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l. BEVEZETES
1.1.  Azioncsatornak altalanos ismérvei

Az ionok sejtmembranon keresztiil torténd transzportjat ioncsatornak és kiilonb6z6
karrierfehérjék kozvetitik. Az ioncsatorndk porusképzé transzmembran fehérjék, melyek
lehet6vé teszik az ionok passziv athaladasat a sejtmembran két oldala kdzott. Ezen fehérjéket
osztalyozhatjuk a rajtuk athaladé ionok (pl. H*, K*, Ca?*, CI"), tovabba kapuzas (fesziiltség-
kapuzott, ligandum altal kapuzott, mechanoszenzitiv, stb.), szelektivitas, az ionaram iranya és
szerkezeti homoldgia alapjan. Az alabbi tézis foként a fesziiltség- és Ca?*-kapuzott K*-
csatornakra és a Ca’*-felszabadulas altal aktivalt Ca?*-csatornara (CRAC), valamint az

ioncsatornak jarulékos alegységeire fokuszal, ezért az alabbiakban ezek keriilnek bemutatasra.

A Kv és KCa csatornak négy, egyenként korilbelil 60-60 Kda méretti polipeptid
lanchol allnak 6ssze tetramerré. Ezt a komplexet a csatorna o alegységének is nevezik,
amelyhez egy vagy tobb jarulékos alegység tarsulhat. Altalanossagban mind a fesziiltség-
vezérelt K*-csatornak (VGKC vagy Kv), mind a Ca?*-aktivalt K*-csatornak (KCa) monomerje
egyenként hat darab membranon ativeld, un. transzmembran doménnel (S1-S6) rendelkezik. A
KCa csatornak kozil a KCal.l tartalmaz emellett még alegységenként egy-egy SO
transzmembran hélixet. Tovabba minden K*-csatorna monomer tartalmaz legalabb egy pérus
domént, amely tartalmazza a szelektiv K* ateresztésért felelds szelektivitasi sziirét. A Kv
csatornakra emellett jellemz6 egy fesziiltségszenzor domén, amelyet az S1-S4 hélixek alkotnak.
A Ca**-altal kapuzott K*-csatornak szerkezetiiket tekintve hasonldak a Kv csatornakhoz,
viszont intracellularis C-terminalis doménjiik tartalmaz kiilonféle Ca?*-szenzor szegmenseket,
melyek kozvetlenil befolyasoljék a csatorna mitkodését. Ezaltal a Kv csatornakkal ellentétben
a KCa csatornak (a KCal.1 kivételével) fesziiltségfiiggetlenek. A KCa csalad tagjait konnyen
elkulonithetjik egyedi K* konduktanciajuk alapjan, illetve szoveti expressziojuk alapjan. A
nagy konduktanciaju KCal.1l az emberi szervezetben szinte minden szdvetben jelen van, és
szovetspecifikus expresszidja foként a kiilonb6z6 jarulékos alegységeitl fiigg. A KCa2
csatornak majdnem kizarolag az idegrendszerben talalhatoak, mig a KCa3.1 foként a periférias
szOvetekben fejezédik ki, példaul a hasnyalmirigyben, a tiidében, a placentiban, a

vOrosvértestekben és a limfocitakban.

A CRAC csatornakomplex egy plazmamembranon ativelé6 ORAI fehérjébdl és egy
endoplazmatikus retikulum (ER) membranban talalhaté stromalis interakcios molekula (ST1M)
elnevezési fehérjébol all. A CRAC-csatorna aktivalasanak elsé 1épése, hogy a STIM1 vagy



homoldgja, a STIM2 érzékeli a Ca®" kimeriilését a sima ER-ban. Ezt kovetéen STIM
oligomerizalodik, majd kitlintetett ER-plazmamembran szakaszokhoz transzlokalédik, ahol
klasztereket képez. A hat alegységbol 4ll6 Ca?*-csatorna ORAI-t a STIM ezekhez a
csomopontokhoz toborozza, ami a csatorna nyitasat kovetden lokalis Ca?* bedramlast

eredményez.

Az ioncsatorndk miikodéséhez a szovetekben szilkség van kulonféle szabalyozd, mas
néven jarulékos alegységekre. A szakirodalomban hagyoméanyosan B, y vagy & gorog betiikkel
ellatott kiegészité alegységek elengedhetetlenck a megfeleld élettani funkciohoz, és mutacioik
stlyos betegségeket okozhatnak. Osszességében tobb mint 50 specifikus regulatorikus alegység
ismert, és transzkripcios variansaikat is figyelembe véve figyelemre méltdé heterogenitast
tesznek lehetévé az ioncsatornak miikodésében. Struktargjukat tekintve a szabalyozd
alegyseégek altalaban sokkal kisebbek a hozzajuk tartozo6 csatornaknal. Hatasmechanizmusukat
tekintve pedig kifejezetten heterogének, igy tdbb jarulékos alegység rendelkezik
transzmembran doménnel, ami az ioncsatorna fesziltségszenzor domeénjéhez ko6tddik
méasodlagos kotésekkel, illetve mas szabalyozd alegységek kdzvetlenil kapcsolédnak a
csatorna porusahoz. A csatornakkal valo szelektiv interakcio révén a kiegészité alegységek
modosithatjak az adott csatornék biofizikai tulajdonsagait, mint a vezetéképességet, nyitasi es
zarasi Kkinetikat, illetve a feszlltségérzékenységet. Emellett befolyasolhatjak a csatorna
membranexpresszidjat is, illetve kotdédhetnek kiilonboz6 interakcids partnerekhez, példaul

maésodlagos hirvivok horgonyzo fehérjéihez.

A KCal.l csatorna jarulékos alegységei fontos szereppel birnak a csatorna és az L-
tipusti Ca?*-csatorna fehérjekomplexumba torténd dsszekapesolasaban. A B vagy v alegységek
jelenléte emellett befolyasolja a KCal.l csatorna kinetikajat, valamint a kiilonb6z6 KCal.l
csatornamodulatorok szelektivitasat és affinitdsat. A KCal.l négy kiilonboz6é aminosav-
szekvenciaju B alegysége ismert: a 1 a simaizmokban, a 32 a mellékvesékben és agyban, a B3
els6sorban a herékben, és a p4 foként a kozponti idegrendszerben fejezédik ki. A Bl és B4
alegységek az ionaram  kinetikajanak lelassulasit és a csatorna Ca®'-  és
fesziltségérzékenysegének novekedését indukaljak. A B2 és B3 alegységek és egyes
transzkripciés variansaik szintén gyors inaktivaciot eredményeznek az intracellularis N-
terminusukon keresztil. Egyes szteranvazas vegyiletek, mint a litokolsav (LCA), szelektiven
fokozzak a KCal.l &ramokat, ha a csatornahoz B1 alegység kapcsolodik. Ezzel szemben az
arachidonsav (AA) a B2 vagy B3 alegység jelenlétében erdsiti a KCal.l aramokat, de nem

valtoztatja meg azokat 1 vagy p4 alegységek jelenlétében. Tovabba a skorpiotoxinok, mint az



iberiotoxin és a charybdotoxin (ChTx), melyek altalanossagban gatoljak a KCal.1l miikodését,
hatastalanna valnak B4 alegység jelenlétében. Mindezeken felill a 1, a B2, és a p4 alegységek
befolyésoljak a KCal.1 membrén transzlok&ciojat is.

.2.  Azioncsatornak mint a T-sejt altal medialt immunvalasz karmesterei

A megfelel6 immunvalasz fenntartasa Osszehangolt 0sszjatékot igényel sokféle
immunsejt kozott, beleértve a limfocitakat és az antigénprezentalo sejteket. A velesziletett és
az adaptiv immunrendszer sejtjeit a megfeleld pillanatban kell aktivalni ahhoz, hogy
hatékonyan nézzenek szembe a bels6 vagy kiilsé fenyegetésekkel, valamint hogy elker(iljék az
immunrendszer felesleges talmiikodését, ami autoimmunitashoz vezethet. Ahogy a tobbi
ingeriiletvezetésre képtelen, un. ,,nem excitabilis” sejt, az immunsejtek is expresszalnak
ioncsatorndkat a membranpotencial (Vm) szabalyozésa érdekében, illetve, hogy szabalyozzak a
Ca?*-fiiggd jelatvitelt, valamint egyéb élettani sejtfunkciokat, mint a génexpressziot,
proliferaciot, migraciot és differenciaciot. Mindezidaig szdmos ioncsatornat irtak le T-
limfocitakban: a CRAC csatornat, a fesziiltségkapuzott Kv1.3 csatornat, a Ca2*-aktivalt KCa3.1
K*-csatornat, a kétpérusi TASK1, TASK 2 és TASK3 K*-csatornakat, a nonszelektiv TRPV?2,
TRPM2 és TRPM7 kationcsatornakat, illetve a Clswen feszlltségkapuzott klorid csatornat.

A nem excitabilis sejtekben az ioncsatornakkal 6sszefliggé sejtélettani események kozil
leginkabb a Ca?*-fiiggd jelatvitelt tanulmanyoztak, amely a T-sejt receptor (TCR) aktivalddasa
utén kovetkezik be. A TCR-aktivalast kovet6 jelatvitel kezdeti Iépése a foszfolipaz-C-y (PLC-
y) aktivalodasat eredményezi. Ez az enzim katalizalja a foszfatidil-inozitol 4,5-biszfoszfat
(PIP2) hasitasat diacil-glicerolla (DAG) és inozitol 1,4,5-triszfoszfatta (IP3). A DAG felelds a
proteinkinaz-C (PKC) aktivalaséért, amely viszont szamos intracellularis szubsztratot
foszforilal. A jelatviteli kaszkad masik fontos eleme az intracellularis Ca?*-koncentrécio
kétfazisi emelkedése. Az IPs a legfontosabb eleme a kezdeti Ca?*-bearamlasnak: az 1P3
receptorhoz valod kotddésének eredményeként az endoplazmatikus retikulumbél (ER) Ca?*
szabadul fel. Ez viszont aktivalja a STIM1-et az ER membranjan, amely aktivalja az ORAIL
molekulakat. Az ORAI1-en keresztiil Ca?*-ionok aramolhatnak a sejtbe, ami a citoszolikus
Ca?*-koncentracié masodik, tartds novekedését eredményezi. A sejten beluli Ca?*-szint
novekedése aktivalja a kalmodulint, majd ez vezet szamos egyéb masodlagos hirvivé molekula,
mint példaul a kalcineurin aktivalodasahoz. A kalcineurin egy foszfataz, mely eltavolitja a gatlé
foszfatcsoportokat az aktivalt T-sejtek nuklearis faktorarol (NFAT), lehetové téve annak



eyl

citokintermelésben szerepet jatsz6 célgének (pl. IL-2) promoter régidjahoz.

A TCR-aktivacio kovetkeztében megnévekedett intracellularis Ca2*-koncentracio
kovetkezmenye a plazmamembran depolarizacioja, ami az elektrokémiai hajtoeré csokkentése
révén korlatozza tovabbi Ca®* sejtbe torténé bearamlasat. igy a limfocitak és mas immunsejtek
olyan K*-csatornakat igényelnek, amelyek depolarizalt membranpotencialon és megemelkedett
Ca?*-koncentracid jelenlétében nyitnak, és K*-efflux révén fenntartjak a CRAC csatornakon
keresztiilli  Ca®"-bedramlas gradiensének fenntartdsdhoz  szilkséges hiperpolarizalt

membranpotencialt.

1.3. A mitogénfiiggé T-sejt aktivacid

A fizioldgias T-limfocita aktivacié kulcsfontossagi szerepldi az antigénprezentalo sejtek,
melyek az MHC molekuldn és tobb koaktivator partneren keresztill igen szelektiv. modon
minél pontosabban szabalyozott immunvélasz létrehozésa. A laboratériumokban viszont ez igen
alacsony hatasfokinak bizonyul, tekintve, hogy a cél sokszor minél tébb izolalt T-limfocita
egyidejii aktivacioja. Erre a célra az utobbi évtizedekben szamos olyan vegyuletet karakterizaltak,
melyek mas hatdsmechanizmuson keresztil aktivaljak a limfocitdkat. Az un. lektin tipusi
szénhidratk6td molekulak — mint a phytohemagglutinin (PhA) — keresztkdtik a membranban
talalhatd glikoproteinek, tobbek kdzt a TCR és a CD3 molekuldk szénhidratcsoportjait. A
mitogenek kozul az aktivator antitestek elsésorban a TCR és CD3 ellen irdnyulnak. Ennél az
aktivacios modszernél a sejt teljes aktivalasdhoz szlikseg van tovabbi kostimulator receptorok
(mint példaul az anti-CD28) elleni antitestekre is. Végil gyakran alkalmazott mitogének még a
forbol-mirisztoil-acetat (PMA) és a Ca?*-ionofor ionomicin. A PMA egy DAG-anal6g, amely
atjutva a sejtmembranba PKC-aktivalodashoz vezet, mig az ionomicin noveli a sejtmembran és az
ER Ca®'-permeabilitasat. A két anyag altal aktivalt Gtvonalak egyiittesen elegenddek a T-sejtek
aktivalasahoz.

I.4.  loncsatornak, mint terapias célpontok

A CRAC, a Kv1.3, a KCa3.1 és a KCal.l ioncsatorndk mindannyian hozzajarulnak az
immunsejtek differencidlédasahoz és éresehez, az idegen antigének felismerésehez, az
immunvalasz kivaltasahoz, illetve az apoptozis szabalyozasdhoz. Ezért nem meglepd, hogy a
Kv1.3, a KCa3.1 és a CRAC csatorna inhibitorai hatassal vannak a T-limfocita proliferaciéra. A

5



Kv1.3 Kkivalo célpont immunterdpia szempontjabdl, mivel elsésorban asztrocitakban, T-
limfocitdkban és oligodendrocitékban fejez6dik ki, ellentétben a CRAC és KCa3.1 csatornakkal,
amelyek szeéles kdrben eloszlanak, igy azok blokkol6inak tébb mellékhatésa is lehet. Az utébbi
években sikeres Kisérleteket vegeztek Kvl.3-blokkoldkkal olyan autoimmun betegségek
allatmodellein, mint a szkler6zis multiplex, az 1-es tipusu diabétesz mellitusz vagy a reumatoid
artritisz.

A kiilénb6z6 ioncsatorna-blokkolok T-sejtekre vonatkoztatott antiproliferativ hatésat a
szakirodalom mar széles korben taglalta. Ezen témahoz kapcsol6do korabbi tanulmanyok azonban
igen ellentmondasosak azzal kapcsolatban, hogy egy adott ioncsatorna-blokkold milyen
koncentraciéban hatdsos a sejtproliferacié  gatldsdban. Irodalmi  Osszehasonlitasunk
eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a proliferaci6 50%-0s gatlaséhoz szilkséges
ioncsatornagatlo-koncentracio Kv1.3 csatornablokkoldk esetében 1 x Kq koncentraciotél 1000 x
Kg-ig terjedt, illetve a KCa3.1-inhibitor TRAM-34 esetében 1,5 x Kg-tol 275 x Kg-ig. A Kq a
hatéanyag koncentracidja, amely a megfelelé csatornak felének blokkoldséhoz sziikséges. Az itt
tapasztalt variabilitasért felelds mechanizmust korabban még nem vizsgaltak szisztematikusan, de
nagyrészt a T-sejtek stimulalasat szolgald kiilonb6z6 modszereknek és az egyes vizsgalatokban
alkalmazott mitogének eltéré mindségének és mennyiségének tudhatdk be.

A T-limfocitdk aktivacidja tovabbd anélkil is gatolhatd, hogy mélyrehatdan
befolyasolnank a Ca?*-jelatvitelt. A T-sejtek metabolikus Utvonalait, illetve transzkripcios és
transzlacios aktivitasat is befolyasolhatjuk példaul rapamicin (mas néven sirolimus) segitségével.
Ez az eredetileg makrolid tipusu antibiotikumkent ismertté valt anyag az FKBP12-hoz koétédve

gatolja az mTOR jelatviteli molekula funkciojat.

1.5.  Fibrolasztszerii szinoviocitak és a KCal.l csatorna reumatoid artritiszben

Az el6z6 fejezetek foleg T-sejtek és egyeb immunsejtek ioncsatornaival foglalkoztak.
Azonban a szovetekben az immunvalasz kovetkeztében kialakulo szoveti atrendezédés — az an.
remodelling — kiilonb6z6 effektorsejtek miikodésének tudhatod be. Ezen sejtek (pl. fibroblasztok,
egyéb stromalis sejtek) ioncsatornai szintén meghatarozéak lehetnek bizonyos autoimmun
betegségek patogenezisében. A reumatoid artritisz (RA) a fejlett orszagok népességének kdzel 1%
-4t érinti, és csokkenti az életmindséget, illetve mozgasaban korlatozza az érintett izileteket.
Emellett sulyos sziv- és tiidd6érintettségekkel is bir, igy csokkentve az atlagos élettartamot. A RA-
ban talalhatd hiperplasztikus szinovialis szovet, amelyet pannusnak is neveznek, egyedilallo

tulajdonsagokkal rendelkezik, és mint egy daganatos szOvet, invaziv tulajdonsagai révén



elpusztitja a porcokat és a kornyez6 csontokat. Az un. fibroblaszt-szerii szinoviocitak (FLS),
amelyek az egészséges szervezetben taplaljak az izileti szdvetet és extracellularis méatrixalkotokat
termelnek, igen invazivva valhatnak RA-ban. A RA kialakulasaban szerepet jatszo FLS-ek (RA-
FLS) rendelkeznek egy transzformalt ,,tumorszer(i” fenotipussal, ami fokozott invaziokészségben
¢és kiilonbozo protedzok és proinflammatorikus dgensek termelésében nyilvanul meg. Fontos
tovabba, hogy az FLS-ek in vitro és ex vivo invazivitasa korrelal a RA allatmodellek iziileteiben a
szOvettani és radioldgiai karosodassal.

Az utdbbi évtizedekben a RA kezelése az Uj bioldgiai kezelések fejlesztésével jelentOsen
javult, bar a betegség remisszidja igy is csak ritkan érhet6 el, és a legtobb beteg csak szerény
javulst tapasztal. Ezenkiviil a jelenlegi terapiak jelentdsen csokkentik a fiziologias immunvélaszt
is, ezéltal a betegek hajlamosabbak lesznek a fert6zésekre és daganatos betegségekre. Ezért (j
terapids opciokra van szikség, amelyek javulashoz vagy remissziohoz vezetnek anélkil, hogy
immunszuppressziét okoznanak.

Az artritiszes patkanyokbdl szarmazé RA-FLS-ek legdominansabb K* csatornaként a
KCal.1-et expresszaljak a plazmamembranjukon. A KCal.1 csatornak pozitiv visszacsatolassal

crer

serkentik a Ca?'-bedramlast a K*-efflux biztositasaval, ezzel elSsegitve a sejtek migraciojat és
ben géatolja az invazivitast és megakadalyozza a betegség progresszidjat allatmodellekben. A
paxilline azonban egy lipofil molekula, amely megakadalyozza a tébbi szervben talalhaté KCal.1
csatornat is, fliggetlendl a csatorna alegységosszetételétdl, ezaltal sulyos mellékhatasokat okozva.
Ezért a KCal.l csatornédk terapias célpontkeént valé felhasznalasanal gyelni kell arra, hogy a
potencialis gydgyszerek csak szelektiven érintsenek kitlintetett KCal.1 csatornat a szervezetben.
Mivel a KCal.1 jarulékos alegységei csak bizonyos szOvetekre korlatozodnak, célszerti lehet olyan
gatloszerek (példaul antitestek) kifejlesztése, amelyek csak egy bizonyos szabalyozé alegységhez
kapcsolodd csatornat céloznak meg, igy csokkentve minimalisra a tobbi szOvetben a

mellékhatasok mértékét.



II. CELKITUZESEK, VIZSGALT KERDESEK

Amint azt kordbban emlitettik, a feszultségkapuzott ioncsatorndk kulcsszerepet
jatszanak a kiilonb6z6 gyulladasos sejtek szabalyozasaban, és igy altalanosan az immunvélasz
koordinélasban. Kisérleteinkben két oldalrol kozelitettik meg a gyulladdsos sejtek
kaliumcsatornainak funkciondlis aspektusait.

Elészor is a kiillonboz6  ioncsatorna-blokkoldk —antiproliferativ  hatasainak
heterogenitasat vizsgaltuk meg T-sejteken. Ennek a jelenségnek a hatdsmechanizmusa még
lehet visszavezetni. Ezért célunk az volt, hogy megmagyarazzuk a jelenséget az ioncsatorna-
blokkolok és a rapamicin antiproliferativ hatasainak 6sszehasonlitasaval, mégpedig ugyanazon
kisérleti korulmenyek kozott. Tovabba — figyelembe véve eredményeinket kiilonb6zo
mitogénkoncentracidk mellett — olyan elméletet javasolunk, amely magyarazataul szolgélhat a
megfigyelt hatasoknak.

Emellett masodik célunk az effektor gyulladasos sejtek kaliumcsatorna-funkcidinak
feltérképezese volt autoimmun betegségekben. Ehhez a reumatoid artritiszban szerepet jatszo
RA-FLS sejtek KCal.l ioncsatorndjara fokuszaltunk, amirdl kimutattdk, hogy szorosan
Osszefigg a RA-ben megfigyelt izileti karosodassal. A paxilline egy kis mérett, lipofil
molekula, mely gatolja a szervezetben levé 6sszes KCal.l csatornat, fuggetlendl a csatorna
alegység-osszetételétodl, ezért sulyos mellékhatasokat, példaul tremort, inkontinenciat és magas
vernyomast okozhat. Bar ezek miatt a paxilline nem alkalmazhat6 a klinikai gyakorlatban, a
KCal.l csatorna mégis vonzé célpont lehet klinikai szempontbol, részben azért, mert a KCal.l
jarulékos alegységei szovetfiiggd modon korlatozzék a csatorna expresszidjat és befolyasoljak
a csatorna farmakoldgiai tulajdonsagait. Tehat egy olyan gyogyszer, ami a RA-FLS jarulékos
alegységére specifikusan hat, megreformalhatja a betegség kezelését, de mindezidaig egyetlen
KCal.l B alegységet sem irtak le RA-FLS-ekben. Célunk tehat annak felderitése volt, hogy a
RA-FLS expresszal-e valamilyen kiegészité [ alegységet, illetve hogy ezeknek az

alegységeknek a jelenléte jar-e barmilyen funkcionalis kdvetkezménnyel ezekben a sejtekben.



I1l.  ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. Oldatok, vegyszerek

A kisérletekben felhasznlt oldatok és vegyszerek jelentds részét a Sigma Aldrich Kft.-
t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk, minden ettl eltéré esetben az anyag mellett

feltlintettik a forrasat.

I11.2. Mintagyiijtés

[11.2.1. Mononuklearis sejtek izolalasa

A periférias vérbol izolalt mononuklearis sejteket (PBMC) egészséges Onkentes
donorok heparinizalt vérébdl izolaltuk. Elészor Hanks’ Balanced Salt Solutionnel (HBSS)
higitottuk a vért 1:1 aranyban, majd a vért centrifugaltuk Ficoll-Hypaque stirtiségi gradiens
oldattal (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Egyesult Kiralysag) 1400 rpm mellett
30 percen keresztul szobahémérsékleten. Ezutan az opalos mononuklearis sejtréteget leszivtuk,
majd kétszer 50 ml HBSS-sel mostuk, végul megkapjuk a kisérleteinkben hasznalt PBMC
populéciét.

Osszesen n = 4 elézetes kisérletben a RosetteSep™ (Stem Cell Technologies™,
Vancouver, Canada) technikaval végzett negativ szelekciéval nyertiink tisztitott CD3" T-
limfocitakat. Ezt a technikat alkalmazva a CD3" T-sejtek aranya a populaciéban tébb mint 95%
lett. Ezekben az el6kisérletekben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a CD3" T-sejtek és a
PBMC-k koz6tt a proliferacio mértékében (p = 0,785), illetve az AnTx Kd (p = 0,667) és 10Kd
(p = 0,333) proliferaciot gatlo hatasédban. Ezért a késébbi kisérletsorozatban teljes PBMC

populaciot hasznaltuk.

I11.2.2. Fibroblasztszerii szinoviocitak

Az American College of Rheumatology kritériumai szerint definialt 14 RA-bél és 4
osteoartritiszben (OA) szenvedd betegbdl FLS-t izolaltunk a megfelelé intézményi bizottsag
altal jovahagyott protokollok alapjan. Emellett 6sszesen 4 db sejtvonalat az Asterand (Detroit,
MI) cégtdl vasaroltunk. A sejteket a 4. és 11. passzazs kozott hasznaltuk fel kisérleteinkhez; az

FLS-eket 10 NE/ml penicillinnel, 0,1 g/ml sztreptomicinnel, 1 mM natrium-piruvattal, 2 mg/ml
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L-glutaminnal és 10% FBS-sel kiegéeszitett DMEM (Life Technologies, Grand Island, NY)

oldatban tenyésztettiik.

111.3. T-limfocita proliferacié modulalasa

[11.3.1. PBMC-aktivacio

A vizsgalat kezdetén el6kisérleteket végeztink a kiilonbozé stimulécios mddszerek
optimalizélasa érdekében. Négy széles kdrben haszndlt és jol ismert limfocitastimulaciora
alkalmazott technikat hasonlitottunk 6ssze CFSE higulasi vizsgalattal PBMC-ken: PHA-
stimulacio; PMA-stimulécié ionomicinnel kombinalva; oltott anti-CD3 antitest 6nmagaban és
anti-CD28-cal kombindlva. A stimulaciot kovetden megmértiik patch-clamp technikéaval a
teljes-sejt K™ aramot a stimulalt T-sejtek reprezentativ populécidin. Megallapitottuk, hogy az
anti-CD3 és anti-CD28 stimulacid a leginkabb reprodukalhato, ezért tovabbi kisérletekben ezt

a modszert alkalmaztuk.

A PBMC és a limfocita tenyészetekben specifikus T-sejt-stimulacidhoz ésszesen n = 8
kisérletben 200 nM — 3 uM oldott anti-CD3 antitesteket adtunk allandé koncentracidju (1
ug/ml) anti-CD28-hoz. Emellett optimaltuk a stimulacid6 mértékét ugy, hogy az oldott
antitesteket kitapasztottuk a tenyészetedény aljahoz szobahémérsékleten 30 percen keresztiil.
Tovébba n = 8 kisérletben szuperparamagneses gyongyokkel konjugalt anti-CD3 és anti-CD28
monoklondlis antitesteket (Life Technologies Co., Waltham, MA, USA) alkalmaztunk,
amelyek felhasznal6baratabbak voltak, mint az oldott antitestek. Ezekben az esetekben a
gyongy-sejt arany 1:200-t6l 1:1-ig terjedt (lasd az eredményeket). Az oldott mitogének és a
gyongyok altal kozvetitett stimulacid Osszehasonlitasara végzett Student-féle t-teszt nem
mutatott szignifikans kilonbséget a két modszer kozott (p = 0,336). A gyongyokrdl ismert,
hogy megfeleld keresztkotést biztositanak, igy viszonylag magas aktivacios szintet indukalnak,
ellentétben az oldott anti-CD3 és anti-CD28 stimulalassal, ami a méréseinkben nagyobb

mértéki variabilitast eredményezett.

111.3.2. PBMC-proliferacio gatlasa

A Kvl.3-as csatorna blokkolasahoz a peptid tipusi AnTx-et alkalmaztuk, amelyet a

laborunk korabban mar alkalmazott farmakologiai vizsgalatokban. A KCa3.1 csatornakat
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TRAM-34-gyel gatoltuk, mig a CRAC-csatorndkat 2-Apb-vel blokkoltuk. Az ioncsatorna-
inhibitorokat két kiilonb6zé koncentracioban alkalmaztuk: az alacsonyabb az ioncsatornak
50%-0s géatlasahoz szlikséges koncentracid volt, vagyis 1 x Kd, mig a magasabb
koncentracidtartomany a Kd érték 10-szerese volt, azaz 10 x Kd. Az AnTx esetében 500 pM (1
x Kd) és 5 nM végkoncentraciokat alkalmaztunk. A 2-Apb esetében a Kd 5 uM, a masik
koncentraci6é 50 uM (10 x Kd) volt, tovabbd a TRAM-34-et 20 nM (1 x Kd) és 200 nM (10 x
Kd) koncentracidban hasznaltuk. A rapamicint a szakirodalomban fellelt legalacsonyabb

Ve

gatlasara, mig a magasabb do6zis 200 pM (10 x ICso) volt.

I11.4. Citokinszekrécio mérése T-limfocitdkon

Az PBMC-k tenyészetének fellliszoéit (n = 3) a mitogén- és ioncsatorna-blokkolds
kezeléseket kovetd Otddik napon gytjtottiik Ossze. A citokin szendvics ELISA technikéat
alkalmaztuk a szolubilis citokinek, nevezetesen az IL-10 és az IFN-y koncentraciojanak
specifikus kvantitativ kimutatasara. A citokinek koncentraciojat a feltliszoban OptEIA Kittel
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) mértik duplikatumokban, a gyartd utasitasai

szerint.

111.5. Aramlési citometrias vizsgalatok

I11.5.1. Karboxifluoreszcein-szukcinimidil-észter (CFSE) higulasi esszé

A T-limfocitak  proliferaci6janak  vizsgélatthoz a  CFSE-higulasi  esszé
munkacsoportunk altal modositott valtozatat hasznaltuk. A periférias vérbél frissen szeparalt
mononukleéris sejtekhez 1 pM-os végkoncentricidban adtuk a CFSE-t, majd inkubaltuk a
sejtszuszpenziodt 15 percig szobahdmérsékleten és 20 percig 37 °C-on. A CFSE-vel jel6lt sejtek
segitségével. A CFSE gerjesztési maximuma 488 nm, illetve emisszios maximuma 520 nm.
Kopenyfolyadékként 1x PBS-t hasznaltunk. Osszesen harom paramétert mértink: az
eléreszorast (FSC), az oldalszorast (SSC), illetve a sejtekben a CFSE altal emittalt
fluoreszcencia intenzitasat. Az FSC és SSC értékek alapjan kaput illesztettiink a limfocitéakra,
majd a kapu altal kortilhatarolt populacionak vizsgaltuk meg a CFSE fluoreszcenciaintenzitas-
hisztogrammjat. A proliferacio mértékét az osztoddasok soran létrejott utodsejtek és az Gsszes
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sejt szdmanak hanyadosaként definialt osztodasi indexszel (Ol) jellemeztiik, az alabbi képlet
segitségevel:

(5

k=1 k=0

ahol az n darab osztddasi ciklus alatt a k ciklusban Ax volt a mintaban a sejtszam.

A CFSE higulési esszé adatait a BD CellQuest szoftverrel gytjtottiik 6ssze. Adatelemzéshez a
Cyflogic 1.2.1 és a Flowjo X programot hasznaltuk.

111.5.2. Propidium jodid (PI) festés

A Pl-festést az 5 napos inkubacids periodus végén végeztiik el. El6szor a sejteket
egyszer HBSS-sel mostuk, majd PI-t adtunk a sejtszuszpenziodhoz, Ugy, hogy a végkoncentracid
1 ng/ml legyen. A sejteket ezt kdvetden sotétben inkubaltuk 5 percig szobahémérsékleten. Az
aramlési citométeren a kaput egy nem kezelt sejteket tartalmazo negativ kontroll csore allitottuk
be.

[11.5.3. CD44- és KCal.1l jelolés RA-FLS sejteken

Az RA-FLS-ek esetén a KCal.l o alegységének és a CD44-nek a detektalasahoz a
sejteket el6szor 0,5% szaponinnal permeabilizaltuk az intracelluléris epitopok elérése
érdekében. Az adatokat egy Canto Il aramlési citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA)
gyijtottik be BD FACSDiva szoftverrel, majd az adatok elemzéséhez a FlowJo (Treestar,
Ashland, OR) szoftvert hasznaltuk. A késobbiekben az alacsony CD44 intenzitast mutatd
sejteket CD4433 mig a magas intenzitast sejteket CD44M% jelzi, Az é16 CD44™9% ég
CD443csony seijteket invazios esszéinkhez steril korilmények kozott, FACSAriall aramlasi
citométer (BD Biosciences) alkalmazasaval kulon csovekbe vélogattuk és azonnal

felhasznaltuk.

111.6. Elektrofiziologia

Kisérleteinkben minden esetben teljes-sejtes patch-clamp technikat hasznaltunk. A
pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat tveg kapillarisokbdl (Clark Biomedical Instruments,
Pangboume, UK) készitettiik, melyek ellenallasa oldatban 2-5 MQ volt. Az idealis feszultség-

zar feltételek eléréséhez 85%-o0s soros ellenallas kompenzaciot alkalmaztunk.
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Elektrofizioldgiai kisérleteinkben a sejteket tiveg feddlemezekre vagy Petri-csészékbe
helyeztiik, és hagytuk tapadni. A teljes-sejt K* &ram méréséhez a kovetkezd oldatokat
hasznaltuk fel: a Kv1.3 limfocitdkban torténd mérésekor a belsd oldat 6sszetétele 140 mM KF,
5 mM NaCl, 11 mM K:EGTA, 2 mM MgCl; és 10 mM HEPES (pH 7,20, ~ 295 mOsm) volt;
a KCal.l RA-FLS-ben torténd mérése soran a belsd oldat 10 mM EGTA-t, 5 mM HEPES-t és
5 uM szabad Ca?*-ot tartalmazott. A kiilsé oldat dsszetétele minden esetben 160 mM NaCl, 4,5
mM KCI, 2 mM CaCl;, 1 mM MgCl; és 10 mM HEPES, pH 7,4 volt. A kisérleteket
szobah6émérsékleten (20-22 °C) végeztik. Egyes kiserleteknél az RA-FLS-eket inkubaltuk
fluoroférral konjugélt anti-CD44 antitestekkel, majd mosas utan a fluoreszcens jel alapjan
elkiilonitettiik a CD44™Ma9% s CD442/2%0 sejteket, majd megmértiik ezen sejtek K*-ionaramait.

Az aramsiriiséget Ugy szamitottuk Ki, hogy a teljes-sejt csicsaramokat elosztottuk a
sejtkapacitas ertékével. A limfocitak kapacitasa 2-9 pF kozott valtozott. A T-limfocitak teljes-
sejt elektrofiziologiai mérése Axon Instruments Digidata 1440 adatgyiijté (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) alkalmazésaval Axopatch-200B er6sitokkel tortént. Az adatgyiijtés és analizis
celjabol a pClampl0 szoftvercsomagot (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) hasznaltuk. Az
RA-FLS-ek kapacitdsa 9 és 17 pF kozott volt. Az RA-FLS-k és az OA-FLS-ek eredményeit

Igor Pro szoftverrel (WaveMetrics, Oswego td, OR) elemeztiik az méréseket kovetden.

111.6.1. A Kv1.3 biofizikai tulajdonsagainak vizsgalata

A Kv1.3 ioncsatorna aktivacios és inaktivacios kinetikajanak vizsgalatahoz a sejteket a
-120mV-os tartofesziiltségrol +50mV-ra depolarizaltuk. Az egyes protokollok idétartama az
aktivacios kinetika vizsgalatakor 15 ms, mig az inaktivacios kinetika vizsgalatakor 2000 ms
volt. Az aktivacios idéallandd meghatarozasahoz a kapott &ramgorbeket a Clampfit szoftver
felhasznalasaval az tigynevezett n* modell felhasznalasaval illesztettik: 1(t) = la x (1-exp(-t/ta))*
+ C, ahol I(t) a t id6pontban mérheté aram, I. a protokoll sordn mért &ram amplitidoja, ta az
aktivacios kinetikat jellemz6 id6éallando, C pedig a -120 mV-on mért aram amplitudoja. Az
inaktivacios kinetika vizsgalata soran kapott aramgorbék leszall szarat egy exponencialis
fliggvény segitségével illesztettiik: I(t) = lo x exp(-t/ti) + C, ahol 1(t) az illesztés kezdetétdl
szamitott t idépontban mérhet6 aramerésség, lo az inaktivalodd komponens amplitdddja, i, az

inaktivacios idéallando, C pedig az egyensulyi &ram nagysaga a depolarizacio végeén.
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I11.6.2. loncsatorna-gatldk alkalmazasa

Az RA-FLS-eken expresszalt KCal.l csatorndk farmakologiai karakterizalasa
érdekében tobbi ioncsatorna-modulatort alkalmaztunk. A LCA csak akkor ndveli a KCal.1
ionaramot, ha a csatornahoz B1 alegység tarsul. A LCA t6rzsoldatat dimetil-szulfoxid (DMSO)
és 70%-os etanol 1:10 aranyt elegyébdl allitottuk el6. Az AA csak akkor néveli meg a KCal.l-
aramokat, ha a csatorndhoz B2 vagy B3 alegység tarsul. A paxilline (Fermentek, Jeruzsalem,
blokkolja az 6sszes KCal.l csatornat, kivéve ha ahhoz B4 alegység tarsul. A modulatorok
torzsoldatait kozvetleniil felhasznalas el6tt higitottuk kiilsé oldattal ugy, hogy a perfazidban

alkalmazott oldatok DMSO-koncentrécidja ne haladja meg a 0,05 %-ot.

I11.7. RT-gPCR és Western Blot
[11.7.1. RT-qPCR

RNS izolalasahoz 5 x 10° sejtbdl indultunk ki, majd 1 x HBSS-sel torténé mosast
kovetden izolaltunk RNS-t TRIzol (Life Technologies) reagens alkalmazasaval. A reverz
transzkripcidt Superscript Il reverz transzkriptazzal és random hexamer primerekkel (Life
Technologies) végeztik, a gyartd eldirasai szerint. Az igy kapott cDNS mintat templatként
hasznaltuk fel RT-gPCR reakcidinkhoz. Az amplikonok méretei minden esetben 70 és 250 bp
kozottiek voltak. A gPCR-reakcidkat 10 pl végtérfogatban végeztik a kovetkezd
osszetevokkel: higitott cDNS (1:10) 4 pl; primerek (2,5-2,5 uM), 6 ul iTAQ SYBR Green
supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). A reakciokat ViiA™ 7 valos idejii PCR-rendszerben (Life
Technologies) futtattuk. A futtatasi koriilmények: 20s 95 °C-on; 40 ciklus: 95 °C-on 1s, 60 °C
20s, 95 °C 15s, 60 °C 1 percig, és 60 °C-rdl gradiens 95 °C-ra 15 percig. Az eredményeket a

ViiA™ 7 szoftver segitségével elemeztiik.

111.7.2. Western Blot

Az RA-FLS-eket 1% protedzinhibitort tartalmaz6 RIPA pufferben lizaltuk. A
fehérjekoncentréciot Bradford-probaval mértik meg. Minden kisérlethez azonos mennyiségii
fehérjét (20 pg) valasztottunk el SDS-PAGE technikaval, majd nitrocelluléz membranokra
(Bio-Rad) vittiik at a gyartd utmutatasai szerint. A blotokat egy éjszakan at inkubaltuk blokkold
oldatban, amely 4% Blotto zsirmentes tejb6l (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) allt.

A blotokat a human KCal.l csatorna a és [ alegységeire specifikus antitestekkel jeloltik.
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Minden elsddleges antitestet 1:500 aranyban higitottunk blokkolé oldatban. Kontrollként anti-
aktin antitesteket hasznaltunk. Egy éjszakan &t tartd inkubalést, majd 2 6ra mosast kovetden IR-
680 vagy IR-800 szekunder antitestekkel jel6ltink 1 o6ran at szobahOmérsékleten. A
membranokat haromszor 15 percig mossuk PBS + 0,1% Tween-20 oldattal. Li-Cor Odyssey

szkennerrel alkottunk képet a blotjainkrol, majd az ImageJ szoftverrel értékeltiik ki azokat.

111.8. RA-FLS-k géncsendesitése

Az RA-FLS-eket szérummentes tapkdzegben inkubaltuk 24 éran at az siRNS kezelések
elétt. Vizsgalatainkhoz GAPDH-, KCNMBL1- vagy KCNMB3-specifikus kis interferald6 RNS
(SIRNS) harom kiilonbozé konstruktjat kevertilk dssze DharmaFect transzfekcios reagenssel
(Dharmacon, Lafayette, CO), majd ezeket hozzéadtuk 80%-o0s konfluenciju sejteket
tartalmazdé 35 mm-es Petri-csészékhez a gyartd utasitasai szerint. A sejteket 40-80 Oran
keresztul hasznaltuk fel elektrofizioldgiai, aramlasi citometrias és transzwell invazids

kisérletekhez.

111.9. Transzwell invazios esszé

Az FLS-k ex vivo invazivitasat transzwell rendszerben hataroztuk meg, kollagéndus
Matrigel-bevonati inzerteket (BD Biosciences) alkalmazva. Az invazids esszéket
triplikatumokban vegeztik a gyarto utasitasai szerint. A kisérlet kezdetén az FLS-k a Matrigél
bevonaton helyezkedtek el, és szérummentes tapoldatot tartalmazo inzert feldl probaltak a
tapedény aljat elérni, ami szérumot tartalmazott. Ehhez meg kellett emésztenilk a Matrigélt,
tovabba migralniuk is kellett a tdpedény alja felé, viszont az inzert aljan talalhat6 siirli sziir6n
fennakadtak. A Kisérlet 24. 6rajaban finoman eltavolitottuk a gélt és kristaly-ibolya festést

kovetden megszamoltuk, hany sejt jutott el az inzert aljaig.

111.10. Statisztika

Eredményeink 6sszegylijtéséhez és statisztikai értékelesehez a Microsoft Office Excel
2007, SigmaPlot 12.0 és a GraphPad Prism 5 programot hasznaltuk. Statisztikai tesztként
egyszempontu varianciaanalizist (ANOVA) és a poszt-hoc tesztként Holm-Sidak tesztet
alkalmaztunk a kontrollsejtek és a kiilonb6z6 csoportok dsszehasonlitasara. Tovabba amikor az

adatok nem kovették a normalis eloszlast, mint példaul a heterogén RA-FLS populaciok
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esetében, nem-parametrikus ANOVA-t végeztik eredményeink statisztikai szignifikanciajanak

kiszdmitasara, amit a Dunn-féle poszt-hoc teszt kovetett.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. A kationcsatorna-gatlok T-limfocitdkon Kifejtett antiproliferativ hatasa fligg a

mitogénstimulacié mértékétol

IV.1.1. A mitogénindukalt proliferacio és annak dozisfuggese

ElGszor azt hataroztuk meg, hogy a T-limfocita aktivacio melyik modszerét koveti a
leghomogénebb ioncsatorna-expresszio. Ezért teljes-sejt patch-clamp technikaval megmértik a
Kv1.3 ionaramokat és az aramstirtiséget mind PHA kezelést; PMA és ionomicin kezelést; anti-
CD3 kezelést; és anti-CD3 és anti-CD28 kombinacios kezelést kovetden. Minden kezelés
esetében az osztodasi index > 80% volt. Eredményeink azt mutatjék, hogy mind a PHA, mind
az anti-CD3 és anti-CD28 stimulacié a Kv1.3 aramsiiriiségének szignifikans emelkedéséhez
vezetett, azonban a PHA esetében a populacié rendkivil heterogén lett ionaram szempontjabol
a tobbi stimulaciés moddal szemben.

Miutdn megvalasztottuk a stimulacié modjat, a kovetkezé lépés az volt, hogy
szelektiven stimulaljuk a T-limfocitakat anti-CD3 és anti-CD28 monoklonalis antitestekkel. A
stimulalt PBMC-populacidk Ol-jeit 6sszehasonlitva a mitogénstimulust kovet6 6todik napon a
mitogénhatas négy szintjét kuldnboztettiik meg. Az atlagos Ol 30,6 * 4,8% volt alacsony (200
ng / ml vagy 1 gyongy: 200 sejt), 60,8 £ 4,5% volt kézepes (500 ng / ml vagy 1 gyongy: 50
sejt), 72,7 £1,5% volt magas (1 ug/ ml vagy 1 gyongy: 25 sejt), illetve 85,3 + 2,4% volt nagyon
magas (3 ng / ml vagy 1 gyongy: 1 sejt) mitogénkoncentraciok alkalmazésakor. A
legjelentésebb kiilonbséget — ahogy varhaté — a mitogén alacsony koncentréacidja és nagyon
magas koncentracidja kozott taldltuk. A megfigyelt Ol-k statisztikai 6sszehasonlitasa is

szignifikans ndvekedést mutatott a mitogénkoncentraciok novelésével.

IV.1.2. Az ioncsatorna-blokkoldk és a rapamicin limfocita proliferaciot gatlé hatasa

Az ioncsatorna-inhibitorok sejtproliferaciora gyakorolt hatasat az adott csatornan
minden gatloszer esetén a hatéanyag disszociacids konstansanak megfelelé koncentracioban (1
x Kd) és 10-szeres koncentracioban (10 x Kd) vizsgaltuk. A CFSE higulasi esszé kimutatta,
hogy a Kv1.3 K" csatorna blokkol6 AnTx 10 x Kd koncentraciéban gatolta a proliferaciot,
amikor a sejteket alacsony mitogénkoncentracional stimulaltuk. Az OIl-k normalizalasat
kovetéen kvantitativ analizist vegeztiink, amely szerint az AnTx 1 x Kd és 10 x Kd

koncentracidban alacsony mitogénkoncentracioban szignifikansan gatoltak a sejtosztddast, de
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nagyon magas mitogénkoncentracional eltlint a proliferaciot gatlo hatas. A KCa3.1 inhibitor
TRAM-34 koncentrécidtol fuggetlenil 6nmagaban kevéssé hatott a T-sejtek proliferaciojara.
Az Ol-k statisztikai analizise azt mutatta, hogy a TRAM-34 nem gétolta a sejtproliferaciot sem
1 x Kd, sem 10 x Kd koncentracioban, flggetlenil a mitogénkoncentraciotél. A CRAC
csatornat gatlo 2-Apb 10 x Kd koncentracidban alacsony mitogénstimulacio esetén gatolta a
sejtproliferacidt, mikdzben az 1 x Kd koncentracioban hatastalannak bizonyult. Ezt statisztikai
analizissel igazoltuk. Nagyon magas mitogénkoncentracio esetén a 2-Apb még 10 x Kd
mind az 1 x 1Csp, mind a 10 x ICsg koncentracioban alkalmazva jelent6sen gatolja az alacsony
mitogénkoncentracidval stimulalt T-sejtek proliferacidjat. Az AnTx és a 2-Apb ioncsatorna-
gatlokkal ellentétben a rapamicin nagyon magas mitogénkoncentracié mellett énmagaban is
hatékonyan gatolta a limfocitak proliferacidjat. Amennyiben az 6sszes ioncsatorna-blokkol6t
kombinécidban alkalmaztuk 10 x Kd koncentracioban, a sejtproliferacio szignifikans gatlasat
tapasztaltuk. Ha emellett rapamicinnel kombinaltuk az ioncsatorna-blokkoldkat, a kezelés a
sejtosztodas teljes gatlasat eredményezte. Az utdbbi esetben a proliferacio nem kilénbozott
szignifikansan a mitogénnel nem kezelt negativ kontrollcsoporttol.

A fenti adatok azt mutattak, hogy a Kv1.3-blokkol6 AnTx és a CRAC csatornat
blokkol6 2-Apb csak alacsony mitogénkoncentracié mellett gatoltak a T-sejtek proliferaciojat,
de hatastalanna valtak, ha a sejteket igen nagy mitogénkoncentréaciéval stimulaltuk. A jelenség
tovabbi feltardsa érdekében Osszesen négy mitogénkoncentracié mellett (alacsony, kdzepes,
magas €s nagyon magas, lasd fent) részletesen megvizsgaltuk az Antx hatasat 1 x Kd vagy 10
x Kd koncentracibban. 10 x Kd esetén kozepes, magas és nagyon magas
mitogénkoncentracidkban a proliferacié gatlasa nem volt statisztikailag szignifikans a pozitiv
kontrollhoz képest, de egyértelmiien csokkend tendencidt mutat a blokkolok hatékonysaga a
novekvé mitogénkoncentracio fliggvenyében. Ugyanez a tendencia figyelheté meg, ha az
AnTx-et 1 x Kd koncentracioban alkalmaztuk. A proliferacio gatlasa itt is csak akkor volt
statisztikailag szignifikans, ha alacsony mitogénkoncentraciot hasznaltunk, mig kdzepes,
magas és nagyon magas mitogénkoncentracioknal a proliferacié gatldsa nem bizonyult

szignifikansnak.

IV.1.3. Az ioncsatorna-blokkoldk es a rapamicin nem csokkentik a limfocitak életképességét
Az ioncsatorna-blokkoldk és a rapamicin alkalmazasakor a kezelések kdvetkeztében
tapasztalt csokkent proliferaciét a sejtek életképességének csokkentése is magyardzhatja. Ezt a

kérdést propidium-jodid festéssel vizsgaltuk meg. Az életképességi teszt soran a sejtpopulaciok
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0sszehasonlitasa a varakozasainknak megfelel6en azt mutatta, hogy a sejtek mitogénnel t6rténé
stimulélasa novelte az életképes sejtek ardnyat. Az életképes sejtek aranyat tovabba sem az
ioncsatorna-blokkolok, sem a rapamicin énmagaban, sem kombinacidkban nem véltoztatta

meg.

IV.1.4. loncsatorna-gatlok csokkentik a T-lifocitak citokinszekrécidjat

Az ioncsatorna-blokkolék és a rapamicin altal a gyulladasgétldé 1L-10 és a
proinflammatorikus IFN-y citokinek szekréciojara gyakorolt hatast ELISA modszerrel
10-szeresére novelte az IFN-y szekrécidjat alacsony mitogénstimulushoz képest. Az IFN-y és
az 1L-10-szekréciot mind alacsony, mind nagyon magas mitogénkoncentraciok mellett
szignifikdnsan géatoltdak az alkalmazott inhibitorok, és a kezelések alacsony
mitogénkoncentracio mellett kilondsen hatasosak voltak. Nagyon magas mitogénstimulacid
esetén az AnTx, a rapamicin, a kombinacios kezelések és a 2-Apb gatoltdk az IFN-y

= sz

rapamicin és kombinacios kezelések gatoltak.

IV.2. A KCal.l csatornak P alegységei masként fejezodnek ki invaziv és noninvaziv

human fibroblasztszeri szinoviocitakon

IV.2.1. Az RA-FLS-ek mind mRNS, mind fehérje szinten tobbféele B alegységet expresszalnak
Az mRNS-szintek qPCR-rel végzett elemzese tobb KCal.l B alegység expresszidjat
kimutatta RA-FLS-eken, jollehet a B2b és a f3d esetében nagyon alacsony szinten fejezédtek
ki. A KCal.l porusképzé a alegységének expresszios szintjéhez viszonyitva a legmagasabb
relativ mRNS expresszios szinteket a 3 alegység transzkripcids variansainal (B3b, B3c és p3e)
és a B4 alegységnél tapasztaltuk. Mivel az mRNS nem mindig irodik at fehérjévé, Western blot
technikat alkalmaztunk a kiilonb6z6 alegységek proteinszintjének meghatarozasara. A Western
blot az 0sszes KCal.l [ alegységét kimutatta, az aktin kontrollhoz képest valtozd
mennyiségben. A B3 alegységet kdvetkezetesen minden donorban azonositottuk, mig a g1-, p2-

és B4-expresszid csak néhany donor sejtlizatumaban volt kimutathato.

IV.2.2. Az RA-FLS-ek KCal.l p1 vagy p3b alegységeket fejeznek ki

plazmamembranjukon
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A KCal.l porusképzd a alegységét mind az RA-FLS-ek plazmamembrénjaban, mind
magjaban detektaltuk. Mivel ebben a kisérletsorozatban a plazmamembranon expresszalt
csatornakra koncentraltunk, patch-clamp elektrofiziologiaval hataroztuk meg a funkcionalis 3
alegységeket az RA-FLS-ek plazmamembranjaban. Osszesen 51 RA-FLS teljes-sejt aramat
mértik meg 5 kilénbdz6 donorbdl, ahol 6sszesen 47 (92%) esetben detektaltunk kifelé folyd
depolarizéciora aktivalddd K*-dramot. A paxilline a KCal.l B alegység expressziojatol
fuggetlendl teljesen blokkolta a K™-aramot a vizsgalt 14 sejt mindegyikében, igazolvan, hogy a
megfigyelt K*-csatorna KCal.1 volt. Az elemzett sejtek 70%-aban kis mértékii vagy semmilyen
inaktivalas nem volt tapasztalhatd. Mivel a f2a, B3a, B3c és P3e alegységek mindegyike képes
inaktivalni a KCal.l-et, az inaktivalas hianya azt sugallja, hogy ezek az alegységek nem
kapcsolodnak a KCal.1 csatornahoz RA-FLS-ek esetén.

Az RA-FLS-k KCal.l csatornaihoz kapcsolodd B alegységek tovabbi azonositasa
érdekében olyan KCal.l agonistakat és antagonistakat alkalmaztunk, amelyekrdl ismert, hogy
hatassal vannak a csatornara a  alegység kompoziciojatol fiiggéen. El6szor megvizsgaltuk a
ChTx hatasait RA-FLS-ek K*-aramaira, mivel ez a gatlészer csak B4 hianyaban gatolja a
KCal.l csatorndkat. A ChTx gatolta a 100 nM aramot az 6sszes vizsgalt sejtben, ami azt
mutatja, hogy a p4 alegységek nem kapcsolddnak hozza az RA-FLS-ek KCal.1 csatornaihoz.
Ezutan megvizsgaltuk a LCA hatasat, ami csak a B1 alegységek jelenlétében aktivaljaa KCal.l
csatorndkat. A LCA hatasa a sejtek 36%-anal volt megfigyelhetd, ami azt mutatja, hogy a
KCal.1 csatornak az RA-FLS-ek korllbelil harmadaban B1 alegységekhez tarsulnak. Az RA-
FLS-k fennmaradd részében a [ alegység azonositasara AA-t hasznaltunk, amely ismert médon
ndveli a KCal.l aramokat a B2 és B3 alegységek jelenlétében. Ezt a hatést a vizsgalt sejtek
65%-aban figyelték meg. Mivel a fenti kinetikai adatok alapjan mar kiszirtiik a f2a, p3a, p3c
vagy B3e alegységek lehetdségét, az AA-val kapcsolatos eredményeink azt sugalljak, hogy az
RA-FLS tobbsége expresszal vagy B3b, vagy Bp3d alegységet. A B3 ezen két transzkripcios
valtozatdnak megkilonboztetésére Western blot analizist végeztiink kétféle antitest
amely mind az 5 transzkripcids varians esetében kozos. A masodik ellenanyag a B3 N-
terminusat érzékeli, ami a rovid B3b-n kivul minden B3 varianst detektal; ez az antitest nem
mutatott olyan sdvot, amely azt jelzi, hogy az RA-FLS-ek a KCal.l B3b alegységét
expresszaljak. Mivel a B1 lassitja, mig a B3b nem befolyasolja a KCal.1 aktivacios Kinetikajat
(tact), ezen Kinetikat mértik RA-FLS-ben, hogy megerésitsiik eredményeinket. A tact-ban

kifejezett szorést tapasztaltunk, és a vizsgalt 54 sejtbol csak 17 (31%) sejtnél hosszabb a tact 4
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ms-nal, mig 69%-nal a tact < 4 ms. Ez az eredmény megerdsiti azt a megallapitast, hogy a

kiilonboz6 RA-FLS kiilonb6z6 B alegységeket expresszal.

IV.2.3. A KCal.l 3b expresszidja korreldl a magasabb KCal.l a- és CD44-szintekkel

RA-ben megfigyelték a CD44, egy I. tipusu transzmembran glikoprotein expressziojat,
amely a hialuronannal és mas extracellularis és sejtfellleti ligandumokkal 1ép kapcsolatba FLS-
eken és egyéb sejteken. Erdekes mdodon az emelkedett CD44-expresszié 6sszefiigg a raksejtek
fokozott invazivitasaval. Annak megallapitasara, hogy a 1 vagy B3 alegysegek expresszioja
Osszefiigg a CD44 expresszids szintekkel és az invazivitassal RA-FLS-ben, elészor a KCal.1
a- €s a CD44-expresszioja kozotti 6sszefliggést vizsgaltuk meg. ElGszor aramlasi citometriat
alkalmaztunk a CD44™M9% és g CDA4423%ony RA-FLS-ek szortolasahoz, majd invéazids esszéket
végeztiink. A CD44™M9% RA-FLS-ek szignifikansan invazivabbak volt, mint a CD44aacsony
sejtek. Ezutén a sejteket anti-CD44 antitestekkel festettiik és teljes-sejt patch-clamp méréseket
végeztiink a K*-aramsiirtiség és aktivacios kinetika vizsgalatira CD44Ma98s g CD44dlkcsony
sejteken. A CD44™M¥9% RA-FLS-ek nagyobb aramstiriiséget és gyorsabb aktivacios sebességet
mutattak, mint a CD4422%° sejtek, ami azt sugallja, hogy a CD44™9* sejtek B3b alegységet
expresszalnak.

Ezeket az eredményeket megerdsitettiik az AA és LCA két sejtalcsoportra gyakorolt
hatdsanak felmérésével. Itt a CD44™M9% sejtek teljes-sejt ionaramai AA-ra kimondottan
érzékenyek voltak, mig az LCA nem hatott rajuk. Ezzel szemben a CD4432" gsejtek
érzékenyek voltak LCA-ra, de AA-ra nem. Kontrollként OA-ban szenvedé betegekbdl izolalt
minimalisan invaziv FLS-eket hasznaltunk. Az OA-FLS-ek alacsony aramsiiriiséget mutattak,
lasst volt az aktivacids Kinetikajuk, illetve érzékenyek voltak LCA-ra, de AA-ra nem,
hasonloan a CD442%s° RA-FLS-ekhez.

IV.2.4. 4 KCal.l 3 alegységének csendesitese csokkenti a KCal.l porusképzd alegységének

sejtfelszini expresszidjat

Vizsgalatainkban a B3 alegység génexpresszidjat szelektiven gatoltuk siRNS-sel. A
teljes-sejt patch-clamp tesztekben a B3-csendesitett RA-FLS kevésbé volt érzekeny a [33-
agonista AA-ra, viszont a kontroll sSiRNS nem befolyasolta az AA hatasat az ionaramokra. Sem
a kontroll, sem a B3 siRNS nem befolyasolta a teljes-sejt iondramok valaszat az LCA-ra, ami

bizonyitja, hogy a csendesités nem hatott a p1 alegységekre. Az dramlasi citometrids méresek
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azt mutattak, hogy a B3 csendesités a KCal.l a alegység expresszidjanak 20%-0s csokkenését
indukalta. Ezenkiviil a teljes KCal.l &aramsiriség az 50 mV feletti fesziiltségeknél
szignifikansan csokkent a KCal.l B3 alegység csendesitése utan, ami a KCal.l o alegységének

alacsonyabb sejtfelszini expresszigjat sugallja.

IV.2.5.4 KCal.l 33 alegységének csendesitése csokkenti az RA-FLS ex vivo invazivitasat

A KCal.l a alegység expresszidjanak vagy miikodésének gatlasa csokkenti az FLS-ek
invazivitasat. Ezért megvizsgaltuk a KCal.1 B1 és B3 alegységeinek hatasat az RA-FLS-ek
invazivitasara Matrigel invazids esszével. A KCal.l B1 alegységének csendesitését kovetden a
teljes-sejt ionaram kevésbé lett érzékeny a LCA-ra, mig a kontroll sSiRNS nem befolyasolta az
LCA-ra adott RA-FLS valaszt. Eredményeink szerint a B3 siRNA csokkentette az RA-FLS-ek

invazivitasat, mig a KCal.1 1 alegységének elcsendesitése nem befolyasolta azt.
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V. EREDMENYEK TARGYALASA

V.1. A Kationcsatorna-gatlok T-limfocitakon kifejtett antiproliferativ hatasa flgg a
mitogénstimulacié mértékétol

A megvaltozott T-sejt-homeosztazis szerepet jatszik az autoimmun betegségek, példaul
a szklerozis multiplex patogenezisében. Az antiproliferativ hatdsok maximalizaldsa és a
potencialis mellékhatasok csokkentése érdekeben a gyakorlatban az immunszuppressziv
gyogyszereket altalaban kombinaciokban alkalmazzak. Sajnos a kombinacids kezelést
megalapoz6 farmakodinamikai ismereteink mind a hagyomanyos, mind a modern
immunszuppressziv gyogyszerekkel, példaul az ioncsatorna-blokkoldkkal is igen hidnyosak.
Kisérleteinkben tobb szempontbdl kozelitettilk meg ezt a problémat, és feltérképeztik a
rapamicin és az ioncsatorna-blokkolok kombinacios alkalmazésanak esetleges elonyeit.

A ioncsatorna-blokkol6k hatasai a T-sejt-funkcidkra mar régdta ismertek. Azonban
legjobb tudasunk szerint tanulmanyunk el6tt nem alltak rendelkezésre adatok a Kv1.3, KCa3.1
és CRAC csatornablokkolok antiproliferativ hatasairdl egyedili vagy kombinéacios kezelésben,
azonos kisérleti korilmények kdzott. Tovabbéa az ioncsatorna-inhibitorok és az mTOR inhibitor
rapamicin kozotti szinergiat sem vizsgaltak eddig.

A legérdekesebb eredményiink az volt, hogy a mitogénkoncentracid novelése jelentdsen
csokkentette az ioncsatorna-blokkolok antiproliferativ hatasat, amely végul teljesen el is tint,
amikor a mitogént nagyon nagy koncentracioban alkalmaztuk. Magyardzatként szolgalhat,
hogy alacsony mitogénkoncentracidk esetén kevés, kezdetben erdsen lokalizalt Ca?* jel alakul
ki, és ezt az ioncsatornak gatlasa kénnyen elnyomja. Nagyon magas mitogén koncentracio
esetén azonban, amikor aktiv a legtébb TCR, a tobbi jelatviteli Utvonal aktivitasa mellett az
ioncsatorndk nagyon alacsony hanyada elegendd lehet az aktivacios kaszkad fenntartasahoz.
Tovabba azt is ésszerl feltételezni, hogy ioncsatorna-gatlok jelenlétében a limfocitdk mas,
Ca?*-fliggetlen aktivacids utvonalakat helyeznek elétérbe. Mint szamos intracellularis
jelatviteli Gtvonal, az mTOR aktivacio sem érint lényegében ioncsatornakat, és ezek a
folyamatok hangsulyosabba valhatnak nagyon magas mitogénkoncentraciok alkalmazasakor.
Nagyon magas mitogénkoncentraciok esetén proliferaciogatlast csak rapamicinnel vagy annak
mas ioncsatorna-blokkolokkal valo kombinacidjaval eértik el. Ez azt jelzi, hogy a rapamicin
egyuttes hasznalata ioncsatorna-blokkolokkal egy mitkodoképes terapias megkdzelités lehet.

Tovabbad az ioncsatornainhibitorok mind alacsony, mind nagyon magas
mitogénkoncentracio esetén gatoltdk a citokinszekréciot. Ezen kildnbségek alacsony

mitogénkoncentracié mellett vélhetden biologiailag is jelentdsek. Ezzel szemben nagyon magas
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mitogénkoncentraciok esetén az IFN-y fennmaradd koncentracioja még mindig a ng/ml
koncentracid tartomanyban maradt, és ez még boven elegend6 a sejtproliferacio elsegitésére.
leginkabb, és ezt a hatast még tovabb fokozta a kationcsatorna-blokkoldkkal valé kombinéacidja.
Ez utalhat Ca®*-fiiggé és Ca?'-fliggetlen jelatviteli Utvonalak additiv hatasara a T-sejtek
aktivalasaban. Végil azt tapasztaltuk, hogy a mitogén antitestek koncentraciojanak novelésével
az ioncsatorna-blokkoldk antiproliferativ hatasa fokozatosan gyenglilt. Ez a jelenség az aktivalt
T-sejtek egy mindezidaig még ismeretlen jelatviteli sajatossaganak tulajdonithatd, amelyet a
jovOben még érdemes tisztazni. A rapamicin és az ioncsatorna-blokkol6 in vitro kombinacidban
elért hatékonysaga tovabbi in vivo kisérleteket szlikségességére hivja fel a figyelmet, ahol

szintén varhatd, hogy a kombinacids kezeléssel kedvezo eredményeket lehet elérni.

V.2. A KCal.l csatornak B alegységei masként fejezodnek ki invaziv és noninvaziv

human fibroblasztszeri szinoviocitakon

A KCal.l csatorna egy kecsegtetd terdpids alternativa lehet RA kezelésére. Azonban
a csatorna porusképz6 alegységének széleskorii szoveti eloszlasa kizérja az antagonistak
hasznalatat, mivel stlyos mellékhatasok jelentkezhetnek tobb Iétfontossagu szervrendszerben.
A KCal.l amiatt tekinthet tovabbra is kedvezd célpontnak, mivel a KCal.1l szabalyoz6
alegysegei korlatozottan fordulnak el6tt az emberi szovetekben. Ebben a Kisérletsorozatban
bizonyitottuk, hogy az RA-FLS plazmamembréanjaban a KCal.l B1 és B3 alegysége is
megtalalhatd, és a B3b expresszié magasabb a CD44M%9% RA-FLS-eken, és korrelal a KCal.l
o magasabb expresszios szintjével. A B3 csendesitése jelentésen csokkentette az RA-FLS-ek
invazivitasat, tovabba csokkentette a KCal.l a kifejez6dését.

A gPCR-vizsgélat a legtdbb B alegység expresszidjat kimutatta az RA-FLS-eken mRNS
szintjén, illetve Western blot technikaval is tobb [ alegységet detektaltunk. A jarulékos f
alegysegek expresszios szintje alacsonyabb volt, mint az o alegysége, ezért valdszinii, hogy
mindegyik KCal.1 tetramerhez kevesebb mint 4 B alegyseg tarsul. Az RA-FLS KCal.1 dramait
jellemzé biofizikai tulajdonsagok és farmakoldgiai profil teljes-sejtes elektrofizioldgiai
modszerrel tortént meghatdrozasa bebizonyitotta a funkciondlis Bl és B3 alegysegek
funkciondlis expressziojat a plazmamembranban. Farmakologiai eredményeinkb6l arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a RA-FLS-ek tobbsége foként funkcionalis KCal.l o és B3
alegységeket expresszal. A kiilonboz6 B3 epitdpokra specifikus antitesteket alkalmazo Western
blotok azt mutatjék, hogy az RA-FLS-ek a B3b izoformét fejezik ki. A B3 alegység csendesitése
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csokkentette a KCal.l o expresszids szintjét, és csokkentette a K*-aramsiiriiségét, ami azt
sugallja, hogy a B3 részt vehet a csatorna sejtfelszini expresszidjanak szabalyozéaséaban.

Az RA-FLS altal expresszalt a és B3 alegységekbdl 4llo KCal.l csatorna vonzoé terapids
célpont az RA szdmara. A KCal.1l B3 mRNS szinten is csak nagyon alacsony mennyiségben
expresszalodik az emberi szovetekben, azok kdzil is leginkabb a herékben fejezédik ki. Mivel
az RA prevalencigja magasabb a néknél, mint a férfiaknal, a betegek tobbségének egyéltalan
nem kellene aggddnia a lehetséges mellékhatasok miatt. Ezenkiviil a heréket a vér-here gat védi
a kilonboz6 xenobiotikumoktol. Tehat lehetdség szerint olyan KCal.l blokkolot érdemes
tervezni, amely bejut a gyulladt izlletbe, de nem tudja atlépni a vér-here gatat. Emellett
elképzelhet6, hogy a KCal.l ap3 komplexet szelektiven peptidekkel kezeljik, vagy jelenleg
ismert KCal.1-blokkol6 peptideket 4gy mddositsunk, hogy fokozzak ezeknek a szereknek a

KCal.l ap3-mal szembeni affinitasat.
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VI. OSSZEFOGLALAS

Az ioncsatornak a gyulladasos folyamatok kulcsfontossagu szerepléi mind T-
limfocitakon, mind pedig RA-FLS-eken. Tovabbi ismeretek szikségesek a fenti témaval
kapcsolatosan, hogy képesek legylink autoimmun betegségeket ioncsatorna-gatloszerekkel
kezelni.

Toébbek kozott nem volt vilagos, hogyan fligg 0ssze az ioncsatorna-gatlas a
sejtproliferacio gatlasaval, mivel a szakirodalom nagymértékii szorast mutatott ezen adatokban.
Eredményeink azt mutattak, hogy az ioncsatorna-blokkolok és a rapamicin dézisfiiggé modon
gatoljak a T-sejtek citokinszekréciojat és osztodasat, mikdzben nem csokkentik ezen sejtek
életképessegét. Legfontosabb megallapitasunk az volt, hogy a mitogénstimulus mértékének
ndvelésekor az ioncsatorna-gatlok antiproliferativ hatdsa cstkkent, és nagyon magas
koncentracidban el is tiint. Ezt a proliferaciot gatld hatast vissza lehetett allitani oly modon,
hogy az ioncsatorna-blokkolokat egyéb anyagokkal, példaul mTOR gatlé rapamicinnel
kombinaltuk. Eredményeink tehat szinergiat mutattak a kiilonb6z6 aktivacios utak kozott, és
tovabbi in vivo kisérletek sziikségesek, hogy az egyiittes kezelés elényeit autoimmun
betegségekben fel lehessen mérni.

Ezen tilmenden a reumatoid artritiszben ioncsatorna-gatlassal jaré () terapias
lehetéségek tekintetében bovitettiik ismereteinket. Mivel az RA-FLS-ek, a RA-ben a porc
pusztulaséaért felelds 6 effektor sejtek K™ csatornaként féként a KCal.l csatornat fejezik ki,
ezek a csatorndk vonzo célpontok a RA kezelésében. Mivel a porusképz6 alegység mindentiitt
jelen van az emberi szervezetben, a szdvetileg behatarolt jarulékos alegységek a legmegfelelobb
célpontok ezen csatorndk blokkolasaban, hogy kikiiszoboljik a lehetséges jelentds
mellékhatasokat. A RA-FLS-ekben KCal.l B1 és B3 szabalyozo alegységeket azonositottuk. A
KCal.l B3 alegységet a sejtek tilnyomo tobbsége expresszalta, és erésen invaziv CD44Ma9%
RA-FLS-sel tarsult, mig a minimalisan invaziv CD4432°" RA-FLS-sek B1 alegységet, vagy
semmilyen B-t se fejeztek ki. Tovabba azt mutattuk ki, hogy a B3 alegység siRNS-sel torténd
csendesitésével csokkent a KCal.l csatorna stirlisége az RA-FLS membranjaban, és csokkent
az RA-FLS invazivitasa. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az RA-FLS o és B3
alegységébdl allo KCal.1 csatorna vonzo terapias célpont RA-ben, és a jovében erdfeszitésekre
van sziikség egy specifikus KCal.1. B3-inhibitor kifejlesztésehez.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az ioncsatorndk funkcionalis szerepe mind
fiziologidas, mind kéros immunfolyamatokban szamottevd, és betegségek Uj terapias

lehet6ségeként kiemelt jelentéségiick lehetnek e fehérjék.
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