémia esetében csak kiugréoan magas

szérumkoleszterin-értékeknél kell szadmitani a Kv1.3 ioncsatorna mukodésének
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megvaltozasara. A limfocitdk osztddasi képessége a Kv1.3 ioncsatorna allapotatol fiiggetlentil
csokkent.

Smith-Lemli-Opitz szindromaban lassult a csatorna Kinetikaja (aktivacio, inaktivacio)
¢s az egyensulyi aktivacié jobbra tolodott. Hasonlo eltéréseket talaltunk az egészséges sejtek
7DHC toltését kovetden. Az ioncsatornak altal szabalyozott T-sejt funkcidk koziil az
aktivacio és a proliferacid is zavart szenvedett. A C-terminuson talalhato feltételezett
koleszterin kotohelyek mutacioja  csokkentette a  csatorna  szterolokkal —szembeni
érzékenységét. Eredményeinket OGsszefoglalva elmondhatjuk, hogy a sejtmembran szterol-
Osszetételének in vivo megvaltozasa az ioncsatornak miikodésének befolyasolasan keresztiil
korélettani kovetkezményekkel jarhat, hozzajarulva példaul az SLOS-ben talalt neurologiai és
kardiovaszkularis tliinetek kialakulasahoz.

A kutatas a TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-2012-0001 Nemzei Kivalosag Program kiemelt projekt
(Eotvos Lorand Hallgatoi Palyazat Balajthy Andras részére, palyazati azonosito: A2-ELMH-
12-0010) és a Stratégiai K+F miihelyek kivalosaga GINOP-2.3.2- 15-2016-00015 palyazat

keretében zajlott.
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