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Roviditések jegyzéke

AR/AA:
APC:
ARP2/3:
BCR:
CAD:
CC:

CD:

CD:
CHO:
Cv:
CRAC:

CRAC/CARC

szekvencia:

CTL:
DCv DS:
7DHC:
7DHCR:
DLG1:
DMEM:
DPC:
E.coli:
ER:
ERM:
FBS:

FL:
GAMIG:
EGFP/mGFP:

GC-MS:

GUK:

accumulation ratio / akkumulacios rata/arany

antigen presenting cell / antigén prezentdld sejt

actin related protein 2/3 / aktinhoz kapcsolodo fehérje 2/3
B cell receptor / B-sejt receptor

CRAC activation domain / CRAC aktivdcids domén
coiled-coil / ,tekercselt tekercs”

current density / dram siirliség

cluster of differentiation / differencidcios klaszter

Chinese hamster ovarium / kinai hércség ovdrium
coefficient of variation / varidcids koefficiens

calcium release activated calcium channel / Kalcium felszabadulds aktivalta
kalcium csatorna

cholesterol recogniton amino acid sequence/koleszterin felismeré aminosav
motivum

cytotoxic T-lymphocyte/ citotoxikus T-sejt

dendritic cell / dendritikus sejt

7-dehidrokoleszterin / 7-dehydrocholesterol
7-dehidrokoleszterin-reduktaz / 7-dehydrocholesterol reductase
Discs Large homolog 1

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

distal pole complex / disztdlis polus komplex

Escherichia coli

endoplasmic reticulum / endoplazmatikus retikulum
ezrin, radixin and moesin / ezrin, radixin és moezin

fetal bovine serum / magzati szarvasmarha szérum
full-length / teljes hosszusdgu

goat anti-mouse 1gG / kecskében termelt egér-ellenes 1gG

enhanced/ monomeric green fluorescent protein / felerésitett/monomer zéld
fluoreszcens fehérje

gas chromatography mass spectrometry / gazkromatografia-
tomegspektrometria

guanylate kinase /guanildt kindz
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HC:
hDLG1:
HEK:
HRP:
HS1:

IL-2:
IgG:
IP3:
IS:
KD:
LB:
LCK:

LDL:
LFA-1:

MAGUK:
MBCD:
MPBCD/CHOL:

MBCD/7DHC:

MHC:
MLV:
nAchR:
NFAT:
NF-kB:

NHS:
NK sejt:
NP:
oxLDL:
PBS:
PCR:
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hypercholesterolemia / hiperkoleszterinémia
human Discs Large homolog 1

human embryonic kidney/ humdn embriondlis vese
horseradish peroxidase / torma peroxiddz

hematopoietic lineage cell-specific protein 1/ hematopoetikus sejtvonal sejt-
specifikus fehérje 1

Interleukin-2

immunoglobulin G/ Immunglobulin G

inositol 1,4,5-trisphosphate / Inozitol 1,4,5-triszfoszfat

immunological synapse/ immunoldgiai szinapszis

knocked down/ csendesitett (gén)

lysogeny broth/ Lizogén tdpoldat

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase/ Limfocita specifikus fehérje
tirozin kindz

low density lipoprotein / kis stiriségl lipoprotein

lymphocyte function-associated antigen 1/ limfocita funkcio-asszocialt
antigén 1

membrane-associated guanylate kinases/ membrdn-asszocialt guanildt kindz
methyl-B cyclodextrin / metil-B-ciklodextrin

methyl-B cyclodextrin-cholesterol complex / metil-B ciklodextrin-koleszterin
zarvanykomplex

methyl-B cyclodextrin-7DHC complex / metil-B ciklodextrin-7DHC
zarvanykomplex

major histocompatibility complex / f6 hisztokompatibilitasi komplex
multilamellar lipid vesicle / multilamellaris vezikula

nicotinic acetylcholine receptor / nikotinerg acetilkolin receptor
nuclear factor of activated T-cells/ az aktivdlt T- sejtek nukledris faktora

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells/ az aktivdlt B-
sejtek kappa-kénnyii-lanc-erdsité nukledris faktora

N-hydroxysuccinimide / N-hidroxi-szukcinimid

natural killer cell / természetes 6l6sejt

nanoparticle / nanopartikulum v. nanorészecske
oxidized low-density lipoprotein / az LDL oxidalt formaja
phosphate buffered saline / foszfattal pufferolt sooldat

polymerase chain reaction / polimerdz ldncreakcio
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PKCO: protein kinase C theta/ protein kindz C théta

PLC: phospholipase C / foszfolipdz C

PM: plasma membrane / plazmamembrdn

PSD95: postsynaptic density protein 95 / posztszinaptikus denzitds fehérje 95
PVDF: polyvinylidene fluoride / polivinilidén fluorid

RF: remaining fraction of the current / megmaradé dramhdnyad

shRNA: short hairpin ribonucleic acid / révid hajtii ribonukleinsav

siRNA: small interfering ribonucleic acid / kicsi interferdlé ribonukleinsav

ROI: region of interest / az érdekelt teriilet

SAM: sterile alpha motif / steril alfa motivum

SAP97: synapse-associated protein 97 / szinapszis asszocidlt fehérje 97

SCID: severe combined immunodeficiency / stlyos kombindlt immunhidnyos dllapot
SDS: sodium dodecyl-sulfate / ndtrium dodecil-szulfat

SEB: Staphylococcal enterotoxin type B / Staphylococcal enterotoxin tipus B
SEE: Staphylococcal enterotoxin type E / Staphylococcal enterotoxin tipus E
SEM: scanning electron microscope / pdsztdzo elektron mikroszkop

SH3: SRC Homology 3 / SRC homoldg 3

Sig: signal peptide / szigndlpeptid

SLE: systemic lupus erythematosus / szisztémds lupusz eritematdzusz
SLOS: Smith-Lemli-Opitz syndrome / Smith-Lemli-Opitz szindréma

SMAC: supramolecular activation cluster / szupramolekuldris aktivdcios klaszter
c-SMAC: central-supramolecular activation cluster / kézponti szupramolekuldris

aktivacios klaszter

d-SMAC: distal-supramolecular activation cluster / disztdlis szupramolekuldris
aktivdcios klaszter

p-SMAC: peripheral-Supramolecular activation cluster / periférids szupramolekuldris
aktivdcids klaszter

SOAR: STIM1-Orail activating region / STIM1-Orail aktivdlo régio

SOC: super optimal broth with catabolite repression / szuper optimadlis tdpoldat
katabolit visszaszoritdssal

SOCE: store operated Ca®* entry / intracelluldris raktdrak dltal vezérelt Ca®*
bedramlds

STIM1: Stromal interaction molecule 1 / Sztrémdlis interakciés molekula 1

TB: Terrific broth

TBS: TRIS Buffered Saline / TRIS pufferolt séoldat



Tc:
Tem:
TCR:
TEA:
Tem:
TEM:
TG:
Th:

Tm:
T™™:
ULV:
WASP:
Wave2:

WIP:

WT v. VT:
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cytotoxic T cell / citotoxikus T-sejt

cental memory T cell / centrélis memoéria T-sejt

T Cell Receptor / T-sejt receptor

Tetraethylammonium / Tetraetilammadnium

effector memory T cell / effektor memoria T-sejt

transmission electron microscope / transzmisszios elektron mikroszkdp
thapsigargin

helper T cell / helper T-sejt

memory T cell / memoria T-sejt

transmembrane / transzmembran

unilamellaris lipid vezikula / unilamellar lipid vesicle

Wiskott-Aldrich Syndrome protein / Wiskott-Aldrich szindroma fehérje

WASp family Verprolin-homologous protein-2 / WASp csaldd verpolin-
homoldg fehérje

WASP-interacting-protein / WASP —interakcids fehérje
wild type / vad tipus
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1.  Tudomanyos hattér

1.1 Bevezetés

Az emberi szervezet immunvalasza két szakaszra kiilonithetd el: a korai fazisban a
velesziletett vagy természetes immunitas szerepl6i (makrofagok, granulocitak, természetes
016 sejtek (NK sejtek)) igyekeznek a patogén elemeket elimindlni a szervezetbdl, majd ezt
kovetben lépnek szinre az adaptiv vagy szerzett immunitasért felelés sejtek: a kilonféle
limfocitdk (B és T), melyek egyes alpopuldcidi aktivalédnak és vesznek részt a kérokozd
legy6zésében. Az adaptiv és velesziletett immunvalasz 6sszekapcsolasaban jatszanak
szerepet a dendritikus sejtek (DC-k), melyek a patogéneket felismerve a nyirokcsomodkba
vandorolva aktivaljak az ott tartézkodd T- és B-sejteket, ezaltdl beinditva az adaptiv
immunvalaszt. A DC-ek egy mieolid &ssejtbél differencidlédott szévet-rezidens sejtek
(korabban éretlen DC-nek nevezték O&ket), melyek az antigének felvétele utén
diffenencialddnak ,éretté” és a nyirokcsoméba vandorolva antigén prezentdld sejtként

funkcionalva aktivaljak a limfocitakat.

Az adaptivimmunvalasz egyik fontos |épése a T-limfocitak klonalis expanzidja, azaz egy
adott antigénre specifikus T-sejt alpopuldcioé aktivacidja, majd proliferacidja. In vivo, a T-
limfocitdk az antigén prezentdldé sejtekkel kdlcsénhatva az immunolégia szinapszisnak (IS)
nevezett szupramolekuldris szignaloszoéma kialakuldasa révén aktivalédnak. A két sejt
kontaktrégidjdba berendezddott intracellularis- és membranfehérjék egymas molekularis
kozelségét ,kihaszndlva” egy rendkiviil hatékony jelatviteli folyamatot képesek realizalni
mindkét sejtben. A IS kialakuldsanak gatlasa egyértelm(ien a T-sejt aktivacié elmaradasat

eredményezi.

A specifikus antigén T-sejt receptorhoz (TCR/CD3 komplexhez) torténé kotédése
beinditja azt a jelatviteli kaszkddot, melynek egyik fontos szabdlyozd eleme az intracelluldris
Ca?* koncentracié ([Ca*']ic). A Ca**-fiiggd aktivacid szabdlyozdsaban fontos résztvevdk az
ioncsatornak, melyek egyrészrél biztositjak, hogy a Ca?* bedramolhasson az extracelluldris
térbdl a citoszélba (Orail-STIM1 komplex alkotta CRAC csatorna: Ca®*-release activated Ca?*
channel), illetve a Ca?* depolarizalé hatdsat kompenzaljak és negativ értéken tartjak a

membran potencialt (Kv1.3: fesziiltség kapuzott/depolarizacié aktivalt K* csatorna, KCa3.1:

intracellularis Ca?* dltal szabdlyozott K* csatorna). Mindemellett az ioncsatornak szdmos egyéb

11
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fizioldgiai funkciot képesek szabdlyozni az immunsejtekben, mint pl. sejtmigracio, interleukin-
2 (IL-2) / CDAOL (v. CD154) expresszid beinditasa, granzim B termelés és még sok mas egyéb
(1. bra).

Az ioncsatorndk expresszidjat (Kv1.3, KCa3.1) mar az 1980-as évek derekan kimutattak
T-limfocitakban, valamint azdéta szamos egyéb immunsejtben (B-sejt, dendritikus sejt,
makrofdk, monocita, granulocita) is igazoltadk a kilonféle ioncsatornak funkcionalis szerepét
[4-11]. Tovdbbd szdmos autoimmun betegség esetében sikerlilt kimutatni, hogy az autoreaktiv
T-sejtek ioncsatorndinak farmakoldgiai gatlasa révén, illetve célzott sejtterdpias, expresszio-
leszabalyozassal a betegség kezelhet6 [12-15]. Kovetkezésképp az ioncsatorndk kiilonféle
immunsejtekben betoltott szerepének és miikodésének megismerése fontos mérfoldké lehet

a hatékonyabb terapiak kifejlesztése végett.

IP,«— PLC

~

Ca%* ——> ——— Kalcineurin

1
[CG2+]T [\ J J NF-AT
N ~— ¥
idé

IL-2 génexpresszié
proliferdcié

1. bra. K* és Ca?* csatornék a limfocitak aktivacidjaban [3]. TCR: T-sejt receptor. PLC:
foszfolipaz C IPs: inositol 1,4,5-triszfoszfat, IPsR: IP; receptor. ER: endoplazmatikus
retikulum. STIM1: stromal interaction molecule 1. CaM: kalmodulin.

1.2 loncsatornak a T-sejtekben

Az ioncsatorndk poérusformalé fehérjék, amelyek szinte minden sejttipusban
megtalalhatdak, és lehet6vé teszik kiilonb6z6 ionok gyors atjutasat a membranon keresztil
(plazma és intracellularis organellumok membranjan is) az elektrokémiai gradiens iranyaban.
Tobb ioncsatornat (példaul a legtdbb Na*, K¥, Ca?* csatornat) a fesziiltség, de példaul bizonyos

K* és ClI" csatorndkat, a CRAC csatornat, TRP csatornakat, rianodin receptorokat és IP3

12
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receptorokat (melyek viszonylag fesziltség-érzéketlenek) masodlagos hirvivék és mas

intracellularis és/vagy extracellularis mediatorok szabalyoznak [16].

1.2.1 AKvl.3 csatorna jellemzéi

A kdlium csatorndk nélkilozhetetlen szerepet jatszanak a membranpotencidl
bedllitasaban és az intracelluldris jelatvitel szabalyozasaban kilénb6z6 sejtekben [17, 18]. A
feszlltség-fliggs kdlium csatorndk négy alegységbdl allnak (a hetero- és homomerek egyarant)
a nativ sejtekben és heteroldg expresszids rendszerekben. Egy Kv csatorna alegység hat darab
a-helikalis transzmembran szegmensbdl éplil fel (S1-S6, 2. abra). A csatorna intracellularisan
elhelyezkedé N-termindlis régidja tartalmazza a tetramerizdciés un. T1 domént, amely
sziikséges az egyes alegységek ER-ben torténs O0sszeszerel6déséhez. Ezen kiviil a Kv3 jarulékos
alegységek képesek az N-terminushoz kot6dni, és lehetévé teszik tobb jelatviteli molekula
(mint példaul kindazok) kapcsolédasat [19]. A Kv csatornadk er6sen konzervalt poérus régiojat az
S5 és S6 kozotti linker hozza létre, mely f6ként szelektivitasi szlir6ként funkcional a K* ionok
szdmdra. A negyedik transzmembrdn szegmenst, amely szdmos pozitivan t6ltétt aminosav
részt tartalmaz, a Kv csatorndk feszliltség szenzoranak tekintjik [20]. A csatorna C-
terminalisdhoz kllénb6z6 linker ill. adapter fehérjék kapcsolédhatnak, amelyek
kihorganyozhatjak a fehérjét a citoszkeletonhoz, vagy iranyithatjadk a csatorna kijutasat a

plazmamembranba (2. dbra) [21-26].

Extracellularis

2. dbra. A Kv1.3 csatorna felépitésének sematikus abraja. A Kv1.3 csatorna négy azonos
porusképzd (a) alegységbdl all (felll), ahol a négy alegység mindegyike hat transzmembran a-
helikalis szegmensbdl (S1-S6) tevédik 6ssze, amelyeket intra- és extracellularis hurkok kdtnek
Ossze (alul).
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1.2.2 Az Orai és STIM tulajdonsagai

A T-sejt aktivacio kulcsfontossagu lépése a Ca*-ionok CRAC csatorndkon keresztiili
bedramldsa. Az ER Ca?* raktarak kitrulését az endoplazmatikus retikulum membrénjaban
elhelyezkedd STIM1 alegység érzékeli. A STIM1 ezutan konformacios valtozasokon megy
keresztil, multimerizalddik és transzlokdlédik a plazmamembranhoz (PM), ahol aktivalja a
PM-rezidens, Orail poérusképzé domént [27-30]. Az Orail két izoformaval rendelkezik: a
hosszabb az Oraila, amely 301 aminosavbdl (aa) all, a révidebb pedig az Orailf, amelyben
hidnyzik az a izoforma elsé 70 aminosava [31, 32]. A vad tipusu valtozatnak tekintett Oraila-
csatorna hat alegységbdl all [33-35]. Minden alegység négy alfa-helikdlis transzmembran
domént (TM) tartalmaz, és intracellularis N- és C-termindlokkal, valamint szelektivitasi
szlir6vel rendelkezik a 106. pozicidban (3. abra A panel) [30]. A STIM1 CRAC aktivacios
doménjének (CAD) és az Orail N- (73-91 aa, a izoforma szerinti szdmozas) és C-terminalis
végén (342 — 448 aa) |év6 CAD kot6 domének kolcsdnhatasa a csatorna nyitasat eredményezi.
Korabbi tanulmdanyokban igazoltak, hogy a 76-os pozicidju triptofan, a 73., 74. és 75.
helyzetben |évé aminosavakkal egyitt fontos interakcids interfészként szolgal a STIM1-Orail
a kolcsonhatds soran [36-38]. Az Orail-gyel valéd homoldgia alapjan két tovabbi eml6s gént
azonositottak, az Orai2-t és az Orai3-t, amelyek koziil az Orai3 kizdrdlag eml&sokben fejez6dik
ki, és valdszindsithet6, hogy az Orail-bél (és nem az Orai2-bdél) duplikalédott [39-41]. Az Orai2
vagy az Orai3 STIM1-el valo ko-expresszidja HEK293 sejtekben olyan CRAC csatorndkat hoz
létre, amelyek az intracellularis raktarak trilésének hatdsara CRAC-szer(i aramot mutatnak,
azonban amplituddja sokkal kisebb, mint az Orail esetében [41]. Kiilonb6z6 tipusu primer
sejtekben az Orail csendesitése (de nem az Orai2 vagy Orai3 csendesitése) megsz(intette az
intracellularis raktdrak altal kivaltott Ca?* bedramlast (SOCE) és a CRAC dramokat is, amely arra
utal, hogy az Orai2 és Orai3 alegységek alternativ médon jarulnak hozzé a (CRAC) Ca%* csatorna
m(ikodéséhez [42, 43]. Tovabbd, kimutattdk, hogy az Orai2 gén csendesitése egerekben
novelte a SOCE-t T-sejtekben és makrofagokban [44]. Ezen kiviil, a heteromerek képzésekor
az Orai2 és Orail csokkent funkcioju heteromereket képeztek, hasonléan az Orai3 és Orail
altal képzett csatornak esetében, ahol az Orai3 jelenléte csokkentette a STIM1 altali aktivaciot

az Orail-Orai3 heteromer csatorndknal [44, 45].

A STIM1 685 aminosavbdl allo, I-es tipusu transzmembran fehérje, amely nyugalmi

allapotban az ER-ban helyezkedik el. A luminalis N-terminalis régidja tartalmaz egy ER szignal-
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peptidet, egy EF-kéz (EF-hand) és egy SAM (steril alfa motivum) domént, mig a citoszdlikus C-
terminalis részén két ,coiled-coil” doménbdl, egy prolin-szerin gazdag és egy lizin gazdag
régiobol, valamint az Orail aktivacidohoz szlikséges CAD (CRAC aktivaciés domén) doménbdl
all [46, 47]. Az ER Ca?*- raktar Urilése a STIM1 dtrendezédését eredményezi az ER-bdIl a
plazmamembranhoz koézeli punktakba. A citoszélikus C-termindlis rész elengedhetetlen a
STIM1 oligomerek ER-PM csomdpontokhoz torténd eljutasahoz és az azt koveté CRAC
csatorna nyitasahoz, ahol a CAD domének segitségével az Orail N- és C- terminadlisan lévé CAD
kot6 doménekhez kapcsolddik, ezzel aktivalva a csatornat (3. abra B panel) [47, 48].
Eml6sdkben el6forduléd homolégja a STIM2, amely lényegesen gyengébb Orail aktivaciora
képes [49]. A STIM1-gyel ellentétben, a STIM2 fokozott kifejez6dése negativ hatdssal van az
endogén SOCE-ra, valamint a STIM1-hez képest joval lassabban aktivalja az Orail-et [50-54].
A STIM2 Jurkat T-sejtekben expresszalva csokkenti CRAC dramokat, csendesitése viszont nincs
hatdssal a SOCE-ra, csak a bazalis Ca®*-szint szabdalyozdsara, valamint a STIM1 jelenléte

szikséges a STIM2 Orail-hez vald kapcsolédasahoz [53].

Az Orail és a STIM1 kualonféle funkcidvesztéssel jaré mutacidéi a CRAC csatorna
m(ikodését (pl. konduktancia csdkkenés, megsz(inés) és ezzel egyltt az immunvalasz
kialakuldsat is gatolhatjak. A CRAC csatorna funkci6 modosuldsa ill. teljes elvesztése
immunhianyt, gyakori fert6zéseket, T-sejt aktivacids defektusokat, velesziletett légz6izom
elégtelenséget okozhat [39, 55-57]. Eppen ezért az Orail kiildnb6z8 fenotipusaira/mutédnsaira
iranyuld kutatasok rendkiviil fontosak a CRAC csatornahoz koétheté betegségek

mechanizmusanak megismerése végett [39, 57, 58].
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3. dbra Az Orail és a STIM1 felépitése (A) TM1-TM4: Transzmembrdn domén 1-4. CAD
binding domain: CRAC aktivacids koté domén. (B) Sig: szignal peptid. CEF: kanonikus EF-
hand. hEF: rejtett EF-hand. SAM: steril alfa motivum. CC1-CC3: coiled-coil domén. CAD:
CRAC aktivacios domén. SOAR: STIM1-Orail aktivacids régid. S: szerin. P: prolin. K: lizin.

1.2.3  Akétporusu K*-csatornak, TASK-1 és TASK-3

A K* csatorndk csaladjat alkotjdk a két alegységbdl felépiil6, alegységenként két
porusrégiét (P1 és P2) tartalmazd, un. kétpdrusu K* csatornak (4. dbra). Az egyes alegységek a
membrant teljesen ativel6 négy a-helikdlis szegmensbdl (M1-M4) alinak, melyeket intra- és
extracellularis hurkok kotnek ossze. A kétpdorusu K* csatornak szekvencidlis azonossag és
funkcionalis hasonlésag alapjan hat alcsaladba osztalyozhaté: TWIK (Tandem of Pore Domains
in a Weak Inward Rectifying K* Channel), TREK (TWIK-Related K* Channel), TASK (TWIK-
Related Acid-Sensitive K* Channel), TALK (TWIK-Related Alkaline pH-Activated K* Channel),
THIK (Tandem Pore Domain Halothane-Inhibited K* Channel), és TRESK (TWIK-Related Spinal
Cord K* Channel). Az aminosav-szekvencia analizisek csupan 25-40% homoldgiat mutatnak a
csaladon belili egyes csatorna-osztdlyok kozott, s a csatorndk alapvetd elektrofizioldgiai

sajatsagai nagymértékben eltérhetnek egymastal.
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extracellularis tér

4. abra. A kétpdrusu csatornak
————— feltételezett szerkezete. Két
-——— alegységbdl felépilé,
alegységenként két pdrus régiot
(P21 és P2) tartalmazé K*
csatornak. Az egyes alegységek a
membrant teljesen ativel6 négy
a-helikdlis szegmensbél (M1-
M4) allnak, melyeket intra- és
extracellularis hurkok kotnek
ossze.

intracellularis tér

funkcionalis csatorna

K6zos jellemzGjik, hogy a hagyomdanyos peptid (ChTX (charybdotoxin), MgTX
(margatoxin), stb.) és nem-peptid jelleg(i (TEA, 4-AP) K* csatornagatldszerekre kis mértékben
vagy egyadltalan nem érzékenyek. A csatornak aktivdlasa a legkiilonfélébb szignalok hatdsara
johet létre, melyek kozil emlitést érdemel az intra- és extracellullaris pH mddosulasa, a
membran telitetlen/telitett zsirsavainak aranyanak megvaltozasa, valamint a mechanikai
fesziilés [59, 60], 104]. Feltételezhetd élettani szerepik a nyugalmi membranpotencidl
kialakitasaban és fenntartdsaban van, ezek a csatorndk tehet6k feleléssé az un. ,szivargasi”

arameért.

Az altalunk vizsgalt TASK-1 és TASK-3 csatorndkra egyarant jellemz8, hogy rendkiviil
érzékenyek az extracellularis pH fizioldgias tartomanyan belll torténd, relative kis
valtozasokra, mely a szelektivitasi szlir6 kozelében taldlhaté hisztidin (H89) protonalédasanak
tulajdonithatd [61], de a pH-szenzitivitashoz két mdsik aminosav is hozzajarul kisebb
mértékben (H72, K210), mindkett6 az extracellularis hurkokon helyezkedik el [62]. Az
extracellularis savasodas pK=7,3 és 1,6 Hill koefficiens értékekkel gatolja a TASK-1 csatornat,
mig a sejten bellli pH-vdltozdsok nem befolyasoljak a csatornaaktivitdst. A gatlas
fesziiltségfiiggetlen, ami azt valdszindsiti, hogy a protonszenzor a transzmembran elektromos
mezdn kivil helyezkedik el [63]. A TASK-3 a TASK-1 csatornanal kevésbé érzékeny savasodasra,
pH=7,4-ig aktiv, pK=6,7 és 1,8-2 Hill koefficiens értékeknél gatolt. A TASK-1-hez hasonldan a

H89 hisztidin aminosavmaradék hatarozza meg elsédlegesen a pH-szenzitivitast [61, 64].

Az anandamidot eredetileg nagy specificitdasi TASK-1 csatorna gatldoszerként
azonositottdk a Kyp csalddon belilil [65], ezért az anandamidot és a methanandamidot
rutinszer(ien alkalmaztak nativ szovetekben, glomus sejteken [66], simaizom sejteken, tid6
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artéridan [67] kardiomiocitdkon [68] és cerebelldris szemcsesejteken kifejez6d6 TASK-1
csatornak azonositasara. Azonban egy késébbi tanulmdny megcéafolta a specificitast; az
anandamidot és methanandamidot is TASK-1 és TASK-3 gatldszernek talaltak kiilonb6z6
fajokban [69-71], ezért a TASK alcsalddban a (meth)anandamid nem tekinthetd specifikus,
csatornakat megkiilonboztet6 farmakoldgiai eszkdznek, ellentétben a ruténium vordssel,
amely az eddig vizsgalt fajokban csak a TASK-3 csatornat gatolta [70, 72], [73], [74, 75].
Erdemes megemliteni, hogy hasonlé koncentraciékban alkalmazott endocannabionid
szarmazékok a TASK-1 és TASK-3 csatornakat gatoljak, azonban mads ioncsatornak miikodését
is médositjdk, pl. a tetrodotoxin (TTX)-szenzitiv Na* csatornakat [76], a vanilloid receptort

(TRPV1) [77], a T-tipusu Ca?* csatornat [78], és a Shaker-tipusu K* csatorndkat is [79, 80].
1.3 Adentritikus sejtek (DC-k) és ioncsatornaik, az Nav1.7 ioncsatorna

A koérokozdkkal szembeni els6 védelmi vonalat a velesziletett immunrendszer biztositja,
amely nem specifikus, és csak rovid tava védettséget biztosit a gazdaszervezet szdmara. A
velesziletett immunrendszer azonban donté szerepet jatszik az adaptiv valasz aktivalasaban,
amely a specifikus kérokozdok ellen specializalt sejtekkel rendelkezik, és immunoldgiai
memoariat is létrehoz [81]. A dendritikus sejtek (DC-k) fontos szerepl6k a velesziiletett és az
adaptiv immunitas dsszekapcsoldsaban: képesek antigének felismerésére és feldolgozasara,
tovabba az immunitas beinditdsa érdekében a nyirokszervekbe vandorolnak, és képesek
differencialddni, gyorsan reagdlni a kilonb6z6 ingerekre [82]. A hagyomadanyos DC-k a
makrofagok koz6s progenitorbdl két fliggetlen Gtvonalon keresztiil differencialédnak CD11c*
prekurzorokka, CD1a molekulat expresszéalva, vagy anélkil [83, 84]. A CD1a egy 1-es tipusu
membranfehérje, amelyet a sajat vagy korokozétdl szarmazé mddositott lipidek stabilizalnak,
hogy aktivaljdk a CDla-restrikalt T-limfocitakat [85-87]. A CD11c* CD1a  DC kiilonb6z6
szovetekbe, mint intersticialis DC jelenik meg, miga CD11c*CD1a* altipus Langerhans-sejtekké
differencialédik a hamfelszinen [88]. A DC-k a periférids szovetekben a gyulladas, antigének,
kdorokozok vagy metabolitok altal generalt mikrokornyezeti faktorok hatasara monocitakbal is
differencidlédhatnak [89]. A monocitdk CDla” és CDla* DC-vé torténdé in vitro
differencialédasahoz a sejtek tulélését tamogatd granulocita-makrofag koldnia stimuldld
faktor (GM-CSF) és a sejtek differencialédasat iranyitd IL-4 szikséges [90]. Ezek a DC-
alcsoportok éretlen széveti DC (IDC) jellegzetességeket mutatnak, és stimulald jelek hatasara

tovabb aktivalhatdk. Kimutattak, hogy a CDla” és CDla* DC-alcsoportok kilénbozé
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funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek, és képesek a T-sejtek polarizacidjat tolerogén,
illetve immunogén irdnyba eltolni [91]. Az IDC-k drasztikus funkcionalis és fenotipusos
valtozasokon mehetnek keresztiil az antigénnel torténd talalkozdas és az ezzel jaré ,, danger-
signal”’-ok hatdsara, ami az érett DC (MDC) felé tortén6 atmenetet eredményezheti.
Aktivdldddsukkor az MDC-k a nyirokcsomodkba vandorolnak, és professziondlis
antigénprezentdld sejtekként (APC) mikodnek, hogy a naiv antigén (Ag)-specifikus T-sejteket

gyulladdsos vagy tolerogén iranyokba tereljék és polarizaljak [92].

Szamos jelatviteli atvonal fligg a DC intracelluldris Ca®* koncentracidjatdl, amelyet kiillénboz8
ioncsatorndk szabalyoznak: RyR1 receptorok, P2Y receptorok, L-tipusu kalciumcsatornak és a
CRAC [93-96]. A fesziiltség-kapuzott kaliumcsatorndk segitenek fenntartani a hatékony Ca®*
jelatvitelhez szlikséges negativ membranpotencidlt ezekben a sejtekben [97]. Azimmunsejtek
differencialéddsa sordn a VGPC (voltage-gated potassium channel) expressziéja megvaltozhat,
ami arra utal, hogy jelentds hatdssal vannak a kiilonb6z6 sejtfunkcidkra. A kizarélag a kdzponti
idegrendszerben talalhatd mikroglia sejtek tobb VGSC-t (voltage-gated sodium channel)

expresszalnak, amelyek szerepet jatszanak a sejtmigracidban és a fagocitézisban [98]. Azt is
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5. abra. A fesziiltség-kapuzott natrium csatornak szerkezete. A VGSC egyetlen
polipeptidlanc, amely négy kvazi azonos doménbdl all. Mindegyik domén hat
transzmembran alfa-helikalis szegmenssel (51-S6) rendelkezik [1].
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leirtak, hogy a natriumcsatorndk a makrofagok és mikroglia aktivacidja és fagocitézisa sordn

jatszanak szerepet, ami a natriumcsatorna-blokkoldk anti-inflamatorikus hatasat sugallja [99].

A fesziiltség-kapuzott natrium csatornak (VGSC) egyetlen, korilbelil 260 kDa tomeg(
polipeptidlancbdl (a-alegység) allnak, amelyhez egy vagy tobb B-alegység tarsulhat [100]. Ez
utdbbiak nem sziikségesek a csatorna kifejez6déséhez, azonban mddositjak a csatorna
kapuzdsdnak kinetikajat és feszlltség-fliggését [101]. Az a-alegység négy homoldég domént
tartalmaz, és mindegyik hat alfa-hélixbél (szegmensek, S) all, amelyek a plazmamembranon
ativelnek. A fesziltségérzékel6 az S4 hélix, amely pozitiv t6ltésd aminosavakat tartalmaz. A
csatornak kézponti pérusat a négy domén S5-S6 szegmensei és a kozottik |évé pérushurok

alkotja (5. dbra) [102, 103].

A Navl.7 csatornat (SCN9A gén kddolja) eredetileg neuronokban irtak le, de azéta kimutattak
a DC-ben is [104-106]. Farmakoldgiai vizsgalatok szerint a Nav1.7 csatorna TTX szenzitiv [107].
Neuronokban kimutattak, hogy a Nav1.7 a-alegysége kis depolarizacids eseményeket erdsiti,
hogy a nyugalmi membranpotencidlhoz kozeli kiiszobaramok keletkezzenek [108]. Kiilonb6z6
tanulmanyok szerint a Navl.7 szerepet jatszhat a fajdalom indukciéjaban megvaltozott
expresszidja vagy mutdcid révén. A Navl.7 expresszidjanak és aktivitdsanak novekedése
fokozott fajdalomérzetet eredményez, és az SCN9A gén csendesitésén vagy a Navl.7
aktivitasanak blokkolasan alapuld terapidk a hatékony fajdalomcsillapitas eszkozei lehetnek
[109]. S6t, az SCN9A gén tulzott csatornaaktivitdst okozé mutdcidi allhatnak az oroklott
fajdalomszindréma, az erythermalgia és a paroxizmalis extrém fajdalomzavar hatterében
[110]. Egerek csokkent mechanikus, termikus és gyulladasos fajdalomra adott valaszokat
mutattak, amikor a nociceptiv szenzoros neuronokban specifikus SCN9A géndeléciot végeztek
[111]. Tovabba a Nav1.7 expresszidja fokozddik patofizioldgiai koriilmények kozott, példaul
metasztatikus prosztatarakban, ahol szdmos sejtfolyamat szabdlyozddik a Navl.7 aktivitasa

miatt [112].
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1.4 Immunoldégiai szinapszis és T-sejt aktivacio

A T-limfocitdk in vivo aktivacidja az antigén prezentald sejtekkel (APC) valé taldlkozas
soran valésul meg. A T-sejt és az APC kozotti fizikai kolcsonhatds kiilonb6z6 jelatviteli
kaszkadok elinduldsat eredményezi, mely a T-sejt polarizacidjdhoz vezet: a sejtfelszini
fehérjék, intracelluldris organellumok és jelatviteli molekuldk felhalmozdédasa a T-sejt-APC
kozott létrejové immunoldgiai szinapszisban (IS) [113-115]. A specifikus sejtfelszini fehérjék
IS-be torténé mozgasa sziikséges a T-sejt megfelel§ aktivdlasahoz. Az IS kialakuldsa utan és
megléte soran szdmos membran (CD43, CD44, CD45) és intracelluldris fehérje ((p56)Lck,
SAP97, PSD-95, HS1 stb.) rendezddik be, valamint az F-aktin fokozott polimerizacidja
figyelhet6 meg a T-sejtben (6. abra) [116, 117].

Ez az dtrendez6dés hozza létre az Ugynevezett szupramolekularis aktivaciés komplexet
(SMAC) a T-sejt és APC hataran, amelyet egy centralisan elhelyezked6 (c-SMAC) és egy
periféridsan elhelyezkedé (p-SMAC) gy(irliszer(ien elhelyezkedd régié hoz létre [118]. Ezek a
régiok kilonb6z6 molekuldkbdl éplilnek fel: mig az el6bbit a TCR (T-sejt receptor), a CD28,
valamint szamos intracellularis jelatviteli molekula, mint példaul a protein kindz C 6 (PKC8),
ugy az utdbbit az aktinhoz kot6d6 talin, a limfocita-specifikus protein tirozin kinaz (LCK), az
intracelluldris adhéziés molekula 1 (ICAM-1), valamint a hozza kapcsolédd LFA-1 (limfocita
funkcidé-asszocialt antigén 1) alkotja [118, 119]. Tovabba egy harmadik, disztdlis réteget is
felfedeztek (d-SMAC), amelyben tébbek kozott a CD45 jatszik szerepet (6. abra) [120].

A fent emlitett adhéziés molekuldak mellett, a kostimulacids fehérjék is fontos szerepet
jatszanak az immunoldgia szinapszis miikodésében. A CD28 receptor a CD80-al kapcsolddik
Ossze és dusul fel a cSMAC régiéban, valamint a PKC® molekuldk is nagy mennyiségben vannak
jelen a szinapszis centrdlis részében [117]. A szupramolekularis aktivaciés komplex periférias
gy(irljében elhelyezked6 CD2 a CD48-hoz, illetve a CD59-hez is képes kotbdni. Foszforilaciot
indukdlva képes az intracellularis Ca®* szint potencirozdsara, valamint el8segiti a T-sejt APC-

hez térténd kapcsolddasat [121, 122].

Tovabba a T-sejtre és az APC-re is egyarant jellemz6, hogy az IS-t F-aktin szalak
stabilizaljak. A TCR stimulacié a WASp, a WAVE2 és a HS1 aktin szabalyozé fehérjéket az IS-be
toborozza, valamint aktivalja a specifikus kinazokat, adaptermolekulakat (Dlgl), Rho
GTPazokat magaban foglalé Utvonalakat és az Arp2/3 komplex-fliggé aktin polimerizacidt

[116]. Ezzel parhuzamosan a CD2 és CD28 molekulak aktivacidja defoszforilaciot és a kofilin
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aktivaciéjat indukalja. A kofilin aktin szdlakat ,szétvdlasztd aktivitdsa” a szdlakat
monomerekké bontja szét és Uj végeket hoz létre a szdlak meghosszabbitdsara, amely
folyamat tovabb fokozza az aktin polimerizaciojat az 1S-nél. A TCR stimuldcié az ezrin és a
moezin ERM fehérjék atmeneti defoszforilaciéjat is indukalja, ami e fehérjék

felszabaduldsdhoz vezet az aktin szalakbdl és a plazmamembrdnhoz kot6d6 fehérjékbdl [116].
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6. abra. Azimmunoldgiai szinapszis felépitése

1.5 loncsatornak az immunoldgiai szinapszisban

Laboratériumunkban korabban elvégzett kisérletekkel els6ként igazoltak, hogy a FLAG-
extracellularis epitdppal rendelkezd, Jurkat sejtekben expresszalt Kv1.3 csatornak és a CD3
molekuldk atfed6 membran doménekben helyezkednek el, amit keresztkorrelacios
szamitasokkal is igazoltak [123]. Tovabba, ha ugyanezen csatornakonstruktokat citotoxikus T-
sejtekben fejezték ki (CTL), akkor azok citotoxikus T-limfocitak és komplementer target sejtek
kozott |étrejott 1S-be rendezddnek at, a csatorndk polarizalt expresszidot mutatnak [124] (7.

abra).

Kés6bb mas munkacsoportok is meger@sitették ezt az eredményt, tovabba leirtak,
hogy a Kv1.3 csatorndak mellett az KCa3.1 csatornak is feldusulnak az APC-T-sejt kontakt
régidban [123-127]. Cahalan és munkatarsai kimutattdk, hogy a STIM1 és Orail fehérjék
megjelennek a dendritikus sejt (DC) - T-sejt alkotta par immunszinapszisaban [128]. A
csatornafunkcid és a Ca%*-szignal nem jatszik kulcsszerepet a szinapszis kialakuldsanak kezdeti
szakaszaban, a Kv1.3 vagy a CRAC csatorndk gatlasa nem befolyasolja a molekuldk

klaszterekbe rendezédését [125, 126, 128], azonban a Ca®*-bedramlds géatldsa ndvekvd
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7. abra. Kv1.3/FLAG atrendezddése az immunolégiai szinapszisba. Nyugalomban |év§ citotoxikus T
sejtek (CTL) teljes mebranjan a Kv1.3 csatorndk foltszer(l elrendez&dést vesznek fel (fels6 sor), mig

target sejttel immunoldgiai szinapszisba kerillve a csatornak a két sejt kozotti kontaktrégidoban
dusulnak fel (alsé sor; skala: 5um).

intracellularis Ca?*-puffereléssel kombindlva hatdssal van a szinapszis hosszi tavd
stabilitasara. igy a CRAC csatorna szinapszisba térténé vandorlasa, ahol kiilénbdz6 receptorok,
adhéziés és kostimulacios molekuldk is akkumuldldodnak, az antigénstimulacié hatasara

bekdvetkez8 hosszu tava Ca?*-fliggd jelatviteli szabalyozasban jatszhat szerepet.

® Caz*

oK /j

8. abra. loncsatornak az IS-ben. Kv1.3, KCa3.1, STIM1+Orail = CRAC az immunoldgiai
szinapszisban, a T-sejt-APC interfésznél [2].
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A CRAC csatorndk szinapszisban térténd felddsuldsa a Ca?* influx &ltal lokdlisan nagy
intracellularis, és kis extracellularis Ca%*-szintet eredményez. A Kv1.3 és KCa3.1 csatornak
jelenlétének eredményeképpen K* efflux jon létre, ami a K*-ionok koncentracidjat
intracellularisan lecsokkenti, az extracellularis térben pedig megnoveli, azaz az APC és T-sejt
kozotti szinaptikus résben lokdlis K*-koncentracié-emelkedés jon létre, ami a T-sejt

membranjanak depolarizacidjat eredményezi [129] (8. dbra).

1.6 MAGUK fehérjecsalad, cortactin és HS1

A membran-asszocialt guanilat-kindzok (MAGUK) egy széles kérben expresszalédé, a
neuroldgiai szinapszisok kialakuldsaban alapvet6 fontossagu fehérjecsalddot alkotnak. Tiz
alcsaladot azonositottak a jellegzetes doménjeik DNS szekvencidi alapjan. Ezek az alcsaladok
a kovetkez6k: (DLG1-4), disc large 1-4 (DLG1-4), discc large 5 (DLG5), zona occludens (ZO),
caspase recruitment domain containing MAGUK protein (CARMA), membrane protein
palmytoilalt 1 (MPP1), membranfehérje palmytoilalt 2-4 (MPP2-4), membrdn protein
palmytoilalt 5 (MPP5), kalcium/kalmodulin-fliggd szerin protein kindz 3 (CASK), kalcium
csatorna [ alegység (CACNB) és MAGUK invertalt ismétléssel (MAGI) [130]. (9. abra, [131]).
DLG, MPP, CASK, CACNB és MAGI fehérjék elsGsorban a kdzponti idegrendszerben fejez6dnek
ki, és a neuronalis szinapszisok kialakulasat és m(ikodését szabalyozzak [132-135]. A ZO

alcsaldd tagjai fontos szerepet jatszanak a vér-agy gat fenntartasdban, mig a CARMA fehérjék
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9. abra. MAGUK fehérje alcsaladok felépitése a doménszerkezet alapjan.
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kiilonb6z6 szovetekben expresszalddnak, ahol szabdlyozzdk az antitestfelismerést és a

gyulladast a vérképz6 sejtekben [136] [137].

Post-synaptic density protein-95 (PSD-95) és a szinapszis asszocialt fehérje 97 (SAP97) a DLG1-
4 alcsaladba tartozik, és széles korben tanulmanyoztdk 6ket neuronokban [138]. Nevének
megfelel6en a PSD-95 elsdsorban a posztszinaptikus zénaban (PSD) fejezédik ki, mig az SAP97
a preszinaptikus és axonalis régidkban talalhaté meg, valamint harom PDZ (PSD-95, Dlg és ZO-
1) doménbdl, egyetlen SH3 és egy GK doménbdl allnak (9. dbra) [139]. Kimutattak, hogy a
SAP97/PSD-95 szamos partnerrel 1ép kdlcsonhatasba a fehérje-fehérje interakciés doménjein
keresztll (PDZ/SH3 illetve a célfehérje C terminalisan 1évé (X-T/S-X-V/I) motivum), beleértve a
membran ioncsatorndit és a citoszdlikus fehérjéket [21, 140-143]. Ugy t(inik, hogy e
kolcsonhatas célja a receptorok/ioncsatornak klaszterez6désének/kihorgonyzasanak
szabalyozdsa. Masrészt lehetséges, hogy a PSD-95 és a SAP97 az intracellularis jelatvitel
kulcselemei is. Kiilonb6zé fehérjékrél, koztik a guanilat-kindz-asszocidlt fehérjérél (GKAP)
kimutattak, hogy kolcsénhatasba lépnek a DLG fehérjék GK-doménjéval, ami arra utal, hogy
szerepet jatszhatnak egy szignalizacids-komplex |étrehozasaban azdltal, hogy kilénbdzé
szignalfehérjéket horgonyoznak le, igy tartva 6ket kdzel egymdshoz bizonyos helyeken [144].
Tovabba azt is leirtdk, hogy a SAP97 és a PSD-95 adapter fehérjék akkumulalédnak az
immunoldgiai szinapszisban, bar az el6bbi 15 perc utdn csokkent felhalmozdédast mutat T-

sejtek és CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozott kialakult 1S-ben [145].

Az aktin citoszkeleton szerepet jatszik kiilonbdz6 fehérjék, kdztik a TCR szallitdsaban és
az I1S-ben torténd kihorgonyzdsaban [146-148]. Szamos tanulmany szdmolt be arrdél, hogy a
Kvl csaladba tartozd csatorndk aktinhoz valo kétédését aktink6té doménnel rendelkezé
adapterfehérjék biztositjak: PDZ-kot6 fehérjék, mint példaul a hDIgl (disc large 1) és a
cortactin. A cortactin és a PDZ fehérjék Kv csatornakhoz valé kétédése a csatorna C-termindlis
régidjaban torténik: a cortactin kot6dése a Kv1.2 csatorndkban egy 19 aminosav hosszu
szekvencidn keresztil valdésul meg, a PDZ kot6dés pedig a Kv1.3 és Kv1.4 csatornakban egy
TDV aminosav motivumhoz torténik [149-151]. Emellett a Src homoldgia 3 (SH3) domén,
amely megtalalhato a cortactinon és a PDZ fehérjéken, szintén szerepet jatszhat e fehérjék
kdlcsdnhatasaiban, mivel az SH3 két6 domén a Kvl1.4 csatorna PDZ fehérjék altal indukalt
klaszterizaciéjaban szerepet jatszik, és osszefliggésbe hoztak a Kvl.3 aram modulacidjaval is

[150, 152]. A T-sejtek expresszaljdk a HS1 (hematopoetikus sejtvonal specifikus fehérje 1)
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cortactin ortolégot és a PDZ-k6tS fehérjéket (hDlgl/SAP97 és PSD-95), amelyek képesek
komplexeket képezni az aktinnal és tobb Kv csatorndhoz is kot6dni [145, 153, 154]. A HS1-r6l
T-sejtekben kimutattdk, hogy sziikséges az F-aktin felhalmozéddsahoz az IS-ben, és a
megfelels jelatvitelhez az IS kialakuldsa utan [155, 156]. igy feltételezhetd, hogy az aktinnal
valo kolcsénhatds stabilizalja a Kv1.3 kompartmentalizacidjat az IS-ben az SH3- vagy PDZ-

kotémotivumon keresztil.

1.7 A sejtmembran szerkezete, lipid raftok, koleszterin szerepe

A sejtmembran kett6s feladattal bir: egyrészt fizikai barrierként védi és elhatarolja a
citoszolt és az intracellularis kompartmenteket a kilsé kornyezettdl, ugyanakkor lehetSséget
nyujt az extra és intracelluldris terek (sejtek) kozotti kommunikaciéra azéltal, hogy megfelel
platformot teremt a transzporterek, jelatviteli molekuldk szamara. A tudomany jelenlegi allasa
ebbdl kiindulva a sejtmembrant egy dinamikus struktiraként értelmezi, ahol azonban a lipid
kett6srétegen belll elklilonllnek bizonyos kisméretl, heterogén, koleszterinben és
szfingolipidben gazdag domének, melyeket lipid-raftoknak vagy lipid-tutajoknak neveziink
[157]. A membran raftok feltételezett szerepe a sejtmembranon keresztil lejatszédo
transzport és szignalizdciés folyamatokban részt vevé molekuldk kompartmentalizacidja,
valamint a sejtmembran lateralis szervezettségének biztositdsa [158]. A raftok jelenlétét
kimutattak a neuronok kozotti szinapszisokban, valamint az immunoldgiai szinapszisban is
[159-161].

A sejtmembran lipid komponensei kozil nagy jelentGséggel bir a koleszterin. A
membranokat kialakité lipid kettGsrétegekben a koleszterin planaris része és a foszfolipidek
zsirsavoldallancai kozott erés kolcsonhatas alakul ki, ami miatt a szénhidrogénlanc csak egy
masik oldali lipid apoldris csoportjaihoz tud kapcsolddni. A polaros feji rész pedig a
foszfolipidek hidrofil részeivel alakit ki hidrogénkotéseket. Az er6s kolcsonhatdsok
kovetkeztében a fazisatalakuldsi h6mérséklet felett a koleszterin ndveli a membranok
mechanikai szilardsagat, ugyanakkor csokkenti a fluiditast. A koleszterin a szfingolipidek
szénhidratlancai kozott hasonld mechanizmussal, mintegy dinamikus ,ragasztoként”
m(ikddve biztositja a raftok integritdsat [162]. A koleszterin kivonasa a raftokbdl azok
membranfehérjék kozotti kapcsolat haromféle lehet: 1.) a fehérjék egy részének mikodése

rafthoz kotott, 2.) egy masik részilk mikodése teljesen flggetlen a raftoktdl 3.) a harmadik
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csoport tagjai pedig megtaldlhatdéak mind a raftokban, mind pedig azokon kiviil. Az altalunk

vizsgalt Kv1.3 ioncsatorna a lipid-raft asszocialt fehérjék csalddjaba sorolhatdé [165].

1.8 Akoleszterin szerepe az ioncsatornak mdkodésének szabalyozasaban

Az utdbbi években egyre tobb tanulmdny hangsilyozta a koleszterin szerepét az
ioncsatorna-m(ikodés szabdlyozasdban [166-169]. Az ioncsatornak szerkezeti és funkcidbeli
sokszinlisége miatt azonban a koleszterin eltér6 mddon befolyasolja a kiilonb6z6 csatornak
mikodését. Mig a koleszterinszint novelésének legdltaldnosabb hatdsa a csatornak
aktivitasanak (nyitasi valdszinlség, vezet6képesség) koncentraciéfiiggé csokkenése, melyet
szdmos K* csatorna mellett fesziiltségfliggé Na* és Ca?* csatorndra is kimutattak [170-172],
addig a tranziens receptor potencial (TRP) csatorndak esetében a koleszterin kivondsa a
membranbdl gatolta a csatorndk mikodését [173]. Mas csatornak esetében a koleszterin a
kinetikai és egyensulyi aktivacids paraméterekre van hatdssal [174-176].

A koleszterin ioncsatornakra kifejtett hatdsat két eltéré elmélettel magyarazzak. Az
els6 a koleszterin és az ioncsatorndk direkt és specifikus lipid-fehérje kolcsonhatasat
valészindsiti. A koleszterin részt vesz annak a lipidekbdl allé ,6vnek” vagy ,buroknak” a
kialakitasaban, ami kozvetleniil az ioncsatorna koril helyezkedik el. [177, 178] Az 6vet alkotd
lipid molekuldk kapcsolatba kerlilnek az ioncsatorndk transzmembran hélixeinek
sejtmembrannal hataros régidival, melyek a lehetséges lipid kot6 szekvencidkat tartalmazzak.
Az elmélet szerint a lipid 6v koleszterin koncentracidjanak valtozasa a koleszterin és a csatorna
ligand-receptor kdlcsonhatdsainak befolydsoldsan keresztil médosithatja az ioncsatornak
konformacidjat és vezethet a biofizikai paraméterek megvaltozdsdhoz. A lipid ov
betliremkedhet a transzmembrdn hélixek talalkozdsanal kialakulé arkokba, névelve a lipid-
fehérje kolcsonhatdsokhoz sziikséges hatarfeliiletek felszinét [179]. A betliremkedéseknek
koszoénhetGen a lipid kérnyezet a transzmembran domének altal hatarolt pdérusra is hatassal
lehet. Az elmult évek kutatdsai olyan uj kotGhelyekre mutattak rd, melyek nem a klasszikus
értelemben vett lipid-fehérje hatarfellleten helyezkedtek el, hanem az intracelluldris C- vagy

N-terminalison [180, 181].

Tobb olyan altaldanos koleszterinkétd szekvenciat is azonositottak, mely alapjan
feltételezni lehet egy transzmembran fehérje koleszterinnel szembeni érzékenységét [168,
182, 183]. Ezek kozil a legels6ként leirt és legjelent6sebbnek tartott a CRAC és CARC

szekvencia. A CRAC (cholesterol recognition amino acid consensus motif, koleszterin felismeré
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aminosav motivum) szekvencia egy nagyon egyszer(i algoritmust kovet: az elsé tagja egy
eldgazd lancu apolaris aminosav (leucin vagy valin), melyet egy-6t darab tetszéleges aminosav
kovet, majd egy aromas tirozinon keresztiil ismét egy-6t tetsz6leges aminosav vezet a
szekvenciat zaré pozitiv toltésd aminosavhoz (lizin, arginin) [184]. A CRAC-hoz nagyon hasonld
CARC szekvencia az el6bbi inverze, ahol a sort egy pozitiv aminosav inditja, az aromas
aminosav pedig a tirozin mellet fenilalanin is lehet [183]. Az algoritmus egyszer(iségébdl
adéddéan CRAC/CARC szekvenciaval rendelkez6 fehérjék szterolérzékenységét megfeleld
szkepcitizmussal, csupan prediktiv jelleggel lehet felhaszndlni [182]. Azonban nem lehet
figyelmen kivil hagyni azokat az eredményeket, ahol ezen szekvencidk egyszerU
pontmutaciéja vagy delécidja teljesen megvdltoztatta a vad-tipusu csatorndra jellemzé

koleszterin iranti érzékenységet [180, 181, 185].

Mas megkozelitésében a koleszterin a sejtmembran 3ltaldnos fizikai paramétereit
megvaltoztatva képes az ioncsatorndk miikédésének befolyasolasara [186, 187]. A
transzmembrdn fehérjék és a lipid kett6sréteg hidrofob részei eltéré atmérdjének
kovetkeztében a fehérje pertubdlja a kornyez6 lipideket, megvaltoztatva a kett6sréteg
vastagsagat, rendezettségét. A lipid réteg ugy fog igazodni, hogy lokdlis vastagsaga
megegyezzen a transzmembrdn fehérje hidroféb szakaszdval [188]. Ezen nyugalmi allapot
megvaltoztatadsa energiaigényes folyamat. A fehérjék konformacidévaltozas soran deformaljak
a kornyez6 lipid kett6sréteget, és minél nagyobb a membran ellendlldsa, anndl tobb energia
kell ahhoz, hogy a folyamat kivitelezhet6 legyen [189]. A lipidkdrnyezet fizikai paramétereinek
valtoztatdsa a folyamat energetikai sziikségleteit megvaltoztatva médosithatja a molekularis
mozgasokat. A koleszterinmolekuldk hatassal vannak a membran fluiditasara, vastagsagara,
permeabilitdsara, a membranfehérjék laterdlis diffuzidjara, igy ezeken keresztil
befolyasolhatjdk az ioncsatorndk konformdcidvaltozdsanak valdszinliségét, kinetikai és
egyensulyi jellemzgit [176, 190, 191] [187]. A két modell nem zarja ki egymast, azonban az
egyes mechanizmusok szerepe csatorndkként eltéré jelent6ségl lehet. A két hatds
elklilonitése egy adott csatorna esetén kihivas elé allitja a kutatdkat [192]. Az elkilonités egyik
lehetséges mddszere olyan koleszterin analdogok vizsgalatan alapszik, melyek sejtmembran
szerkezetére gyakorolt hatasa hasonléd a koleszterinhez, azonban a receptor-ligand
kolcsdnhatasok soran nem tudja helyettesiteni azt [168]. Az epikoleszterin és ent-koleszterin

két olyan kirdlis koleszterin analég, amelyek kisebb fenntartasokkal ugyan [193], de
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megfelelnek a fenti kritériumoknak [194]. Mig a koleszterin csokkenti a Kir2.1 csatorna
arams(rlségét, addig az epikoleszterin noveli azt, specifikus lipid-fehérje kolcsonhatast
valdszinlsitve [195]. Hasonlé koleszterin analdgokkal szembeni sztereo-specificitast
publikaltak KCal.1 és TRPV1 (Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1) csatornak esetén [185,
196], mig az nAchR (nikotinerg acetilkol receptor) vagy VRAC (volumen regulalt anion
csatorna) csatorndk esetén nem volt eltérés az optikai izomerek és a koleszterin hatasaban

[197, 198].

1.9 A koleszterinhomeosztazisban fellépé zavar betegségek kialakuldasahoz vezet
1.9.1 Akoleszterin bioszintézis zavaranak prototipusa: Smith-Lemli-Opitz szindroma

Az elmult harminc évben tobb malformacidés szindrémarol (Smith-Lemli-Opitz
szindroma, lathosterolosis, desmosterolosis) deriilt ki, hogy a betegség hatterében a szterol-
szintézis Orokletes zavara all [199]. Ezek kozul a legels6ként leirt a Smith-Lemli-Opitz
szindroma (SLOS), mely nevét a betegséget 1964-ben leird orvosokrél kapta [200]. Az SLOS
autoszomalis recessziven 6rokl6ds, monogénes, malformacids szindroma [201]. A szindromat
az endogén koleszterin bioszintézis 7-dehidrokoleszterin-reduktaz enzim (7DHCR)
velesziiletett zavara okozza [202, 203]. Az enzimdefektus a koleszterinszint csokkenése
mellett a koleszterinszintézis prekurzor molekuldinak (f6leg 7-dehidrokoleszterin (7DHC) és
izomere, a 8-dehidrokoleszterin) emelkedett szintjéhez vezet a vérplazmaban és a
sejtmembranban egyarant [204]. A folyamat eredményeképpen megvaltozik a lipid-raftok és
a membranok szervez6dése, zavart szenvednek kilonb6z6 szigndltranszdukcids utvonalak,
illetve a koleszterin mint univerzalis prekurzor molekula (epesavak, neuroaktiv szteroidok,
szteranvdzas hormonok) sem tudja maradéktalanul ellatni feladatdat (10. dbra) [205]. Tovabbra
is nyitott kérdés azonban, hogy a tiinetek kialakulasaért els6dlegesen a koleszterin hidnya vagy
a prekurzor molekulak toxikus hatasa tehet6 felelGssé.

A betegség tiinettana és megjelenése szertedgazd, az arc és a fej-nyak régié gyakori
fejlédési rendellenességei és neuroldgiai eltérések mellett szinte minden szervrendszer
érintett lehet [205]. A klinikai tlinetek alapjan felmerilé SLOS gyanut a szérum koleszterin
csokkenése és emelkedett 7DHC szint igazolhatja, tovabbi bizonyitast a molekularis genetikai
vizsgdlat ad [205]. A 7DHCR tobb mint 130 kilénb6z6 mutacidjat azonositottak, de a
genotipus-fenotipus kozott nincs szoros 6sszefliggés, azaz ugyanazon mutacio vezethet enyhe

vagy sulyos rendellenességhez is [206]. A betegség kezelésére jelenleg csak tlineti terapia all
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rendelkezésre. Ordlis koleszterin szubsztiticid hatdsdra a viselkedési problémak és a
hallasfunkcidk javuldsat, a fényérzékenység és a fert6zések csdokkenését tapasztaltak [207].
Antioxiddns kezelés, valamint statin terapia a szterol prekurzoruk toxicitdsdnak mérséklésén
keresztil lehet hatdsos [208]. A kezelések hatdsossagarol megoszlanak a vélemények, ugyanis
a randomizalt, placebo kontrollalt klinikai tanulmanyok vagy hianyoznak, vagy nem tamasztjak

ald a nem standardizalt tanulmanyokban taldlt eltéréseket [209, 210].

1.9.2 Hiperkoleszterinémia és annak immunoldgiai vonatkozasai
A koleszterinnel kapcsolatos betegségek masik, széles korben is ismert spektrumat a
zsiranyagcsere koleszterinszint-emelkedéssel jaré zavarai képviselik. A hiperlipidémiak soran

kialakuld hiperkoleszterinémia (HC) csak tlinet, melynek hatterében 3 f6 ok allhat: a

t?-dehidrokoleszterin koleszterinl_

szteroid neuroszteroidok . . i
hormonok oxiszterolok sejtmembran epesavak fgjl%%zéast,l
embrionalis

sejtdifferenciacio

10. abra. Smith-Lemli-Opitz szindroma (SLOS) A sejtekben a 7-dehidrokoleszterin reduktaz (7-
DHCR) mutacidja kovetkeztében csokkend koleszterin és emelkedd 7-dehidrokoleszterintartalom
komplex sejtbioldgiai és élettani hatasokkal jar.

kedvezGtlen étrend és életmod altal kivaltott anyagcsere-tulterhelés, betegségek vagy
gyogyszerek hatdsara kialakuld szekunder anyagcserezavarok, valamint a zsiranyagcsere
primer, oOrokletes zavarai [211]. A hiperkoleszterinémia kovetkezménye az etioldgiatdl,
beosztastdl fliggetleniil szisztémds érelmeszesedés és kovetkezményes szivinfarktus, agyi
infarktus vagy periférias érelzarddas lehet [212, 213]. A hiperlipidémidk sikeres kezelésének
alapjat a megfelel§ diéta és életmddvaltas jelentheti, mely legtébb esetben kiegészil a
hydroxy-metil-glutanyl-CoA-t (HMGCoA) szelektiven gatlo statin készitmények alkalmazasaval
[214]. Az elmult évek soran intenziv alapkutatasok zajlottak az érelmeszesedés
patogenezisének, molekularis és sejtszint(i torténéseinek feltardsara [215, 216]. A jelenleg

legelfogadottabb hipotézis szerint az érelmeszesedés az endotél sejtek kilénboz6 eredetl
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(mechanikai stressz, anyagcsere betegségek, fert6zések, dohanyzas) karosodasara adott
kronikus gyulladasos vélaszreakcidja, mely fenntartasaban kiemelt szerepet jatszanak az
érfalba lerakddo lipid (koztlik koleszterin) molekulak [211, 217]. A karosodott endotél altal
termelt gyulladasos faktorok aktivaljak a velesziiletett és a szerzett immunrendszer sejtjeit,
melyek az osztédd simaizomsejtekkel kdzésen vesznek részt a f6leg koleszterinnel telitett
ateroszklerotikus plakkok kialakitasaban [217]. A plakk nemcsak elzadrhatja az ereket, de a
leszakadd tormelékek mikroembdlidkat okozhatnak, a plakk alatti meggyengiilt érfalban pedig
gyakran alakul ki aneurisma, melynek megrepedése sulyos vérzéssel jarhat [211]. Ugy tiinik,
hogy a T-sejtek kiemelt szerepet jatszanak az érelmeszesedés gyulladdsos folyamataiban
[218]. Erelmeszesedésben szenvedd betegek és modelldllatok vizsgdlata egyarant
aldtdmasztotta az aktivalt T-sejtek jelenlétét az ateroszklerotikus plakkokban [219-221]. A T-
sejtek jelent8s része oxiddlt LDL partikulumokra volt specifikus [219]. Hiperlipidémids
allatmodellekben a CD4* limfocitak deplécidja csokkentette az érelmeszesedés progresszidjat
[222], immunhidanyos SCID egerekben az immunoldégiai funkcidék helyredllitdsa viszont
felgyorsitotta a folyamatot [223]. Fontos észrevétel, hogy az érelmeszesedéshez vezetd
allapotok befolyasoljak az immunrendszer normal mlkodését is, tébbnyire csdkkentve a
szervezet ellendlld képességét kilonboz6 korokozdkkal szemben [224, 225].
Hiperkoleszterinémia  hatasdra  megemelkedik a limfocitak  sejtmembranjanak
koleszterintartalma [226]. A mesterségesen elGidézett hiperkoleszterinémia
allatkisérletekben negativan befolydsolta a Kv ioncsatornak altal ellatott élettani funkcidkat

[227, 228].

1.10 A Kv1.3 csatorna az autoimmun betegségekben

Egészséges sejtekben a Kv1.3 csatornak feldusulasanak folyamatos novekedése
figyelhet6 meg az immunszinapszis képzddés alatt, mig az SLE-s (systemds lupus
erythematosus) sejtekben a Kv1.3 ioncsatorna az IS képz6dés korai szakaszaban elhagyja a
szinapszist. Ez a lecsokkent tartdézkodasi id6 az IS-ben bizonyitottan hozzdjarul a T-sejt
magasabb citoszolikus Ca?* szintjének kialakuldsdhoz, mely az SLE-s T-sejtek hiperaktivitasat
okozhatja [229]. Tovdbbd a Kv1.3 esetében azt is leirtak, hogy a csatorna IS-be torténd
diffGzidjanak gétldsa antitest-keresztkdtéssel a CD3-CD28 indukdlt Ca’*jel mddosuldsat
eredményezte az immunoldgiai szinapszisban [230]. A megvaltozott Kv1.3 lokalizacié fontos

pathofiziolégiai kovetkezményekkel is birhat. Ezen felll szintén kiderilt, hogy SLE-s
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betegekbdl szarmazd T-sejtekben a Kv1.3 csatorna farmakoldgiai gatlasaval az intracellularis
Ca?*-koncentracié emelkedése elmarad, tehat az autoreaktiv sejtek Ca?*-fligg8 utvonalanak
gatlasa érhetd el [231]. A Ca?* kulcsszerepet jatszik a transzkripcids faktorok aktivitdsanak
szabdlyozdsaban, amelyek a citokintermelést és proliferaciot is iranyitjak. A Ca?*-valasz
amplitiddja és id6tartama meghatdrozza a transzkripcids faktor-aktivitas specificitasat, igy a
génexpresszidos mintazatot. Az SLE-s T-sejtekben kimutattdk, hogy a Ca?*-valasz sokkal
kifejezettebb, és tovabb fenntartott, mely a nagyobb mérték{ NFAT transzlokacidhoz vezet

[230].

A kulonféle autoimmun betegségek, mint pl. sclerosis multiplex, reumatoid arthritis, 1-
es tipusu diabétesz mellitusz esetében a betegség pathogenezisében az autoreaktiv effektor
memdria T-sejtek jatszanak szerepet (CCR7-,CD45RA*). A naiv T-sejtek, egy adott antigén
stimulacié hatasara differencialédnak centralis memdria T-sejtekké (Tcm), majd tovabbi
antigén stimulust kovetéen Tem sejtekké. Chandy és munkatdrsai kimutattdk, hogy az emlitett
betegségekben szenvedd paciensekben az aktivalt, beteg szoveti kornyezetbdl izolalt effektor
membdria T-sejtekben a Kv1.3 expresszid sokkal magasabb, mint a naiv és centrdlis memaria T-
sejtekben (kb. 1500/sejt) [13] (11. &bra). Ezzel szemben az IKCal/KCa3.1 csatorndk szama
sokkal alacsonyabb az aktivalt Tem-ben, mint az utébbi kett6ben. Tovdbba, a naiv
(CCR7*CD45RA") és centralis memoria T-sejtek (Tem; CCR7*CD45RA) esetén a mitogén indukalt
proliferacié a Kv1.3 csatornak expresszidjanak enyhe (kb. 250/sejt - 400/sejt) ugyanakkor az

IKCal/KCa3.1 csatornak expresszidjanak jelent6s fokozdédasaval (8-10/sejt > 500/sejt) jar

egydutt.
Naiv Tom Tew L < . — .
CCR7*CD45RA* CCR7- D45HA CCR7-CD45RA- 11. abra Atlagos, sejtenk,entl KVl'?ﬁ es
Nyugalmi KV1.3 Q 200 Q o5 doo KCa3.1/1KCal csatornaszam nyugvo és
cDa IKCai 20 35 aktivalt CD4* és CD8* centrdlis és
s £ns effektor memoria T sejt
Aktivélt i alpopulacidkon.
IKCa1™m®e®® Kv‘l magas
Naiv Tou Teu
CCR7CD45RA* CCR7‘CD45RA- CCR7-CD45RA- CCR7-CD45RA*
Nyugalmi Kv1.3 Cl 250 Q 250 C}. 200 Q 250
CD8"* IKCa1

Aktivalt 350 400 1600 1800
Val kcat 550 600
L

IKCa1 magas Kv1.3 magas
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Azaz a Tem sejtek, valamint a nyugalomban [év6 Osszes emlitett T-sejt
membranpotencialjat dontéen a Kv1.3 ioncsatornak szabalyozzak, mig a naiv és Tcm T-sejt
alpopulacidban az IKCal/KCa3.1 a dominans. A Kv1.3 nagy affinitasu gatldszerei (pl. ShK toxin,
IC~100 pM [232]) a Tem sejtek osztodasat specifikusan gatoltak, ugyanis a Kv1.3-blokkolds
medialt proliferacio-gatlas aldl a nyugvd (naiv) és Tem sejtek az IKCal/KCa3.1 csatornak
fokozott expresszidjaval mentesiilnek. A Kv1.3 csatorna szelektiv gatlasdval Tem sejtek

aktivacidja gatolhatd, immunszuppresszié érhetd el.
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2. Célkitlizések

Kutatdsom sordan az immunsejtek sejtmembranjdban kifejez6d6 ioncsatorndk funkcionalis
szerepét kivdntam tisztazni. Kisérletes munkank soran szamos aspektusbdl, fizioldgias és
patoldgias koriilmények kozott vizsgaltuk az ioncsatornak szerepét, membranlokalizacidjat,

expressziojanak valtozasat és a membrankodrnyezet csatornakra kifejtett hatasat.

2.1 Asejtmembran szterol (7-dehidrokoleszterin, koleszterin) tartalmanak hatdsa a T-

e s

A Kv1.3 csatorna a human T-limfocitak domindns fesziltség-fligg6 K* csatornaja, mely fontos
szerepet jatszik a T-sejt aktivacidban. Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy a membrdan
in vitro koleszterinszint valtoztatdsa mddositja e csatorna kapuzasat jellemz6 paramétereket.

Kutatasunk sordn meg kivantuk vizsgdlni:

1) hiperkoleszterinémids betegek T-sejt aktivdcidja és Kv1.3 csatorna mikddése eltéré-e a

normdl koleszterinszint(i donorokhoz képest;

2) Smith-Lemli-Opitz (SLO) szindromdban (7-dehidrokoleszterin akkumuldcid) szenvedd
betegek esetében miként vdltoznak a T-sejtek Kv1.3 csatorndjdnak jellemzdi, mik ezek

funkciondlis kévetkezményei;

3) mely fehérje motivumok felel6sek a Kv1.3 csatorna és membrdnbeli szterolok kézotti

kélcsénhatadsért.

2.2 A T-sejt ioncsatornak plazmamembran lokalizaciéjanak molekularis hattere és
funkcionalis kovetkezményei

A T-sejtek aktivacidja in vivo az antigén prezentdld sejt (APC) és T-sejt kozott létrejott
immunoldgiai szinapszisban (IS) valésul meg. A két sejt kozotti kontakt régidba
berendezédnek a T-sejt ioncsatornai (Kv1.3, KCa3.1, CRAC), valamint szamos egyéb membran

és intracellularis fehérje is. Kisérleteinkben azt kivantuk megvalaszolni, hogy
1) az IS-ben lévé T-sejtben miképp vdltoznak a Kv1.3 csatorndk biofizikai jellemzdi;
2) mely fehérj(ék) felel6s(ek) a Kv1.3 IS-be térténd berendezbédésében, illetve aktin-medidlt

kihorgonyzdsaban,

34



haj du. peter.4 343 25

3) mi a CRAC ioncsatorna Orail alegységének IS-ben térténd tartozkoddsdnak molekuldris

hdttere és szerepe,

4) mi a Kv1.3 C termindlisanak szerepe a membrdnlokalizdcidban és a csatorna miikédésében.

2.3 A Kvl.3 csatorna, mint terapids célpont: egy autoimmun betegség (SLE) sejtszint(
lehetséges gydgymaodia

Bar az SLE hatterében elsédlegesen B-limfocitak allnak, a hiperaktiv memdria T-sejtek (Tw) is
hozzdjarulnak a betegség kialakuldsdhoz, remissziéjdhoz, méghozza a B sejtek (re-)aktivacidja
révén, a CD40-CD40L utvonalon keresztiil. A CD40L v. CD154 expresszidjat az intracelluldris
Ca?* szint megemelkedése néveli, mely hozzdjarul az SLE-s T-sejtek altali B-limfocita
aktivaciéhoz. Kv1.3 csatorndk farmakoldgiai gatldsaval a T-sejt Ca?*-valasza mddosithatd,

ezaltal aktivacidja megakadalyozhatd. Mindezek alapjan szerettiink volna:

1) kidolgozni egy nanovezikulomokon alapuld, Kv1.3 elleni siRNS-t alkalmazé mddszert,
mellyel specifikuson a Ty-ekben tudjuk a Kv1.3 expressziot leszabdlyozni,

2) meg kivantuk hatdrozni az dltalunk létrehozott in vitro modellrendszerben, hogy a
nanovezikuldk segitségével tértént Kvl.3 géncsendesités milyen hatdssal van a Ca?*-

fliggé jelatvitelre és a CD154/CD40L szintjére.

2.4 Az Navl.7 csatorna altipus specifikus expresszidja és szerepe az éretlen
dendritikus sejtekben

Korabban kimutattuk, hogy a human monocita eredetd, éretlen DC-k expresszaljak az Nav1.7
ioncsatorndt. Az éretlen DC-k (IDC-k) CD1a* altipusa az immunvalasz beinditasaért,
gyulladasos folyamatok kialakuldsaért felel6s, mig a CD1a™ populdcié az immuntolerancia

kialakitasaban jatszik szerepet. Kisérleteinkben arra kerestik a valaszt:

1) kimutathato-e kiilbnbség a CD1a*/CD1a populdcié Navl.7 expresszidjaban és
funkciondlis-e a csatorna?

2) mia Navl.7 csatorna funkcidja az éretlen DC-ékben?
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3.  Anyagok és modszerek

3.1 Sejtek, sejttenyésztés
3.1.1 T-limfocitak, mononuklearis vérsejtek

A human periférias limfocitdkat egészséges dnkéntesekbdl nyertiik. A mononuklearis
sejteket Ficoll-Hypaque s(ir(iségalapu centrifugalassal (strtség: 1.077 g/l) szepardltuk, majd
foszfatalapu pufferben (PBS) mostuk. A kilénféle T-sejt alpopulacidkat negativ vagy pozitiv
szelekcios kittel izolaltuk (EasySep, STEMCELL Technologies, USA). A sejtek aktivaciéjat PHA
(5-10 pg/mL) vagy CD3/CD28 antitestekkel (24 lyukd wellhez el6z6leg kitapasztottuk)
végeztik, 48-96 o6rdig, 37°C-on, 5% CO2 és 95%-o0s pdratartalom mellett. A T-sejteket 15 mM
HEPES-t tartalmazé RPMI médiumban tenyésztettilk (amely tartalmazott még 10 % FBS-t,
2mM L-glutamint, 1 mM Na-piruvatot, és 200 egységnyi penicillin/sztreptomicint). A
betegekbdl és egészséges donorokbdl szarmazé vérmintdk vételéhez rendelkeztiink etikai

engedéllyel.
3.1.2 Dentritikus sejtek

A human monocitdkbdl szdrmazé DC-ket olyan CD14* monocitdkbdl allitottuk eld,
amelyeket egészséges véraddk Buffy-coatjdbdl Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences,
Uppsala, Svédorszag) gradiens centrifugdldssal, majd anti-CD14-gyel bevont magneses
gyongyokkel (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Németorszag) végzett pozitiv szelekcidéval
izolaltunk periférids mononuklearis sejtekbSl (PBMC) (Immunoldgiai Intézetben, Debreceni
Egyetem). A tisztitott CD14* monocitakat (>95%) 2x10° sejt/ml koncentracidban kihelyeztiik,
és szérummentes AIMV téaptalajban (Invitrogen, Paisley, Skdcia) tenyésztettiik 100 ng/ml IL-4
és 75 ng/ml GM-CSF (Peprotech EC, London, Egyesllt Kirdlysag) jelenlétében, amelyet a 0. és
2. napon adtunk. Az IDC-k aktivalasat az 5. napon 10 ng/ml TNF-et, 5 ng/ml IL-1B-t, 20 ng/ml
IL-6-ot, 75 ng/ml GM-CSF-et (Peptrotech EC) és 1 ug/ml PGE2-t (Sigma, St Louis, MO, USA)
tartalmazé gyulladasos koktéllal indukaltuk 24 éran keresztiil. Az MDC-ket aramlasi
citometriaval azonositottuk a CD83 expresszidja alapjan FITC-jel6lt anti-CD83 mAb
(Immunotech, Marseille, Franciaorszag) segitségével. Egyes kisérletekben az 5 napos IDC-ket
180 ng/ml Ca?* ionofdrral (ionomicin) (Sigma, St. Louis, MO) vagy 250 nM tapsigarginnal
(Calbiochem, La Jolla, CA) kezeltlik 24 éran keresztiil. Az NF-kB gatlasahoz az IDC-ket 10 uM

MG132-vel vagy az olddszer-kontroll dimetilszulfoxiddal (DMSO, Sigma) kezeltiik 1 6ran
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keresztlil a gyulladasos koktéllal torténé aktivalas el6tt. A Navl.7 csatorna gatlasdhoz
tetrodotoxint (TTX) (Alomone Laboratories, lzrael) hasznaltunk 10 uM koncentraciéban 24

oran keresztil.

A DC-k fenotipusat aramlasi citometridval, kiilonb6z6 fluorokrém-konjugdlt antitestek (anti-
CD1a-PE az altipus-azonositdsdra, anti-CD83-FITC a DC-k érésének azonositdsara, Beckton
Dickinson Pharmingen, San Diego, CA) segitségével végeztiik. A fluoreszcencia-intenzitasokat
FACSCalibur aramldsi citométerrel (BD Biosciences Immunocytometry Systems, Franklin
Lakes, NJ) mértiik és elemeztiik. A CDla-jelolt DC-ket a FACS DiVa nagysebességli
sejtszortirozéval (BD Biosciences Immunocytometry Systems) valasztottuk szét. A CD1a* DC-
ket fluorokrém-jelolt anti-CD1a antitesttel festettliik meg a vizudlis azonositdshoz és a patch-

clamp mérésekhez (Nikon TE2000 fluoreszcens mikroszkép).
3.1.3 CHO, HEK tsA-201, HEK, HEK-293T sejtek

A HEK-293-T, HEK tsA-201 és CHO sejteket DMEM médiumban novesztettiik (#12800, Sigma-
Aldrich Ltd., Magyarorszag), amely 10% FBS-t, 2mM L-glutamint, 1 mM Na-piruvatot, és 200
egységnyi penicillin/sztreptomicint tartalmazott. Az Gsszes sejtet 37°C-on, 5% CO,-t

tartalmazé inkubdatorban tartottuk, és 2-3 naponta passzaltuk.
3.1.4 Jurkat E6-1, CH12, D10 sejtek

A Jurkat E6-1 sejteket, sejtvonalakat RPMI médiumban (#R6504, Sigma-Aldrich Ltd.,
Magyarorszag) tenyésztettik, amelyhez 10% FBS-t, 2mM L-glutamint, 1 mM Na-piruvatot és

200 egységnyi penicillin/sztreptomicint adtunk.

A D10 egér TH2 sejteket, melyek a GFP-vel konjugdlt PKC-0 enzimet stabilan expresszaljak,
Click’s médiumban tenyésztettik, amely 10% FBS-t, 1% Glutamint, 1% penicillin/streptomicin-
t, 1% piruvatot, 50ug/ml Gentamicin-t, B-merkapto-ethanolt és 25 mg/L adenozint, citozint,
guanozint, uridint tartalmazott. A sejtek G418 rezisztensek voltak. A sejtvonalat Abraham
Kupfer és munkacsoportjatél kaptuk (Johns Hopkins University, Baltimore), melyet

retrovirusos transzdukcioval allitottak el6.

A CH12-LX egér B sejteket DMEM médiumban tenyésztettiik, amely a kovetkezé
adalékanyagokat tartalmazta: 10% FBS, 1% glutamin, 1% penicillin/streptomicin, 1% piruvat,

50ug/ml gentamicyn, B-merkaptoethanol és 25 mg/L adenozin, citozin, guanozin, uridin.

37



haj du. peter.4 343 25

3.1.5 PBMC-s mintak hiperkoleszterinémids betegekbdl

A kisérletek soran 15, kordabban nem kezelt, a Friderickson szerinti besorolas alapjan II/A;
[I/B csoportba tartozo hiperkoleszterinémias személyt vizsgaltunk. A mintagy(ijtés soran arra
torekedtiink, hogy a mintaaddk teljes koleszterinszintje a fizioldgias <5,2 mmol/l értéknél
magasabb legyen. Mivel ezen értékek nagysaga tag hatdrok kozott mozgott a megfigyelt
populdcidban, a hiperkoleszterinémids mintdkat a koleszterinszintek alapjan két csoportra
bontottuk. Az elsé csoportba (HC I. csoport) a mérsékelten (5,2 mmol/l < X < 10 mmol/l), a
masodik csoportba (HC Il. csoport) a jelentsen (10 mmol/I < X ) emelkedett koleszterinszinttel
rendelkezé személyek mintdi keriltek. A vizsgalatok sordn a kontroll sejteket hét, normal
koleszterinszinttel rendelkez6 onkéntesbdél nyertilk. Sem a hiperkoleszterinémids, sem a
kontroll csoport tagjai nem szenvedtek egyéb, altalunk ismert olyan betegségben, amely
befolydsolhatta a mérési eredményeket, illetve a szérumkoleszterinszinteket. igy a maj, vese,
endokrin zavarok, cukorbetegség, alkoholizmus, drogfliggdség, lipidcsokkents és egyéb
gyogyszerek hasznalata a tanulmanybdl vald kizarast vonta maga utan. A kivalasztott
betegektél és kontroll személyekt6l A Belgydgydaszati Klinika A éplilete Lipid Szakrendelésének
munkatarsai egyenként 10 ml periféridas vénds vért vettek a véralvadast elkeriilendg,

heparinizalt Vacutainer csovekbe.
3.1.6  PBMC-k izoldlasa Smith-Lemli-Opitz szindromas betegekbdl

A betegbevonas idejéig Magyarorszagon 15 SLOS-ban szenved§ gyermeket
diagnosztizaltak (18). A Debreceni Egyetem ,SLO-szindréma diagnosztikai és terapids
munkacsoport”-ja Balogh Istvan vezetésével 2013-ban publikalta a diagnosztizalt betegek
részletes esetismertetését, genotipus-fenotipus korrelaciéjat (18). A betegeket a fenotipusos
jellemzéket figyelembe vevd Kelly és Hennekkam féle silyossagi rendszer alapjan osztottak
csoportokba. Az enyhe csoportba négy, a tipikus csoportba hét, mig a sulyos csoportba 4
gyermek kerlt. A tipikus csoportbdl két, a sulyos csoportbdl pedig mind a négy gyermek
elhunyt a mintavételezés megkezdése el6tt. A diagnézist kovetéen minden gyermek oralis
koleszterinpdtlasban (150-300 mg/ttkg) részesult, valamint statinterapia is indult, amit 6t
esetben a mellékhatasok miatt felfiggesztettek. Tanulmanyunkba végil a kilenc elérhetd
magyarorszagi betegbdl 8-at sikeriilt bevonni (életkor: 7,65 * 2,23 év), egy gyermek ugyanis

kiilfoldon tartézkodott. A mintavételezés soran 8 egészséges, az SLOS betegek életkorahoz
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igazitott kontroll személyt (életkor: 7,66 + 1,83 év) is bevontunk a tanulmanyba. A betegektdl
és egészséges kontroll személyektSl egyenként 10 ml periférias vért vettlink heparinizalt

Vacutainer csovekbe.
3.1.7 Sejtek toltése koleszterinnel/7-dehidrokoleszterinnel

A frissen izolalt limfocitakat, illetve CHO sejteket kétszer mostuk Hanks oldattal, majd
2x10° sejt/ml  koncentracidban szuszpendaltuk metilalt-B-ciklodextrin/koleszterin-t
(MBCD/CHOL) vagy metilalt-B-ciklodextrin/7-dehidrokoleszterin-t (MBCD/7DHC, CycloLab,
Magyarorszdg) tartalmazé Hanks oldatba (a szovegben és abrdkon feltlintetett
koncentracidértékek minden esetben a komplexek koleszterin, illetve 7DHC tartalmara
utalnak). A sejtszuszpenziét 60 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd kétszer mostuk Hanks
oldatban, végiil az elektrofiziolégiai mérések soran kiils6 oldatként alkalmazott normal Ringer
oldatba vettik fel a sejteket. A kontroll sejtek esetében ciklodextrin szarmazékok nélkdil

inkubdltuk a sejteket.
3.1.8 DC-k migraciojanak vizsgalata

Az IDC-ket 10° sejt/ml mennyiségben felszuszpendaltuk migracids tapfolyadékban (0,5 %
BSA RPMI 1640-ben). A matrigellel bevont transzmigraciés betéteket (6,5 mm atméréju;
porusméret 3 um) a BD Biosciences-t6l szereztiik be. A MIP-1a kemokint (Peprotech) 200
ng/ml-re higitottuk migracios tapfolyadékban, és 600 ul végs6 térfogatban adtuk az alsé
kamrakhoz. 40 uM TTX-et vagy azonos mennyiségl DMSO-t adtunk az alsé és a felsé kamraba.
Amikor spontdn transz-endotélidlis migracids vizsgalatokat végeztiink, az alsé kamraban a
migracids kozeg RPMI 1640-0,5 % BSA volt, kemokinek nélkul. A felsé kamraba 250 pl végsé
térfogatban adtunk IDC-ket, és a kemotaxis vizsgalatokat 24 éran keresztil végeztik 5% CO»
mellett, 37 °C-on. A vizsgalat végén a betéteket kidobtuk, és az alsé kamraba vandorolt
sejteket Osszegydjtottik. A migralt sejtek szamdt polisztirol standard gyongyok (Sigma)

segitségével aramlasi citometridaval szamoltuk.
3.2 Asejtek koleszterin és 7DHC 6sszetételének meghatarozasa
3.2.1 Amplex Red Cholesterol Assay Kit

A hiperkoleszterinémias sejtek koleszterintartalmanak meghatdrozasat az Amplex Red
Cholesterol Assay segitségével végeztiik (ThermoFisher Scientific, Hungary). Az esszé soran a
sejteket el6szor Triton X-100 alapu oldat segitségével lizaltuk (az oldat 6sszetevGi: 50 mM Tris,
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(pH 8,0), 2 mM CaCl,, 80 mM NacCl, 1% Triton X-100), majd a gyarté altal ajanlott protokollnak
megfelel6en a lizatumot és a reagenseket 96 lyukd talcan inkubaltuk. A sejtek lizaldsa soran
felszabaduld koleszterinmolekuldk koleszterin-oxidaz hatasdra bomlanak, a reakcié soran
keletkez6  hidrogén-peroxid pedig az Amplex-Red reagenssel (10-acetil-3,7-
dihidroxiphenoxazin) egy fluoreszcens molekulat (rezorufin) képez. A koleszterinnel
ekvimolaris mennyiségben keletkez6 rezorufint fluorimetrias eljarassal detektaltuk, amibdl
kovetkeztettiink a sejtek 0Osszkoleszterin-koncentracidjara. A mérésekhez Multimode
Microplate Reader-t (BioTek, Winooski, VT) haszndltunk. A mintak koleszterin-
segitségével kalibracids gorbét készitettlink. Annak érdekében, hogy eredményeink a mintak
sejtszamatdl flggetlenek legyenek, a koleszterinkoncentracid meghatdrozasa soran kapott

értékeket a fehérjekoncentraciéval ardnyos, 280 nm-en mérhet6 abszorbanciara normaltuk.
3.2.2 Gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS)

Az SLOS betegekbdl szarmazd vorosvértestek (vvt) CHOL és 7DHC koncentracidjanak
meghatarozasahoz gazkromatografia-tomegspektrometridan (GCMS-QP2010, Shimadzu)
alapulé mddszert alkalmaztunk. A kisérleteket Dr. Péter Madria az SZBK munkatdrsa végezte. A
mintdakhoz belsé standardként 10 pg/mg protein ergoszterol kerult hozzaadasra. A
lipidextrakcid moddositott Folch protokol alapjan tortént. A mintak fehérjetartalmanak
meghatdrozasdhoz BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham) kerlt
felhasznaldsara a gyartd utasitasait kovetve. Az extraktumok elpdrolasa utani maradék
anyagot 25 ul benzénben oldottak, majd 3 pl N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid-ban vették fel és
inkubaltdk szobahémérsékleten 1 éran keresztil. A reakcio sordn keletkez6 trimethylsilyl éter
szarmazékok 1-1 pl-ét injektaltak a kromatografids oszlopokra. Az egyes szterolok azonositasa

koleszterin és 7DHC referenciaoldatok segitségével tortént.
3.3 Molekularis biologia
3.3.1 Plazmid preparadlas, izolalds, mutdciok

A plazmidokat E. coli kompetens sejtek (DH5a, ET12567) segitségével szaporitottuk fel, hdsokk
modszer alkalmazasaval transzformaltuk a sejteket a cirkuldris plazmidokkal. A plazmid DNS

kis mennyiségl tisztitasahoz PureYield Plasmid Miniprep System-et (Promega Corporation,
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USA) haszndltunk, a nagyobb mennyiségl plazmid kinyeréséhez pedig PureYield Plasmid

Maxiprep System-et (Promega Corporation, USA) alkalmaztunk.

A kilonféle csatornak mutacidit an. flanking primer PCR mddszerrel hoztuk létre (egyes
konstruktokat az Eredmények és megbeszélések fejezetben, a megfelel§ résznél kerilnek
emlitésre). A klénozas/mutacio létrehozasanak prokollja réviden az alabbi volt: a PCR soran
felsokszorositott DNS szakaszt 1%-os agardéz gélen megfuttattuk, majd kivagtuk és
kitisztitottuk fenol-extrakcidos médszerrel. Ezutdn mind az inzertet, mind a vektort a megfelel6
restrikcids enzimekkel hasitottuk, majd ismét kitisztitottuk fenol-extrakciés maddszerrel. A
ligdldashoz T4 DNS-ligdzt haszndltunk a standard protokoll szerint (Biocenter Ltd.,
Magyarorszag). Az dsszes konstruktot a Debreceni Egyetem Klinikai Genomikai K6zpontjaban

szekvenaltattuk.
3.3.2 SDS-PAGE elektroforézis és western blot

A fehérje mintdkat SDS gélelektroforézissel méretiik alapjan elvdlasztottuk, ahol 12%-os gélt
hasznaltunk (20 percig 80 V, majd 90 percig 120 V fesziiltséget alkalmazva), majd PVDF
membranra (Millipore, Billerica, MA, USA) transzferaltuk. A membrant sovany tejporral
blokkoltuk (Déczy ABC, Debrecen), majd hozzaadtuk az els6dleges antitesteket: egér anti-
STIM1, anti-FLAG M2, egér anti-SAP97, anti-PSD95, nyul anti-Kv1.3 és nyul/egér anti-aktin.
Ezutdn a membrant mostuk Tween 20-at tartalmazé TBS-ben (TRIS pufferolt séoldat), majd
hozzdadtuk az anti-egér IgG vagy anti-nyul IgG HRP-kapcsolt masodlagos antitesteket (Cell
Signaling Technology, Inc., Beverly, MA). A membranokat 3-szor mostuk TBS-ben és 1-szer
desztillalt vizben, végiil PierceTM ECl reagenst (Thermofisher, Magyarorszag) adtunk hozza és
FluorChem Q Multilmage Ill Western blot képalkotd rendszer (ProteinSimple, USA)
segitségével elShivtuk. A kisérletek sordn 1x10° sejtet haszndltunk minden egyes minta

esetében.
3.3.3 Coomassie-festés és GST affinitas kromatografia

A pGEX-4T-2-Orail/pGEX-4T-2-Kv1.3 N- ill. C termindlissal rendelkezé GST fuzids fehérjéket
(Orail-1-72: els6 72, Orail-1-88: els6é 88; Orail-259-301: utolsé 42 aminosav az Orail
fehérjébdl; Kvl.3-N-term: els6é 184, Kv1.3-C-term: utolsé 94 aminosav a human Kv1.3-badl),
valamint a negativ kontrolként hasznalt pGEX-4T-2-GST (glutation-S-transzferaz) fehérjéket

Escherichia coli (BL21) baktériumban termeltettik. A bakteridlis lizdtumokat 1 mM izopropil-
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béta-D-tiogalaktoziddal (IPTG) indukaltuk 2 6rdn &t szobah6mérsékleten, majd
centrifugdldssal 6sszegy(jtottik, mostuk haromszor 1-szeres PBS-sel. Ezutdan 50 mM Tris-HCI-
t(pH 7,5), 0,1% Tween20-t, 0,2% 2-merkaptoetanolt és protedzgatld koktél lll-at (Calbiochem,
Darmstadt, Németorszdg) tartalmazé lizispufferben szonikaltuk. Ezutdn SDS gélen
megfuttattuk és 1 percig Coomassie-festékkel megfestettiik, majd 16 6ran keresztil mostuk

12% etanolt és 7% ecetsavat tartalmazo oldatban a fehérje termel6dés ellenérzése végett.

A GST affinitas kromatografia soran a korabban letermelt bakterialis fehérjékb6l a pGEX-4T-2-
GST és Orail/Kv1.3 N és C terminalist tartalmazoé GST fehérjét tartalmazé lizdtumokat 1 6raig
GST SpinTrap oszlopokra (GE Healthcare, USA) kotottik ki, 4 °C—on inkubdlva és allanddan
forgatva. A Jurkat sejteket (amelyek az SAP97/PSD95/STIM1 fehérjéket tartalmazzak)
haromszor mostuk 1xPBS-sel, majd lizispufferben szonikdltuk és hozzaadtuk a GST
oszlopokhoz, melyekhez el§z6leg felkotottilk a megfelelé GST konstruktot, majd egy éjszakan
at inkubaltuk 4 °C -on. Masnap a GST SpinTrap oszlopokat mostuk és az oszlopokhoz kot6dott
fehérjéket 10 mM glutationnal eludltuk. Az eluatumokat SDS-PAGE segitségével valasztottuk
szét, és PVDF membranra vittik at. A fehérjék jelenlétét western-blottal igazoltuk specialis

SAP97/PSD95/STIM1-elleni antitest segitségével.

3.3.4 Q-RT-PCR expresszios analizis (DC-k)

A teljes RNS-t Trizol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) izolaltuk a DC-kbdl. A reverz
transzkripciét 37 “C-on 120 percig végeztiik 100 ng teljes RNS-bél a High Capacity cDNA Archive
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével. A Nav1.7, KCa3.1 és MMP12 génekre Q-
RT-PCR-t végeztink (ABI PRISM 7900, Applied Biosystems) 40 ciklusban 94 °C-on 12
masodpercig és 60 °C-on 60 masodpercig Tagman assay-kkel (Applied Biosystems). Minden
PCR-reakciét tiplikatumban végeztiink, egy RT enzimet nem tartalmazé kontrollreakcidval
egyltt. Az 6sszehasonlitd Ct-mddszert hasznaltuk, a 36B4 endogén kontroll gént haszndltuk

kontrolként kvantifikalashoz.
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3.4 Génexpresszid modositas
3.4.1 Transzfekcio

A DNS plazmidok tranziens transzfekcidjat Lipofectamine 2000™ (Life Technologies,
Magyarorszag) segitségével végeztik a gyarté altal megadott protokoll alapjan (CHO/HEK/HEK

tsA-201 sejtvonalak esetében).
3.4.2 Viralis transzdukcio

A Jurkat/CHO-sejtek retroviralis transzdukcidjahoz Nolan laboratérium weboldalardl letéltott

protokollt alkalmaztuk (http://www.stanford.edu/group/nolan/, letoltés datuma: 2010.augusztus).
3.4.3 Retroviralis shRNS-es géncsendesités

A STIM1/SAP97/PSD95/cortactin fehérjék leltését Jurkat/HEK sejtekben a viralis
transzdukcidhoz haszndlt protokoll alapjan (Nolan laboratdérium) Mission shRNS (Sigma-
Aldrich Ltd.) plazmidok segitségével végeztiik. A transzdukcid kontrolljaként pLKO.1-puro
plazmidot (Sigma-Aldrich Ltd.) haszndltunk, ami egy olyan shRNS inzertet tartalmazott, amely
nem kodol egyetlen ismert génrészletet sem. A géncsendesités hatékonysagat western-blottal

ellenériztiik. A géncsendesitett sejteket 3 pg/ml puromycin segitségével szelektaltuk ki.
3.4.4 Géncsendesités siRNS-sel

A T-sejteket Kv1.3 specifikus és scramble siRNS-sel és pmaxGFP plazmiddal kotranszfektaltuk
4D-Nucleofector System segitségével (Lonza Group Ltd.), a gyartd altal megadott protokoll

alapjan. A sejteket 24 érdval a transzfekcié utan hasznaltuk kisérleteinkhez.

A DC-ket hdrom kiilonb6z6 Navl.7 specifikus és kontroll siRNS (Applied Biosystems)
konstrukcié keverékével transzfektaltuk a 3. napon 1 pmol végsé koncentracidban
(GenePulser X Cell elektroporator és 0,4 cm-es kiivettak (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA)). A transzfekcid utdn 2 nappal a Navl.7 mRNS expresszidjanak szintjét Q-RT-PCR
segitségével vizsgaltuk. A transzfektalt sejtek életképességét 7AAD és Annexin V festéssel

(Beckton Dickinson Pharmingen) ellenériztik.
3.4.5 Kv1.3 csendesitése siRNS-et tartalmazo NP-kkel (siRNS-NP) T-sejtekben

3x10° T-sejtet (aktivéltat az elektrofizioldgiai kisérletekhez, nyugalmi allapotut a Ca?*
mérésekhez) T-sejt médiumban 50 ul siRNS-NP-vel kezeltiink, és 24 6ran at inkubaltuk

sejtkultdra inkubatorban (37°C, 5% CO2, parasitva).
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3.5 Elektrofizioldgia
3.5.1 Patch-clamp technika

A mérés el6tt a sejteket (T-sejt, CHO, HEK, HEK tsA-201, Jurkat, D10) normal extracelluldris
oldattal (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl;, 2,5 mM CaCl,, 5,5 mM gliikéz, 10 HEPES, pH:
7,35) mostuk és 35mm atméréjli petrikbe cseppentettiik. Az ionaramokat whole-cell (teljes-
sejt) és/vagy outside-out konfiguracidban mértiik Axopatch 200B erésité (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) és a pClamp nevl szoftver (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
segitségével. A pipettat belsé oldattal (140 mM KF, 11 mM EGTA, 1 mM CaClz, 2 mM MgCly,
and 10 mM HEPES (pH 7,20, ~295 mOsm) toltottik fel. A mérésekhez hasznalt X mM-os
tetraetil-ammaoniumos (TEA) oldat a kovetkezbket tartalmazta: X mM TEA-CI, 145-X mM NaCl,
5mM KCI, 1mM MgCl,, 2,5mM CaCl,, 5,5mM gliikéz, 10mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm). A
peptid toxinok alkalmazasa esetén a kiilsé oldathoz 0.1 mg/ml BSA-t adtunk. A gating-current
(kapuzdsi aram) és single channel (egyedi-csatorna) mérésekhez hasznalt kilsé oldat nem
tartalmazott Na*-ot (145 mM kolin-Cl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM CaCl,, 5,5 mM glikdz,
10 mM HEPES (pH 7,35, 305 mOsm), mivel néhany CHO sejt befelé folyé Na* dramot
expresszalt. A sejteken torténd oldatcserét a gravitacid altal hajtott perfuzids rendszer

segitségével valdsitottuk meg, folyamatos elszivas mellett.

Az dramsl(rliséget a +50mV tesztpotencialon mért csicsaram és a teljes-sejt-kapacitas
hanyadosaval definidltuk (az erGsit6 kompenzacidés dramkorébdl kiolvasva). A gatlas soran
megmaradd dramhanyadot (RF: remaining fraction) a gatlészerrel végzett perfundalas eldtti

és utani csicsaram hanyadosaként adtuk meg.

Az dram aktivacids kinetikajat a Hodgkin-Huxley modell segitségével illesztettiik meg
(I(t)=la x (1—exp(—t/Ta))*+C , ahol Is az aktivaciés dram komponens amplitiddja; 7z az dram
aktivacidés id6allanddja; C: konstans) az dramgorbe emelkedd szakaszara, amelyet 15 ms
hosszu +50mV-ra torténé depolarizacié idézett el6. Egy adott sejt aktivacios id6allanddjat a
harom egymast kovetd, 15 mdsodpercenként megismételt depolarizacido soran kapott
id6allanddk atlagaként hataroztuk meg. P/5 protokollt alkalmaztunk a szivargasi aram
minimalizalasara.

Az inaktivacidos aram kinetikajanak meghatarozasdhoz egyexponencidlis flggvényt

illesztettlink (I(t) = loxexp(-t/Tin)+C, lo: aram amplituddja, 7n: inaktivacids idGallando; C: a
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whole cell (teljes-sejt) dramanak egyensulyi dallapota az impulzus végén) az dramgorbe
csokkend szakaszara, amelyet 2 mdasodperc hosszan, -120mV tartdsi potencidlrél +40mV-ra
depolarizdltunk. Egy adott sejt inaktivaciés id6dallanddjat dgy hataroztuk meg, mint 7

esetében, azzal az eltéréssel, hogy az impulzusokat 60 masodpercenként adtuk a sejtre.

A steady-state (egyensulyi) aktivacio fesziltségfiiggését az alabbiak szerint kaptuk meg. A
sejteket -120mV holding (tartd) potencidlon tartottuk, és depolarizaltuk kilonb6zé
tesztpotencidlokra -70 és +50mV kozott, 10mV-os [épésekben, 30 masodpercenként. A whole-
cell (teljes-sejt) vezet6képességének csucsat (G(V)) az egyes tesztpotencidlokon egy adott V
tesztpotencidl csucsdarama (Ip), és a K* megforditasi potencidl (Er = -85mV) alapjan szamitottuk
ki G(V)=Ip/(V-Er). A G(V) értékeket a maximalis vezet6képességre normaltuk, és a
tesztpotencidl fliggvényében Aabrazoltuk, és az adatpontokra a Boltzmann-fliggvényt
illesztettiik: Gn=1/(1+exp[—(V—V4x)/k], ahol Gy a normalt vezet6képesség, V a tesztpotencial,

Vy a fél-aktivacids fesziltség, és k a fliggvény meredeksége.

A gating (kapuzdsi) aramokat egy nem vezetd Kv1.3 mutans (W384F-Kv1.3) alkalmazasaval
hatdroztuk meg. Fesziiltség-lépés protokollt alkalmaztunk -100mV és + 20 — 100mV kozott,
10mV-os novekedés mellett, ahol mindegyik |épés 50ms-ig tartott. P/5 protokollt
alkalmaztunk a szivargasi dram (az impulzusok ellentétesek voltak a tesztpotencidllal) és a
kapacitds minimalizaldsara. A ,gating charge”-ot (kapuzasi toltést) a kapuzasi dramgorbék

alatti terllet integraldasaval szamoltuk ki.
3.5.2 A DC-k dram és membranpotencial mérése

A DC-k esetén a standard teljes-sejt patch-clamp technikakat hasznaltuk a korabban leirtak
szerint, fesziltség-zar (aram detektalds) vagy aram-zar (membrdnpotencidl mérés)
konfiguracidban. A CD1a* DC-ket fluorokrém-jel6lt anti-CD1a antitesttel festettiik meg a
vizudlis azonositdashoz és a patch-clamp mérésekhez valé kivdlasztashoz Nikon TE2000
fluoreszcens mikroszkop segitségével. A normal extracelluldris oldat (mM-ban): 145 NaCl, 5
KCI, 1 MgCly, 2,5 CaCly, 5,5 gliikéz és 10 HEPES (pH 7,35, 305 mOsm). A Na*-mentes kiils6 oldat
(mM-ban): 145 kolin-Cl, 5 KCI, 1 MgCly, 2,5 CaCl, 5,5 glikdz, 10 HEPES (pH 7,35, 305 mOsm).
A magas K*-tartalmu firdéoldat a kovetkez6kbdl allt (mM-ban): 150 KCI, 1 MgCl,, 2,5 CacCly,
5,5 gliikdz, 10 HEPES (pH 7,35, 305 mOsm). Az IDC-kben végzett Navl.7 mérésekhez hasznalt
pipettaoldat (mM-ban): 140 KF, 5 mM NaCl, 11 K;EGTA, 1 CaCl2, 2 MgCl,, 10 HEPES (pH 7,20,
~295 mOsm). A perforélt-patch Gzemmaddban térténé membranpotencidl méréshez hasznalt
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pipettatolts oldat (mM-ban): 150 KCI, 2 MgCly, 1 CaCl,, 5 HEPES, 10 EGTA (pH 7,2) és 0,3 g/I
Nystatin. Az KCa3.1 dram méréséhez 150 KCl, 5 HEPES, 11 EGTA, 8,7 CaCl, 2 MgCl,, (pH 7,2)

keriilt a pipettaba (a szabad Ca?* koncentracid kb. 1 pM).

A KCa3.1 konduktancia meghatarozdsakor a teljes-sejt dramot feszlltségrampa (-120 mV-
tél +50 mV-ig tartd, 200 ms hosszusagu) protokollal rogzitettiik, és az dram nagysagat -85 mV-
on (l-gs) és -120 mV-on (l-120) meghataroztuk. Mivel a K* megforditasi potencialja korilbeldl -
85 mV (Ex), amelyet a pipetta és a normal kilsé oldat Osszetételéb6l a Nernst-egyenlet
segitségével szamoltunk ki, az dram ezen a fesziiltségen tisztan a szivargdsi aram. Ezzel
szemben a -120 mV-on mért aram az KCa3.1 drambdl és a szivargdsbdl all. Mivel a szivargasi
aram 0 mV-ndl megfordul és linearis az dram-fesziltség osszefliggés, értéke -120 mV-nal az
alabbi képlet segitségével kiszamithato: lieak(@-120mV)=-120/-85xl.g5, és kivonhaté a -120
mV-on mért teljes sejtdrambdl, hogy megkapjuk a tiszta KCa3.1-aramot ezen a fesziltségen
[lkcaz.1(@-120mV)]. Tovabba az KCa3.1-dram nem mutat id6- és feszlltségfliggs aktivaciét (az
aram-fesziiltség kapcsolat linearis), igy a teljes-sejt konduktancia az aldbbi maddon
kiszamithaté a csak KCa3.1-csatornakat kifejezd IDC esetében: G=lkca3.1(@-120mV)/(-120mV-
Exk). A KCa3.1 csatorna vezet6képességét mar korabban meghatdroztak (y=11 pS), igy a

csatornak szama egy sejtben a kévetkez6képpen adhatd meg: N=G/y [233].
3.6 Lipid nanovezikuldak (NP) el&allitas
3.6.1 NP szintetizalas

Kloroformban oldott lipideket L-a-foszfatidil-kolin (PC), 1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfo-
etanolamin-N-[biotinil(polietilén-glikol)-2000] (PE-PEG-biotin) és koleszterin (CH) (Avanti
Polar Lipids Inc. ) 3:1:1 mélaranyban 6sszekevertiik, N, gdzzal megszaritottuk, PBS-sel (pH =
7,4) rehidrataltuk, és 37 °C-os inkubatorban 2 dran at rdzattuk, hogy multilamellaris
vezikuldkat (MLV) készitslink. Szonikalas (Misonix, XL-2000 sorozat) utan a mintat 100 nm-es
szrével extrudaltuk, hogy unilamelldris vezikuldkat (ULV) szintetizaljunk (LIPEX™
Thermobarrel Extruder, Northern Lipids Inc.). A CellVueRed (Molecular Targeting
Technologies Inc.) lipidfestékkel ellatott NP-ket a fent leirtak szerint allitottuk el6, azzal a

kiilonbséggel, hogy a lipidfestéket a N»-vel torténd szaritas elétt adtuk a lipidkeverékhez.
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3.6.2 ULV-k funkcionalizalasa

A biotinilalt antitesteket (egér anti-human IgG és CD45R0, 10 pg/ml, BD Biosciences) el6szor
10 pg/ml Alexa-647 vagy Alexa-488 konjugdlt streptavidinnel (SAV, Life Technologies)
inkubaltuk PBS-ben. Ezutan az antitest-SAV komplexet hozzdadtuk a 100 nm-es ULV-hez, és
szobah6mérsékleten inkubaltuk. A nem kotott antitestet és SAV-t CL-4B oszlopok (GE
Healthcare Life Sciences) segitségével tavolitottuk el. A kés6bbi siRNS-toltéshez hasznalt NP-
ket 2-4 6ran keresztil -80 °C-on lefagyasztottuk, majd 48 6ran keresztil liofilizaltuk (Labconco,

FreeZone 6 Freeze Dryer).
3.6.3 siRNS bezardsa NP-kbe

A liofilizalt CD45RO-NP-ket (kb. 50 ug lipid) 100 ul nukledzmentes vizben rekonstrualtuk,
amely 200-400 pmol, protamin-szulfattal komplexalt (1:5 moldris arany) Kv1.3-siRNS-t (Kv1.3-
NP-k; Santa-Cruz Biotechnology Inc.) vagy scramble Cy3-siRNS-t (Scramble-NP-k Applied

Biosystems) tartalmazott.
3.6.4 Az NP-k méretének meghatdrozasa

Az NP-k atméréjének meghatdrozdsdra dinamikus fényszérds (DLS) és intenzitas-fluktuacié
korrelaciés mddszereket hasznaltunk a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument) segitségével.
Az ULV-ket pdsztazo elektronmikroszkdpidval (SEM, Hitachi SU 8000), pasztdzé transzmisszios
elektronmikroszkoépiaval (STEM) és hidratalt mintak esetében WETSEM-mel tettlk lathatéva.
Roviden, a TEM megfigyeléshez a liofilizalt nanorészecskéket el6szor metanolban
diszpergaltuk, majd lipidoldatot (50 ul) cseppentettiink és Cu-radcsra (TED PELLA, G200HS)
szaritottuk. A mintdkat 30 kV-on STEM-mikroszkdppal vizsgaltuk. A lipid NP-ket hidratalt
allapotban is vizualizaltuk WETSEM TM technolégiaval (EI-Mul Technology, Izrael). A folyékony
membrant (QX 102 kapszula) el6sz6r poli-L-lizinnel vontuk be, majd a szuszpendalt NP-oldatot

(15 ul) a membranra rogzitettik, és a lipidvezikuldkat SEM segitségével 25 kV-on vizualizaltuk.
3.7 Intracelluldris Ca?*-szint mérés
3.7.1 Aramlasi citometrids médszer

A Ca%* mérése a Baba és munkatarsai altal leirt Un. ,,Ca?* add-back” mddszeren alapult [234].
Réviden, 1x10® CD3* sejtet 1000-szeres higitdsban Indo-1-AM (2 mg/ml) racidémetrikus
festékkel 0,015% Pluronic-127 jelenlétében (Life Technologies, Carlsbad, CA), 1 mM CaCly-t, 1
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mM MgCly-t és 1% FCS-t tartalmazé Hank's oldatban 30 percig 37 °C-on toltottiik, majd
haromszor mostuk 10 mM HEPES-sel (pH 7,0) és 1% FCS-sel kiegészitett Hank's oldatban. A
mérések el6tt a sejteket a fent emlitett HEPES-es Hank's, 0,5 mM EGTA-val (pH 7,4)
kiegészitett kalcium-depletalt (kb. 0 mM Ca?*) oldatban felszuszpendaltuk. A mintdkat 37°C-
on tartottuk a mérés kezdetéig. A T-sejtekben az Indo-1 fluoreszcencia aranydat (amely a
[Ca?*]i-t jelzi) dramlasi citometridval mértik LSRII aramldsi citométeren (Beckton Dickinson).
Gerjesztés: 355 nm, 20 mW UV lézer, emisszié: 530/30-as savsziirével a Ca?*-ot nem kotétt
Indo-1, valamint 405/20-as sdvszlrével a Ca?*-hoz kotott Indo-1 intenzitds detektaltuk. Az
Indo-1 fluoreszcencia aranyanak valtozasait a Tm sejtekben SAV-Alexa488-cal jeldlt CD45RO-
NP-ken torténd kapuzdassal hatdroztuk meg. A kovetkezd protokollt alkalmaztuk: a sejtekhez
0 mM Ca?*-os oldatban 1évd thapsigargint (TG, 1uM) adtunk, majd 2 mM Ca?*-tartalmu oldatot
adtunk a sejtekhez. Ez a protokoll lehetévé teszi a Ca®* bedramlds mérését, amely kizardlag a
CRAC csatorndkon keresztul torténik. A sejtek TG-vel valé kezelése az intracelluldris Ca®*
raktarak kilirtiléséhez és a CRAC-csatorndk megnyitasahoz sziikséges jelatviteli lépések
aktivaldsahoz vezet [10]. A Ca?* bedramlast a nyitott CRAC csatorndkon keresztiil ezutdn az
extracelluldris Ca?* koncentrdcid ([Ca?']exx) emelkedése indukdlja. A mintdkat 300
esemény/masodperc sebességgel rogzitettiik "alacsony" aramlasi sebességgel. Az elemzését

a Flow-Jo szoftver (Tree Star Inc., USA) segitségével végeztiik.

A gorbe alatti teriiletet (AUC) a Ca?*-gérbe azon szakaszéra szdmoltuk ki, amikor a sejteket TG
hozzdadasa utan 2 mM Ca2+ -oldatban tartottuk; ez becslést ad a sejtbe térténd atlagos Ca®*
-bedramlasrél. A Ca?* amplitiddkat (ACa%*) az Indo-1 csucsintenzitds-ardnyaként adtuk meg 2
mM Ca?* hozzdadasakor, korrigalva a TG hozzdaddsa el6tti 0 mM Ca?* -nal mért atlagos Indo-

1-arannyal (az alapjelet kivontuk a csucsértékbdl).
3.7.2  Mikroszkdpos intracellularis Ca?* mérés

Az Orail-et kifejezd, kilonbo6z6 Jurkat T-sejteket poly-L-lizinnel bevont (ivegalju petrikbe
helyeztik szintelen RPMI médiummal egyitt, majd 1 uM FURA-2 acetoxi-metilészterrel
(Thermo Fisher Scientific Inc.) megtoltottik és inkubaltuk 25 percig, 37°C-on, 5%-os CO3

tartalom mellett.

A sejteket 2mM Ca?*-ot tartalmazé oldattal mostuk (143,3 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 10 mM
HEPES, 5,5 mM gliikdz, 2 mM CaCl, 1 mM MgCly) és az inverz fluoreszcens mikroszkép 35-37
°C-ra f(itétt mintatartéjaba helyeztiik. A sejteket 2mM-os Ca?* oldattal, majd OmM-os Ca2+
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oldattal (143.3 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 10 mM Hepes, 5.5 mM gliikéz, 1 mM MgCl,, 0.1mM
EGTA) perfundaltuk. Ezutan 1 uM thapsigargin-t (TG) (Thermo Fisher Scientific Inc.) tartalmazé
0 mM-os Ca?* oldatot adtunk a sejtekhez az endoplazmatikus retikulum (ER) Ca?* raktarainak
kitritésére. A Ca?* visszaaddsa soran, az 1 pM thapsigargin-t (TG) tartalmazé 2mM-os Ca®*

oldattal valé perfundalassal aktivaltuk a Ca?* bedramlasat a SOCE-n keresztiil.

A mérésekhez NIKON ECLIPSE Ts2R mikroszképot haszndltunk, amelyet VisiChrome High
Speed Polychromator-ral (Visitron Systems GmbH) kombindltunk. A FURA-2 festék
excitacidjahoz és emisszidjahoz 340 és 380 nm gerjesztési szlir6ket ill. 510 nm-es emisszids
sz(ir6t hasznaltunk. A képeket PCO Edge 4.2 sCMOS kameraval rogzitettik 10
masodpercenként. A képek kiértékelését VisiView® Imaging szoftver (Visitron Systems GmbH)
segitségével végeztiik. A kiértékelés soran csak az mGFP-t expresszald sejteket vettik

figyelembe.
3.7.3 Intracelluldris Ca%* valasz mérése az immunoldgiai szinapszisban

Az Orail vad tipusu csatornat (mGFP-Orail-Full), az N-terminadlis deléciés csatornat (mGFP-
Orail-A72), a kontroll shRNS-sel transzfektalt (mGFP-Orail-Full-PURQO), illetve a SAP97
fehérjét nem tartalmazé (mGFP-Orail-Full-SAP97-KD) és az Orail vadtipusu csatornat stabilan
expresszald Jurkat sejteket poly-L-lizinnel bevont (vegalju petrikbe helyeztik. Ezutdn 1 pM
FURA-2 acetoxi-metil-észterrel (Thermo Fisher Scientific Inc.) téltottik meg, majd 25 percig,
37°C-on inkubaltuk &ket fenol-red mentes RPMI médiumban (10% FBS, 2 mM L-glutamin,
1 mM Na-piruvat, 200 egységnyi penicillin/sztreptomicin). A sejteket ezutan fenol-red mentes
RPMI médiummal mostuk és a fluoreszcens mikroszkdpba helyeztiik a mérés megkezdésekor.
A kalcium mérését a mar kordbban leirtak szerint, 37 °C-on hajtottuk végre. A szinapszis
képzéshez CD3-CD28 gyongyoket (DynabeadsTM Human T activator, Thermo Fisher Scientific
Inc.) pipettaztunk a sejtekhez, majd a gyongyokkel valé kapcsolddastdl szamitott 90 percen

keresztil rogzitettik a sejtek kalcium valaszat.

A kalcium valaszok kiértékelése soran hattérkorrekciét végeztiink minden egyes sejtnél, majd
meghataroztuk a kalcium oszcillacidk (csucsok) szamat a 90 perces periddus alatt. A mérés
soran azokat a csucsokat vettiik figyelembe, amelyek nagyobbak voltak a kalcium jel alapvonal
(a gyongyok hozzdadasa el6tt) atlagdnak és 2-szeres SD-jének (atlag+2xSD) Gsszegénél,

valamint a csucsok eld6tt és utan lévé pontok magassaga kisebb volt, mint a cstcs(pont)
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magassaga. Méréseinket 3 kilonb6z8 napon végeztik. Csak a mGFP pozitiv, ,gyonggyel

aktivalt” (CD3-CD28 gyongyhoz kapcsolddott) sejteket vettiik figyelembe.
3.8 Immunoldgiai szinapszis létrehozasa
3.8.1 Kvl.3 csatorna IS-beli médositdsa D10 sejtben

Az egér D10 TH2 sejtvonalat, mely a tojasfehérje conalbumin antigénre specifikus,
antigénfelismer6 sejtként, mig a CH12-LX B sejteket antigénprezentalé sejtként hasznaltuk. A
CH12-LX sejteket egy éjszakan at 500 pg/ml conalbuminnal kezeltik. Mind a CH12-LX, mind a
D10 sejteket Click’s médiummal mostuk, majd a sejtkoncentraciot 1x10° sejt/ml-re allitottuk
be. AT és B sejteket 1:1 ardnyban kevertiik, 5x10° T és 5x10° B sejtet 1 percig, 37 °C-on, 200
g-n centrifugaltuk. Az elektrofiziolégiai mérésekhez a pelletet normal extracellularis
oldatban/médiumban szuszpendaltuk fel, majd 5 perc 37 °C-on torténd inkubalas utan 35 mm-
es Petri csészékbe pipettaztuk. A D10 sejtek és egyben a szinapszis azonositasa a PKC-0 GFP
fluoreszcens jele alapjan tortént, amely egyediilalld sejtben egész sejtre kiterjedd diffuz jelet
adott, mig szinapszisban |év§ sejtben az antigén bemutatd sejttel valé kontaktrégidba
rendez6dott at. A B-sejteket a szinapszis létrehozasa el6tt Cell Tracker Red™
membranpermedbilis fluoreszcens reagenssel (ThermoFisher Scientific, Hungary) jeloltik

meg, a kdnnyebb megkilonbdztetés céljabal.
3.8.2 Kvl.3 csatorna IS-beli berendez6désének molekularis hattere

A Jurkat T-sejtvonal specifikus a Staphylococcus enterotoxin E-re (SEE, Toxin Technologies,
Sarasota, FL, USA). APC-ként a Raji B-sejtes limfdma sejteket hasznaltuk. A Raji sejteket 10
ug/ml Staphylococcus enterotoxin E-vel (SEE, szuperantigén) ,aktivaltuk” 30 percig. A
sejtkonjugdtumokat a Jurkat sejtek és a Raji sejtek 1:1 aranyu Osszekeverésével és 37°C-on
200g-n torténd 1 perces centrifugdlasaval képeztiik. A keverékeket poli-L-lizinnel bevont
fed6lapokra cseppentettiik, és 1, 5, 10, 20 vagy 30 percig 37°C-on, 5%CO; és 95% levegével
parasitott légkorben inkubaltuk, majd jégre tettiik a jel6léshez. A sejteket egyszer 1 x TBS-sel
mostuk, majd 2%-os paraformaldehiddel fixaltuk 1 x TBS-ben 10 percig. Az egyes lépések
kozott a sejteket haromszor oblitettik 1 x TBS-szel. A sejteket els6édleges CD3 antitesttel
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), majd a megfelel6 masodlagos antitesttel (Alexa

Fluor 647, GAMIG, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) jeloltik. Mindkét antitestet 1%
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BSA-t tartalmazd TBS-ben higitottuk, és 30 percig inkubdltuk a sejtekkel. A fed6lemezeket

ledblitettiik és Mowiol Antifade-ben rogzitettik.
3.8.3 Orail IS-beli feldtsulasa, Kvl.3-cortactin kihorgonyzasa

A kilonféle Kv1.3-t, Orail-t expresszadlé Jurkat sejtekhez CD3-CD28 gyongyodket adtunk
(Dynabeads™ Human T-Activator CD3/CD28, Thermofisher, Magyarorszag), hogy
immunoldgiai szinapszist hozzunk létre, majd 200g-n 6sszecentrifugaltuk 1 percig, 37 °C-on

[84, 95, 96].

Ezutan a sejt-gyongy parokat poly-L-lizinnel bevont lemezekre cseppentettiik és 1, 5, 15, 30
illetve 60 percig inkubdltuk 37 °C-on, 5 %-os CO2 tartalom mellett. Az inkubacié utan a
lemezeket jégre tettiik és acetonnal fixaltuk 1 percig. Ezt kovet6en 1% BSA-t tartalmazd 1x
TBS-sel (25 mM Tris—HCI, pH7.5, 150 mM NaCl) mostuk a sejteket, majd Alexa-546-falloidinnel
(Thermo Fisher Scientific Inc.) jeloltik meg, melyet az IS létrejottének indikatoraként
alkalmaztunk. A falloidint 10% BSA-t tartalmazd, 1 x TBS-ben adtuk a sejtekhez, és 20 percig
szobah6&mérsékleten inkubdltuk vele a sejteket. Végiil a lemezeket Fluoromount G-vel

(eBioScience, USA) fedtik be.
3.9 Konfokalis mikroszkopia, képkiértékelés, FRAP, PLA

3.9.1 Konfokalis mikroszkdpok

A konfokalis képeket Zeiss LSM 510 és 710, NIKON Ti2, Olympus FV-1000 mikroszkdpokkal
rogzitettiik. He-Ne lézert (633 és 543 nm vonalak), argon lézert (488 nm vonal) a fluoreszcens
festétekek (Alexa-488/546/647) valamint a fluoreszcens fehérjék (mGFP/EGFP/mCherry)

gerjesztéséhez. A szeletek vastagsagat kb. 1 — 1,5 um-re allitottuk be.
3.9.2 Kvil.3-cortactin kihorgonyzasa: FRAP mérések

A transzfektdlt HEK-293 sejteket kollagénnel és poli-L-lizinnel bevont liveg fed6lemezekre
pipettaztuk, és a FRAP-kisérletek elvégzése el6tt 37 °C-on legaldbb 1 6ran at fenolvoros nélkiili
DMEM-ben inkubaltuk. A sejteket a FRAP-mérések sordn is fenolvords nélkili DMEM-ben
tartottuk. A sejtfed6lemezek egy részét a FRAP-mérések el6tt 50 percen keresztiil 37 °C-on az
aktin-polimerizaciét kivalto jasplakinolidot (Calbiochem) tartalmazé oldattal (2 uM DMEM-
ben; DMSO 1:1000 higitasban a kontroll sejtekben) elGinkubdltuk. A FRAP-kisérleteket Zeiss

LSM 510 Meta konfokalis mikroszkdpon végeztik 40x vizimerzids objektivvel (NA: 1,2),
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szobahdmérsékleten. A pinhole méretet 0,8-0,86 um kozé allitottuk be (a szeletvastagsag kb.
1 um volt). A mérések sordan az EGFP-jel6lt Kv1.3 csatornakat 488 nm-es Argon lézerrel
gerjesztettiik, amelyet egy 505-535 nm-es EGFP-sz(ir6n keresztll 1%-os teljesitményen
engedtiink at a ,photobleaching” el6tti és utani mérésekhez. A photobleachinget csak a
sejtmembran mentén egy régiéra (ROI) korlatoztuk, és az Argon-lézerrel (488 nm) 100%-0s
teljesitményen keresztiil végeztilk el a ROI-n beliil. A FRAP-kisérletek soran a konfokalis
képeket 15 mdsodpercenként 512x512-es felbontassal és 3x-os zoommal készitettiik,
Osszesen 60 felvételt rogzitettlink. A hattér-fluoreszcenciat kivontuk az egyes képek
»photobleachelt” ROI-jan mért atlagos fluoreszcens intenzitasbdl, majd a photobleach-elés
el6tti intenzitdshoz normalizdltuk. Ezeket a normalizdlt értékeket haszndltuk a végsé
elemzéshez. A mobilis frakcidt (M) a kovetkezé médszerrel hataroztuk meg

_Foo_FO
S F—-F

i 0

M (1)
ahol F— a fluoreszcencia intenzitas a FRAP-kisérletek végén, Fo a kdzvetlenil a fehérités utani

fluoreszcencia-intenzitds, Fi pedig a bleaching el6tti fluoreszcencia intenzitas.
3.9.3 Kv1l.3 csatorna IS-beli berendezédésének kvantifikacidja

A Kv1.3 csatorndk felhalmozdddsdnak szamszer(sitésére az I1S-ben (a CD3 polarizacié alapjan
a T-sejt és a B-sejt kontaktteriiletén) a kovetkez6 kifejezést haszndltuk (felhalmozédasi arany,
AR):

([IS — Ly ) " AREA
(loutside — IBG) ) AREA()utside — (Iinside —

AREA,
— AREA,

inside

IBG) ) AREAinside

AR =

AREA

outside

ahol lis, loutside, linside €5 lag (Kv1.3 csatornak) atlagos fluoreszcens intenzitasa az I1S-ben, a sejten
kival (beleértve a membrant és az intracelluldris régiot), a sejten beliil (csak az intracellularis
régidban), illetve a kép sejtmentes teriiletén detektdlt hattérintenzitds. AREA; a leirt részek
terlletét jeloli. A ROI-kat mindig az extracellularis CD3 jel6lés alapjan valasztottuk ki, hogy az
esetleges intracellularis mGFP-Kv1.3 jeleket elhanyagolhassuk (12. dbra). Az elemzéshez
MacBiophotonics Imagel szoftvert hasznaltunk. Egy sejtet akkor tekintettiink Kv1.3-

polarizaltnak, ha az AR értéke nagyobb volt, mint 1,5.
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3.9.4 Az Orail IS-beli berendez6désének meghatarozdsa

T,:sice: Mean intensity in the whole cell
T.cic.: Mean intensity in the cytosol of cell
AREAmembr'ane: AREAoutside -AREAinside

Iz;: mean background intensity

12. dbra A Kv1.3 csatorna IS-beli feldtsulasanak analizise

A konfokalis képek kiértékeléséhez az Imagel szoftvert hasznaltuk: az A546-falloidinnal jelolt
F-aktin szinapszisbeli polarizacidja alapjan (amely kijeldli a szinapszis helyét) azonos nagysagu
négyzeteket rajzoltunk ROI-ként a szinapszisban, a szinapszison kivil (beleértve a membrant
és az intracelluldris régidkat) és egy sejtmentes teriileten hattérként (13. dbra). Majd ezeket
a meghatarozott helyzetld ROI-kat hasznaltuk az mGFP fluoreszcens csatorna esetében az

MGFP-Orail felhalmozédasanak meghatarozasara.

A546-falloidin mGFP-Orai1 Vilagos latétér

7 s

13. abra. Az Orail csatorna IS-ben torténd felhalmozddasanak analizise.A szinapszisban
tartdézkodas kinetikdjat ugy hataroztuk meg, hogy konfokalis képeket készitettlink azon
Jurkat sejtekrél, melyek a kiilonb6zd Orail konstruktokat fejezték ki. A) Az IS-1étrejottének
indikatorként Alexa546-falloidin festést alkalmaztunk (piros), hogy kivdlasszuk a
szinapszisban felhalmozddast mutaté B) mGFP-Orail csatornakat (z6ld). C) A vilagos latotér
felvételt a sejt-gydngy pozicidk, illetve a hattér meghatarozasahoz hasznaltuk. A gyéngyoket
csillaggal jel6ltiik. Az Imagel szoftver segitségével azonos méretli négyzeteket (sarga)
rajzoltunk minden képre, azonos helyre a 1) szinapszisban, a 2) szinapszison kivil a sejtre és
a 3) hattérre. A skala 10um hosszu.

Az akkumulaciot a kovetkez6 egyenlettel hataroztuk meg:
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Atlagos Orail intenzitas IS-ben - Atlagos hattérintenzitas

~ Atlagos Orail intenzitds az IS-en kiviil - Atlagos hattérintenzitas

ahol egy sejtet akkor tekintettiink Orail-polarizaltnak, ha az akkumulaciés aranya (AA) 1,5-nél

magasabb volt.
3.10 Immunfluoreszencia
3.10.1 Jelolés daramlasi citometrids méréshez

A kilonboz6 sejteket fluoreszcens festékkel konjugalt specifikus és izotipusos kontroll
antitestekkel jeloltik 10% FCS/BSA-PBS-ben 30 percig, jégen a gyartd altal megadott
koncentracidban és protokollt haszndlva. A sejteket él6, illetve fixalt formaban (1-2 % PFA-val

fixaltuk) is jeloltuk.
3.10.2 Jel6lés mikroszkdpos méréshez

A sejteket (T-sejt, Jurkat sejtvonalak, CHO, HEK stb.) poli-L-lizin bevonatu lveg fed6lemezre
cseppentettik, és 1-4 %-os (para)formaldehiddel fixaltuk (sejttdl figgs), permeabilizalashoz
0.1 % Triton X-100-at, acetont vagy methanolt hasznaltunk. A nemspecifikus kot6dés
csOkkentése miatt 10%-os FCS/BSA-at tartalmazd oldattal blokkoltunk. A direkt jelolésnél
illetve indirekt jelolésnél az els6dleges antitestet 10 % FCS/BSA-PBS/TBS oldatban adtuk a
sejtekhez, inkubacids id6 30 min-tSl 12 6raig terjedt, jelolendé fehérje tipusatol figgben. A
masodlagos antitestet 1% FSC/BSA-PBS/TBS-ben adtuk a sejtekhez, inkubacids id6é 60 min. A

fed6lemezeket Mowiol/Fluoromount G (eBioScience) segitségével rogzitettik a targylemezre.
3.10.3 CFSE proliferacios esszé

A T-limfocitdk proliferacidjanak vizsgdlatadhoz a Lyons és mtsai. altal kidolgozott CFSE-higulasi
esszé munkacsoportunk altal moddositott valtozatat hasznaltuk [235]. Az esszé soran
membran-permeabilis, nem  fluoreszcens  CFDA-SE  (karboxifluoreszcein-diacetat-
szukcinimidil-észter) oldattal toltottik a sejteket. A citoplazmaba diffundalé CFDA-SE
molekuldkrél intracellularis észterazok hasitjdk le a két acetdt csoportot, kialakitva a
fluoreszcens és nem membranpermedbilis CFSE molekuldt. A CFSE intracellularis fehérjék
aminocsoportjaihoz kapcsolddva stabil festék-fehérje konglomeratumokat képez. A lassan
metabolizalédo citoszkeletdlis fehérjékhez vald kapcsolddas okozza a CFSE-festés hosszu
életidejét. A T-limfocitdk mitotikus osztdédasa soran az utddsejtek CFSE koncentracidja a

kiindulasi érték felére csokken, igy dramlasi citométeren jol megfigyelhetéek az egyes
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osztddasi ciklusokon datment T-limfocitak egyes populacidihoz tartozé fluoreszcenciacsucsok.
A periférids vérbdl frissen szeparalt mononuklearis sejtekhez 1 uM-os végkoncentracidban
adtuk a CFSE-t, majd a sejtszuszpenzidt 15 percig szobahémérsékleten és 20 percig 37 °C-on
inkubaltuk. Tekintve, hogy a CFSE fényérzékeny anyag, a sejteket az aramlasi citométeres
mérésekig (lasd lentebb) fényt6l védve kezeltik és taroltuk. A limfocitdk szelektiv
aktivaciojahoz 500ng/ml anti-CD3 és 1 pg/ml anti-CD28 szolubilis antitesteket hasznaltunk,
mely hatasdra a sejtek atlagosan naponta-kétnaponta osztodtak. A CFSE-vel jelolt sejtek
proliferacidjat a stimulacidt kovetd o6todik napon vizsgaltuk FACScan tipusu citométer
segitségével. Az FSC és SSC értékek alapjan kaput illesztettlink a limfocitakra, majd a kapu altal
hatdrolt populaciénak vizsgaltuk meg a CFSE fluoreszcencia-hisztogrammjat. A proliferacié
mértékét az osztddasok soran létrejott utddsejtek és az 6sszes sejt szamanak hanyadosaként
definialt osztédasi indexszel (Ol) jellemeztiik, az alabbi képlet segitségével:

n n

(§) )
k=1 k=0

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

3.10.4 NFAT nuklearis transzlokacio vizsgalata

Az siRNS-t tartalmaz6 NP-kkel kezelt 6 x 10° aktivélt T-sejtet 1%-os paraformaldehid-oldatban
(Affymetrix) fixaltuk, majd 0,1% Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) tartalmazé PBS-ben
permeabilizaltuk. Az NFAT festését Alexa Fluor 488 anti-NFATc1 antitesttel (Biolegend, USA)
végeztik a gyartd protokollja szerint. A sejtmagokat DAPI-val (100 nM, Life Technologies)
festettilk meg. A mintdkat ImageStream X dramlasi citométerrel (Amnis Corporation, Seattle
WA\) vizsgaltuk, és a képeket az IDEAS szoftverrel (Amnis Corporation, Seattle WA) elemeztiik.
Csak az NP pozitiv sejtek képeit rogzitettiik. Ebbdl a populacidbdl kivalasztasra keriiltek az
NFAT és a DAPI jelek szempontjabdl kett6s pozitivnak mutatkozd, egyedi sejtek, és az NFAT
nuklearis lokalizacidjat hasonldsagi pontszamként szamszerdsitettilk, amely a kivalasztott

egyedi sejtekben a DAPI és az NFAT csatorndk pixeleinek korrelaciojat jelenti.
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3.10.5 Aramlasi citometria

A sejtek aramlasi citometrids méréséhez Novocyte aramlasi citométert (ACEA Biosciences, San
Diego, CA, USA), LSR Il, FACScan citométert (BD Biosciences, USA) haszndltunk, ha azt masképp

nem tlntettuk fel.
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4.  Eredmeények és megbeszélésik

4.1 Asejtmembran szterol (7-dehidrokoleszterin, koleszterin) tartalmanak hatdsa a T-

e s

4.1.1 Hiperkoleszterinémias betegek T-sejt aktivacidja és Kv1.3 csatorna muikodésének
komparativ vizsgalata

4.1.1.1  Alimfocita koleszterintartalom meghatdrozdsa hiperkoleszterinémidban

Korabbiirodalmi adatok alapjan ismert, hogy hiperkoleszterinémia (HC) esetén megemelkedik
a T-sejtek koleszterintartalma [226]. Feltételezésiink szerint az emelkedett
koleszterintartalom esetén a membran koleszterintartalom is emelkedik, ami mddosithatja a
transzmembrdn fehérjék, igy az ioncsatornak mdkodését is. A korabbi eredmények
megerdsitése érdekében elsd Iépésként 6sszehasonlitottuk az egészséges donorokbdl, illetve
hiperkoleszterinémias betegekb6l szarmazé limfocitdk koleszterintartalmat. Pozitiv
kontrollként normokoleszterinémias sejteket toltottiink 1,5 mg/ml (215 uM) MBCD/CHOL
segitségével. A koleszterintartalom meghatarozdsahoz az Amplex-Red esszét haszndltunk. A
koleszterin koncentracié meghatdrozasa soran kapott értékeket a 280 nm-en mérhet6
abszorbanciara normaltuk. Ezen a hulldamhosszon mért abszorbancia aranyos a mintdban
talalhato fehérje (és a sejtek) mennyiségével, amilehet6vé teszi, hogy a normalds utani mérési
eredmények a sejtszamtdl fuggetlenek legyenek. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a
hiperkoleszterinémias betegekbdl izolalt sejtek koleszterin koncentracidja szignifikansan
magasabb, mint a kontroll sejteké (kontroll: 0,66 + 0,01 pg/ml, n=3, HC II. csoport: 0,91 + 0,07
ug/ml, n=3, p=0,007). Azonban a 1,5mg/ml MBCD/CHOL toltés a limfocitak koleszterin
koncentracidjat nemcsak a kontroll, de a Il. csoport hiperkoleszterinémias sejtjeihez képest is
magasabb értékre emeli (1,5 mg/ml MBCD/CHOL: 1,53 + 0,03 pg/ml, n=3, mindkét esetben p
<0,001; 14. abra)
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14. dbra Hiperkoleszterinémiaban a limfocitak koleszterintartalma emelkedett. A kontroll, HC II.

csoport és a 215 uM MBCD/CHOL-lal t6lt6tt limfocitak koleszterintartalmat Amplex Red koleszterin
esszé segitségével hataroztuk meg. A szignifikans eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli.

4.1.1.2 A Kvl.3 expressziojdnak vizsgdlata hiperkoleszterinémia esetén

Korabbi eredményeink szerint a limfocitak koleszterinnel torténé toltése lecsdkkenti, a
koleszterin membranbdl vald kivonasa noveli a Kvl.3 expresszidjat [236]. Ezek alapjan
feltételeztilk, hogy a megemelkedett koleszterintartalommal jellemezheté HC sejtek Kv1.3
expresszidja alacsonyabb, mint a kontroll sejteké. A Kv1.3 ioncsatorna expresszidjat kozvetett
médon, az drams(rliség meghatdrozasaval jellemeztliik. Az aramsdrliséget a teljes—sejt
kapacitds és a +50mV-os depolarizdlé impulzus soran mért cslicsaram hdanyadosaként
definidltuk. A teljes-sejt kapacitas aranyos a sejtmembran fellletével, a csicsaram pedig a
funkcionalis csatorndk szamaval. A hanyados jél kozeliti az egységnyi fellletre jutd
csatornaszdmot, a funkciondlis  csatornaexpressziét. Eredményeink szerint a
hiperkoleszterinémias allapot nem vdéltoztatta meg szignifikdnsan a +50mV-on mért
csucsaramot. Ehhez hasonldan a sejtek kapacitdsa sem valtozott meg, melybdl kovetkezik,
hogy az daramslr(iség esetén sem talaltunk szignifikans eltérést. A két betegcsoport kozott

szintén nem volt eltérés (1. tablazat).

4.1.1.3 A Kvl.3ioncsatorna kapuzdsdt jellemzé kinetikai paraméterek meghatdrozdsa
hiperkoleszterinémia esetén

Egészséges donorokbdl izolalt limfocitak MBCD/CHOL komplexszel térténé toltése lassitotta a
Kv1.3 ioncsatorna aktivacids és inaktivacids kinetikdjat [236]. Kisérleteinkben azt vizsgdltuk,

hogy a hiperkoleszterinémia az in vitro kisérletekhez hasonléan befolyasolja-e a Kv1.3
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ioncsatornak mikodését. A Kvl.3 ioncsatorna aktivacios kinetikdjanak vizsgalatahoz révid. 15
ms hosszUsdgu depolarizdciélé impulzust alkalmaztunk. A gyorsan aktivalédé Kv1.3
ioncsatorndk aramgorbéit a Hodgkin-Huxley szerinti modellel illesztve meghatdroztuk az
aktivacids kinetikat jellemz6 aktivacids id6allandét. Az aktivacids idéallandé a HC Il. csoport
esetén statisztikailag szignifikdns csokkenést mutatott, mig az |. csoport esetén nem volt
szignifikdnsnak tekintett eltérés a kontrollhoz képest (15. abra, 1. tablazat). A két

betegcsoport kdzott nem volt szignifikans eltérés (p=0,859).

A Kv1.3-ra jellemzd6 C-tipusu inaktivacio vizsgalatdhoz két mdasodperc hosszu depolarizaciot
alkalmaztunk. Az inaktivalédo aramgorbék leszallé szarat exponencialis figgvénnyel illesztve
meghatdroztuk az inaktivacids idSallanddt (ti). Az inaktivacids kinetika nem mutatott eltérést
a kontroll és a hiperkoleszterinémias betegekbdl izoldlt limfocitdk esetén (1. tablazat, 15.
abra). A mérsékelt és a jelentGsen emelkedett koleszterinnel jellemzett betegcsoportok kdzott

szintén nem volt eltérés.

kontroll HC l.csoport p HC Il. csoport p
Imax(PA) 642,1%44 (n=51) | 631,948 (n=57) | 0,87 [ 620,2+37,4 (n=42) | 0,74
Cn (PF) 1,68+0,17(n=51) | 1,67+0,12(n=57) | 0,96 1,54+0,09(n=42) | 0,48
Javiz(PA/PF) | 499+65,4 (n=51) | 450,7x41(n=57) 0,49 |478,1+456 (n=42) | 0,78
T2 (Ms) 0,81+0,03 (n=51) | 0,731+0,03(n=57) | 0,07 | 0,724+0,02 (n=42) | 0,02*
i (ms) 243.8+8 (n=41) | 229,3+6,9(n=48) | 0,17 234,948 2(n=35) | 0,43
V 12 (mV) -24,940,9 (n=26) | -26,5%1(n=38) 0,25 -26,1+1(n=27) (0,43
k 10,8+0,4(n=26) 10,4£0,2(n=38) 0,32 10%0,3(n=27) 0,07

1. tablazat A Kv1.3 expresszidjat és kapuzasat jellemzé paraméterek dsszehasonlitasa
egészséges (kontroll), mérsékelten (HC I. csoport) és jelent6sen emelkedett (HC II.
csoport) plazma koleszterinnel rendelkezé személyekbdl izolalt limfocitak esetén. A
tablazatban az atlag £ SEM értékeket tiintettik fel. Imax: +50mV-on mért csucsaram, Cm:
teljes-sejt kapacitas, Jkv1.3: Kv1.3 dramsdirlség, ta: aktivacids id6allandd, ti: inaktivacios
idGallandd, Vi/;: félaktivaciosfesziiltség, k: egyensulyi aktivacio meredekség, n= sejtszam,
* jeloli a statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltérést
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15. adbra A hiperkoleszterinémia hatdsa a Kv1.3 kapuzasanak kinetikai
paramétereire. Az A abran egy kontroll és egy HC Il. csoportbdl szarmazé sejt
aktivaciéjanak vizsgalata soran kapott aramgorbéje lathatd. Az aramgorbéket a
Hodgkin és Huxley &ltal kidolgozott in. n*-es modell szerint illesztettik (szaggatott
vonal), majd az aktivacios kinetikat. az aktivacids id6allanddval (ta) jellemeztiik. Az
inaktivacidos kinetika jellemzéséhez (szaggatott vonallal) egy-exponencidlis
fuggvénnyel illesztettlik az dramgorbék leszalld agat és meghataroztuk az
inaktivacios iddallandét (ti). (B,D) Az oszlopdiagramokon az aktivacios és
inaktivacids id6allanddk atlag + SEM értékeit tlintettik fel, * jeldli a szignifikans
eltérést (p<0,05).

4.1.1.4 Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfiiggése

A kinetikai paramétereket kdvet6en megvizsgaltuk a megndétt koleszterinszint hatasat a Kv1.3
csatorna egyensulyi aktivacidjara. Korabbi in vitro kisérleteinkben az aramslir(iség és a
kinetikai paraméterek mellett az egyensulyi aktivacio is megvaltozott, a kontroll limfocitak

félaktivacios fesziltsége jobbra tolédott koleszterintoltés hatdsara [236]. A HC sejtek
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egyensulyi aktivaciojat két paraméterrel jellemeztiik: a félaktivacids fesziltséggel (mely
megadja azt a membranpotencidl értéket, ahol a csatorndk fele nyitott allapotban van) és az
egyensulyi aktivaci6 meredekségével. Ezen paraméterek a normdlt konduktancia-
tesztfeszlltség flggvény illesztésébdl kdzvetlenll meghatarozhatdk (G-V gorbe). A kinetikai
paraméterekhez hasonldéan az egyensulyi aktivacid egyik paramétere sem mutatott eltérést
hiperkoleszterinémia esetén (16. dbra, 1. tablazat) A két betegcsoportok kozott szintén nem

volt eltérés (1. tablazat).

4.1.1.5 Hiperkoleszterinémids betegekbdl izoldlt limfocitdk osztoddsdnak vizsgdlata CFSE higuldsi
esszével

«se s

ismertetett CFSE esszé segitségével végeztik anti-CD3-anti-CD28 stimulaciot kdvetGen (Lasd
Anyagok és moddszerek 3.10.3 fejezet). Az o6t napos stimuldciét kovetéen a
hiperkoleszterinémias betegek limfocitai szignifikdnsan alacsonyabb osztddasi indexet (Ol)
mutattak, mint az egészséges donorokbdl izolalt sejtek (Olkontron: 71,8+10,2%, n=10; Oluc i
40,9+5,1%, n=7, p=0,014; Oluc n : 46,0£5,0%, n=11, p=0,02, 17. abra). A két betegcsoport

atlagos osztédasi indexei kozott nem volt szignifikdns eltérés (p=0,65).
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16. abra. Hiperkoleszterinémia hatasdara nem valtozik a limfocitak Kv1.3
ioncsatornainak egyensulyi aktivacidja. (A) Egy kontroll és egy HC Il. csoportba
tartozo sejt G-V fliggvénye és hozza illesztett Boltzmann gorbe lathaté. (B) Az
egyensulyi  aktivaciét jellemz6 két paraméter (k: meredekség, Vis:
félaktivaciosfesziiltség) atlagai a kontroll és a két betegcsoportbdl izolalt sejtek
esetében, hiba: SEM.

Elmondhatjuk, hogy a HC sejtek esetén a mérsékeltebben emelkedett membran-
koleszterinszint nem volt elegend6 ahhoz, hogy bioldgiailag szignifikansan befolyasolja a Kv1.3
ioncsatorna m(ikodését. Ezt az elképzelést tamasztjak ald egy extrém magas (29 mmol/l)

szérumkoleszterinnel rendelkez6 paciens sejtjeinek vizsgalata soran kapott eredmények: az
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aktivacids és inaktivacios kinetika lassult, és az egyensulyi aktivacid az in vitro kisérletek soran
taldltakhoz hasonldan jobbra tolddott (tak: = 0,97+0,06 ms, n=15, Tinakt = 289110 ms, n=7, V1,2
=-14,3 £+ 4.5 mV, n=9, a kontroll értékeket lasd az 1. tablazatban). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy
csak a kiugréan magas szérumkoleszterinnel rendelkez6 paciensek esetén lehet bioldgiailag is

jelent6s a HC Kv1.3-ra gyakorolt hatasa.
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17. dbra. A HC betegekbdl izolalt T-sejtek osztodasa zavart szenved Az egészséges kontroll
és hiperkoleszterinémias T-sejtek CFSE esszével meghatarozott osztédasi indexe, *: p <
0.05.

A hiperkoleszterinémias sejtek vizsgdlata soran csokkent T-sejt proliferaciot talaltunk. Mivel a
Kv1.3 m(ikodése ezen sejtekben nem valtozott jelent6sen, hiszen markdns valtozast nem
taldltunk se az expresszids szintben, sem a biofizikai jellemz&kben (kinetikai és egyensulyi) mas
oknak kell az eltérés mogott allni. A T-sejt proliferdcid szabalyozasaban a Kv1.3-on kiviil
szamos membran transzporter, jeldtviteli molekula és csatorna vesz részt [3, 237].
Elképzelhetd, hogy ezek valamelyike mar olyan koncentracidban is érzékeny a membran
koleszterintartalmanak megvaltozadsara, ami a Kvl.3 esetében még nem okoz eltérést. A
hiperkoleszterinémia soran felhalmozédé egyéb lipidek a csatorna mikodésétdl fuggetlendl a
csokkent proliferacidért is felel6sek lehetnek. A T-sejtek oxidalt szterolszarmazékokkal
torténd toltése nem volt hatassal az aktivacidé soran kialakuld kalciumjelre, azonban gatolta az
aktivaciot koveté membrankondenzaciot és az aktin filamentumok reorganizaciéjat [238]. A
koleszterin egyik természetes analégja, a koleszterin szulfat koncentracidja szintén
megemelkedik hiperkoleszterinémiaban, gatolva a T-sejt aktivacidjanak korai szakaszat [239].

A T-sejt aktivacid és proliferacio kilonbdz6 szintjeire (TCR aktivacid, kalciumjel, NFAT flggd
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jelatviteli utvonalak, stb.) kiterjedd részletes vizsgalat segithetne pontosabban meghatarozni

a hiperkoleszterinémia limfocitakra gyakorolt kérélettani hatasait.
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4.1.2 Smith-Lemli-Opitz (SLO) szindrémas betegek T-sejt Kv1.3 csatorna mikodés és
aktivacio/proliferacio valtozasanak vizsgalata

4.1.2.1 ASLOS sejtek szteroldsszetételének vizsgdlata GC-MS mddszerrel

Mivel az Amplex-Red esszével nem lehet kiilénbséget tenni a koleszterin és oxidalt/redukalt
szarmazékai kozott, ezért az SLOS betegekbdl szarmazd sejtek szterol-Osszetételének
vizsgalatdhoz GC-MS maddszert alkalmaztunk (ezen kisérleteket Dr. Péter Maria, az SZBK
munkatarsa végezte). A periférias vérbél szarmazd mintak térfogata rendkivil limitalt ezért
kisérleteinkben limfocitdk helyett a nagy mennyiségben izoldlt vorosvértestek (vvt)
szteroldsszetételét hatdroztuk meg. A vvt mérés tovdbbi el6nye, hogy fejlett intracelluldris
membranrendszerek hianyaban a teljes sejt szterolmérése j6 megkdzelitést ad a membrdn
koleszterindsszetételére. Az irodalmi adatoknak megfelel6en minden egyes SLOS mintdban
sikerllt azonositanunk a korjelz6 7-dehidrokoleszterint, valamint izomerét, a 8-
dehidrokoleszterint [202, 240]. Kontroll mintaink esetében nem voltak detektalhatdak ezen
vegylletek (2. tablazat). Eredményeink alatdmasztjak a kordbbi megfigyeléseket, mely szerint
a  prekurzor molekuldk  koncentracidjanak  novekedése mellett a  sejtek
koleszterinkoncentracidja szignifikdnsan csokkent (p=0,031) [204, 241]. Az 6sszkoleszterin és
7DHC koncentracidk mellett meghataroztuk a mintdk 7DHC/CHOL aranyat is, mely hasonlé
értékeket mutatott a korabbi egyetlen atfogd tanulmanyban kozolt eredményekhez (2.

tablazat) [204].
4.1.2.2 A Kvl.3ioncsatorna expresszio vizsgdlata SLOS esetén

SLOS esetén a sejtmembran koleszterinszintjének csokkenésén tul az elGalakok (pl. 7DHC,
8DHC) koncentracidja jelent6sen megemelkedik. Nem ismeretes azonban az, hogy e
vegylletek tudjak-e helyettesiteni akar részben akar teljes mértékben a koleszterin élettani
funkcidit [199]. Az ioncsatorndk mikodését szamos ponton befolyasolhatja a sejtmembran
szteroljainak megvaltozott ardnya a (trafficking, lateralis diffuzié, kapuzas). Az in vitro
kisérletekben a koleszterin membranbdl torténd kivonasa a Kv1.3 expresszidjanak
csokkenéséhez, a kinetikai paraméterek gyorsuldsdhoz vezetett [176]. Nincs azonban adat
arra vonatkozélag, hogy a csokkent koleszterin mellett az SLOS-ben megjelend prekurzor
molekuldk milyen hatassal vannak a Kv ioncsatornak m(ikodésére. Munkank soran az SLOS
ioncsatorndkra gyakorolt hatdsat (a hiperkoleszterinémiahoz hasonldan) a betegekbdl izolalt

limfocitak Kv1.3 csatornain keresztlil tanulmanyoztuk. A csatorna expressziojat ismételten
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indirekt mdédon, az drams(ir(iség meghatarozasaval jellemeztiik. Az SLOS sejtek esetén a +50
mV tesztpotencidlon mért csldcsaram, a teljes-sejt membrankapacitasa és a kettd
hanyadosaként definidlt drams(irliség nem tért el a kontroll sejtek esetén mért értékektél (18.
abra, 3. tablazat). Az drams(rliség valtozatlan értéke arra utal, hogy az egységnyi feliiletre

funkcionalis csatornak szadma nem valtozik SLOS-ben.

minta sorszam !(Iinikai szterolkoncentracié (mmol/L)
sulyossag CHOL 7DHC 7DHC/CHOL
SLO#1 E 0,93 0,10 0,11
SLO#2 E 1,23 0,30 0,25
SLO#3 E 1,48 0,11 0,08
SLO#4 T 1,73 0,93 0,54
SLO#5 T 3,44 0,53 0,16
SLO#6 T 0,13 0,76 5,63
SLO#7 T 0,10 0,67 6,47
atlagzSEM - 1,29+1,14 0,49+0,32 1,89+2,86
control#1 - 5,08 ND -
control#2 - 4,75 ND -
control#3 - 4,36 ND -
control#4 - 4,83 ND -
control#5 - 2,46 ND -
atlag+SEM - 4,3+0,47 - -

2. tablazat SLOS és egészséges mintdk szteroldsszetétele. Az egyes mintak kilonb6z6
személyektél szarmaznak. (CHOL: koleszterin, 7DHC: 7-dehidrokoleszterin; ND: nem
detektdlhatd; E: enyhe; T: tipikus)

kontroll S5LOS p
lpeak(PA) 528.0 + 69 (n=56) 497.5 + 318 (n=51) 0,695
C..(pF) 2,1+ 0,1 (n=56) 2,0+ 0,2 (n=51) 0,688
Jicw1 2 (PAIPF) 282,5 + 42,9 (n=56) 309,8 + 39 (n=51) 0,645
1, (ms) 0,59 + 0,02 (n=56) 0,751 0,03 (n=51) 0.001*
T, (ms) 227.8 + 14,2 (n=38) 2537 + 21,4 (n = 45) 0,329
V 42 (mV) -26,9 + 0,9 (n=41) —-22,0 + 1,9 (n=35) 0,030°
k 11,7 + 0,5 (n=41) 10,6 + 0,5 (n=35) 0,140

3. tablazat. A Kv1.3 expresszidjat és kapuzasat jellemz6 paraméterek 6sszehasonlitasa
egészséges (kontroll), és SLOS személyekbdl izolalt limfocitak esetén. A tablazatban az
atlag £ SEM értékeket tlntettik fel. Imax: +50mV-on mért csucsaram, Cm: teljes-sejt
kapacitas, Jkvi.3: Kv1.3 dramsdrliség, ta: aktivacids id6allandd, ti: inaktivacios idéallando,
Vi/2: félaktivacidsfesziiltség, k: egyensulyi aktivacio meredekség, n= sejtszam, * jeloli a
statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltérést
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18. abra. SLOS hatasara nem valtozik a limfocitak Kv1.3 ioncsatorndinak
expresszidja. Kontroll és SLOS T-sejtek +50 mV-on mért csucsaramainak (A), teljes-
sejt kapacitasainak (B) és aramsuriségeinek (C) atlagértéke. Mindegyik panelen
atlag + SEM értéket abrazoltunk.
4.1.2.3 Kvi1.3 kapuzdsdt jellemzd biofizikai paraméterek meghatdrozdsa SLOS esetén
A kinetikai paraméterek vizsgalatat az Anyagok és mddszerek 3.5.1 fejezetében leirtaknak
megfelel6en végeztiik. Az 19. abra (A és B panel) egy reprezentativ kontroll és SLOS sejt Kv1.3
aramgorbéit mutatja, melyek alkalmasak az aktivacios és az inaktivacids kinetika jellemzésére.
Az dramgorbéket illesztve meghatdroztuk az aktivacios és inaktivacids idéallanddkat (19. abra,
C és D panel). Az SLOS sejtek aktivaciés id6dallanddja szignifikansan megnétt a kontroll
sejtekhez viszonyitva, az inaktivacids kinetika esetén azonban nem volt statisztikailag
szignifikdns eltérés (3. tablazat). Az aktivaciés id6allandd novekedésébdl a csatorna
aktivacidjanak lassulasara kovetkeztethetiink, mely negativan befolydsolhatja a Kv1.3 élettani

mikodését.
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19. dbra. A SLOS hatasara lassul a Kv1.3 aktivacios kinetikaja. (A) rovid
depolarizaciés impulzus hatdsara (15 ms, +50 mV) aktivalédd Kv1.3 ioncsatornak
reprezentativ aramgorbéi |athatdak egy SLOS és kontroll sejten regisztralva. A B
abran egy kontroll és egy SLOS sejt inaktivaciés aramgorbéje lathatd. Az
oszlopdiagrammokon az aktivacids (C) és inaktivacios (D) id6allanddk atlag + SEM
értékeit tuntettlk fel, ** jeloli a szignifikans eltérést (p<0,001).

4.1.2.4 Az egyensulyi aktivdcio fesziiltségfiiggése

Az egyensulyi aktivacio fesziiltségfliggését jellemzé félaktivacios fesziiltség és meredekség az
ioncsatorndk mikodésének élettani szempontbdl az egyik legfontosabb paramétere. Ennek
ismeretében meg lehet hatdrozni a nyitott és zart csatorndk aranyat egy adott
membranpotencialon. A 20. abra A részén egy reprezentativ kontroll és SLOS sejt G-V gorbéje
lathatd. Az SLOS-sejt egyensulyi aktivacidjat jellemzé Boltzmann-gérbe a kontrollhoz
viszonyitva jobbra tolddott, azaz ugyanolyan nyitdsi valdszin(iség eléréséhez az SLOS sejteket

pozitivabb értékekre kell depolarizalni, mint a kontroll sejteket. A félaktivacids fesziltség
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szignifikans novekedésével szemben az egyensulyi aktivacié meredeksége nem valtozott meg

(20. abra B panel, 3. tablazat).
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20. abra. Az egyensulyi aktivacié jobbra tolddik az SLOS-b4l izoldlt limfocitak
esetén. Az A 4bran egy kontroll és egy SLOS sejt reprezentativ G-V gorbéje lathaté.
(B) Az oszlopdiagramon a félaktivacids feszlltség és meredekség atlag + SEM értékeit
tintettik fel, * jeloli a szignifikans eltérést p<0,05 esetén.

A T-limfocitak aktivaciéjaban és proliferaciéjaban kozponti szerepet jatszik a kalciumjel és az
ehhez kapcsolddod jelatviteli utvonalak. A kalciumjel kialakitasdban esszencidlisnak tlnik a
feszliltségfliiggd Kv1.3 és a kalciumraktarak Urtlésének hatasara aktivalddé CRAC csatorndk
osszehangolt miikodése. Hipotézisiink szerint a sejtmembran megemelkedett 7DHC/CHOL
aranya negativan befolyasolja a kalciumjel kialakitasaban részt vevé (pl. Kv1.3) ioncsatornak
mikodését mely a T-sejt aktivacid és proliferacid kdrosodasahoz vezethet. A T-sejt aktivacio
kovetkeztében szdmos kalciumfliggs sejtfelszini molekula expresszidja megemelkedik, ezek
monitorozdsa indirekt informacidt szolgdltat a limfocitdk aktivaciéjardl. Kisérleteinkben
thapsigargin inkubdciét kovet6en vizsgdltuk egy korai T-sejt aktivacidos marker, a CD154 (mas
nomenklatirdban CD40 ligand/CD40L) expresszidjat. A CD154 expresszidja normal
korilmények kozott az aktivaciét kovetéen megemelkedd intracellularis kalciumszint hatasara
rovid idén belil megemelkedik [242]. Kisérleteinkben 3 &ran keresztlil stimuldltunk
egészséges és SLOS mononuklearis sejteket. Az aktivaciot kovet6en PE-konjugalt anti-CD3-mal
és Alexa-488 konjugdlt anti-CD154-gyel jel6ltik a sejteket. A T-sejteket a CD3 pozitivitas
alapjan azonositottuk. Eredményeink szerint az SLOS betegekbdl izolalt sejtek esetén zavart

szenved a T-sejt aktivacio, a CD154 pozitiv T-sejtek aranya szignifikdnsan csokkent (21. dbra).
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A limfocitdk aktivaciéjat a sejtek osztdédasa koveti. Az SLOS sejtek proliferdcidjanak

vizsgalatdhoz a kordbban ismertetett CFSE higulasi esszét alkalmaztuk. A T-sejteket anti-CD3

és anti-CD28 antitestek segitségével aktivaltuk, majd 6t nappal késébb ellendriztiik a sejtek
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21. abra. A T-sejt aktivacié zavart szenved SLOS-ben A CD3* T-sejtek
aktivaciéjat egy korai aktivacios marker, a CD 154 expresszidjaval
monitoroztuk. Az A és B abran egy aktivalt kontroll és SLOS minta PE anti-CD3
és A488 anti-CD154 jel6lést kovet reprezentativ dot-plotja [athatd. A C dbran
ugyanazon mintdk CD3" sejtjeinek A488 anti-CD154 fluoreszcencia intenzitdsa
lathato az izotipus kontroll feltiintetésével. (D) Az oszlopdiagramon a CD154
pozitiv sejtek aranyanak atlag + SEM értékeit tuntettik fel, ** jeloli a
szignifikdns eltérést (p<0,001).

osztddasat. Az SLOS betegekbdl izolalt sejtek osztddasi indexe jelent&sen csékkent a kontroll

sejtekhez viszonyitva (22. dbra, Ol kontron: 61,1+ 7,1%, n =5; Olsios: 29,4 + 3,5%, n = 6, p=0,002).
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4.1.2.6 SLOS dllapot modellezése: a 7DHC szint valtoztatdsa MBCD/7DHC komplexszel és hatdsa a
Kv1.3 aramsdiiriiségre

Feltételezhet6en a sejtmembrdn megvaltozott szterol Osszetétele (els6ésorban a 7DHC
feldisuldsa) teheté felel6ssé a megvaltozott Kv1.3 ioncsatorna muikodéséért SLOS T-
sejtekben. Ennek igazolasdra létrehoztunk egy modellrendszert, ahol in vitro koériilmények

kozott noveltik a T-sejtek 7DHC-tartalmat, Iétrehozva az SLOS-re jellemz6 emelkedett
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22. dbra. SLOS-ban csokken a T-sejtek osztodasi indexe. Az egészséges donorokbdl
izolalt kontroll és SLOS sejtek proliferaciojat CFSE higuldsi esszével kovettik. Az A és
B abran egy kontroll (A) és egy SLOS (B) minta CFSE eloszlasi hisztogramja lathaté az
Ot napos stimulaciét kovet6en. N-el jeloltiik a kiinduldsi fluoreszcencia tartalommal
rendelkezé (nem osztédott) sejteket, mig O jeldli az osztédasok kovetkeztében
alacsonyabb fluoreszcencia intenzitdssal jellemezheté utddsejteket. (C) Az
oszlopdiagramon az osztddasi indexek atlag + SEM értékeit tintettlk fel, ** jeloli a
szignifikdns eltérést (p=0,002)

7DHC/CHOL aranyt: a toltéshez 7DHC/MBCD komplexszel végeztik. Az egészséges donorokbdl
izolalt mononukledris sejteket tébb koncentraciéban inkubaltuk 7DHC/MBCD-vel, majd GC-
MS technikaval ellendriztiik a toltés hatékonysagat. Eredményeink szerint a toltés dozis fligg6
modon emelte a sejtek 7DHC koncentracidjat és csokkentette a koleszterin tartalmat,

kialakitva az SLOS-re jellemz6 szterol dsszetételt (23. dbra; fehérje tartalomra normalt 7DHC
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koncentracié 65uM MBCD/7DHC toltést kovetben 26,1 + 1,0 ug/mg, mig 195uM MBCD/7DHC
toltést kovet6en 66,8 + 11 ug/mg. A fehérje tartalomra normalt koleszterin koncentracio: 18,3
+ 3,7 ug/mg a kontroll esetén, 65uM MBCD/7DHC toltés kovetben 16,2 + 0,2 pug/mg, mig
195uM MPBCD/7DHC toltést kovetéen 13,3+2 ug/mg). Ezen adatok alapjan a 7DHC toltott

sejtek alkalmasak lehetnek az SLOS sejtszint{i hatasainak modellezésére.
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23. abra. MPBCD/7DHC toltés modellezi az SLO szindréma hatasat a sejtek
szterolosszetételére. (A) Az egészséges donorokbdl izolalt kontroll sejteket kiilonb6z6
koncentraciéju MBCD/7DHC komplexszel toltottik, majd GC-MS késziilék segitségével
vizsgaltuk a sejtek szterolosszetételét. Pozitiv kontrollként MBCD/CHOL komplexet
alkalmaztunk. A mintak 7DHC tartalma doézisfiiggé emelkedést mutatott, mig a koleszterin
csokkent. A mintak 7DHC/koleszterin aranya a SLOS-re jellemz8en, szignifikansan
megemelkedett. (B) A 7DHC-val toltott sejtek aramsiirisége a kezelés hatdsara csdkkent.

A csatorna expressziojat a korabbiakhoz hasonldéan, az aramsirliség meghatdrozasaval,
indirekt modon jellemeztiik. A 7DHC toltés hatdsara a teljes-sejt kapacitas nem valtozott, a
+50mV-os depolarizacids sordn mért csicsaram azonban a kezelés koncentracidjaval forditott
aranyosan valtozott. A két paraméter hanyadosaként definialt arams(rlség szignifikansan,
doézis-fuggben csokkent (23. abra, 4. tablazat). SLOS betegek T-sejtjeiben valdszinlileg azért
nem észleltiink hasonld csokkenést, mert kronikus 7DHC expozicid esetén a sejt kompenzald
mechanizmussal védekezett, mig az altalunk alkalmazott kezelés révidsége miatt ez a folyamat

(Kv1.3 csatornak expresszidjanak megemelése) nem ment végbe.
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4.1.2.7 Kvil.3 ioncsatorndk kapuzdsi paraméterei az SLOS modellrendszerben

A 7DHC toltés hatdsdra a csatorna aktivacios és inaktivacios kinetikaja egyarant lelassult (24.
abra A és C panele, 4. tablazat), az MBCD/7DHC koncentracidjanak novelésével parhuzamosan
az aktivacids, inaktivacids id6allandd is dozis fliggben novekedett. Az egyensulyi aktivacio
esetében a G-V gorbe ddzis fligg6en jobbra tolddott, a félaktivaciés fesziltség pedig
szignifikdnsan megnd6tt (4. tablazat, 24. abra B és D panel). Az egyensulyi aktivacio
meredeksége nem valtozott. Ezen eltérések irdnya megegyezik az SLOS-ben talaltakkal,

mértékik azonban sokkal kifejezettebb.
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4. tablazat. Azonos koncentrdacidju koleszterin és 7DHC toltés Kv1.3 ioncsatorna
gyakorolt hatasa. A tablazatban az atlag + SEM értékeket tiintettik fel. | _ : +50mV-on

mért csucsaram, C_: a teljes-sejt kapacitas, J: arams(r(seg, t: aktivacios id6allando, t:
inaktivacids id6allandg, Vi félaktivacios-fesziiltség, k: egyensulyi aktivacido meredeksége;
n= sejtszam; * jel6li a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikdns eltéréseket.
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24. dbra MBCD/7DHC komplexszel torténd kezeléssel modellezni lehet az SLOS-ban
talalt eltéréseket. Kilonb6z6 koncentracidju MPBCD/7DHC toltést kovetSen
regisztralt reprezentativ aram (A) és G-V gorbék (B). Az oszlopdiagramokon az
aktivaciés idGallandék (C), valamint az egyensulyi aktivacié félaktivacios
feszlltségének és meredekségének (D) atlag + SEM értékeit tuntettik fel. A
szignifikans eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli.

4.1.2.8 A CHOL és 7DHC Kv1.3 csatorndra gyakorolt hatdsdnak 6sszehasonlitdsa

Korabbi eredményeink szerint az in vitro koleszterin toltés a 7DHC toltéshez hasonldan
lassitotta a Kv1.3 csatorna kinetikai paramétereit, az egyensulyi aktivaciét pedig a pozitivabb
membranpotencidlok felé tolta el [176]. Felmeril a kérdés, hogy van-e eltérés a koleszterin
illetve 7DHC toltés hatasa kozott, vagy a két molekula teljesen azonos mddon, az 6ssz-szterol
koncentraci6 emelésén keresztil hat a csatornakra. Ennek eldontéséhez azonos
koncentracidju koleszterin és 7DHC toltést alkalmaztunk egészséges donorokbdl izolalt
limfocitak esetén, majd megvizsgaltuk a Kv1.3 biofizikai paramétereit. Az elektrofizioldgiai
mérések alapjan a két szterol hasonldan hat a Kv1.3 mlkodésére, azonban a Kv1.3 ioncsatorna
sokkal érzékenyebb azonos koncentracioju 7DHC toltésre, mint koleszterinre. 32,5 uM 7DHC

toltés esetén mar szignifikdnsan novekedett az aktivacids idéallandd és a félaktivacios
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fesziiltség, mig a koleszterinnel végzett toltésnek ilyen koriilmények kézott nem volt hatasa.
Magasabb koncentraciéju koleszterin a 7DHC toltéshez hasonléan szignifikans eltéréseket
okozott azonban a 7DHC hatdasa minden esetben statisztikailag jelentésebb volt a

koleszterinhez viszonyitva (25. abra, 26. abra, 4. tablazat).
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25. abra. Az azonos koncentracioju 7DHC és CHOL toltés eltéré mértékben lassitja a
limfocitdk Kv1.3 ioncsatornainak aktivacids kinetikajat. Az oszlopdiagramokon 32,5 (A)
65 (B) és 195 (C) uM 7DHC és CHOL toltést kovetGen meghatdrozott aktivacios
id6allanddk atlag + SEM értékeit tlntettik fel. A szignifikans eltéréseket *(p<0,05) és
**(p<0,001) jeléli.

Az SLOS donorokbdl izolalt limfocitak teljes-sejt konfiguracidban torténd patch-clamp
vizsgalata sordn azt kaptuk, hogy szignifikdnsan megvaltozott a Kv1.3 ioncsatorna m(ikodése:
az aktivacidés kinetika lassult, az egyensulyi aktivacio pedig jobbra toldédott. A koleszterin
szintézis karosodasaval jaro betegségekben a mai napig nem ismert (a klinikai és sejtszint(i
vizsgdlatokban egyardnt), hogy a koleszterinszint csokkenése vagy az enzimblokk

kovetkeztében felhalmozédd prekurzor molekuldk megjelenése okozza elsédlegesen a
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rendellenességeket. A Kvl.3 m(ikodésének megvaltozdsa szempontjabdl az irodalmi adatokat
is figyelembe véve az alabbi okok dallhatnak: 1) az enzimblokk kévetkeztében felhalmozédé
7DHC, 8DHC és ezek oxidalt szarmazékai olyan komplex valtozast hoznak létre a membran
Osszetételében, mely befolydsolja a Kv1.3 m(ikodését; 2) a csokkent a membrankoleszterin
tartalom, mely a felhalmozédd prekurzoroktdl figgetlenil modosithatja a Kvl.3 mikodését;
3) a sejtmembran Ossz-szterol tartalom emelkedése gatolja a Kv1.3 muikodését; 4)
sejtmembranban felhalmozéddé a 7DHC o6nmagdban képes Kv1.3 mikodésének
megvaltoztatasara. Az 1-es pontban leirtakat cafolja, hogy MBCD/7DHC toltés hatdsara az
SLOS sejtekkel kvalitative megegyez6 elektrofiziolégiai eltéréseket kaptunk, azaz az aktivaciods

kinetika lassult, az egyensulyi aktivacié pedig jobbra tolédott 7DHC toltést kovetben. 2-es
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26. dbra. Az azonos koncentracioji 7DHC és CHOL to6ltés eltéré mértékben mddositja
a limfocitak Kv1.3 ioncsatorndinak egyensulyi aktivaciéjat. Az oszlopdiagramokon
32,5 (A) 65 (B) és 195 (C) uM 7DHC és CHOL toltést kovetSen, félaktivacios fesziiltségek
atlag + SEM értékeit tlintettlik fel. A szignifikans eltéréseket *(p<0,05) és **(p<0,001)
jeloli.
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pontbeli magyarazatot cafolja, hogy kordbban kimutattuk, hogy a membran koleszterin
MPBCD-vel torténd drasztikus csokkentése nincs hatdssal a Kv1.3 kapuzasi jellemz&ire [236]. A
3. érvelés ellen szdl, hogy klinikai mintdk total szteroltartalmanak vizsgdlata esetlinkben és
téliink flggetlen tanulmdnyokban is az SLOS-ben elmarad az egészségesekben mérhetd
koleszterin tartalomtdl [241, 243]. Végezetiil az 4. pont tlinik elfogadhatd magyarazatnak, azaz
onmagdban 7DHC membranbeli felhalmozddasa felel6s a Kv1.3 ioncsatorna kapuzasanak
megvaltozasaért. Erre a legkézenfekv6bb bizonyitékot in vitro modelliink adja, ahol a
sejtmembran 7DHC-val torténd toltése a citoplazmatikus reguldtoroktol és egyéb szterol
szarmazékoktdl fliggetlenil az SLOS-el kvalitative megegyez6 mddon befolydsolta a Kv1.3
mikddését. Az alacsony SLOS betegszam miatt nem volt lehet&séglink korreldciét kimutatni a
7DHC koncentrdcidja és az elektrofizioldgiai eltérések mértéke kozott. In vitro kisérleteink
(7DHC toltés) altal mutatott dézis-fligg6 eredmények azonban sugalljak, hogy az SLOS sejtek

7DHC tartalma és az elektrofizioldgiai valtozasok mértéke kozott 6sszefliggés allhat fenn.

Kv1.3 gdatldsa a T-sejtek aktivacidjanak és proliferacidjanak gatlasahoz vezethet [11].
Eredményeink szerint az SLOS-bdl izoldlt T-sejtek Ca?*-fliggs aktivacidja és proliferacidja
elmarad a kontroll sejtekhez képest. Az SLOS hatdsara modosult Kv1.3 m(ikddés hozzajarulhat
a csokkent T-sejt miikodéséhez. Ugyanakkor nagyon fontos megemliteni azt a tényt, hogy a T-
sejt aktivacidja sordn kialakuld Ca?*jelet ioncsatorndk, transzporterek és jeldtviteli molekuldk
sokasaga kdzosen szabalyozza. Ezek egy része, mint pl. a CRAC csatorna pérusat kialakité Orail
vagy a kalciumszenzorként funkciondalé STIM1 6nmaga is koleszterin-érzékeny [244, 245]. igy
nem kizarhatdé, hogy a megvaltozott membran kornyezet a Kvl1.3-on kivill egyéb
transzporterek, jelatviteli molekuldk mikodését is befolyasolja. Szintén nem lehet
elhanyagolni az SLOS-ben felhalmozédd 7DHC és egyéb prekurzor molekuldk toxikus és
esetlegesen immunszupressziv hatasat [246-248]. Az immunoldgiai eltérések nem tartoznak
az SLOS diagnosztikai kritériumaihoz, azonban két olyan esettanulmanyt is publikaltak, ahol
SLOS-ben szenved6 gyermekekben klinikailag nem indokolt sulyossagu tiinetek alakultak ki
egyszer(i fert6zéseket kovetben [249, 250]. A T-sejtek SLOS-ben taldlt csokkent T-sejt
funkcidja hatterében allé6 mechanizmusok részletesebb elemzése érdekében fontos lenne a
kalciumjel kialakitasaban részt vevé egyéb transzporterek iondaramainak és membranbeli

eloszlasanak tanulmanyozasa.
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4.1.3 Kvl.3 csatorna és membranbeli szterol kozotti kolcsonhatasért felelds fehérje
motivumok azonositasa

4.1.3.1 A Kv1.3 C-termindlis delécidja a Kv1.3 csatorndt szterol inszenszitivvé teszi

A feszultségfligg6 ioncsatornak felépitésében részt vevé transzmembran szegmensek
szerkezete és funkcidja tobbnyire ismert. Az feszliltségfliggd ioncsatornak szigoru értelemben
vett miikodéséhez (kapuzas, szelektiv permeabilitds) nem esszencialis C-terminalisrél azonban
hidnyosak az ismereteink. A Kv1.3 C-termindlisa, mivel tartalmaz CRAC/CARC koleszterinkoté
helyeket, fontos szerepet jatszhat a csatorna szterolokkal térténé interakciéjaban is. Ennek
bizonyitasara a vad tipusu Kv1.3 (VT-Kv1.3) mellet olyan deléciés mutans Kv1.3 konstruktot
(AC-Kv1.3) vizsgdltunk, mely esetében hidnyzott a C-termindlis jelentds részét kitevd, utolso
84 aminosav [21]. Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint ezen szakasz eltdvolitdsa
nem befolyasolta szignifikdansan a csatorna mikodését, azaz a csatorna kapuzasat jellemzé
biofizikai paraméterek nem valtoztak a vad tipusu csatorndhoz képest [21]. Kisérleteinkben a
korabbiakhoz hasonlé mddszerrel toltottiik a AC-Kv1.3 és VT-Kv1.3 ioncsatornat stabilan
expresszaléd CHO sejteket koleszterinnel és 7DHC-val. A toltott sejtek Kv1.3 ioncsatornait a
kordbban alkalmazott elektrofiziolégiai protokollok szerint vizsgaltuk, azzal az eltéréssel, hogy
teljes-sejt helyett outside-out konfiguraciot alkalmaztunk. A CHO sejtekben ugyanis a teljes-
sejt Kvl.3 csucsaram +50 mV-on tobb nA volt, az ebbdél addédo soros ellenallas hibajat az
outside-out konfiguracié a membranfelszin és az ezzel parhuzamos aramer@sség-csokkenés
miatt elimindlja. A VT-Kv1.3 csatornat expresszallé CHO sejtek koleszterinnel, illetve 7DHC-vel
torténd toltése (420 uM) a csatorna kapuzdsat jellemzé kinetikai paraméterek lassulasat és az
egyensulyi aktivaciod fesziltség fliggésének jobbra tolddasat okozza (27. abra, 5. tablazat). A
CHO sejtek koleszterinnel, illetve 7DHC-vel torténd toltése tehat kvalitativen hasonlé
eredményt adott a Kv1.3-at endogénen kifejezé limfocitdk kezelésekor kapotthoz (Id. 24. abra,
25. abra, 26. dbra, valamint [236]). Az outside-out konfiguracidban kapott eredmények ezen
felil megerdsitik azon feltevésinket, hogy a ciklodextrin/szterol komplexek nem az
ioncsatorna citoplazmatikus reguldtorain keresztiil befolyasoljdk a Kv1.3 miikodését, ugyanis
ez utdbbiak jelent6sége outside-out konfiguracidban elenyész6, a ciklodextrin/szterol
komplexek hatasa viszont megmarad. A Kv1.3 csatorna C-terminalisdnak delécidja

megsziintette a csatorna szterolérzékenységét: AC-Kv1.3 csatorna esetében a 420 uM-os
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CHOL és 7DHC toltés nem volt hatassal a csatorna kapuzdsdra: az aktivaciés idéallando és
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27. dbra A Kv1.3 C-terminalisanak eltavolitasa esetén megsziinik a csatorna szterolokkal
szembeni érzékenysége. (A) A vad tipusi Kvl1l.3 csatorna két potencialis
koleszterinfelismer6 CARC szekvenciat tartalmaz a C-terminalis disztdlis végén. (B, C) A B
és C dbrakon a vad tipusu (VT-Kv1.3) csatornaval transzfektalt CHO sejtek 420 uM 7DHC,
illetve koleszterin toltést kovet6en meghatarozott aktivacidés idGallanddinak és a
félaktivacios fesziiltségeinek (Vl/z) atlag + SEM értékeit tintettik fel. (D) A C-terminalis
Kv1.3 ioncsatorna szterolok altali regulacidjaban betoltott szerepének vizsgalatdhoz egy
olyan deléciés konstruktot alkalmaztunk, mely esetében a CARC szekvencidk is
eltavolitasra keriltek (AC-Kv1.3). Az E,F diagramokon a AC-Kv1.3 csatornat kifejez6 CHO
sejtek aktivacidés idGallanddinak és félaktivacids fesziltségeinek atlagtSEM értékeit
tintettik fel 420 M MPBCD/CHOL és MBCD/7DHC toltést kovetSen. A szignifikans
eltéréseket * (p<0,05) és ** (p<0,001) jeldli.
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félaktivacios fesziiltség esetében sem volt eltérés a kezelt és kezeletlen sejtek kozott (27. dbra
B és E panel, 5. tablazat). Ezek alapjan feltételezhets, hogy a csatorna C-termindlisa fontos

szerepet jatszik a csatorna szterolok altali szabdlyozasaban.

VT DC

CHOL D 7DHC P CHOL p 7DHC | p

T 0,45z 0,76= 0,69= 0,59= 0,55= 0,61=
0,01 0,02 0,002 0,06 0,008* 0,04 0,02 >0,05 0,03 | »0,05

n=4 n=7 n=10 n=6 n=7 n=10

Vy | -28,87: AT7,48: -19,25: 26,73 | -26,31= -23,05:
3 15 19 <0,001* 4.7 0,028" 2,7 2,4 =0,05 11 0,05

n=5 n=7 n=7 n=6 n=2 n=6

5. tablazat. A vad tipusu (VT) és a C-termindlis deléciés mutans (DC) Kv1.3
csatornak osszehasonlitasa 420 uM koleszterin (CHOL) vagy 420 uM 7DHC
toltést kdvetben. (1, .: aktivacios idGallando, V, ,: félaktivacios fesziltség, * jeldli
a szignifikdns eltéréseket)

4.1.3.2 A Kv1.3 ketté szterol kétbhellyel rendelkezik a C termindlisan

Az intracellularisan elhelyezked6 C-terminalis, a transzmembran régidkkal ellentétben
kevésbé lehet érzékeny a sejtmembran fizikai paramétereiben bekovetkez6 valtozasokra. Ezek
alapjan feltételeztiik, hogy a koleszterin nemcsak a sejtmembran biofizikai paramétereinek
befolyasolasan keresztiil, de specifikus lipid-fehérje interakcidkon keresztil is modosithatja a
Kvl.3 kapuzdsat. A C-terminadlis aminosav szekvencidjat elemezve két potencidlis
koleszterinkot6 helyet taldltunk (Kv1.3carci €s Kv1.3carc2, 27. dbra). A CARC1 és CARC2
szterolok &ltali szabalyozdsban betoltott szerepének vizsgdlatdhoz alaninra cseréltiik a
vadtipusu Kv1.3 csatorna koleszterinko6t6 szekvencidinak esszencialis aminosavait (28. abra, A
és D panelek). A mKv1.3carc1 esetén a 474. pozicidban taldlhaté lizint, a 477 poziciéban lévé
tirozint és a 479 pozicidoban elhelyezked6 valint, a mKv1.3carc2 esetén az 517. és 518.
poziciéban a lizineket, a 520. fenilalanint és a 523. pozicidban taldlhatd valint cseréltik
alaninra. A AC-Kv1.3 konstrukt alapjan varhaté volt, hogy a C-terminalison létrehozott
pontmutaciok nem fogjak jelentésen moddositani a csatorna m(ikodését, azonban els6
|[épésként Osszehasonlitottuk a mutans és a vad-tipusu csatornak kapuzasi paramétereit. A
mKv1.3carc1 €s mKv1.3carc2 konstruktok ionaramai, aktivacids kinetikaja és az egyensulyi
aktivacié fesziltségfliggése a AC-Kv1.3 csatornahoz hasonléan nem tért el a vad tipusu
csatornatdl, a mutaciok nem maodositottak jelentésen a csatorna mikodését (6. tablazat). A

tovabbiakban a mKv1.3-mal transzfektalt CHO sejteket 420uM koleszterinnel és azonos
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koncentracidju 7DHC-vel toltottik, majd vizsgaltuk a mKvi1.3carci és mKv1.3carcz mutans

csatornak biofizikai paramétereit. A mutacidok hatdsara mindkét csatorna koleszterinnel
mKv1.3carc1 (K474A, Y477A, VATIA)
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28. abra. A C-terminadlis CARC1 és CARC2 szekvencidainak pontmutaciéi megvaltoztatja a
csatornak szterolokkal szembeni érzékenységét. (A, D) A CARC szekvencidk ioncsatorna
regulacidban betoltott szerepének vizsgdlatahoz alaninra cseréltik a feltételezett
szterolk6t6helyek kritikus aminosavait. A mutans csatornakat CHO sejtekbe transzfektaltuk, majd
MBCD/CHOL és MBCD/7DHC toltést kovetSen outside-out patch konfiguracidban vizsgaltuk az
iondramokat. Az oszlopdiagramokon az mKv1.3carc1 (B,C), illetve mKv1.3carc2 (E,F) csatornak
aktivacids iddallanddinak és félaktivacids fesziiltségeinek atlag £ SEM értékeit tintettik fel 420
MM 7DHC, illetve koleszterin toltést kovetSen. A szignifikdns eltéréseket * (p<0,05) és **
(p<0,001) jeloli.
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szembeni érzékenysége moddosult. Az mKv1.3carc1 esetén a félaktivacids fesziltség jobbra
tolédott, azonban az aktivacids idGallandd nem mutatott eltérést a kezeletlen csatornahoz
viszonyitva a koleszterin kezelést kovetGen (28. abra B és C panel, 7. tablazat). Az azonos
koncentracioju 7DHC toltés az aktivacios kinetikat szignifikdnsan lassitotta, a félaktivacios
feszlltséget pedig jobbra tolta. A mKvl.3carc2 esetén a koleszterin toltés lassitotta az
aktivacids kinetikat, de nem volt hatasa az egyensulyi aktivaciéra (28. dbra E és F része, 7.
tablazat). A 7DHC kezelés viszont a vad tipusu csatorndhoz hasonléan mddositotta az
mKv1.3carc2 aktivacids kinetikdjat és egyensulyi aktivaciéjat (28. dbra E és F panele, 7.

tablazat).

VT mKv1.3 carct p mKv1.3carc? p
0,45+ 0,57+ 0,44+
Tt | 0,01 0,03 0,072 0,01 0,769
n=4 n=14 n=11
28,9+ 26,37+ ~26,45%
Vi 1,5 1,6 0,315 3,3 0,524
n=5 n=8 n=5

6. tablazat. A vad tipusu (VT) és a potencialis koleszterinkot6 helyeken mutalt
(mKv1.3carc1, mKv1.3carc2) Kv1.3 csatorndk ésszehasonlitasa. (t,,,: aktivacios

idéallandd, Vi/2: félaktivacios fesziltség, * jeloli a szignifikans eltéréseket.)

mKv1.3 carct mKv1.3 care2
N.K. CHOL p 7DHC p N.K. CHOL p 7DHC p
Takt 0,57+ 0,62+ 0,98+ 0,44* 0,63% 1,59%
0,03 0,04 0,248 0,06 <0,001** 0,01 0,03 <0,001** 0,31 <0,001*
n=14 n=14 n=3 n=11 n=14 n=5
Vin | -26,37% -17,09% -18,89% -26,45% | -24,26% -16,23%
1,6 2,27 0,005% 1,94 0,03* 3,3 2,27 0,59 1,61 0,024*
n=8 n=8 n=3 n=5 n=9 n=5

7. tablazat CHOL és 7DHC to6ltés hatasa a potencialis koleszterink6té helyeken mutalt
(mCARC1, mCARC2) Kv1.3 csatorndkra. A mutdns csatornakkal transzfektalt CHO
sejtekben kontroll kérilmények k6zott, valamint 420 uM 7DHC, illetve koleszterin toltést
kovet6en meghatdroztuk a csatornakapuzas relevans biofizikai paramétereit (atlag +
SEM, t,,.: aktivacids id6allando, Vi félaktivacios fesziltség, N.K.: nem kezelt, CHOL:

koleszterin, 7DHC: 7-dehidrokoleszterin, * jeldli a szignifikans eltéréseket)

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetlink, elsGsorban a C-termindlis eltavolitasa soran
tapasztalt szterol-hatdas megszlinése alapjan, hogy a koleszterin és 7DHC hasonld
mechanizmusokon keresztiil szabdlyozza a csatornak miikodését. A CHOL és a 7DHC hatasa a
Kv1l.3 kapuzasi paramétereire azonban kvantitativen kilénb6z6 volt, a Kv1.3 kapuzas
megvaltozasa 7DHC toltésre érzékenyebb volt: e kilonbség hatterében egyrészt az allhat,
hogy a sejtek eltér6 mértékben/doménekbe veszik fel a CHOL-t vagy a 7DHC-t, masrészrél

CHOL és a 7DHC specifikus kolcsonhatdsat a Kvl.3 C-termindlissal eltéré affinitasu. A két
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kot6hely mutdcios analizise tovabbi bizonyitékot szolgdltatott arra, hogy a C-terminalis CARC1
és CARC2 motivuma egyértelm(ien szerepet jatszik a Kv1.3 csatorna szterol kot6désében. Ezen
kisérletek alapjan az is elmondhatd, hogy a 7DHC affinitasa ezen kot6helyek felé valdszin(ileg
magasabb, ezért |1athaté a nagyobb mértéki valtozas az aktivaciot jellemz6 paraméterekben.
Ennek kétséget kizard eldontéséhez in silico modellezés, valamint tovabbi mutacids analizis

kivitelezésére lenne sziikséges.
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4.2 A T-sejt ioncsatornak plazmamembanbeli eloszldasanak molekularis hattere és
funkcionalis kovetkezményei

4.2.1 AKvl.3 csatorna az immunoldégiai szinapszisba rendezédésének funkcionalis
kdvetkezménye

4.2.1.1 Egér T sejtvonal (D10) ioncsatorndinak biofizikai és farmakoldgiai azonositdsa
Elektrofizioldgiai kisérleteink soran el6szor az egér T sejtvonalon (D10) sejtvonalon
regisztralt kadlium iondaramok biofizikai paramétereinek meghatarozasakor az aktivaciés és
inaktivacidos kinetikat, valamint az egyensulyi aktivdcid membranpotencidl-fliggését
tanulmanyoztuk. Az aktivaciés idGallandéra (ta) 1,36 + 0,06 ms (n = 18), az inaktivacids
id6allanddra (tin) 365 + 27 ms (n = 17), mig az egyensulyi aktivaciot jellemz6paraméterekre,
félaktivacios-fesziiltségre (Vy) -26,4 + 1,5 mV és a meredekségre (k) 7,6 £ 0,5 mV, (n = 12)
adddott (a mérési protokollok és kiértékelés metddusa megegyezett az el6z6 fejezetekben
leirtakkal). Bar az aramgorbék (nem kerilt bemutatdsra) és a meghatarozott paraméterek
értékei alapjan a Kv1.3 csatorna jelenlétére kovetkeztettlink. Viszont a kalium csatorndk
kizarélag biofizikai jellemz6k alapjan torténd azonositdsa nem egyértelmd; néhany ragcsald T-
limfocita sejtvonal Kv3.1 csatorndkat is kifejezhet, ami szintén hozzdjarulhat a D10 sejtvonal
teljes-sejt aramahoz. Ezért a K* csatorndk altalanos, és a Kv1.3 csatornak nagy affinitasu
gatloszerével, a tetraetilammonium (TEA, K¢~ 10 mM)) és a MgTX (Kq =~ 50 pM) alkalmazasaval
farmakolégiai karakterizalast végeztliink. 10 mM TEA jelenlétében a gatldas mellett C-tipusu
inaktivacio lassuldsat is megfigyeltik ( 29. dbra A panel). 50 pM MgTX a kontoll kérilmények
kdzott mért teljes-sejt iondram csucsértékét megkozelitbleg 22 %-ara csokkentette (29. dbra
B panel). Ezen két gatldszer dozis-hatds gorbéje a 29. dbra C (TEA) és D (MgTX) panelén
[athatd. A ddézis-hatas gorbékre két-paraméteres Hill egyenletet illesztettlink, amely alapjan
meghataroztuk a Kq értékeket: 13,4 mM értéket kaptunk a TEA-ra, mig 16,8 pM értéket a
peptid toxinra. Ezek alapjan egyértelmien eldonthet6 volt, hogy a D10 sejtek Kv1.3 kdlium

csatornakat expresszalnak.

4.2.1.2 A TASK csatorndk feltételes jelenlétének vizsgadlata a D10 sejtvonalon

A ,Functional consequences of Kv1.3 ion channel rearrangement into the immunological
synapse” ciml kozleménylinkre érkezett kritikai megjegyzéseket targyald cikkben a szerzék
azt fejtették ki, hogy a D10 sejtvonal teljes-sejt dramahoz a Kv1.3 csatorndk mellett a

kétporusu TASK-1 és TASK-3 csatornak is hozzajarulnak. Annak érdekében, hogy kizarjuk az

83



haj du. peter.4 343 25

V.

A C
v
800 B 10
< kontroll >
[
o @O
=~ 600 c
£ €
S 400 s
~© ~©
5 g "
@ 200 ®
@ ©
2
T 0 &
t g 0,0 T T T ]
0 50 100 150 200 250 0,1 1 10 100 1000
id6 (ms) TEA koncentracié (mM)
B +nV D
ADnV -| I—
1400 E 10
< 1200 £
~ 1000 S~ Kontroll <
€ €
S 800 ®
S 600 T o5
% 400 —— 50 pM MgTX 8
@ 200 5]
2 €
g 0 =
-200 T T 1 g 0,0 T T 1
0 5 10 15 20 1 10 100 1000
id6 (ms) MgTX koncentracié (pM)

29. abra. D10 sejtek K*-aramainak farmakolégiai vizsgalata. Az (A) abran lathaté aram
gorbéket 200 ms hosszd + 50 mV-os depolarizalé impulzusok alkalmazasa sordn
regisztraltuk kontroll kérilmények kozott és 10 mM TEA oldat jelenlétében (-120 mV
tartéfesziiltség mellett). A (B) dbran bemutatott K*-aram gérbe 50 pM margatoxin (MgTX)
D10 sejtre kifejtett gatlé hatasat szemlélteti, mely gorbéket 15 madsodpercenként
bekovetkez6, 15 ms hosszi +50 mV-os depolarizalé imulzusok alkalmazdasaval
regisztraltunk (-120 mV tartdfesziltség mellett). (C) A megmaradd aramhanyadokat a
TEA-koncentracio fliggvényében abrazoltuk. Minden adatpontot 3-4 egymastdl fliggetlen
kisérlet alapjan hatdroztunk meg (SEM). A megmaraddé aramhdanyadokat a gatlészer
jelenlétében és hianyaban kapott csicsaramok hanyadosaként allapitottuk meg. Az
abrazolt gorbe az adatpontokra illeszked6 Hill egyenletet szemlélteti K4 = 14,3 mM
értékkel (ny = 0,83). (D) Valtozd koncentracidban alkalmazott MgTX ddzis-hatds gorbéjét
mutatjuk be, ahol minden mérési pont szintén 3-4 egymastdl fliggetlen mérés eredménye.
Hill egyenlettel illesztett adatsor alapjan a Kqg = 16,8 pM (nu = 0,99).

emlitett kétpdrusu K* csatornak jelenlétét, kisérleteinket a D10 sejtekben expesszalddd TASK-
1 és TASK-3 csatorndk vizsgdlatdra iranyitottuk. A karakterizalas soran, mivel a TASK csatorndk
id6- és feszliltségfliggetlenek, feszliltség-rdmpa protokoll segitségével megmértiik a teljes-sejt
adramokat D10 sejtekben. KCl-alapu, Ca?*-mentes belsé oldatot alkalmaztuk, hogy a Ca**
aktivalt ioncsatorndk (pl. KCa3.1) hozzajarulasat elhanyagolhatéva tegylik a vizsgalt
limfocitakban. A fesziiltségfligg6 Kv1.3 csatorndk eliminaldsara 100 pM margatoxint
alkalmaztunk, valamint a tartéfesziltséget 0 mV-ra allitottuk (a Kv1.3 csatorndk ennél a
fesziltségnél inaktivalédnak) az un. dupla-rampa protokoll alkalmazdsa mellett (30. abra A
panel). A megforditasi potencialra -4 mV-nak adddott (30. dbra B panel), amely sokkal

pozitivabb, mint ami a TASK csatorndk jelenlétében varhatd lett volna (elméleti érték az
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oldatok dsszetételének alapjan -85 mV). Ezen tul, 150 mM K*-tartalmu oldat jelenlétében nem
tapasztaltunk jelent6s jobbra tolédast az aram-fesziiltség gorbében, a TASK csatornak

jelenléte a D10 sejtvonalon ez alapjan kizarhato.

A B
+50 mV
omv V“ W
-150 mV
100 - normal EC oldat + 100 pM MgTX 100 -
< <
2 =} .
‘E’ 50 ~ g5 [ normal EC oldat + 100 pM MgTX
IS
£ g
:S 0 1 *@© 0 ——— i
5 g
%_‘) -50 A $ .50 -
© D nagy K" EC oldat + 100 pM MgTX
-100 = 100 . . . .
-150 -100 -50 0 50
idS (s) fesziiltség (mV)

30. abra. TASK csatornak karakterizasasa D10 sejtekben. (A) A D10 sejteken
minden 15. masodpercben dupla-rampa protokollt alkalmaztunk 0 mV
tartéfesziiltségrél indulva a Kv1.3 aramok kizdrasa céljabél: a két 200 mV-os
fesziiltség-rampat egy 1,5 mdsodperc hosszi, +50 mV-os depolarizalé |épés
valasztja el. (B) I-V kapcsolat; a teljes-sejt aramokat normal extracellularis oldat,
és 150 mM K* oldat jelenlétében 0 mV tartéfesziiltségrél indulva fesziiltség-rampa
protokoll segitségével -150 mV és +50 mV kozotti fesziltségtartomanyban
regisztraltuk. Mindkét oldat 100 pM MgTX-t tartalmazott.

4.2.1.3 A kétpdrusu K* csatorndk nem érzékenyek margatoxinra

A kétpdrusu csatorndk jelenlétét tovabb vizsgalva HEK-tsA sejtekben expresszaltattuk a TASK-
1 (egér) és TASK-3 (human) csatornakat, majd megvizsgaltuk 100 pM MgTX hatdsat ezekre a
csatornakra. Korabban kimutattuk, hogy a margatoxin, mely széles kérben elfogadott nagy
affinitdsd Kv1.3 csatorna gdatldszer, ebben a koncentracidban a Kv1.3 csatorndk tébb mint
85%-at gatolja. Ugyanez a koncentracio hatastalannak bizonyult a HEK-tsA sejtekben kifejezett
TASK-1 és TASK-3 csatorndk esetében (31. abra A és B része). Ez az eredmény azt bizonyitja,
hogy a D10 sejtvonal teljes-sejt K* dramait Kv1.3 csatornak adjak, és a TASK-1 és TASK-3

csatornak a teljes-sejt aramhoz vald hozzdajaruldsa elhanyagolhaté.

4.2.1.4 TASK gdtloszerek hatdsa a Kv1.3 csatorndra
Megvizsgaltuk az anandamid (AEA) és ruténium vords (RR) HEK-tsA sejtekbe
transzfektalt Kv1.3 csatornakra kifejtett gatlé hatasat. Az anandamid elfogadott Kv1.2, Kv1.5

és Kv4.3 gatloszer, a ruténium vorosrél eddig nem kozoltek adatot a Kv1.3 csatorndk gatlasaval
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kapcsolatban. Az anandamidot 3 és 30 uM koncentraciéban, a ruténium vordset 10 uM
koncentracidban alkalmaztuk (32. dbra A és B panele). Mindkét anyagot a Kv1.3 csatorndk
hatékony gatloszerének taldltuk, a Kv1.3 csatorndak adramamplitudéit szignifikdnsan
csokkentették, és a Kv1.3 esetében megbecsiilt Kq értékek jo egyezést mutattak a kétpdrusu

csatornakra leirtakkal (AEA: 3uM, RR: 4 uM). Tovabbd, anandamid alkalmazasa soran az
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31. dbra. Margatoxin hatdsa TASK-1 és TASK-3 csatorndkra. -150 és + 50 mV-
os fesziltségtartomanyban 15 masodperecnként bekdvetkez6, 500 ms hosszu
feszlltségrampat alkalmaztunk HEK-tsA 201 sejtek TASK-1 (A) és TASK-3 (B)
aramaira 0 mV tartéfesziltség mellett.

inaktivacids kinetika gyorsuldsat tapasztaltuk. Azért, hogy minimalisra csokkentsik az
endogén Kvl1.3 csatornak teljes-sejt aramhoz valéd hozzajarulasat, a csatornakat
tulexpresszaltuk a HEK-tsA sejtekben, és outside-out konfiguraciét alkalmaztunk az aramok

regisztralasa soran. Ezek az eredmények azt szemléltetik, hogy mind az anandamid, mind a
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32. dbra Anandamid (AEA) és ruténium voros (RR) hatasa HEK tsA sejtekben
kifejezett Kv1.3 csatorndkra. Az dramgorbéket 200 ms hossza, 15
masodperecnként bekovetkezé +50 mV-os depolarizald impulzusokkal, -100
mV tartofesziltség alkalmazasa mellett, outside-out konfiguracidoban
regisztraltuk normal extracelluldris oldat és (A) 3 uM anandamid (AEA)
valamint (B) 10 uM ruténium (RR) voros jelenlétében.
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ruténium voros, a TASK csatornaknal alkalmazott koncentracidkkal 6sszevethet6en, a Kv1.3
csatornak gatldszerei is, ezért a két csatornatipus ezeknek a vegyiileteknek az alkalmazasaval
nem kilénithetd el (32. abra). Ugy gondoljuk, hogy az anandamid alkalmazasa mellett
regisztralt inaktivacids kinetikdban bekovetkez§ valtozasok az anandamid Kv1.3 csatornakra
kifejtett hatasanak, mintsem a TASK csatornak szelektiv kiiktatdsanak kévetkezménye. Ezek
alapjan megallapitottuk, hogy a D10 sejtek nem, vagy csak nagyon kis mértékben fejeznek ki

TASK csatornakat a membranjukban.

4.2.1.5 AKvil.3 csatorndk kapuzdsa megvdltozik az immunologiai szinapszisban
Az immunoldgiai szinapszis kialakuldsat szdmos membran- és citoszolikus fehérje
atrendezédése kiséri. Kordbban [23] valamint a D10-CH12-LX sejtpar alkotta szinapszisban is

kimutattuk, hogy a Kv1.3 csatorndk a két sejt kozotti kontaktrégidjaba rendez6dnek (33. abra).

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen kovetkezményekkel jar ez a folyamat, azaz a
csatornafunkcié mas fehérjék altali mdédositdsa milyen mértékben valdszindsithet6, az APC-

hez kapcsolddoé. azaz I1S-ben 1év6 D10 sejteknek is megvizsgaltuk a teljes-sejt aramait. Az APC-

33. abra. Kv1l.3 csatorndk atrendez6dése az immunoldgiai szinapszisba. (A)
Transzmisszids kép, (B) GFP-vel konjugalt PKC-0 enzim fluoreszcens jele, (C) Kv1.3
csatornak jele (piros (D) a 488 nm-es és 543 nm-es csatornak atfeds jele (B + C). A
konfokalis mikroszképpal készitett szeletek vastagsagat 1 um-re allitottuk be. A
felvételen két D10 sejt kozépsd és egy CH12-LX sejt felsd szelete lathato. A T sejt — B
sejt konjugatumokat el6zéleg poly-L-lysine-es fed6lemezre tapasztottuk ki, a sejtek
keverését és centrifugaldasat kovetéen 10 perc mulva fixaltuk 4% paraformaldehid
oldattal, majd Kv1.3 ellenes antitesttel jeldltiik indirekt mdédon.

hez kapcsolédd és egyediilalld D10 sejten kifejez6d6 Kvi1.3 csatornak normalt aramgorbéit
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osszehasonlitva mind az aktivacios kinetikdban (ta,c = 1,36 £ 0,06 ms, Ta;s = 2,36 £ 0,13 (n = 7),
p < 0,001), mind az inaktivacids kinetikdban (tinc = 365 + 27 ms, Tin;s =263 £29 (n=7),p =
0,037) bekovetkezett kiilonbségeket szignifikdnsnak talaltuk, vagyis az IS-ben lévé D10
sejtekben a Kv1.3 csatorndk aktivacidja jelent6sen lelassult (34. abra A és B panel), az

inaktivaciods kinetika pedig jelent6s mérték(i gyorsulast mutatott és (34. dbra C és D panel).
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34. abra. Kv1.3 csatorndk kapuzasa az immunoloégiai szinapszisban. Az aktivacios
kinetika tanulmanyozasa soran 15 ms-os +40 mV-os depolarizdlé impulzusokat
alkalmaztunk. Az (A) dbran egy egyediilallé és egy szinapszisban |évé D10 sejt normalt
K*-dramai lathatdok. Az abran lathatéd aramgoérbékhez tartozd aktivacios idéallandd
értékek a kovetkez6k: Tac=1,56 ms és 1,5 = 2,28 ms. (B) Az egyedildllé és szinapszisban
lévé T sejtek aktivacios id6allanddja.. (C) Az inaktivacids kinetika tanulmanyozasa sordn
1,5 ms-o0s +50 mV-os depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk. Az (C) dbra jél szemlélteti
a szinapszisban lév6 sejt inaktivacids kinetikdjanak felgyorsuldsat. Az inaktivacids
id6allandodk e sejtekre a kovetkezbk: Tin,c = 350 ms és Tinis = 251 ms. (D) Az egyedildllé
és szinapszisban 1évé T sejtek inaktivacids id6allanddja. Az atlag + SEM van feltlintetve,
*: szignifikdns kiilonbség.

Feltételeztiik, hogy a kinetikdban bekovetkez6 valtozasok az aktivacié egyensulyi

paramétereit is moddosithatjak. A tesztfesziltség fliggvényében dabrazolt normalt
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vezetGképességek alapjan azt taldltuk, hogy szinapszisban Iévé Kv1.3 csatorndk egyensulyi
aktivaciéjanak membranpotencial flggése a pozitiv feszlltségek irdnydba tolddott el (Vy,c = -
26,4+ 1,5mV (n=12), Vyis=-20,9+2 mV (n=7), p <0,05). Az IS-ben lév6 Kv1.3 csatornak
meredekség értéke is magasabb volt, bar a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (kc = 7,6
+0,5mV, ks =9,3+0,8 mV, p=0,115) (35. dbra A és B panel). Az inaktivacids kinetikai
paraméterek valtozasa alapjan arra kovetkeztettlink, hogy valamilyen foszforilaciés vagy

defoszforlacids folyamat 4ll a jelenség hatterében.

Az APC-hez kapcsolddo és egyediildlld T-sejtek Kvl.3 dramslr(iségét is megvizsgdltuk
(+40 mV-nal aramamplitudo / sejt kapacitasa) (CD. = 154 + 16 pA/pF, CDis = 104 + 19 pA/pF),

ezek a kilonbségek nem voltak szignifikansak.
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35. dbra. Kv1.3 csatorna aktivacio membranpotencial fliggése megvaltozik az IS-
ben. (A) A normalt vezetGképesség fesziiltségfliiggése egy egyediildllé kontroll (e)
és szinapszisban |év6 T sejt (A) esetén Boltzmann-fliiggvénnyel abrazoltuk. A
meredekség és félaktivaciés feszlltség értékek az dbran bemutatott sejtre
vonatkozdan: kc = 6,8 mV, Vy,c = -24 mV; kis = 8,8 mV, Vy,is = -16,6 mV. (B) Az
egyedulallo és szinapszisban 1évé T sejtek egyensulyi paraméterei: meredekség (k)
és félaktivacios fesziiltség (Vy), atlag + SEM, *. szignifikans kiilonbség.

4.2.1.6 A protein-kindz (PK) antagonistak gyorsitjdk a Kv1.3 inaktivdciojat

Mivel nem ismert, hogy a D10 sejtekben a Kv1.3 csatorndhoz mely protein
kindz/foszfatdz képes asszocialni, ezért megvizsgaltunk két PK és egy p56' inhibitor Kv1.3
csatornak dramaira gyakorolt hatasat, amelyek a kdvetkezGk voltak: a PKA-t gatldo H89 (Kq ==
50 nM), a PKC inhibitor GF109203X (GF, K¢ =~ 14 nM) valamint a p56'* kindz gatld
Damnachantal (DAM, Kq =~ 17 és 620 nM). Ezeknek a vegylileteknek kozvetlen gatld hatasa is
van ioncsatorndkra, pl. a H89 Kv1.3 csatorna gatldszer (ICso= 1,7 uM), a GF Kv1.5 gatldszer (Kg

=1-2 uM), ezért a kisérletekben alkalmazott koncentracidkat ugy allitottuk be, hogy elkeriljiik

89



haj du. peter.4 343 25

ezen vegyliletek blokkold hatasat, ugyanakkor még effektiven inaktivaljak a protein kinazokat.
Az alkalmazott koncentracidk a kovetkez6k voltak: H89: 0,1 uM, GF: 0,5 uM, DAM: 1 uM. Az

aktivacids kinetika a PK antagonistak hatasara nem valtozott szignifikdnsan (tac= 1,36 + 0,06
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36. abra. A protein kinazok gatlasa gyorsitja az inaktivacids kinetikat. (A) Egy kontroll és
harom kiilonbo6z6 kezelés mellett regisztralt sejt normalt aramgoérbéi lathatdk. Az abran
bemutatott kontroll és kezelt sejtek aktivacids id6allandoi a kovetkez6k: tac= 1,56 ms, Tacr
=1,43 ms, Tonso= 1,41 ms, Topam = 1,44 ms. A (B) abra oszlopdiagramokon szemlélteti az
aktivaciés id6allando értékek atlagait és SEM-et. (C) Egy kontroll és harom kiilonb6z6
kezelés utdni sejten rogzitett normalt dramgorbéi lathatdk, hosszu protokollal. Az
inaktivacios kinetikat egy-exponencidlis fliggvénynel illesztettilk. Az inaktivacids
id6allanddk az dbran bemutatott aramgoérbékre a kovetkezbk: Tin,c= 350 ms, Tin,gr= 203 ms,
Tin,igo = 190 Ms, Tinpam = 261 ms. (D) Oszlopdiagramokon az inaktivacids idéallando értékek
atlagait és SEM-jét tlintettik fel. (E) Egy kontroll (e) valamint egy GF109203X- (A), H89- (O)
és damnacanthal- (0) kezelt sejt normalt vezetGképességének fesziiltségfliggése lathato.
Az adatokat Boltzmann-fliggvénnyel egyiitt dabrazoltuk: kontroll (folytonos vonal),
GF109203X (rovid szaggatott vonal), H89 (pontozott vonal) és Damnacanthal (hosszu
szaggatott vonal). A meredekség és félaktivacios fesziltségértékek az dbran szemléltetett
sejtek esetén a kovetkez6k: ke=7,1 mV, V. =-22,7 mV; ker=6,5 mV, Vy, cr = -25,9 mV; Kuss
=7,3mV, Vyusge = -25,8 mV; kpam = 8,6 mV, Vy,pam = -26,9 mV. (F) A meredekség (k) és
félaktivacios fesziiltség értékek atlagait és szorasait. *: statisztiakailag szignifikans eltérés.
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ms, (N =18) Tacr=1,51+£0,17ms (n=9),p =0,3; Tanse=1,56 £ 0,2 ms (n =13) p=0,3; Ta,pam =
1,16 £ 0,19 ms (n =6) p = 0,22) (36. dbra A és B panel).

Az inaktivaciés kinetika vizsgdlata soran azonban mind a H89, mind a GF109203X
vegylletekkel, mind pedig a Damnachantallal torténd kezelés sordn azt tapasztaltuk, hogy a
Kv1.3 csatorndk inaktivacidja gyorsul, az inaktivacids id6allando szignifikdnsan csékkent a
kezeletlen kontrollokhoz képest a D10 sejtekben (tin,c= 365 + 27 ms, (n = 17) Tin,cr = 252 + 32
ms (n =9); Tin,uge = 254 £ 20 ms (n = 12); Tin,pam =269 27 ms (n =7) p < 0,05) (36. dbra Cés D

panel).

Az aktivacié egyensulyi és kinetikai jellemzGit is tanulmanyoztuk; az egyensulyi
aktivacié paraméterei, fesziltségfliggése és meredeksége nem valtoztak meg szignifikansan a
PK inhibitorokkal torténd kezelés hatasara ((Vy,c=-26,4+ 1,5 mV (n=12); (Vuer=-27,6 +1,3
mV (n =7); (VyHee =-24,8 £ 2,4 mV (n = 10); (Vioam =-27,0£ 2,1 mV (n =5); ke=7,6 £ 0,5 mV;
ker=6,6 £ 0,6 mV; kngo= 7,7 £ 0,6 mV; kpam= 8,6 £ 1,2 mV, p = 0,05) (36. dbra E és F panel).
Minden kezelés esetében meghataroztuk az arams(irlségeket (CD) is, a H89 (PKA) és
Damnacanthal (p56'€) esetében szignifikdns csdkkenés kdvetkezett be (CD = 154 + 16 pA/pF,
CDuso = 89,4 + 14 pA/pF, CDpam = 85,9 + 20 pA/pF, p < 0,05), mig a GF kezelés, méréseink

szerint, nem befolyasolta jelent&sen a csatornaaktivitast (CDgr = 163,1 + 25 pA/pF).

Mindezek alapjan, a PKC és a PKA, p56'* antagonistakkal végzett kisérleteknek
megfelel6en feltételezziik, hogy a Kv1.3 ioncsatorna immunoldgiai szinapszisba vald
rendezé8désekor defoszforilalédik. Ezt a feltételezést az immunoldgiai szinapszisban résztvevd
D10 sejtek gyorsabb inaktivacids kinetikdja és kisebb aramslir(isége tdmasztja alad. Azt
gondoljuk, hogy a Kv1.3 szinapszisba vandorlasa a defoszforilacié el6feltétele. A szinapszisban
bekovetkezé csatornamddositdas molekularis mechanizmusa nem tisztdzott, bar nagy
valdszinlséggel bizonyos protein foszfatazok (pl. CD45) magyarazhatjak a Kv1.3 dramban
bekodvetkez6 valtozasokat, mint az leirtak korabban [21]. A lassubb aktivacios kinetika és az
egyensulyi aktivacido depolarizdld fesziltségek felé vald eltolédasa a Kv1.3 csatorna
mikrokornyezetében bekovetkezd valtozasokat (magasabb viszkozitdsu) valdszin(siti,
mikozben az a szinapszisba szegregal. Ezt tdmasztja ald egy kordbbi tanulmanyunk, melyben a
Kvl.3 csatornak esetében hasonld jelenséget figyelhetiink meg T-sejtekben: a
membranviszkozitds novelésével, amelyet a membran koleszterinszintjének novelésével

értink el, az aktivacios sebesség csokkent és az egyensulyi aktivacio fesziltségfliggése
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eltolédott [176]. Ezt a feltevést erbsitik a PK antagonistakkal végzett kisérleteink: a PK
inhibitorok csak az inaktivacios kinetikat mddositjak, az aktivacid sem egyensulyi, sem

kinetikai paramétereinek vdltozdsaban nem jatszanak szerepet.
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4.2.2 Kvl.3 ioncsatorna IS-be torténd berendezédése: PDZ-domén fehérjék szerepe

4.2.2.1 A lJurkat sejtek PSD-95-6t és SAP97-et expresszaljak

A PSD-95 és a SAP97 egyarant az idegsejtekben expresszalédd scaffolding fehérje, melyek
kiilonb6z6 Kv-csatornak lokalizacidjat szabalyozzak [140]. Annak megértéséhez, hogy ezek a
fehérjék hatdssal lehetnek-e a Kv1.3 csatornak eloszlasara a human T-sejtekben (Jurkat), meg
kellett vizsgalnunk, hogy ezekben a sejtekben is expresszalédnak-e ezek a fehérjék. Ezért teljes
RNS-t izolaltunk Jurkat sejtekbél, és PSD-95 és SAP97 specifikus primerpdart haszndltunk a
reverz transzkripciés PCR elvégzéséhez. A termékeket agardz gélen futtattuk, majd az elvart
bazisparméret alapjan azonositottuk a specifikus termékeket (37. dbra A panel), valamint
szekvenciaazonossagat szekvenalassal is ellendériztilk. A PSD-95 és a SAP97 fehérje szintl

expresszidjanak megerGsitésére Jurkat teljessejt lizdtum western blot analizisét hajtottuk
A

100 bp PSD-95 viz SAP-97 viz
ladder

B C

i

‘ ‘ WB: SAP97

3.
= | ] 130 KDa——n |
‘ '| WB: PSD-95 t

37. abra. A Jurkat sejtek expresszaljak PSD-95-6t és SAP97-et. (A) A PSD-95 és SAP97
kddold szekvenciak PCR-amplifikacidjat mutatja a teljes Jurkat cDNS-b6I. A termékek
mérete 629 bp (PSD-95), illetve 774 bp (SAP97) volt. (B-C) Teljes sejt lizatumok western
blot analizise PSD-95 (B) vagy SAP97 (C) elleni antitest haszndlataval. Pozitiv
kontrollként PSD-95 vagy SAP97 transzfektdlt HEK sejtek szolgdltak. Aktin blotot is
végeztiink a PSD-95 és a SAP97 expresszids szintjének vizsgalatdra a kilonb6z6
sejtvonalakban. 1) Jurkat, 2) Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT, 3) PSD-95-tel (B) vagy SAP97-tel
(C) transzfektalt HEK tsA-201 sejtekben.

1.
95 koa—‘nnnﬂ .

végre, pozitiv kontrollként PSD-95 vagy SAP97 transzfektalt HEK tsA-201 sejteket haszndltunk.

A két fehérje méretének megfelel6en 95 és 130 kDa koril specifikus savokat tudtunk
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kimutatni, ezért arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a Jurkat sejtek expresszaljak mind a

PSD-95-6t, mind a SAP97-et (37. abra B és C panele).

4.2.2.2 A PSD-95 és a SAP97 kélcsénhatdsba lép a Kv1.3 C-termindlis régiojaval
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38. abra. PSD-95 és a SAP97 a Kv1.3 C-terminalisdhoz kotédik. (A) A bakteridlisan
letermeltetett GST, a Kv1.3 C-terminalis doménjének GST-taggel jelolt (GST-Kv1.3-C-term)
és a Kvl1.3 N-termindlis doménjének GST-taggel jelolt (GST-Kv1.3-N-term) fehérjék
Coomassie-festése. A bakterialis lizatumokat szonikalast kovetéen centrifugaltuk, majd az
igy kapott pelletet (P) és felliluszét (S) a GST pull-down assay eludtumadval (E) egyttt SDS-
PAGE gélen megfutattuk. A pull-down kisérletek eludtumait PSD-95 (B) vagy SAP97 (C)
antitestekkel jel6ltiik a western-blot soran, amelyeket a teljes Jurkat-sejt lizatumok
sepharose-gyongyokkel immobilizalt fuzids fehérjékkel (GST, GST-Kv1.3-N-terminus vagy
GST-Kv1.3-C-terminus) torténd inkubaldsaval nyertlink (pozitiv kontroll: Jurkat-sejtek
lizdtum). A PSD-95 és a SAP97 csak a GST-Kv1.3-C-terminalis fuzids fehérje eludtumban és
a Jurkat-sejtek lizatumaban volt kimutathatd.

Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a Kv1.3 csatorna kdlcsénhatasba |ép-e a PSD-95 és a SAP97
fehérjékkel, és ha igen, akkor a csatorna melyik része vesz részt ebben a kdlcsénhatasban. A
potencialis kdlcsonhatasi helyek (PDZ és SH3 kot6 domének) a csatorna N- és C-terminalis
régidjaban taldlhatdk, ezért olyan GST-taggal ellatott bakteridlis expresszidés plazmidokat
hoztunk létre, amelyek a Kv1.3 els6 184 (GST-Kv1.3-N-term) vagy utolsé 94 aminosavat (GST-
Kv1.3-C-term) tartalmazzak. A teljes Jurkat sejt lizdtumot a pull-down kisérleteinkben a
rekombinans Kv1.3 csatorna-terminadlisokkal vagy csak a GST-vel inkubaltuk. A GST oszloprdl
elualt fehérjékbdl a PSD-95 és SAP97 jelenlétét a két fehérje ellen termeltetett antitestek
felhasznaldsaval, western blottal mutattuk ki. A Coomassie-festés egyértelmien mutatja,
hogy mindkét Kv1.3 konstruktot hatékonyan expresszaltuk és tisztitottuk a bakterialis
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lizdtumbdl (38. dbra A panel). A western blot alapjan nyilvanvalé, hogy mind a PSD-95, mind
a SAP97 csak a Kv1.3 C-termindlis régidjahoz kot6dik, a csatorna N-termindlisan keresztiil nem

tudtunk kolcsonhatdst azonositani (38. abra B és C panel).
4.2.2.3 Az mGFP-taggelt vad-tipusu és C-termindlis deletdlt Kv1.3 csatorndk biofizikai sajdtsdgai

A Kv1.3 lokalizacidjanak konfokalis mikroszképidval torténé vizsgalata miatt olyan Kv1.3
konstruktokat hoztunk létre, amelyeket fluoreszcens fehérjével jeldltiink: monomer zold
fluoreszcens fehérjét (mGFP) a vad tipusd Kv1.3-hoz (mGFP-Kv1.3-WT) és a csatorna C-
terminalis deletalt mutdns (mGFP-Kv1.3-AC) N terminalisa elé klénoztuk. Az mGFP-Kv1.3-AC
mutans csatorndbol a PSD-95 és a SAP97 potencialis kot6helyeket tavolitottuk el (utolsé 84

aminosavat a szekvenciabdl).

Miel6tt a mutdns ioncsatornakat mikroszkdpos kisérletekhez hasznaltuk volna,
elengedhetetlen volt annak vizsgdlata, hogy az mGFP tag és/vagy a C-terminalis csonkitas
okozott-e bdarmilyen valtozast a Kv1.3 biofizikai jellemzGiben. Patch-clamp technikat
alkalmazva, outside-out patch konfiguracidban 6&sszehasonlitottuk a CHO sejtekben
retrovirusos transzdukciéval expresszadlt mGFP-Kv1.3-WT és mGFP-Kv1.3-AC csatorndak
kapuzasi paramétereit. Azt talaltuk, hogy az mGFP-Kv1.3-WT és az mGFP-Kv1.3.3-AC daramok
aktivacids kinetikdja azonos: a 15 ms-o0s, +50 mV-ra torténd depolarizacids impulzusok altal
kivaltott aramgorbék megkdzelitéleg identikusak, és mGFP-Kv1.3-WT és az mGFP-Kv1.3-AC
csatornak aktivacids idéallanddja nem kilonbozott (0,54 + 0,04 ms mGFP-Kv1.3-WT (n=10) és
0,56 £ 0,02 ms az mGFP-Kv1.3-AC (n=9) esetében, p=0,698) (39. abra, A és B panel). A hosszu
depolarizdld impulzus soran regisztralt mGFP-Kv1.3-WT és mGFP-Kv1.3-AC aramgorbék
atfedésben vannak, ami azt jelzi, hogy a C-terminalis ,csonkitdsa” nem médositja az
inaktivacids kinetikat: az inaktivacios id6allanddk statisztikailag nem kilonboztek az mGFP-
jelolt WT és a C-terminalis deletalt Kv1.3 csatornak esetében (271 + 31 ms volt az mGFP-Kv1.3-

WT (n=7) és 240 + 23 ms (n=6) az mGFP-Kv1.3- AC esetében p=0,158, (39. dbra, C és D panel)).

Végil mindkét csatorna fenotipus esetében meghatdroztuk az egyensulyi aktivacio
feszliltségfliggésének paramétereit: az mGFP-Kv1.3-AC csatornak normalizalt konduktancia-
tesztpotencial gorbéinek kis mértékd balra tolddasa nem volt szignifikans (a meredekségi
tényez6 14,2 + 1 mV és 13,5 + 1 mV volt az mGFP-Kv1. 3-WT (n=7) és mGFP-Kv1.3-AC (n=5),
p=0,458); mig V12 értéke -19,5 + 1,2 mV volt az mGFP-Kv1.3-WT (n=7) és -25,4 + 5,4 mV az
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mGFP-Kv1.3.3-AC (n=5) esetében, p=0,282, (39. abra, E és F panel)). Ugy véljiik, hogy mivel az
MGFP-Kv1.3-WT és a mGFP-Kv1.3-AC csatornak biofizikai jellemz6i azonosak, a csatorndk IS
kialakulasakor bekovetkez6 atrendez6désben mutatkozd kilénbség nem tulajdonithaté a C-

terminalis deletalt csatornak megvaltozott biofizikai sajatsagainak.
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39. abra. A Kv1.3 csatorna konstruktok biofizikai tulajdonsagai. (A) mGFP-Kv1.3-WT és az
MGFP-Kv1.3-AC aram aktivacids kinetikajanak vizsgalatahoz a CHO patcheket (outside-out) 15
ms-ig +50 mV-ra depolarizaltuk -120 mV-rél (on-line leak korrekciot alkalmaztunk). A
reprezentativ aramgorbéket a Hodgkin-Huxley-modellel kapott illesztett gorbékkel egyiitt
tlntettik fel. (B) Az mGFP-Kv1.3-WT (WT) és az mGFP-Kv1.3-AC (AC) csatornak aktivacios
id6allanddja (atlag + SEM, n>6). (C) Az aramok inaktivacids kinetikajanak tanulmanyozasahoz a
patch-eket 2 masodpercig +40 mV-ra depolarizaltuk -120 mV-os tartépotencialrél. Az mGFP-
Kv1.3-WT és az mGFP-Kv1.3-AC konstrukcid tipikus aramfelvételei lathatdéak az illesztett
gorbékkel egyiitt. (D) Az mGFP-Kv1.3-WT (WT) és az mGFP-Kv1.3-AC (AC) csatornak inaktivacids
idéallanddja (atlag + SEM, n>6). (E) A normalt konduktancia-tesztpotencial figgése egy mGFP-
Kv1.3-WT (fekete négyzet) és mGFP-Kv1.3-AC (lres haromszogek) expresszald patch esetében,
valamint az illesztett Boltzmann-fliggvények. (folytonos vonal: mGFP-Kv1.3-WT, szaggatott vonal:
MGFP-Kv1.3-AC) (F) Az egyensulyi aktivacié paraméterei (meredekség (k) és kozéppont (Vi/2)) a
két csatornakonstrukcié esetében (atlag £ SEM, n=7 és 5 az mGFP-Kv1.3-WT és az mGFP-Kv1.3-
AC esetében).
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4.2.2.4 A Kv1.3 C-termindlis delécidja vagy a PSD-95 expresszid hidnya gdtolja a Kv1.3
felhalmozdddsdt az immunoldgiai szinapszisban

Annak feltardsdra, hogy a PSD-95 vagy a SAP97 befolydsolja-e a Kv1.3 berendez6dését az
immunoldgiai szinapszisba, IS-t hoztunk létre a (kiilonb6z6 Kv1.3 konstruktokat expresszald)
Jurkat T-sejtek és Raji B-sejtek kozott (40. dbra, 41. dbra) A sejteket az IS-képz6dés utan 6t
kiilonb6z6 idépontban (1, 5, 10, 20 és 30 perc) fixaltuk, hogy feltarjuk a Kv1.3 redisztribucié
kinetikdjat a plazmamembranban. Mivel az irodalombdl ismert, hogy a CD3 molekuldak
atrendez6dnek az immunoldgiai szinapszisba, a szinapszisképz&dés ellenérzésére és az IS
fizikai hatdrainak meghatdrozasara anti-CD3 immunfluoreszcens jel6lést hasznaltunk pozitiv
kontrollként [21]. A Kv1.3 csatornak IS kialakulasakor bekovetkezé atrendezédésének
szamszerUsitésére bevezettlik az akkumulacids aranyt (AR), amely aranyos a Kv1.3 tobblet
mennyiségével az IS terlletén a csatorndk egyenletes eloszlasahoz képest a nem IS-ben |évé
sejtek membranjaban. Kiértékelési modszeriink negativ kontrolljaként egyediilallé sejteket is
elemeztink: véletlenszer(ien kivalasztottunk a plazmamembran az IS-hez hasonlé teriiletd
részt, amely reprezentdlja a szinapszist képz6 sejtek kozotti kontakt régiot, és kiszamitottuk
az AR-t. EIméletileg az 6nallé sejtek AR-janak megkozelit6leg 1-nek kellene lennie. Azonban a
Kvl.3 membranbeli eloszlasanak foltos jellege miatt, ami a lipid raftokban vald
lokalizacidjanak kovetkezménye lehet, esetenként a szamitott AR-értékek ezekben a
sejtekben is 1-nél magasabbak voltak. Annak érdekében, hogy kizarjuk ezeket a hamis pozitiv
adatokat, a Kv1.3 berendez6dését az IS-be csak olyan AR értékek esetén fogadtuk el, amelyek

1,5 vagy anndl magasabbak voltak.

A PSD-95 és a SAP97 T-sejt Kv1.3 csatornainak IS-be térténé berendezédésében betoltott
szerepének tovabbi vizsgalatdhoz (nem csak a Kvl.3-on |év6 kotShelyeik eltdvolitasaval)
mindkét fehérje expresszidjat leszabalyoztuk nem transzdukalt ill. az mGFP-Kv1.3-WT-t
expresszald Jurkat sejtekben. A lentiviralis transzdukciés mddszert alkalmaztunk a specifikus
shRNS bejuttatasara a sejtekbe, a csendesités hatékonysdgat western blot segitségével
ellendriztiik, valamint puromycin antibiotikum alkalmazassal szelektaltuk ki a géncsendesitett

sejteket.
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Kv1.3 CD3 overlay

Kv1.3-WT

Cc

40. abra. A Kv1.3 és a CD3 berendez6dése az immunoloégiai szinapszisba Jurkat
sejtekben. Reprezentativ dbrak az immunolégiai szinapszis kialakulasat mutatjak SEE-
indukalt Raji B és (A) az mGFP-Kv1.3-WT-t (Kv1.3-WT), (B) mGFP-Kv1.3-AC-t (Kv1.3-AC)
vagy (C) a PSD-95 géncsendesitett, mGFP-Kv1.3-WT-t (KD-PSD-95) expresszald Jurkat
sejt kozott. Az 1. oszlop a Kv1.3 jelet mutatja, (mGFP, z6ld). A Jurkat sejteket anti-CD3
els6dleges és Alexa Fluor 647 GAMIG masodlagos antitesttel is jeldltik a szinapszisok
azonositasara (2. oszlop, lila). A 3. oszlopban a Kv1.3 és az anti-CD3 fluoreszcencids

jelek fazidja (overlay), mig a 4. oszlopban az IS-t alkotd sejtek faziskontrasztos képe
lathato. A skala 10 um.

KD-PSD-95

Az mGFP-jel6lt vad tipusu csatornak nagy aranyban halmozédnak fel az immunoldgiai
szinapszisban: az AR a sejtek kb. 30%-aban 1 perccel az IS kialakuldsa utadn volt 1,5-nél
magasabb, és a Kv1.3 polarizalt sejtek frakcidja monoton csokkent a 30. percig (42. dbra A
panel). Ezzel szemben a C-terminalis deletalt csatornak (mGFP-Kv1.3-AC) eltér6 akkumulacios
kinetikat mutattak: a sejtek kevesebb mint 10%-a mutatott Kv1.3 polarizaciét barmely

idépontban, és az AR paraméter nem mutatott id6fluiggést (42. abra A panel). Kérilbellil 30
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Kv1.3 overlay

KD-SAP97

41. abra. A Kvl.3 és a CD3 berendez6dése az immunoldgiai szinapszisba
scramble vagy SAP97 shRNS-t, vad tipusu Kv1.3-at expresszalo Jurkat sejtekben.
Reprezentativ dbrak az immunoldgiai szinapszis kialakuldasat mutatjak SEE-
indukalt Raji B és (A) a SAP97 géncsendesitett, mGFP-Kv1.3-WT-t (KD-SAP97), (B)
scramble shRNS -sel transzdukalt, mGFP-Kv1.3-WT-t (SCR) expresszalé Jurkat sejt
kozott. Az 1. oszlop a Kv1.3 jelet mutatja, (mGFP, zold). A Jurkat sejteket anti-CD3
els6dleges és Alexa Fluor 647 GAMIG masodlagos antitesttel is jeldltik a
szinapszisok azonositdsara (2. oszlop, lila). A 3. oszlopban a Kv1.3 és az anti-CD3
fluoreszcencias jelek fuzidja (overlay), mig a 4.- oszlopban az IS-t alkotd sejtek
faziskontrasztos képe lathaté. A skala 10 um.

perccel az IS kialakulasa utan a Kv1.3-polarizalt sejtek aranya megegyezett a két sejtvonal

esetében.

A Kv1.3 teljes C-terminalis régidjanak levagasa nem specifikusan akaddlyozhatja meg
mindenféle intracelluldris kihorgonyzé fehérjék kotédését a csatornahoz. Ezért annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk a PSD-95 és a SAP97 Kv1.3 csatorna redisztribucidjara
gyakorolt specifikus hatdsat, dsszehasonlitottuk a Kv1.3 polarizdcidjat kontroll, PSD-95 és
SAP97 géncsendesitett Jurkat sejtekben az IS kialakuldsakor. Azt talaltuk, hogy a PSD-95
géncsendesitett sejtek hasonléan viselkedtek, mint a C-termindlisdan ,megcsonkitott”
csatornat expresszald sejtek: a Kv1.3 polarizalt sejtek ardnya 1 perc utan szignifikansan
alacsonyabb volt a kontroll sejtekhez képest, és az AR a 30. percig nem mutatott id6fliggést
(42. abra B panel). Ezzel szemben a SAP97 ,kiiktatdsa” vagy a nem specifikus scramble kontroll
shRNS transzdukcidja nem volt hatdssal a Kv1.3 IS-beli berendez6désébe (42. dbra C panel) a

kontroll Jurkat sejtekhez képest. Ezek az eredmények alatamasztjak hipotézisiinket, miszerint
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a PSD-95 adapter fehérje kulcsfontossdgu szerepet jatszik a Kv1.3 ioncsatornak immunolégia

szinapszisba torténd atrendezédésében.
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42, abra. Kv1.3 csatorndk felhalmozdédasa az IS-ben: a Kv1.3 C-terminalis és a PSD-
95 szerepe. Az IS kialakulasa soran polarizalt Kv1.3 eloszlast mutaté sejtek szazalékos
aranya (sejtek %-a) (A) vad tipusu (Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT, fehér oszlopok) vagy C-
terminalis deletalt (Jurkat-mGFP-Kv1.3-AC, sraffozott oszlopok) Kv1.3 konstruktot
expresszalé Jurkat sejtekben, valamint (B) kontroll (Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT) vagy
PSD-95 géncsendesitett (Jurkat-mGFP-Kv1.3-W-KD-PSD-95) Jurkat sejtekben,
amelyek ugyanazt az mGPF-Kv1.3-WT-ot expresszaljak. A p-értékek csak akkor
tlntettik fel, ha statisztikai kiillonbség volt. (C) A Kv1.3 csatornak felhalmozddasat az
IS-ben nem befolyasolja a SAP97 vagy a scramble shRNS-sel torténd transzdukcid. Az
IS kialakulasa soran polarizalt Kv1.3 expressziot mutatd sejtek szazalékos aranya a
vad tipust (Jurkat-mGFP-Kv1.3-WT, fehér oszlop), a SAP97 csendesitett (Jurkat-
MGFP-Kv1.3-WT-KD-SAP-97) vagy scramble shRNS transzdukdlt Jurkat sejtekben
(Jurkat-mGFP-Kv1.3-SCR), mindharom mGPF-Kv1.3-WT csatorndt expresszalt.
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4.2.3 Kvl.3 ioncsatorna immobilizaciéjanak molekularis hattere

4.2.3.1 Kvl.3 csatorna és a cortactin ko-lokalizdl, cortactin/SH3/PDZ kétéhely Kv1.3 mutdnsok

Mivel szdmos Kv-csatorna rendelkezik cortactin kot6hellyel és kimutattdk ezen
ioncsatorndkkal a kolcsonhatdst, ezért megvizsgaltuk, hogy a Kv1.3 csatorndk ko-
okalizdlédnak-e a cortactinnal [251-256]. Immuncitokémiai kisérleteket végeztiink FLAG-
Kv1.3 csatorndt stabilan expresszaléd HEK-293 sejtvonalon: a plazmamembranban lokalizalt
Kv1.3 csatorndkat fixalt, de nem-permabilizalt sejteken jel6ltiik, majd ezt kdvette a cortactin
intracelluldris festése. A 43. abra konfokalis felvételei azt mutatjak, hogy a membranbeli jelolt
FLAG-Kv1.3 csatornak (zold) és a cortactin (piros) fluoreszcens jelei nagymértékben atfednek
egymassal, ami azt jelzi, hogy ezek a fehérjék egymds kozelében helyezkedhetnek el, és

el6revetiti a kozottik |évé lehetséges kdlcsdnhatast.

fazio

fazio

43. abra. A Kv1.3 csatornak ko-lokalizalédnak a cortactinnal. Két reprezentativ
FLAG-Kv1.3-at expresszalé HEK-293 sejt 1 um szeletvastagsagu konfokalis felvételei
FLAG (egér) és cortactin (nyul) ellenes antitestekkel jelolve. A panelek a
kovetkez6ket mutatjak: a: a sejt vilagos latoter(i képe, b: Kv1.3 (z6ld), c: cortactin
(piros), d: a piros és zold csatornak atfedése.

Osszehasonlitva a Kv1.2 és a Kv1.3 C-terminalisat sikeriilt a Kv1.3-ban egy, a Kv1.2-ben
meglévd cortactin-kot6helyhez hasonlé (késGbbiekben cortactin két6helyként hivatkozunk
ra), 19 aminosavbdl allé6 domént azonositottunk (44. dbra A panel) [251]. Tovabba egy SH3-
(PxxP) és egy PDZ kot6 (FTDV) motivum is taldlhatd a Kvl.3 C-terminalisan a feltételezett

cortactin kot6helyhez képest ,downstream” (44. dbra B része). Ezen elemzés alapjan a szamos
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44. abra. A vad tipusu Kv1.3 csatorna és a C-terminalis mutaciodi. (A) A Kv1.2
cortactin-kotéhely és a Kv1.3 C-terminusdnak 6sszevetése. (B) A vad tipusu (WT)
Kv1.3 poérusképzé alfa alegység sematikus dbrazolasa EGFP taggel, cortactin-,
SH3- és PDZ-kot6 régiokkal. (C) A WT Kv1.3 és a mutans Kv1.3 C-terminalisok
aminosav-szekvenciai a 431. aminosavtdl kezd6édéen. AC mutans: a teljes C-
terminus, kivéve a membran-targetdlashoz szlikséges HRET-szekvencia, el van
tavolitva. A A1 mutacié: Kvl.3 C-terminadlis a cortactin-k6t6hely el6tt. A2 muténs:
cortactin kot6hely utdn tortént a delécié. A3: a Kvl.3 C-terminus levagasa
kozvetlenil az SH3 kot6hely utan. ASH3 mutans: a PQTP-r6l GQTG-re torténd
aminosav-szekvencia valtoztatds csupan. APDZ: az FTDV-r6l WSGG-re torténd
aminosav-szekvencia atalakitas.

Kv1.3 C-termindlis mutanst terveztlink: 1) nem volt egyik két6hely (cortactin, SH3, PDZ) sem
(A1); 2) csak cortactin-kété motivummal (A2) rendelkezett; 3) cortactin- és SH3-k6t6 domén
(A3) volt meghagyva; néhany aminosav mutdciéjaval pedig teljes hosszusagu Kv1.3
csatornakat SH3-kot6 domén (ASH3) vagy PDZ-koté szekvencia (APDZ) nélkil (44. abra C
része). Egy korabban tervezett C-termindlis deléciés mutanst, a AC-t is felhasznaltuk (lasd az
el6z6 fejezetben). A APDZ Kv1.3 mutans PDZ fehérjék kotédésének elmaraddsat ko-
immunprecitaciéval igazoltuk (abrdt nem mutatunk). Mindezek a mutansok informaciot
nyujthatnak arrdl, hogy a Kv1.3 és a cortactin kdlcsonhat-e, valamint, hogy egyéb adapter

fehérjék (hDlgl, PSD95) sziikségesek-e e kotGdés kialakitasahoz.
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4.2.3.2 Mutdns csatorndk biofizikai sajdtsdgai

A Kv1.x csatorndk C-terminusanak delécidja a fehérjék funkcidvesztéséhez vagy a membran

expresszio elmaradasahoz is vezethet [257, 258]. Kovetkezésképpen meghatdroztuk a mutans
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45. abra. Kv1.3 mutansok biofizikai jellemzése. (A) Az inaktivacids kinetika
meghatdrozasahoz az outside-out patcheket -120 mV-os tartépotencidlrdl 2
masodpercig +40 mV-ra depolarizaltuk. Az EGFP-vel jelolt WT és Al
konstrukcid tipikus aramfelvételei lathatok. (B) Inaktivacids idGallandé ( ti) a
kiilonb6z6 Kv1.3 mutdnsok esetében. (C) A normalt konduktancia a
tesztpotencial fliggvényében egy WT (fekete korok) és egy Al (lres
haromszogek) konstruktot expresszald patch esetében, valamint az illesztett
Boltzmann-fliggvény (folytonos vonalak) &brazoltuk. (D) Az egyensulyi
aktivacié paraméterei (meredekség, k, félaktivaciods fesziltség Vi/2) az egyes
mutansok esetében. A (B) és (D) paneleken 5-11 sejt atlagat és a SEM-et
abrazoltuk.

Kvl.3 csatorndk elektrofizioldgiai sajatsagait. A Kv1.3 varidnsokat tranziens maddon
transzfektdltuk HEK-293 sejtekbe, majd outside-out patch-clamp konfigurdciéban rogzitettiik
az aramgorbéket. 45. abra alapjan elmondhatd, a WT és A1l plazmidot expresszald patch-ben
a 2 szekundum hosszusdgl depolarizdcid sordn kapott aramgoérbék szinte teljesen
megegyeznek (a lathatdsag kedvéért nem minden mutanst tlintettlink fel). Az inaktivacids

id6allanddk értéke statisztikailag azonos volt az 6sszes konstrukt esetén: WT: 219 + 22 (n=8),
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A1:233 +36 (n=5), A2: 244 + 33 (n=7), A3: 249 + 20 (n=8), ASH3: 257 + 22 (n=8), APDZ: 211 +
34 (n=11) (p=0,831) (45. abra B panel). Tovabba minden csatorna fenotipus esetében
meghatdroztuk az aktivacid feszliltségfliggésének egyensilyi paramétereit: a normalt
konduktanciat dbrazoltuk a tesztpotencidl fliggvényében, és Boltzmann-fliiggvényeket
illesztettlink az adatpontokra (45. dbra C panelén csak a WT és a Al esetében lathatd). Azt
taldltuk, hogy mind a félmaximalis aktivacios feszlltség (Vi/2), mind a meredekség (k) nem
kiilonbozott statisztikailag egyetlen Kvl.3 mutdns esetében sem (k értékei: WT: 12,2+ 1,2 mV
(n=5), A1l: 10,1 + 1 mV (n=4) A2: 11,3 £ 1,1 mV (n=6), A3: 11,6 + 0,4 mV (n=6) ASH3: 10,6 + 0,4
A
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46. abra. A cortactin és a Kv1.3 csatorna kodlcsonhatasa HEK-293 sejtekben. (A) Vad tipusu
(WT), EGFP-Kv1.3-transzfektalt HEK-293 sejtekkel végzett PLA-kisérletek. Fels6 sor: negativ
kontroll, csak masodlagos antitesteket adtunk, alsé sor: mind elsédleges (anti-GFP és anti-
cortactin), mind masodlagos antitesteket hasznaltunk. Az fehérjék kolcsénhatasat piros
pontok jelentik. (B) PLA dotok sejtenkénti szamanak boxplotja. WT: 93, Al: 44, A2: 34, A3:
60 és ASH3: 78 sejtet analizaltunk. Minden csoport szignifikansan kilonbézik egymastdl
(p<0,001), kivéve a ASH3 és A2. (C) Az aktin és a cortactin kozotti kdlcsonhatas HEK-293
sejtekben. A HEK-293 sejteket nyul anti-human cortactin és egér anti-human aktin
antitestekkel (felsé sor) vagy azok nélkil (alsé sor, csak PLA/masodlagos antitestek)
jeloltuk. Sejtmag festés (DAPI, kék) és PLA jel (piros).
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mV (n=5) APDZ: és 13,2 + 1,2 mV (n=7) p=0,285; V1/>-re: WT: -20,8 + 3,5 mV (n=5), A1:-22,0 +
2,4 mV (n=4) A2: -25,2 + 1,6 mV (n=6), A3: -18,7 + 1,1 mV (n=6) ASH3: -20,9 + 1,1 mV (n=5)
APDZ: és -19,6 + 2,5 mV (n=7), p=0,32, 45. abra D része). Kbvetkezésképpen a delécidk és a

pontmutacidk nem valtoztattdk meg a csatorndk biofizikai jellemzGit.
4.2.3.3 Kvi.3interakcidja a cortactinnal

PLA (proximity ligation assay) hasznalatdval meghatdroztuk, hogy a cortactin és a Kv1.3
csatornak kolcsénhatasba lépnek-e egymassal HEK-293 sejtekben, és hogy a csatornafehérje
mely része fontos ebben a kapcsolddasban. Ez a mddszer lehet6vé teszi a <40 nm tdvolsagban
lévé fehérjék kozotti kdlcsonhatds kimutatasat, melyet a mikroszkdpos felvételen fluoreszcens
foltok (dotok) megjelenése mutat [259]. Amint azt 46. abra A panele is mutatja, a vad tipusu
EGFP-Kv1.3 kldnt expresszalé HEK-293 sejtek PLA jel pozitivitdst mutatnak: piros dotok
l[athaték a sejtben. Ugyanezeket a kisérleteket elvégeztiik A1, A2, A3, ASH3 mutansokkal
transzfektalt sejtekkel, majd meghataroztuk a konfokalis képeken a fluoreszcens foltok/dotok
szamat: a dotszam/sejt a WT Kv1.3 esetében szignifikdnsan kilonb6zott az 6sszes Kvi.3
mutdnshoz képest (p<0,001). Tovdbbd a A3 mutansban a PLA dotok szama szignifikansan
magasabb, mint a A1, A2 és ASH3 mutdnsokban (p<0,001, és WT-hoz képest is). Ez mind arra
utal, hogy a cortactin képes a Kv1.3-hoz két6dni, valamint a két fehérje kdzotti kapcsolédas az
SH3-kot6 doménen keresztiil torténik. Tovabbi PLA-kisérletek megerdsitették a cortactin és az
aktin szoros koOzelségét és kolcsOnhatdsat, mely a Kv1.3 cortactin altal az aktin
citoszkeletonhoz valé kapcsolddasaban betoltott szerepére utal (46. abra C panel) [153].
Ezutan megvizsgaltuk, hogy a Kv1.3 laterdlis membranbeli diffuzidjat befolyasolja-e az aktin

polimerizacio, valamint a cortactin felelds-e a Kv1.3 aktinhoz torténd kot6déséért.

4.2.3.4 A Kvl.3 csatorna varidnsok laterdlis mobilitdsa

Az aktin citoszkeleton és a cortactin Kv1.3 laterdlis, membranbeli diffuzidéjaban jatszott
szerepét FRAP-technikdval tanulmanyoztuk. Az EGFP-vel jel6lt mutans és vad-tipusu Kv1.3
csatornak soran kapott FRAP gorbéket, azaz a EGFP fluoreszcens jelének visszatérését egy
kivalasztott ROI-n belll az 47. abra mutatja. A FRAP kisérlet soran kapott fluoreszencia
intenzitds visszatérés elemzésével megbecsiltiik a Kv1.3 csatornak mobil frakciéjat (M) (47.
abra, A és B panel). Meghataroztuk a Kv1.3 membran mobilitasanak aktin-polimerizacié altal
indukalt valtozasat, hogy megallapitsuk az aktin szerepét a csatorna mobilitasaban: a Jaspis

johnstoni (egy tengeri szivacs) ciklikus peptidjével, a jasplakinolide-dal 50 percig elGinkubaltuk
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a sejteket, hogy aktin-polimerizaciot és a filamentumok stabilizaléddsat indukaljuk [260, 261].
A jasplakinolide hozzaadasa a vad tipusu, A3 és APDZ mutansok M¢-jének jelent8s, 40-50%-0s
csokkenését okozta a nem kezelt sejtekhez képest, de nem befolyasolta a A1, A2 és ASH3
mutansok Mgs-jét (47. abra). Az 6sszes csatorna mutdns atlagos My értéke jasplakinolide
el6kezelés nélkil 0,71 £ 0,01 volt (n=41, 47. abra). A vad tipusu, A3 és APDZ csatorndk atlagos
Ms-je jasplakinolide-dal kezelve 0,43 + 0,01 volt (n=18), mig a A1, A2 és ASH3 csatornak atlagos
Mt-je jasplakinolide-dal kezelve 0,63 + 0,01 (n=15). Ezek az eredmények alatamasztjak az SH3-
kot6 domén fontossdgat a csatorna és az aktin citoszkeleton kozotti funkcionalis

koélcsonhatasban.
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47. abra. A WT és mutans Kv1.3 csatorndk lateralis diffiizidja (FRAP). (A) Minden
abran a fluoreszcenciaintenzitas-arany (EGFP-jel6lt Kv1.3 csatorna konstruktok jele))
id6beli visszatérését mutatja jasplakinolide el6kezelés nélkiil () vagy elGkezeléssel
(0). (n jasplakinolide nélkiil/jasplakinolide-dal: 7/7 a WT, 6/6 a A1, 7/3 a A2, 7/7 a A3,
6/6 a ASH3 és 8/4 a APDZ). Az adatpontok atlagot és az SD-t jeldlik. (B) Mobil frakcio
(M, atlag + SEM) minden egyes mutdns és WT Kv1.3 esetében.
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4.2.3.5 A cortactin szerepe a Kv1.3 mobilitdsban

A mutans csatorndkkal végzett FRAP-kisérletek megerdsitették, hogy a cortactin és az aktin
szerepet jatszik a Kv1.3 csatorna immobilizacidjaban. A cortactin szerepének tovabbi
vizsgalata céljabdl olyan HEK-293 sejtvonalat hoztunk létre, melyben lentivirdlis shRNS
transzdukcidval csendesitettiik a contactint (48. abra). Kovetkez6 Iépésben EGFP-jeldlt vad
tipusu Kv1.3 csatornakat expresszaltunk ezekben a sejtvonalakban, és FRAP-kisérleteket
végeztlink rajtuk jasplakinolide kezelés soran illetve anélkil (48. abra B panel). A Kv1.3
csatorndk My értéke a cortactin csendesitett sejtekben nem fliggott attdl, hogy a sejteket

jasplakinolide-dal el6inkubaltuk-e vagy sem (M 0,61 £ 0,03 a kontroll (n=5) és 0,50 + 0,08

A ., s 4 s 48. abra. A cortactin csendesités
annulldlja a jasplakinolide hatasat.

75 kDa (A) A cortactin vagy scramble shRNS
e b virusrészecskékkel transzdukalt HEK-

293 sejtek lizatumdanak Westen blotja

37kDa Smme e o = 50 cortactin antitesttel jeldlve (1,2:

scramble shRNS; 3,4: cortactin shRNS,
5: nem transzdukalt HEK-293). Nyul
B Scramble shRNA anti-cortactin  antitesttel jel6ltink,
%% mig egér anti-B-aktint hasznaltunk
loading kontrollként. (B) A EGFP-jelolt
Kv1.3 vad tipusu csatorna FRAP gorbéi
scramble control (fels6) v. cortactin
(also) csendesitett HEK-293
sejtekben, jasplakinolide elGkezelés
nélkiil (¢) vagy kezeléssel (0). Az
S5 diht B RS Sni adatopontok az egyes sejteken mért
1d6 (s) é;tékek atlagat és SD-jét jeldlik (n = 4-

5).
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jasplakinoliddal (n=5), p=0,43). Ezzel szemben a vad tipusu csatornak mobilitdsa jelent6sen
csokkent a kontroll shRNS transzdukalt sejtekben, amikor az aktin stabilizalédasat
jasplakinolide-dal indukaltuk (My: 0,66 £ 0,04 a kontroll (n=4); és 0,41 + 0,09 a jaszplakinolid
(n=4), p=0,033). Ezek a vizsgalatok még inkabb alatamasztjak, hogy a cortactin szerept jatszik

a Kv1.3 F-aktinhoz torténé kihorgonyzasaban és laterdlis motilitasaban.
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4.2.3.6 AKvl.3ésa HSI kélcsénhatdsa a T-limfocitdkban
E fejezet soran részletezett kisérleteink azt igazoltdk, hogy HEK-293 sejtekben a Kv1.3

csatornak és a cortactin képes Osszekapcsolddni, mely befolydsolja a csatorna lateralis

dotok / sejt
NB

o

49. abra. HS1 és a Kv1.3 kélcsonhatasba Iép az immunolégiai szinapszisban. (A)
Konfokalis mikroszképos képek (1 um-es szeletvastagsag) a CD3/CD28
gyongyokkel 30 perc-ig IS-ben [év6 human primer T-sejtrél (a c panelben csillaggal
jeldlve a gyongy). A sarga szin a Kv1.3 és a HS1 ko-lokalizacidjat jeloli d panelben.
(B) WT mGFP-Kv1.3 csatornakat (WT, felsé sor) és C-terminalis deléciot tartalmazé
MGFP-Kv1.3 csatornakat (AC, kozépsé sor) stabilan expresszald Jurkat sejteken
végzett PLA-kisérletek soran rogzitett konfokalis képek, IS képz6dés utan 30 perc
elteltével lettel rogzitve. A WT mGFP-Kv1.3-t egyediilallé (No IS) expresszald
Jurkat sejt (az also sor). A HS1 és Kv1.3 kozott kialakuld kélcsonhatdst a piros
fluoreszcens dotok jelzik (C) Sejtenkénti PLA dotszam, atlag + SEM értéket
abrazoltuk WT (53 sejt), AC (86 sejt) és No IS (91 sejt)-re. Statisztikailag szignifikans
kiilonbség volt megfigyelheté a WT vs. AC és a WT vs. ,,No IS” csoportokban (p <
0,05), mig a DC és a,,No IS” csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség.

mobilitasat. Primér T-sejteken végzett immuncitokémiai kisérletek azt mutattdk, hogy a nativ
Kv1.3 csatorndk és a HS1 (a T-sejtekben expresszalddd cortactin analdg) kolokalizalddik az IS-
ben (49. dbra A panel). AKv1.3 és a HS1 kolcsOnhatdsat az IS-ben a GFP-jelolt WT és AC mutans
Kv1.3 csatornakat stabilan expresszald Jurkat T-sejteken végzett PLA-kisérletekkel vizsgaltuk
(49. abra, B és C panel). A PLA pozitiv jel (piros dotok/foltok) megjelent az IS-ben, ahol a Kv1.3
felhalmozédik, amennyiben a teljes C-terminalissal rendelkez6 Kv1.3 volt jelen. Ezzel
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szemben, amikor a PLA-t olyan sejteken végeztiik, amelyek mGFP-Kv1.3-AC (AC-Kv1.3)
csatornakat fejezték ki kolcsonhatast jelz6 PLA dotok nem detektdlhatéak, mely a HS1-gyel
toténd kolcsonhatas elmaraddsat jelzi (49. dbra, B panel). Hasonldképpen, a WT Kv1.3
csatornak nem hatnak kolcson a HS1-gyel egyediilallé T-sejtekben, azaz amelyek nem voltak
IS-ben egy CD3/CD28 gyonggyel. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a Kv1.3-HS1 kdlcsonhatas csak
a T-sejtek aktivalasakor kovetkezik be, és szigorian az IS-ben torténik. Tovabba bizonyitjk,
hogy a HS1 a T-limfocitakban, akdrcsak a cortactin a HEK293 sejtekben, a csatorna karboxil

terminaljan keresztil 1ép kolcsénhatasba a Kv1.3-mal.
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4.2.4 Az Orail IS-beli tartézkoddsa megviéltoztatja a T-sejtek Ca?*-valaszat

4.2.4.1 Az Orail immunoldgiai szinapszisba térténd felhnalmozoddsdnak kinetikdja

A T-sejtek kiilonb6z6 ioncsatorndinak (Kv1.3, KCa3.1 és Orail) tartézkodasi ideje az
immunoldgiai szinapszisban elengedhetetlen a Ca?* -fliggd T-sejt aktivacid kialakulasidhoz.
Korabban leirtdk, hogy az Orail csatornak a STIM1-gyel egyltt berendezédnek az IS-be a T-

sejt és APC kozott kialakult kdlcsonhatdskor [128].

Az Orail CRAC alegység IS-ben torténé felhalmozddasi kinetikaja tanulmanyozasahoz az Orail-
et stabilan expresszald sejtvonalat hoztunk létre Jurkat E6-1 sejtekben. El6szor az Orail
csatornat fuzionaltuk mGFP-vel, majd retrovirdlis transzdukcidval Jurkat sejtekben
expresszaltattuk az mGFP-Orail-Full konstruktot. Immunolégiai szinapszist hoztunk létre az
anti-CD3 és anti-CD28 antitesttel bevont gydongyok, mint APC és az mGFP-Orail-Full-t
expresszalé sejtek kozott, majd meghataroztuk az Orail-polarizalt-sejtek szazalékos aranyat
Ot egymast kovets idépontban (1, 5, 15, 30 és 60 perc) (50. dbra A panel). Az 1S-képz6dés
kialakulasanak megerd@sitése érdekében az F-aktin polimerizaciéjat Alexa-546 falloidin
festéssel detektdltuk, és bevezettiik az akkumulacids ardnyt (AA) annak eldontésére, hogy egy
T-sejt mutat-e Orail-polarizaciot. Az ,alpozitiv’ eredmények csdkkentése érdekében az AA
kiisz6bértékét 1,5-re Aallitottuk, vagyis az 1,5-nél alacsonyabb AA értékd sejteket nem
polarizaltnak definidltuk [21]. Az analizisbe azokat a sejteket vettiik csak bele, amelyek F-aktin
polarizaciéval rendelkeztek (az aktinra/falloidinra szamitott AA érték magasabb volt, mint
1,5). Minden id6ponthoz legalabb 30 sejtet elemeztiink (melyeket legaldbb harom kiilénboz6
napon rogzitettlink), és meghatdroztuk az IS-ben az Orail-felhalmozdédast mutatd sejtek

szazalékos aranyat.

Egy perccel a sejt-gyongy kolcsonhatas kialakuldsa utdn a T-sejtek 20 szdzaléka
mutatott Orail-felhalmozddast, és az Orail-polarizalt-sejtek aranya a 15. percben volt a
legmagasabb (46 %). A kés6bbi id6pontokban (30. és 60. perc) az Orail IS-berendez6dést
mutatd sejtek szazaléka fokozatosan csokkent (15 perc vs. 60 perc: p=0,033) (50. abra B
panel). Mindezek alapjan azt kivantuk tanulmanyozni, hogy az Orail IS-beli tartdzkodasat mely

fehérjék szabalyozzak Jurkat T-sejtekben.
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A

mGFP-Orai1-Full A546-falloidin Fuzio Vilagos latotér

50. dbra. Az mGFP-Orail-Full berendezédése

B az immunoldgiai szinapszisba. (A)
Reprezentativ konfokalis képek az mGFP-

p=0,033 Orail-Full-t kifejez6 Jurkat sejtek és CD3-CD28

| antitesttel bevont gyongyok kozott kialakult
immunoldgiai szinapszisrél. 1) az mGFP-Orail-

Full csatornakat zolddel, 2) az Alexa546-
falloidin jelolést (1S létrejottének
indikdtoraként) pirossal dbrazoltuk. 3) Az

l
30 - MGFP-Orail-Full (z6ld) és Alexa546-falloidin
(piros) fluoreszcens csatorndk fuzidja. 4)
Vildgos latotér felvétel az mGFP-Orail-Full
201 csatornat  kifejez6  sejtekrdl  (1-3). A
gyongyoket csillaggal jeloltiik. A skdla 10 um-t
15 15 30

50 -

40 4

jelent. B) Az Orail polarizaciot mutato sejtek
szazalékos ardanya a CD3-CD28 antitesttel
bevont  gyongyokkel alkotott IS-ben
1.,5.,15.,30. és 60. percnél. Minden id6pillanat
esetén legaldbb 30 sejtet vontuk be a
kisérletbe.

10 4

Polarizalt Orai1 sejtek %-ban

60

1d6 (perc)

4.2.4.2 A STIM1 befolydsolja az Orail IS-beli tartdzkoddsi idejét

Az Orail aktivacidjanak és mikodésének sziikséges |épése az ER-ben lokalizalt STIM1
alegységhez vald kapcsolddas. Korabban mar beszamoltak réla, hogy a STIM1 felhalmozédik
az I1S-ben, ami elengedhetetlen feltétele a megfelel8 Ca?* jel kialakuldsanak [29]. A STIM1-
Orail interakcio IS-beli berendez6désben betoltott funkcidjanak megértése érdekében

létrehoztunk egy mGFP-Orail-Full-t expresszald sejtvonalat, amelyben csendesitettiik a STIM1
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gént (MGFP-Orail-Full-STIM1-KD). A transzdukcié kontrolljaként pLKO.1-puro plazmidot
alkalmaztunk, ami olyan shRNS-szekvenciat tartalmaz, amely semmilyen ismert gént nem
csendesit (mGFP-Orail-Full-PURO sejtvonal). A STIM1 csendesités hatékonysaganak
teszteléséhez a STIM1 expresszids szintet western blottal ellendriztik. A STIM1-specifikus

shRNS-sel transzdukalt-sejtvonalak esetében, a STIM1-sdv intenzitasa joval alacsonyabb volt,
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51. abra. A STIM1 csendesitése gatolja a CRAC csatornakon keresztiili CaZ*-bedramlast A)
Western blot kisérletek az mGFP-Orail-Full csatornat expresszalé Jurkat (fekete), az mGFP-
Orail-PURO (sziirke) és az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD (narancssarga) sejtek esetén, melynek
soran specifikus STIM1 ellenes antitestet (varhatdé méret 85-88kDa) és expresszids
kontrollként aktin antitestet (varhaté méret 42kDa) hasznaltunk (a STIM1 csendesités 95%-
os hatékonysagu volt). B) Konfokalis felvételek a mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekben. B1)
Az Orail-Full csatornak mGFP jele (z6ld). B2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszter fluoreszcens
jele a plazmamembranban (kék). B3) A zold és kék csatornak flzidja, atfedésének dbrazolasa.
B4) Vilagos latétér az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekrdl (B1-B3). A skala 10 um hosszu. C)
Az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD ,pixel-by-pixel” intenzitas profil analizise a jel6lt vonal
mentén, a fuzids kép alapjan (B3: zéld: mGFP-Orail-Full és kék: membrén az Alexa Fluor™
647 NHS észterrel jeldlve). D) Citoszdlikus Ca?* mérések FURA-2-vel t6ltdétt mGFP-Orail-Full-
PURO (sziirke) és mGFP-Orail-Full-STIM1-KD (narancssarga) sejtekben. A citoszélikus Ca%
koncentracié meghatarozasahoz a FURA-2 340nm és 380nm-es gerjesztésnél mért intenzitds
aranyat haszndltuk. A reprezentativ dbran 18 sejt (mGFP-Orail-Full-PURO) és 8 sejt (mMGFP-
Orail-Full-STIM1-KD) kidtlagolt Ca%*-valasza lathaté.
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mint a transzdukciés-kontroll (mGFP-Orail-Full-PUROQ) és az mGFP-Orail-Full sejteké (51. dbra
A panel). Tovabba az mGFP-Orail-Full alegységek membranba kijutdsat is megvizsgaltuk: a
membrdant Alexa-647 szukcinimidil-észterrel jeloltik (nem specifikusan), és a vonalmenti
intenzitas profilt (line intensity profile) hatdroztuk meg a STIM1-et expresszalé és nem
expresszald sejtvonalakban. Az Orail alegység jol lathatéan a plazmamembranban
lokalizalédott, ugyanis a membranfestés és az mGFP-Orail-Full fehérjék fluoreszcens jele

atfedésben van (51. abra B és C panel).

A funkcionalis ellen6rzéshez az mGFP-Orail-Full-PURO és az mGFP-Orail-Full-STIM1-
KD Jurkat sejtek Ca?* jelét a citoszdlikus Ca?* véltozasok mérésével jellemeztiik, FURA-2
raciometrikus festék alkalmazasdval. A Ca?* mérés jellemzé idébeli lefutdsat a 51. dbra D
panele mutatja: el6sz6r 2mM Ca?* oldatot engedtiink a sejtekre, majd az extracellularis
oldatot abszoldt 0 mM Ca?* tartalmu oldatra cseréltiik, hogy teszteljik a plazmamembran
integritasat és az életképességét. Ezutan Ca?* mentes oldatban 1uM thapsigargint (TG) adtunk
a sejtekhez az intracelluldris Ca®* raktarak kitritéséhez, ami indukélta a STIM1 Orail-hez valé
kot6dését. 2mM Ca?* ismételt hozzdaddsa utdn, TG jelenlétében kimutathatd volt a Ca?*
bedramlds az Orail STIM1-altal aktivalt pdrusan keresztil. A kontroll sejtek (mGFP-Orail-Full-
PURO) az mGFP-Orail-Full sejtekkel azonos Ca?* vélaszt mutattak, és ahogy az varhato volt és
kordbban publikaltdk, a STIM1 csendesitése teljesen megsziintette a sejtek Ca%*-valaszat a

CRAC csatornakon keresztil (51. dbra D panel) [128, 262, 263].

Ezt kovet6éen meghatdroztuk az Orail alegységek IS-beli felhalmozddasanak
id6fuggését mGFP-Oral-Full-PURO és mGFP-Oral-Full-STIM1-KD sejtvonalakban. Amint azt
kordbban részleteztiik, IS-t generdltunk e két-sejtvonal és a CD3-CD28 antitesttel bevont
gyongyok kozott, majd harom id6pontban (5., 15. és 60. percnél) fixdltuk &ket, és
meghataroztuk az Orail IS-redisztribuciét (és F-aktin polarizaciét) mutatd sejtek aranyat (52.
adbra A és B panel). Az mGFP-Orail-Full-PURO sejtek (kontroll) Orail IS-akkumulacidjanak
idébeli lefolyasa hasonlé volt az mGFP-Orail-Full konstrukciot expresszalé sejtekhez: az Orail-
polarizalt-sejtek szazalékos aranya 15 percnél tet6zott (kb. 40%), majd visszaesett kb. 25
szdzalékra, csakugy, mint az mGFP-Orail-Full (vadtipus) esetében a ,nativ” Jurkat sejtekben.
A STIM1 lelités azonban moddositotta az Orail IS-ben torténd feldusuldasanak kinetikajat: az
Orail IS-ben vald felhalmozddasat mutatd sejtek frakcioja a 60. percig folyamatosan nétt az

MGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekben (p = 0,029) (52. abra C panel).
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A mGFP-Orai1-Full-
STIM1-KD Ab546-falloidin Fuzié Vilagos latotér

mGFP-Orai1-Full-PURO A546-falloidin Fuzio Vilagos latoter

52. abra. A STIM1 csendesitése az Orail-Full

C tartos felhalmozddasahoz vezet IS-ben. (A)
Reprezentativ konfokalis képek az mGFP-Orail-

60 - Full csatornat kifejez6 STIM1-KD és B) PURO Jurkat
= o rurermiko T 29 sejtek és CD3-CD28 antitesttel bevont gyéngyok

501 M kozott kialakult immunoldgiai szinapszisrdl. Al) és

B1) Az mGFP-vel fuzionalt Orail-Full csatornak
401 i (z61d) a STIM1-KD és PURO sejtek esetén. A2) és
- B2) Alexa546-falloidin jelolést (IS létrejottének
indikatora) pirossal dbrazoltuk. A3) és B3) Az Orail
(zold) és falloidin (piros) fluoreszcens szignalok
fuzidja. A4) és B4) Vilagos latotér az mGFP-Orail-
Full csatornat kifejez6 STIM1-KD (A1-A3) és PURO
(B1-B3) sejtekrdl. A gyongyoket csillaggal jeloltiik.
0 A skala 10 um-t jelent. (C) Az Orail polarizaciot
mutato sejtek szazalékos ardnya mGFP-Orail-Full-
1d5 (perc) STIM1-KD (narancs) és mGFP-Orail-Full-PURO
(szirke) sejtekben a CD3-CD28 antitesttel bevont
gyongyokkel alkotott 1S-ben 5, 15, 60 percnél.
Minden id6pillanat esetén legaldbb 30 sejtet
analizaltunk.

20

10

Polarizalt Orai1 sejtek %-ban
=4
]
]
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4.2.4.3 Az Orail N-termindlisanak delécidja a STIM1 csendesitéshez hasonld eredményeket mutat
Az Orail alegység C-terminusa elengedhetetlen a STIM1-hez torténd kapcsolddashoz
és a SOCE aktivalasdhoz, az N-termindlis régié pedig tartalmaz egy CAD (CRAC aktivacids
domén) domént, amely sziikséges a Ca?* permedcidjahoz [37, 264-267]. Ezek alapjan
létrehoztunk egy mGFP-Orail-A72 nevl N-terminalis mutans (az Orailp izoformat utdnozva
és részben megdbrizve a STIM1 N-terminadlis kotédését), ahol az els6 72 aminosavat
eltavolitottuk, hogy feltarjuk az intracellularis N-termindlis szerepét az IS-be torténd

berendezddésben. (53. dbra A panel)

Szdmos tanulmany arrél szamolt be, hogy az Orail csatorna N-termindlis csonkoldsa
csokkentette, vagy teljesen megsziintette a STIM1-fligg6 CRAC aram aktivacidjat, ezért az
mGFP-Orail-Full és az mGFP-Orail-A72 csatornakat stabilan kifejez6 Jurkat sejtek Ca?*
valaszat a mar kordbban leirtak szerint vizsgaltuk meg [37, 267]. Az mGFP-Orail-Full és mGFP-
Orail-A72-6t expresszald sejtek Ca?* valaszanak idébeli lefutdsat a 53. abra B panele mutatja:
az Orail-A72 csatorna trunkacidja nem volt szignifikdns hatassal a CRAC csatornakon
keresztuli Ca®* bedramldsra a Jurkat sejtekben, nem befolydsolta nagymértékben a CRAC

csatorna vezet6képességét és aktivacidjat.

Ezutan megnéztik az mGFP-Orail-A72 konstrukt Jurkat sejtekben valé lokalizacidjat: a
plazmamembrant Alexa-647 szukcinimidil-észterrel festettiik, és meghataroztuk a mutalt
csatornat expresszald sejtek vonalmenti intenzitds profiljat. A 53. dbra C és D panelén
egyértelmden lathaté az Orail-A72 csatornakonstruktok plazmamembranbeli lokalizacidja: az
intenzitas-profil elemzés is azt mutatja, hogy az Alex647 festés (membranjeldlés) és az mGFP
jel intenzitdsi cslcsai ugyanugy atfednek egymadssal, mint a vad tipusu Orail-nél (53. abra E
és F panel). Kovetkezésképpen az mGFP-Orail-A72 csatornak képesek kijutni a

sejtmembranba.
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53. abra. Az Orail N-terminalisanak eltavolitasa (mGFP-Orail-A72) nem befolyasolja a csatorna
membranexpresszidjat és miikodését. (A) A vadtipusu Orail csatorna felépitésének sematikus
rajza, mely tartalmazza az intracellularis C- és N-termindlisokat. A CRAC aktivacidos doméneket
(CAD) pirossal jel6ltiik az N-termindlison (73-85aa) és a C-terminalison (272-292aa), valamint a 72.
aminosavat, amely a delécids mutdnst reprezentalja és rézsaszinnel emeltiik ki. (B) Citoszdlikus Ca?*
mérések FURA-2-vel t6ltott mGFP-Orail-Full (fekete) és mGFP-Orail-A72 (rdzsaszin) sejtekben. A
citoszdlikus Ca% koncentracié meghatdrozasahoz a FURA-2 340nm és 380nm-es gerjesztésnél mért
intenzitas ardnyat hasznéltuk. A reprezentativ dbran legalabb 63 sejt kidtlagolt Ca?* valasza lathatd
csatornatipusonként. (C) és (E) Reprezentativ konfokalis képek az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-
Full csatornakat stabilan expresszalé sejtekrél. C1) és E1) Az mGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full
csatornak mGFP szignélja (z6ld). €C2) és E2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszter fluoreszcens jele a
plazmamembranban (kék). €3) és E3) A zold és kék csatorndk fuzidja, atfedésének dbrazolasa. C4)
és E4) Vilagos latotér a kilonb6z6 Orail csatornat expresszald sejtekrdl. A skala érték mindkét
esetben 10-10um. A , pixel-by-pixel” intenzitas profil analizis eredményeit az (D) mGFP-Orail-A72
és (F) mGFP- Orail-Full esetében is a jelolt vonal mentén, a fuzionalt képek alapjan kaptuk meg (C3
és E3: z6ld: mGFP-Orail-Full és kék: membran az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszterrel jelolve).

Intenzitds érték
g
e

Ezen kivil IS-t hoztunk létre az N-termindlisan trunkdlt Orail csatornakat stabilan
expresszald Jurkat T-sejtek és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok koézott (5., 15., 60. perc
utdn fixaltuk a sejteket). A reprezentativ konfokalis felvételek azt mutatjak, hogy az mGFP-

Orail-A72 képes az IS-ben feldusulni (54. abra A panel), azonban az Orail alegység IS-beli
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felhalmozdédasanak kinetikdja kilonbozott a vad-tipustél: a trunkalt Orail-expresszalé mGFP-
polarizalt T-sejtek szazaléka fokozatosan emelkedett, és a 60. percben érte el a maximumat
58%-nal (p = 0,035 az mGFP-Orail-Full és az mGFP-Orail-A72 Osszevetve), hasonldan az
MGFP-Orail-Full-STIM1-KD sejtekhez (54. abra B panel).

A

mGFP-Orai1-A72 A546-falloidin Fuzio Vilagos latotér

B 54. abra. Az mGFP-Orail-A72 csatornak a

szinapszisban ,ragadnak”. Konfokalis képek az

P=0.035>  mGFP-Orail-A72 csatornat kifejezé Jurkat sejtek

B Orail-Full és CD3-CD28 gyongyok kozott kialakult

o T Oranan2 immunoldgiai szinapszisrél. Al) Az mGFP-t

tartalmazé Orail-A72 csatornak (zold). A2) Alexa-

40 546-falloidin (piros) az IS indikatoraként. A3) Az

Orail-A72 (z0ld) és Alexa-546-falloidin (piros)

30 1 fluoreszcens szignalok fuzidja. A4) Vilagos latétér

az mGFP-Orail-A72 csatornat kifejez6 sejtekrdl

(A1-A3). A gyongyoket csillaggal jeloltik. A skala

10um-t jelent. B) Az Orail polarizaciét mutato

sejtek szazalékos aranya mGFP-Orail-Full (fekte)

és mGFP-Orail-A72 (rdzsaszin) sejtek esetén 5,

5 15 60 15 és 60 perccel az IS létrejotte utan. Minden

Idé (perc) idépillanat esetén legaldbb 30 sejtet vontuk be a
kisérletbe.

20 4

Polarizalt Orai1 sejtek %-ban

10 4

4.2.4.4 A SAP97 szabdlyozhatja az Orail tdvozdsdt az immunoldgiai szinapszisbol

Ezeket az eredményeket, vagyis az Orail hasonld akkumulaciés kinetikajat két
kiilonb6z6 modositasndl (STIM1 csendesités és mGFP-Orail-A72 delécid) egy olyan modellel
is lehet magyarazni, amely feltételezi, hogy az IS-kialakuldsa soran egy, az Orail-et és a STIM1-
et Osszekapcsold harmadik interakcidés partner lép a szinre, amely az Orail szinapszis-
elhagydsat segiti el6. Ez az adapterfehérje hidat képezhet az Orail N-terminadlisa és a STIM1
C-terminusa kozott, és segithet az Orail-nek az immunoldgiai szinapszisbdl torténd

,kidiffundalasban”.
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Kordbban mar leirtdk, hogy a SAP97 (szinapszis-asszocialt fehérje 97) vagy hDIgl adapter
fehérje akkumulalédik az IS-ben és kb. 15 perccel a stimulacié utan mar nem mutat felddsulast
a T-sejt és a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyok kozotti kontakt zondban [145]. A SAP97, a
MAGUK csaldd fehérjéinek (Membrane Associated Guanylate Kinases) tagja, amely szerepet
jatszik az ioncsatornak és a citoszdlikus fehérjék membranba vald kijutdsdban [21, 140, 142,
143]. Mivel a vad-tipusi mGFP-Orail-Full csatorndk feldusuldasanak maximuma 15 percnél volt
az immunszinapszisban (valamint képes fizikai interakcié kialakitdsara az Orail N-
terminalisdval, 55. abra), azt feltételeztik, hogy a SAP97 irdnyithatja az Orail szinaptikus
régiobol valé eltdvolitdsat.
A SAP97 szerepének kideritésére a SAP97 expresszids szintjét leszabdlyoztuk olyan
Jurkat sejtekben, amelyek az mGFP-Orail-Full csatornat stabilan kifejezik (mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD). A transzdukcié kontrolljaként ismételten a pLKO.1-puro plazmidot alkalmaztuk,
mint azt mar korabban is tettiik (mGFP-Orail-Full-PURO sejtvonal). A SAP97 csendesités
hatékonysagat western blottal ellendriztiik. A SAP97 knock-down sejtvonalakban (mGFP-
Orail-Full-SAP97-KD-2 vagy mGFP-Orail-Full-SAP97-KD-2B) a SAP97 sav intenzitdsa
A 55. dbra. A SAP97 képes az Orail N-
terminalisahoz kapcsolodni. (A) BL21 sejtekben
termeltetett glutation-S-transzferaz (GST, negativ
kontroll), az Orail C-terminalisa (GST-Orai1-259-
301aa), egy rovidebb Orail N-termindlis (GST-
Orail-1-72aa) és egy hosszabb N terminalis (GST-
Orail-1-88aa) rész, GST-vel fuzionalva

., , b (Coomassie blue festés). (B) Jurkat sejtek és CD3-
GST-  GST-  GST-  GST CD28 antitesttel aktivalt Jurkat sejtek (pozitiv

Oraif-  Oraif-  Orait- . . e s
25930128 1728  1-88aa kontrollok), valamint a  GST  affinitas
kromatografia soran kinyert GST (negativ
kontroll) és GST-Orail-1-72aa (N-terminalis, 1-72
B aminosav) fehérjék és Jurkat sejtek fuzidjaval
létrejott lizatumok tesztelése western blottal,

GST- GST- €D3-C028 o : o
Oraif- Orai- antitesttelaktivalt Jurkat sejtek specifikus SAP97-ellenes antitest segitségével. Az
Mmoo GeT  Mi2M GST Jurkatoejiek eludtumokat SDS-PAGE maodszerrel

I I I | ‘-13%0& elvdlasztottuk, majd a fehérje expressziot

SAP97 P
western blottal ellenériztiik.

+aCD3.CD28 + Jurkat sejtek
antitesttel aktivalt
Jurkat sejtek

jelent6sen alacsonyabb volt a transzdukciés kontrollhoz (mGFP-Orail-Full-PURQ), vagy az
MGFP-Orail-Full sejtekhez képest. A blot alapjan a tovabbiakban az mGFP-Orail-Full-SAP97-
KD2 sejtvonalat hasznaltuk a kisérletekhez (melyet a tovabbiakban mGFP-Orail-Full-SAP97-

KD néven emlitlink) (56. abra A panel).
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56. abra. A SAP97 csendesitése Jurkat sejtekben nem befolyasolja a csatorna funkciot és
membranexpresszidt. (A) Western blot kisérletek az mGFP-Orail-Full csatornat expresszald
Jurkat (fekete), az mGFP-Orail-PURO (szlirke), az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD2 (lila) (a kés6bbiek
soran ezt a sejtvonalat hasznaltuk tovabb, és mGFP-Orail-Full-SAP97-KD-ként hivatkozunk rd) és
MGFP-Orail-Full-SAP97-KD2B (ciankék) sejtek esetén, melynek soran specifikus SAP97 ellenes
antitestet (varhaté méret 130kDa) és expresszids kontrollként aktin antitestet (varhaté méret
42kDa) haszndltunk (a SAP97 csendesités 96%-os hatékonysagu volt). (B) Konfokalis képek az
MGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtekrdl. B1) Az Orail-Full csatorna mGFP szignalja (z6ld) a SAP97-
KD sejtekben. B2) Az Alexa Fluor™ 647 NHS észter fluoreszcens jele a plazmamembranban (kék).
B3) A zold és kék csatorndk fuzidja, és atfedések dbrazolasa. B4) Vilagos latotér a mGFP-Orail-
Full-SAP97-KD sejtekrdl (C1-C3). A skala 10um-nek felel meg. (C) Az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
»Ppixel-by-pixel” intenzitas profil analizise a jel6lt vonal mentén, a fuzios kép alapjan (B3: zold:
mMGFP-Orail-Full és kék: membran az Alexa Fluor™ 647 NHS Eszterrel jeldlve). (D) Citoszdlikus
Ca?" méréseket végeztiink FURA-2-vel t6ltdtt mGFP-Orail-Full-PURO (sziirke) transzdukcids
kontroll és az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD (lila) sejtekben. A citoszdlikus Ca?* koncentracié
meghatdrozdsdhoz a FURA-2 340 nm és 380 nm-es gerjesztésnél mért intenzitds aranyat
hasznaltuk.. A reprezentativ dbrakon 18 mGFP-Orail-Full-PURO és 21 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejt kidtlagolt Ca?* valasza lathaté

Tovabba ellendriztiik az mGFP-Orail-Full alegységek membran expresszidjat Alexa-647
szukcinimidil-észterrel (membran) torténd jeldléssel. A SAP97-et nem tartalmazd, de az mGFP-

Orail-Full csatornakat expresszald Jurkat sejtek vonalmenti intenzitas-profilja egyértelmden
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bizonyitja, hogy az Orail alegység membran lokalizaciéjat nem befolydsolja az SAP97 lelitése

(56. abra B és C panel).

Az Orail csatornak funkcionalitasanak teszteléséhez az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD
sejtekben a citoszdlikus Ca?* valtozdsokat a raciometrikus Ca?* indikator (FURA-2) segitségével
hatdroztuk meg. A 56. dbra D panele alapjan kijelenthetjliik, hogy az mGFP-Orail-Full
sejtekben a SAP97 shRNS konstrukcidval torténé transzdukcié nem gyakorolt szignifikans

hatdst a Jurkat sejtek CRAC dramdra.

A

mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD A546-falloidin Flzio Vilagos latotér

57. abra. Az mGFP-Orail-Full csatornak tartds
B szinapszisba rendezédést mutatnak a SAP97
géncsendesitett Jurkat sejtekben. (A) Konfokalis
60 - p=0,029  yanek az mGFP-Orail-Full-t kifejezé SAP97 leiitott
[==3 Orai1-Full-PURO Jurkat sejtek és CD3-CD28 antitesttel bevont
sp | T Orari-Full-SAPSTKD gyongyok  kozott  kialakult  immunoldgiai
szinapszisrél. A1) az mGFP-Orail-Full csatornakat
z6ld szinnel, A2) az Alexa546-falloidin jelolést (IS
létrejottének  indikatoraként)  piros  szinnel
abrazoltuk. A3) Az mGFP-Orail-Full (zold) és
30 1 Alexa546-falloidin (piros) fluoreszcens szigndlok
fuzidja. A4) Vildgos latotér az mGFP-Orail-Full-
20 4 SAP97-KD csatornat kifejez6 sejtekrél (A1-A3). A
gyongyoket csillaggal jeloltiik. A skala 10 um-nek
felel meg. (B) Az Orail polarizaciét mutatd sejtek
szazalékos aranya mGFP-Orail-Full-SAP97-KD (lila)
és mGFP-Orail-Full-PURO (szirke) sejtekben a CD3-
0 - CD28 antitesttel bevont gydngyokkel alkotott IS-
5 15 60 ben 5.,15.,60. percnél. Minden idéGpillanat esetén

Id6 (perc) legalabb 30 sejtet vontuk be a kisérletbe.

40 - -

Polarizalt Orai1 sejtek %-ban

10 A

Ezt kovet6en meghataroztuk az Orail IS-akkumuldcids kinetikajat olyan Jurkat
sejtekben, amelyek expresszaljdk az mGFP-Orail-Full csatornakat, de a SAP97 fehérje
,hidnyzik” bel6lik (57. abra A panel). A SAP97 géncsendesitett sejtekben az Orail csatornak

felhalmozdédasa egészen 60. percig magas volt (p = 0,029), ami azt jelenti, hogy a
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berendezddési kinetikdja hasonld az mGFP-Orail-Full-STIM1-KD és mGFP Orail-A72-et

expresszalé sejtekhez (57. abra B panel).

4.2.4.5 Az Orail az IS-beli tartézkoddsa szabdlyozza a T-sejtek Ca?*- vdlaszdt

Az Orail alegység hosszantarto IS-beli tartézkodasanak funkcionalis kovetkezményei
kideritéséhez meghataroztuk a CD3-CD28 antitesttel bevont gyongyodkkel 1S-ben |1évé Jurkat
sejtek intracellularis Ca%*-szint valtozasait. Eredményeink azt mutattak, hogy az mGFP-Orail-
A72 (6sszehasonlitva a kontroll mGFP-Orail-Full sejtekkel, p = 0,016) és az mGFP-Orail-Full-
SAP97-KD sejtekben (6sszevetve az mGFP-Orail-Full-PURO-val, p <0,001) magasabb volt a
kalciumtliskék szdma a CD3-CD28 gyonggyel torténd interakciod kialakuldsat kdvetd 60 perces
id6tartam alatt (58. dbra). 60 perc elteltével az N-termindlisan trunkalt Orail, és az Orail-Full
csatornat expresszalé SAP97 csendesitett T-sejtekben a kalcium tiiskék tovabbra is jelen
voltak, ellentétben a kontroll sejtekkel. Analizisiink azt mutatta, hogy a Ca?* oszcillacids
csucsok szama szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll sejtekben (mGFP-Orail-A72 vs.
MGFP-Orail-Full p < 0,001; mGFP-Orail-Full-SAP97-KD vs mGFP-Orail-Full-PURO p = 0,002) a
60. és a 90. perc kozott (58. abra C és D panel).

Ezen kiviil a Ca?*vélaszok id6beli megoszlasa is kiilonbdzott a kontroll és 1S-rezidens Orail-
gyet expresszald sejtek esetében: a 58. dbra A és B panelei egyértelm(ien szemléltetik a
maodositott (MGFP-Orail-A72 és mGFP-Orail-Full-SAP97KD) valamint a kontroll (mGFP-Orail-
Full és mGFP-Orail-Full-PURQ) sejtek ,oszcillacios karakterisztikdjanak” kiilonbségét. Mig a
kontroll  sejtek (MmGFP-Orail-Full, mGFP-Orail-Full-PURO) Ca?*-koncentracid-csucsa
kozvetlenil a gyonggyel valod taldlkozas utan volt detektalhatd, amely id6 el6re haladtaval
lecsengett, addig az mGFP-Orail-A72 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejteknél szdmos Ca?* csucs

volt megfigyelhetd az IS kialakuldsat kovetd 60. percig, s6t a 60. perc utdn is.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a SAP97 fehérje, vagy az N-terminalis rész nélkiil az Orail
csatorna tovabbra is mikod6képes marad, és képes az immunoldgiai szinapszisba bejutni és
felhalmozddni. Ezen tilmenéen ezek a mddositasok, amelyek hosszabb tartézkodasi id6t
eredményeznek, megviltoztatjdk a Ca?* jel idSbeli eloszldsat, és magasabb és nagyobb szamu
kalcium oszcillaciohoz vezetnek. A T-sejt és az APC kozott kialakult IS akar tobb oraig is
fennmaradhat (amint azt a Mark Davis Immunology Review-ban leirja): ekkor a sejtek kozti

Osszekapcsolddas id6tartama alatt kilonféle citokinek és egyéb faktorok szekrécidja megy
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végbe, amelyet szintén a citoszdlikus Ca?* koncentracié szabdalyoz [117]. Az Orail IS-ben vald
bennmaradasa tartds kalcium-oszcillacidkat idézhet elé a T-sejtekben, és ezdltal patoldgias

jelatviteli utvonalakat indukdlhat.

Végezetlil ugy véljik, hogy a SAP97, amely el6segitheti a fehérjék kozotti
kolcsonhatasokat, és szerepet jatszhat az ioncsatornak endocitézisdban, része lehet egy
molekuldris komplexnek: az Orail, a STIM1 és a SAP97 kolcsonhaté partnerek segitségével

hagyja el a szinapszis kontaktzonajat [268]. Ez a feltételezés Osszhangban van a Jurkat
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58. dbra. Az Orail hosszantart6 IS-beli tartézkodasa Ca** koncentrécié oszcillaciét eredményez.
Reprezentativ dbrdk Jurkat sejtekben, a FURA-2 segitségével végzett citoszlikus Ca?* mérések
eredményeit mutatjak, melyek stabilan kifejezik A) a vadtipusu Orail csatornat (mGFP-Orail-
Full), az Orail-N-terminalisan trunkalt csatornat (mGFP-Orail-A72) valamint B) a vadtipusu
csatornat expresszald, de a SAP97 fehérjét nem tartalmazé (mGFP-Orail-Full-SAP97-KD) vagy
transzdukcids kontroll shRNS-sel transzfektalt (mGFP-Orail-Full-PURO) Jurkat sejtekrdl, melyek
immunoldgiai szinapszist képeztek CD3-CD28 antitesttel bevont gyongydkkel. A nyilak a CD3-
CD28 gyongyok hozzaadasanak idépontjat jeldlik. C) és D) A kalcium valaszok a kiilénb6z6
sejttipusokban a CD3-CD28 gyongyokkel formalt szinapszis létrejottét kovetd 60. és 90. perc
kozott (lasd: Anyagok és mddszerek). Ehhez a kisérlethez 42 mGFP-Orail-Full, 39 mGFP-Orail-
A72, 45 mGFP-Orail-Full-SAP97-KD és 29 mGFP-Orail-Full-PURO sejt lett elemezve, 3 kilénb6z26
nap mérései alapjan. A pontok a kalcium cstcsok egyedi sejten meghatarozott szamat jeloli (60.
és 90. perc kozott). A z6ld vonal a mediant mutatja.
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sejtekben [év6 N-termindlisan csonka Orail (mGFP-Orail-A72) és a STIM1- és SAP97-hidnyos
MGFP-Orail-Full sejtek hasonld Orail felhalmozddasi kinetikajaval, valamint az mGFP-Orail-
A72 és az mGFP-Orail-Full-SAP97-KD sejtek hasonlé Ca?* mintdzatadval CD3-CD28 bead

hozzaadasakor létrejott immunoldgiai szinapszisban.
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4.2.5 ACtermindlis HRET(E) szekvencia szerepe a Kv1.3 csatorna miikodésében

4.2.5.1 Stratégiai szempontok a Kv1.3 konstruktok megtervezésekor
Harom stratégiat dolgoztunk ki a CHO sejtekbe transzfektalt Kv1.3 alegységek egyedi

azonositdsdara. El6szor az S6-ban, a 413. pozicidban Iévé alanint elmutdltuk valinra (A413V),

399 413 427 (C-terminus kezdete)
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59. abra A Kv1.3 ioncsatorna pont és C-terminalis mutansai (A) A vadtipusi Kv1.3 csatorna egy alegységének

sematikus illusztracidja, amelyen a kdvetkez6ket tlntettiik fel: az N-termindlishoz fuzionalt EGFP/mCherry, FLAG
epitép, a pontmutaciok helye (H399K, A413V, W384F), HRET szekvencia és a C-terminalis négy utolsé aminosava
(FTDV). (B) A vadtipusu Kv1.3 és mutans Kv1.3 csatornak aminosav szekvencidi, a 394. aminosavtol kezdve (.....: a C-
termindlis azon részét jeloli, amelyek nem relevansak a kisérletek szempontjabdl). Az aminosavakat a megfelel6
egybetUs jelolésiikkel tiintettiik fel. FL: teljes hosszisagu C-terminus, AC: a C-termindlis eltavolitdsa a 439. aminosav
utdn, NOHRET: trunkdcid a 435. pozicié utan, XHRETE: delécids mutdns, ahol a csak HRETE szekvenciat kivagtuk, polyA:
a HRETE szekvenciat AAAAA aminosavakra cseréltik, Atail: a HRETE szekvenciat AAAAA aminosavakkal cseréltiik ki és
a C-terminus tovabb részét levagtuk. A C-termindlis kezd6pontjat a 427. aminosav jeldli. (C) A teljes-hosszusagu C
termindlist tartalmazo vadtipust (WT-FL (bal oldal)), A413V mutans (A413V-FL (k6zépsd)) és H399K mutans (H399K-
FL (jobb)) csatorndk arama. WT-FL (outside-out konfiguracié): a sejteket +50mV-ra depolarizaltuk, -120mV-os
tartopotencialrél, 2 masodpercen keresztiil. A413V-FL (teljes-sejt konfiguracid): a sejteket -120mV-on tartottuk, majd
+50mV-ra depolarizaltuk 30 milliszekundumig. H399K (teljes-sejt konfiguracid): a sejteket +50mV-ra depolarizaltuk, -
120mV-os holding potencialrdl, 2 masodpercen keresztiil. Betét abra: teljes-sejt dram a H399K-FL-t expresszald
sejtben, ahol -120mV tartépotencidlrél 0OmV-ra depolarizaltunk, 200ms-on hosszan, 100mM TEA jelenlétében, illetve
nélkal.

amelyrél ismert, hogy dramai mddon felgyorsitia az A413V homomerek inaktivacids
kinetikajat a vad tipusu csatornakhoz képest (Tinakt,A413v=4MS, Tinake, wt=200ms, 59. dbra ) [269,
270]. Az A413V és a WT alegységekbdl allé heterotetramerek koztes inaktivacios kinetikat
mutatnak a tetramer csatorndban |évé mutdns alegységek szamatdl fliggben [270].
Kovetkezésképpen, a heteromer csatorndk jelenléte konnyen nyomon kovetheté a

membranban a K* dram inaktivacids kinetikajanak illesztésével [269].

Mdsodsorban, a 399-es pozicidban a hisztidint (H) helyettesitettik lizinnel (K), amely TEA
(tetraetil-ammaonium) - rezisztens fenotipust eredményezett (59. abra C panel) [99-101]. A

TEA-szenzitiv (Kqg = 11.4mM) és az inszenzitiv (Kg ~ 2000mM) Kv1.3 alegységek
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Osszeszerel6dése mddositja a heterotetramerek TEA iranti affinitasat, ezért a heteromultimer

képz6dés konnyen azonosithaté 100mM TEA alkalmazasaval.

Harmadszor, az immuncitokémiai kisérletekhez olyan konstruktokat haszndltunk, amelyeknél
az S1 és S2 szegmens kozott |évé extracelluldris hurokba a FLAG (KYKDDDDK szekvencia)
inzertet illesztettlink. A FLAG epitdép beillesztése nem valtoztatja meg drdmaian a Kv1.3
korabban bemutatott tulajdonsdagait, de lehetévé teszi a plazmamembranban elhelyezkedé
csatornak jelolését. Ezeket a moddositasokat kilonféle, a C-terminuson végrehajtott
mutaciokkal (pontmutacié, delécid) kombindltuk. Minden konstrukt esetében a
csatornafehérjéket az N-termindlison EGFP-vel fuzionaltuk. A C-terminalison |év6 delécidkat
egy a ,HRET” szekvencia utan (AC-vel jelolt konstrukt) vagy a ,HRET” szekvencia el6tt
(NOHRET végzGdéssel jelolt) bevezetett stop kodon segitségével hoztuk létre (59. abra A és B

panel).

4.2.5.2 A C-termindlis régio delécidja nem csékkenti a Kv1.3 csatorndk dramdadt

Szdmos tanulmany szdmolt be arrdl, hogy a Kv-csatorndk C-terminalisanak eltavolitasa
drasztikusan befolydsolja a csatorna sejtmembranbeli expressziéjat, és hogy a ,HRET”
szekvencia dont6 fontossagu a membranban torténd kifejez6déshez [271]. Ennek tesztelésére
Kvl1.3 A413V-AC és A413V-NOHRET konstruktokat CHO sejtvonalakban expresszaltuk.
Munkdank soran a AC kifejezés olyan konstruktra utal, amelyet kdzvetlenil a HRET-motivum
(A439-523 aminosav) utan trunkaltunk, mig a NOHRET azt jelzi, hogy a konstruktbdl hidnyzik

a teljes C-terminalis, beleértve a HRET motivumot is (A435-523).

A 60. abra abra Tipikus aramgoérbék az A413V
5 - CHO mutansokon CHO sejtekben. (A)
Z 4 Reprezentativ. aramgorbék az EGFP-vel
£ 34 /A413V—AC fazionalt A413V-AC és A413V-NOHRET
gz- konstruktokkal transzfektalt CHO sejtekben,
< 4 4 A413V-NOHRET 30 ms hosszl, -120mV holding potencialrdl
0 e +50mV-ra toérténd depolarizacié soran. (B)
B 0 20 M Boxplot diagram CHO-ban mért
1dé (ms) arams(irlségrdl a teljes hosszusagu (A413V-
o 08- FL), a C-terminalisan deletalt (A413V- AC) és az
5 T A413V-NOHRET  esetében. Az 4tlagot
£ < (szaggatott vonal), mediant (folytonos vonal),
g? 04 L1 alsé és fels6 kvartilist, a minimum és
£ — maximum értéket tiintettiik fel.
g .
G 0,0- —=—
R

A413V-FL A413V-AC A413V-NOHRET
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Az 60. dbra mutatja, hogy az A413V-AC konstrukcio expresszidja robusztus teljes-sejt
aramot eredményezett, amelynek gyors inaktivaciés kinetikaja van, amint azt a teljes
hosszusagu, homotetramer A413V esetében lathattuk (59. abra C panel). Az A413V-NOHRET
konstrukttal, azonos korlilmények kozott transzfektdlt CHO sejteken nem detektdltunk
feszlltség- és id6fligg6 aramot. Az aramslrliségeket (CD, csucsaram +50mV-nal normalva a
teljes-sejt kapacitdsra) 6sszehasonlitva az A413V-FL (CDf. = 0,36 £ 0,1 nA / pF, n=5) és az
A413V-AC (CDac = 0,32 + 0,09 nA / pF, n = 5) kozott nem tapasztaltunk szignifikans
kalénbséget, azonban az A413V-NOHRET-nél igen (CDnowrer = 0,008 + 0,002 nA / pF, n = 10) (

60. abra B panel).

4.2.5.3 A farmakoldgiai bizonyiték: a homomer H399K-AC csatorndk a membrdnban

A K* dram expresszidjara kifejtett mutacid-specifikus hatasok (A413V) kizardsdara alternativ,
farmakoldgiai megkozelitést alkalmaztunk annak vizsgalatara, hogy a C-termindlisan csonkolt
csatornak képesek-e kijutni a plazma membrdnba. A TEA a kiilonb6z6 K* csatornak altalanos
inhibitora, gyors, nyitott-csatorna blokkold, melynek affinitdsa a pdrusrégid extracellularis
szdjaban |év6 aromadas aminosav oldallanctdl flgg [272, 273]. Kordbban munkacsoportunk
tagjai kimutattak, hogy a Kv1.3-ban a TEA-k6t6, 399. poziciéban Iévé hisztidin (H399) pozitiv
toltésl aminosavva (pl. lizin, (K)) torténd mutdcidja egy teljesen , TEA-rezisztens” csatornahoz
vezetett [274]. Eredményeink is egyértelm(ien bizonyitottak, hogy a FLAG-H399K-FL (H399K
mutacidval rendelkezd, teljes hosszuisagu, FLAG-es) mutans CHO-sejtekbe transzfektalva, 100
mM TEA jelenlétében sem csOkken a csatorndk drama (RF = 0,95 + 0,01, n = 5) (61. dbra A
panel). Amikor a CHO sejteket FLAG-H399K-AC plazmiddal transzfektaltuk, a teljes hosszusagu
H399K konstrukthoz hasonlé aramgorbéket rogzitettiink és TEA rezisztens aramot kaptunk (RF
= 0,98 + 0,01, n = 5) (61. abra B panel). A C-termindlis HRET-szekvenciat is magaba foglald

delécidja (FLAG-H399K-NOHRET) olyan fenotipust eredményezett, amely nem expresszal
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kifelé irdnyulé K* aramot, ahogyan azt az A413V mutans esetében mar korabban leirtuk (itt

nem kerilt bemutatasra).

A B
2,0 100mM TEA 5 100mM TEA
1,5 4
< <
:ﬂt, 10 H399K-FL kontrol £ 3 H399K-AC kontrol
05 £2
8 g,
£ 00 b
-0,5 0
1,0 = T T 1 I T
0 100 200 0 100 200
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61. abra A H399K-AC aram TEA inszenzitiv. (A) H399K-FL (EGFP-vel és
FLAG-el jel6lt) csatornak teljes-sejt aramgoérbéi CHO sejtekben: 0 mV-os
(nem +50mV, hogy csokkentsik a teljes-sejt daramot), 200ms hosszu
impulzusokkal depolarizaltuk a sejteket, a tartédpotencidl -120 mV volt.
Kontrol extracelluldris oldat: fekete vonal, 100mM TEA: lila vonal. (B)
H399K-AC csatornat (EGFP-vel és FLAG-el fuziondlt) expresszalé CHO sejten
rogzitett teljes-sejt dram, 100mM TEA jelenlétében (lila) és hidnyaban
(fekete). Ugyanazt a fesziiltség protokollt alkalmaztuk, mint az A panelen.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatd, hogy mind a kinetikailag (A413V) mind a
farmakoldgiailag (H399K) jel6lt, C-terminalis deletalt Kv1.3 csatorna alegységek (A413V-AC és
H399K-AC) funkcionalis homotetramer csatorndkat képeznek a membranban. Azonban
azokon a csatorndkon, ahol a C-terminadlis HRET szekvencidjat is levagtuk (azaz A413V-
NOHRET, H399K-NOHRET), nem tudtunk teljes-sejt dramokat rogziteni. Ez utébbi lehet a
konstruktok nem megfelel6 kifejez6désének kévetkezménye, vagy adddhat a vezet6képesség,

ill. funkcid elvesztésébdl.

4.2.5.4 A NOHRET csatorndk kijutnak a sejtmembrdnba

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a sejtmembranban kifejez6dnek-e az olyan C-terminalisan
»csonkolt” konstruktok, amelyekbél hianyzik a ,HRET” motivum. Az intracelluldris N-
terminalisan EGFP-vel konjugalt, pont- és deléciés mutans Kv1.3 alegységekbe extracellularis
FLAG epitépot klénoztunk (FLAG-H399K-FL, FLAG-H399K-AC, FLAG-H399K-NOHRET és FLAG-
A413V-FL, FLAG-A413V-AC, FLAG-A413V-NOHRET). A csatorna alegységek lokalizacidjat
konfokalis fluoreszcencias mikroszkdppal detektaltuk. A FLAG-epitdpot tartalmazd teljes
hosszusagu (FL), H399K és A413V mutans Kv1.3 csatornakat sikerilt anti-FLAG antitesttel

megjelélni CHO sejtekben, amely a csatorna membranban torténé kifejez6dését bizonyitja
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(62. dbra A panel). Ugyanezt figyelhettilk meg mindkét Kv1.3 pont mutansnal (A413V, H399K),
a ACilletve a NOHRET delécids mutans esetében is (62. abra B és C panel). Habar a C-terminalis
deletdlt csatorndk intracellularis retencidja megnovekedett a teljes hosszusdgu csatorndkhoz
képest, a AC és NOHRET csatornak képesek a sejt membranjaban kifejezédni. Ezek az adatok
mind alatamasztjdk azt a hipotézist, miszerint a Kv1.3 csatorndk a ,HRET” motivum nélkdl is
eljuthatnak a membranba, és nem a membranbeli expresszid, hanem a csatorna

kapuzasa/vezetSképessége mddosul a C-terminalis delécid hatdasara.

EGFP-Kv1.3 FLAG-A647 Fazio Vilagos latétér
FLAG-A413V-FL
Teljes hosszusagu (FL)
| FLAG-H399K-FL
Deletalt C-terminalis (AC)

FLAG-A413V-
NOHRET

Trunkacio a 435. aa utan (NOHRET)

SR art
62. dbra. Reprezentativ mikroszképos képek az EGFP- és FLAG-get tartalmazo jelolt Kv1.3
mutans csatornakrél CHO-ba transzfektalva. CHO sejtek, amelyek expresszaljak (A) az A413V-
FL/ H399K-FL, (B) az A413V-AC/H399K-AC C-termindlisan deletalt csatornakat és a (C) A413V-
NOHRET/H399K-NOHRET csatornakat. Az els6 oszlop a Kv1.3 csatornidk EGFP jelét mutatja. A
sejteket anti-FLAG antitesttel és Alexa Fluor 647 GAMIG masodlagos antitestekkel jel6ltiik, hogy
ellenérizzik a csatorna kijutdsat a plazmamembranba (masodik oszlop). A harmadik oszlop: a
z6ld (EGFP) és piros (FLAG) fluoreszcens csatornak fuzidja lathatd, a negyedik oszlop: sejtek
vilagos latotér felvétele.
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4.2.5.5 A NOHRET csatorna: kapuzdsi dram vagy ,, gating-current” nem mutathato ki
Annak feltdrasara, hogy a vezetSképesség vagy az aktivacios kapu sériilt-e a HRET
eltdvolitdsakor a NOHRET Kv1.3 csatorndban, WT-NOHRET Kv1.3 csatorndk kapuzasi

tulajdonsagait vizsgaltuk meg CHO sejtekben (63. abra) [275].

Ionic current

Gate Gating current
Closed Open

63. abra. A kapuzasi aram szemléltetése/magyarazata. A kapuzasi aram a Kv1.3
fesziiltség szenzoraban elhelyezked6 pozitiv toltésli aminosavak (gyakorlatilag az S4
szegmens) elmozdulasanak eredményeképp jon létre a membran depolarizacio és
repolarizacio sordn.

Pozitiv kontrollként a Kv1.3-W384F pontmutdns csatornat fejeztiik ki CHO-ban, amely
a Kv1.3 nem vezet6 mutansa (homoldg a Shaker csatorna nem vezeté W434F mutdnsdval)
[276-281]. A kisérletek soran a Kv1.3-W384F-et stabilan expresszald CHO-sejteket hasznaltuk,
amelyeknél rogzitettiik a kapuzasi aramokat (64. abra A panel). A reprezentativ Qon-V gorbe a
64. abra B panele szemlélteti az integralt kapuzasi aram (teljes toltésmennyiség a
csatornanyitds sordn) membrdanpotencidl-fliggésének szigmoid alakjat, amely a fesziiltség-
kapuzott ioncsatornak jellemzéje, és rdmutat a fesziltség-érzékel§ funkcionalitdsara. A WT-
NOHRET csatornakat expresszalé CHO sejtekben nem tudtunk kapuzasi dramot (n = 9) mérni,
vagy csak minimalis kapuzdsi aramot tudtunk detektdlni egy magasabb fesziiltségre
depolarizélva (+50 mV vagy magasabb tesztpotencialon) (64. abra B panel). Mindez azt jelzi,
hogy ha a C terminalist a HRET szekvencidval egytt tavolitjuk el a Kv1.3 csatornaban, akkor a

csatorna fesziltség-szenzora nem képes elmozdulni a depolarizacié hatasara.
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64. abra. A WT-NOHRET csatornaban hianyzik a kapuzasi aram (gating-current). (A) Kapuzasi
aramok a WT-W384F (nem vezetd) mutans esetében CHO sejtekben. A sejteket -120mV-on
tartottuk, majd kilénb6z6 tesztpotencidlokra depolarizéltuk (-100mV-tél +20/100mV-ra,
10mV-os lépésekben) 50 ms-on keresztil. (B) Az A) (WT-W384F) és a C) (WT-NOHRET)
panelen rogzitett sejtek integralt kapuzasi aramanak (Qon, On-gating) tesztpotencial-figgése.
A Qon-t az anyagok és maddszerekben leirtak szerint hataroztuk meg. C) Kapuzdsi aram
mérések a CHO sejtekbe transzfektalt WT-NOHRET csatorna esetében, az A) részben hasznalt

protokoll szerint.

4.2.5.6 A HRET(E) szekvencia eltdvolitdsa vagy alanin-mutdcidja nem befolydsolja a Kv1.3 mikddését
Ezen eredményektdl inspirdlva - els6sorban a NOHRET konstrukt kapuzasi tulajdonsagai

miatt - a kovetkez6 mutdcidkat hajtottuk végre az EGFP-vel jeldlt vadtipusu Kv1.3-ban (59.

abra):

1) a HRET motivum ,kiterjesztett” valtozatat (HRETE) toroltiik, a C-termindlis tobbi része

megmaradt (WT-XHRETE),

2) A HRETE-et 6t alaninnal (WT-polyA) helyettesitettiik és a C-terminalis tobbi része

megmaradt,

3) a HRETE szekvenciat 5 alaninnal helyettesitettilk a WT-AC-ben (WT-Atail), tehat a csatorna
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Miutdn transzfektaltuk ezeket a mutdnsokat és a teljes hosszlsagu vad tipusu Kvl.3-at

CHO sejtekbe, minden csatornatipus esetében elemeztiik az alapveté biofizikai jellemzéket

outside-out patch konfigurdcidoban. Eredményeink azt mutattak, hogy a harom ,HRETE”

modositott alegység funkcionadlis és vezet6 tetramereket alkotott a CHO sejtmembranban és

a kapuzasi kinetikaban, valamint az egyensulyi paraméterekben nem taldltunk jelentds

kiilonbségeket.

Az aktivacios kinetika kissé lassabb volt a WT-XHRETE és a WT-Atail konstrukcioknal,

Osszehasonlitva a WT-FL-el (p < 0,001 mindkett6nél) (65. abra A és D panel), de az inaktivacids

kinetika nem valtozott (p = 0,13) (65. dbra B és E panel)). Az egyensulyi aktivacid félaktivacios

fesziiltsége (Vy) csak a WT-Atail csatorndknal volt kiilonb6z6 (p = 0,005, balra tolddott) (65.

abra C és F panel), de a meredekségi tényez6(k) minden HRETE-mutansnal azonosak voltak

(WT-polyA, WT, WT-XHRETE, p = 0,284) (65. abra F panel).
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65. abra. abra A HRETE motivum hidnya vagy
modositdsa nem befolyasolja a Kvi1.3
miikédését. (A) Az aramgorbéket a WT-FL,
WT-XHRETE, WT-polyA és WT-Atail csatornak
esetében 15ms hosszu, +50mV-ra
depolarizald protokoll segitségével vettiik fel
az aktivaciés kinetika tanulmanyozasahoz,
outside-out konfiguracidban. Az
aramgorbéket csucsértékére normaltuk. (B)
A WT-FL, WT-polyA, WT-XHRETE és WT-
Atailcsatornak inaktivacios kinetikdja: a
sejteket 2 mp-ig +40mV-ra depolarizaltuk a -
120mV-os holding potencialrdl, az
inaktivaciés kinetikdt az anyagok és
modszerek szerint értékeltik ki. (C) A négy
Kvl.3 csatorna fenotipus egyensulyi
aktivacidjanak fesziltségfiiggése: a WT-FL
(piros kor, piros vonal), a WT-polyA (kék
haromszogek, kék vonal), a WT-XHRETE
(fekete négyzet, fekete vonal) és a WT- Atail
(zold rombusz, zo6ld vonal) esetében, a
Boltzmann-fliggvénnyel illesztett goérbét is
feltintettik. (D) és E) A WT-FL, WT-polyA,
WT-XHRETE és WT-Atail csatornak aktivacids
és inaktivacios id6allandoi (atlag £ SEM, n 26).
F) Az egyensulyi aktivdcid paraméterei
(meredekség (k), bal és félaktivacids
fesziiltség (V12), jobb) a négy konstruktnal
(atlag + SEM, n >6). *: p < 0,05.

A HRET(E) szekvencia a C-terminalis azon részén helyezkedik el, amely az aktivacids

kapuhoz kozel van, vagy annak része is lehet. Tehat az ezen régidban torténd mutacid

nagymeértékben megvaltoztathatja a csatornak aktivacids kapuzdasat, vagy a feszliltség-szenzor
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mozgdasanak csatoldsat az aktivacids kapuhoz, vagy akar mindkettét is, mikézben a fesziltség-
szenzor mozgasa nem moédosul. Ennek a feltételezésnek a teszteléséhez meghataroztuk a WT-
NOHRET csatorna kapuzasi aramat. Meglepetésiinkre azt tapasztaltuk, hogy ezen csatornat
expresszalé sejtek tobbsége nem mutatott olyan kapuzasi dramokat, amelyek hasonlitananak
a nem-vezet6 W384F mutans kapuzasi aramdahoz. Mivel a mikroszkdpos kisérletek megerdsitik
a NOHRET konstruktok feliileti expresszidjat, ez az eredmény arra utal, hogy a fesziiltség-
szenzor mozgdsa sérilt a NOHRET Kvl1.3-ban, amelybdl hidnyzik a teljes C-terminalis,
beleértve a HRET szekvenciadt is. Ennek a ,reverz csatolasnak” az eredete (vagyis a
feszlltségérzékel6 mozgdsdnak elmaradasa az aktivacios kapu régidjanak modositasa miatt)
ismeretlen, de ugy tlinik, hogy nem specifikus a HRET szekvenciara. Amikor csak a HRETE
szekvenciat (WT-XHRETE) vagtuk ki, vagy alaninnal helyettesitettik (WT-polyA), és a karboxil-
vég tobbi részét épen hagytuk, vagy a HRETE-t 6t alaninra cseréltik a WT-Atail konstruktban
(és a C-terminus tobbi részét eltavolitottuk) a Kv1.3 vezet6képessége helyreallt. Tehat ugy
tlnik, hogy egy peptidlanc hidnya a C-termindlison, az aktivacids kapunal a csatornakat nem
vezet6képes csatornakka teszi, de barmilyen aminosav szekvencia motivum helyettesitheti a

HRETE szekvenciat, legaldbbis a Kv1.3-ban.
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4.3 Kv1.3 csatorna, mint terapids célpont: egy autoimmun betegség (SLE) sejtszint(
lehetséges gyogymaodja

4.3.1 Kv1.3 siRNS-sel toltott funkcionalizalt liposzomak: Ty specifikus Kv1.3 expresszid
leszabalyozas

4.3.1.1 100 nm méretli lipid nanorészecskék szintézise, funkcionalizdldsa és siRNS-sel téltése

Az unilamellaris lipid NP-k el6allitdsahoz el6sz6r PC, PE-PEG-biotin és CH keverékét raztattuk
PBS-ben, hogy MLV-ket képezziink (lasd 3.6.1). Ezutan szonikaldssal a nagyméret( vezikuldkat
kisebb méretli vezikuldkra bontottuk. Végiil extruddlast alkalmaztunk a kivdnt 100 nm
atmérgjl liposzomak eléréséhez (66. abra A panel). Mivel az NP-k feliiletén a PE-PEG-hez
kotott biotin taldlhatd, a sztreptavidin és a biotin kozotti leger6sebb nem kovalens
kolcsdnhatast haszndltuk ki az antitestek NP-khez valé rogzitéséhez (66. abra B panel) [282].

Az 66. dbra B panelje szemlélteti, hogy a fluoroférral (Alexa647 vagy Alexa488) konjugalt

PE-PEG-
biotin *
PC _» ’ . ’ _> _>
Szaritas(Ny) Rehidralas Razatas Szonikalas
CH’ / \\(PBS)/ \37°C»0n \\és szﬁrés/ \
. s, N
L (= 1)
= LA\ \ °
’ A Mutilamellérs Unilamellaris
S vezikula (MLV) vezikula (ULV),
kb. 100 nm

% PE-PEG-biotin

% Sztreptavidin (SAV)
-& Biotinalt antitest (Ab)

amm  SIRNS

.....

Liofilizacio

G

Jelolés SAV '; = Rekonstrukcid

és Ab-vel S n, (SIRNA-
2 protamine)

100 nm NP CD45R0/IgG-NP Kv1.3/Scramble-NP

66. abra Unilamellaris lipidrészecskék szintézise és antitest-jel6lése. (A) Az ULV-szintézis
sematikus folyamata. A lipideket egy kerek alju lGvegedényben vegyitettiik, és N;-vel
megszaritottuk, hogy lipidfiimet képezzenek. A lipidek PBS-ben (pH 7,4) torténé
rehidratalasat kétoras razatas kovettet 37 °C-on, majd szonikalassal és extrudalassal (100
nm-es szlrékorongok) 100 nm-es ULV-ket (unilamellaris vezikulat) nyertiink. (B) Az ULV-k
funkcionalizdldsa az ULV-k fellletéhez PE-PEG-en keresztll kotott biotinnal tortént. A
liofilizalt, antitesttel bevont NP-ket ezutan siRNS-oldatban rekonstrualtuk siRNS-sel toltés
céljabal.
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sztreptavidinnel (SAV) jel6lt ULV-k bioaktiv felszint biztositanak, amely alkalmas barmilyen
biotinnal jelolt antitest megkotésére, valamint az ULV-k vizualizaciéjara. Mivel a Tem és Tem
sejtek is expresszaljak a CD45RO-t, szemben a naiv T-sejtekkel, a sztreptavidin-NP-ket
biotiniladlt egér anti-human CD45RO antitesttel (CD45R0O-NP-k) vagy IgG-vel, mint izotipus-

kontrollal (IgG-NP-k) jeloltik (66. abra). Az NP-k megfelelé méretének ellenérzésére SEM és

67. abra. Lipidrészecskék elektronmikroszképos képei. (A) WETSEM-felvételek 500
nm-es és 200 nm-es lipidrészecskék keverékérdl. A lipidrészecskéket 15 pl ionmentes
vizben vizualizaltuk, vdkuumtarté QX-kapszulaban mértik. (B) A leirt szintetizaldsi
folyamat eredményeként elkészilt ULV-ék TEM-felvétele 100 nm-es méretet
mutattak.

TEM felvételeket készitettlink (67. abra). (Az NP-k méretét rutinszerlien dinamikus fényszéras
modszerrel hataroztuk meg.) Amint a 67. abra B panelén lathatd, a 100 nm-es ULV-k gdmb
alakuak és nincs bennik pérus, valamint sima fellileti tulajdonsagot és réteges szerkezetet
mutattak. Az siRNS-ek funkcionalizalt liposzémakba torténé beépitéséhez a CD45RO-NP-ket
liofilizaltuk, majd RNazmentes, protamin-komplexalt siRNS-eket tartalmazdé vizben

rekonstrudltuk 6ket (66. abra).

4.3.1.2 A CD45RO-NP-k specifikusan kétédnek a Ty-sejtekhez és internalizdalodnak

A sejtszint(i terdpidban kritikus fontossagu olyan NP-ket tervezni, amelyek a ,rakomanyukkal”
egyltt csak a kivélasztott sejtekhez/szovetekhez tudnak kapcsolddni. Ezért elGszor azt
vizsgaltuk, hogy a CD45R0O-NP-k képesek-e szelektiven kotédni a Tw sejtekhez. Primer human
T-sejteket inkubdltunk fluoreszcens, liofilizalt, majd rekonstrualt CD45RO-NP-kkel vagy IgG-

NP-kkel. A sejteket 24 6ras inkubacié utan (37 °C-on, 10% humdn szérum jelenlétében)

fixaltuk, és a naiv T-sejteket Alexa488 konjugdlt CD45RA antitesttel jeloltik (68. abra). A 68.
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abra A soraban a konfokalis mikroszkdpos felvételeken lathaté, hogy a CD45RO-NP-k csak a
Tm-hez kot6dtek, a naiv T-sejtekhez nem. A 68. dbra A soraban a fuzids kép (d panel)
egyértelmlen mutatja, hogy a CD45RO-NP-kkel ,diszitett” sejtek nem expresszaljak a
CD45RA-t. A CD45RO-NP-k specifikus kotédésének kimutatasara T-sejteket 1gG-NP-kkel
inkubaltunk. A 68. dbra B sordban (c és d panel) a felvételek azt mutatjak, hogy az IgG-NP-k

nem kotédnek a T-sejtek membrdanjahoz.

68. abra A CD45RO-NP-k specifikusan kétédnek a CD45RO* Twm sejtekhez. A liofilizalt
CD45RO-NP-kkel (A) vagy IgG-NP-kkel (B) inkubalt (kék), majd CD45RA-Alexa488
antitesttel (zold) jelolt CD3* T-sejtekr6l 1 um vastagsagu konfokalis felvételeket
készitettiink. A panelek a kdvetkez6ket mutatjak: a: vilagos latéterd (brightfield) képe, b:
CDA45RAY, naiv T-sejtek (zold), c: Tm sejtek CD45RO-NP-kkel (kék), d: a kék és z6ld csatornak
fuzidja. Megjegyzendd, hogy a kék és a zold csatorna nem mutat ,kolokalizaciét”.

Tovabbi kisérletek azt igazoltdk, hogy a sejtekhez kot6dott CDASRO-NP-ket a Twm sejtek
internalizaljak (69. dbra). CellVueRed lipidfestékkel (piros, 69. dbra A sora, b panel) és SAV-
Alexab47 (69. abra, A sora, kék, c panel) festékkel jel6lt CD45RO-NP-ket hasznaltunk: miutan
a T-sejteket 24 6rdn at inkubdltuk ezekkel az NP-kkel, a sejtekhez mar kot6dott NP-ken [évé
CD45RO antitesteket Alexa488 masodlagos antitesttel jel6ltiik (69. abra, A sora, zold, 1gG-
Alexa488, d panel). Mivel ez utébbi épés nem permeabilizalt sejteken tortént, ez a modszer
lehet6vé teszi a sejtmembranhoz kotott CD45R0O-NP-k kizardlagos jelolését. Ezért a fuzios
képen (69. abra, A sora, e panel) lathato az NP-k internalizacidja (lila fluoreszcencia), valamint

a plazmamembranhoz valé fuzidjuk (fehér és sarga fluoreszcencia). Hasonlé eloszlast
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figyeltlink meg a liofilizaldson atesett CD45RO-NP-k esetében is, ami azt jelzi, hogy ez az eljaras
nem vezetett az antitestek levalasdhoz, azaz az antitestek az NP-k felszinéhez kot6dve
maradtak (69. dabra, B sor). Ahogyan az el6z6ekben lathatd volt, a SAV-Alexa647 (69. dbra, B
sor, kék, c panel) és a CellVueRed (69. abra, B sor, piros, b panel) NP-k (ugyanazok az NP-k,
mint amelyeket a 69. abra lathato kisérlethez hasznaltunk) fluoreszcencia jelei csak a T-sejtek
egy részhalmazahoz kétédott. Osszességében, ezek a kisérleti eredmények megerd8sitik, hogy
a liofilizalt CDA5RO-NP-k képesek szelektiven kotddni a Tw sejtekhez és bejutni/felhalmozdodni
azokban. Ezért a CD45RO-NP-k megfelel6 hordozéként szolgalhatnak siRNS bejuttatdsara és

géncsendesitésre a Tm sejtekben.

A
.

1gG-Alexa488

69. abra. A Tm sejtek a CD45RO-NP-ket endocitaljak. (A) CellVueRed-tartalmazd
CDA45RO-NP-kkel inkubalt T-sejtek konfokalis képei, az NP-ken lévé CD45RO antitestet
Alexa488 szekunder egér antitesttel jeloltik (ALexa488-lgG, zold). Mikroszkdpos
felvételek rendre a: a sejtek vildgos latéterd képe, b: az NP-k CellVueRed jele; c: SAV
Alexab47 fluoreszcens jel (a Tm sejtekhez kapcsolédd ULV-k), d: a masodlagos antitest
(Alexa-488) fluoreszcencia jel, e' a voros, kék és zold csatorndk egyesitése. (B) A
konfokalis képeken liofilizalt (24 6rds inkubdlas), CellVueRed-jelélt CD45RO-NP-kkel
kezelt T-sejtek lathatdak. a: vilagos |atotér, b: az ULV-k CellVueRed jele (piros); c: a Tm-
sejteken/ben 1évé ULV-k Alexa-647 fluoreszcenciaja (kék), d: a piros és kék csatornak
fuzidja.
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4.3.1.3 Kv1.3 NP-be zart siRNS bejut Ty sejtekbe

Annak ellenére, hogy a CD45RO-NP-k felismerik a Tv sejteket, két6dnek hozzajuk és
bejutnak azokba nem jelenti automatikusan, hogy a vezikuldkba bezart molekuldk a citoszdlba
keritilnek. Kovetkezésképpen a kovetkezd |épésben Cy3-jel6lt scramble/kontroll siRNS-szel
toltott CD45R0O-NP-ket hasznaltunk annak vizsgalatara, hogy ezek az NP-k képesek-e siRNS-t
juttatni a Tm-sejtekbe. A fentiekben részletezett és az 66. dbra |athaté mddon a fagyasztva
szaritott CD45R0O-NP-ket protamin-komplexalt kontroll Cy3-siRNS-t tartalmazé vizben
rehidrataltuk, és 24 6ran keresztil primer T-sejtekkel egy(itt inkubaltuk. A 70. dbra A soranak
abrai alapjan elmondhatd, hogy a Cy3-siRNS-sel (piros, b panel) toltétt CDA5RO-NP-k (SAV-
Alexab47, kék, c panel) képesek voltak szelektiven a Tm-sejtekhez kot6dni, valamint az siRNS-
ek intracelluldrisan detektdlhaték a CD45RO-NP-ket felvett CD45RO* sejtekben (egyesitett
kép, d panel). A specifikus NP-alapu siRNS-célbajutattas tovabbi megerdsitését szolgaljak a 24
oran keresztil Cy3-siRNS/protamin oldattal kezelt T-sejtekrél készilt konfokalis felvételek (70.
dbra B sor): a Cy3-siRNS intracelluldris voros fluoreszcencidgja nem volt kimutathato.

Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a CD45RO-NP-k képesek az siRNS-et
. .

70. abra A Twm sejtek felveszik Cy3-siRNS-t. Reprezentativ, konfokalis képek Cy3-siRNS-t
tartalmazdé CD45R0O-NP-kkel kezelt T-sejtekrél (A). Képek balrdl jobbra, a: a sejtek vilagos
latoter( képe, b: Cy3-siRNS jel, c: Alexa-647 (CD45R0O-NP-k), d: kék (Alexa-647, CD45RO-
NP-pozitiv sejtek) és piros (sejtek Cy3-siRNS-szel a citoszolban) csatorndk fuzidja. (B)
Protamin-komplexalt Cy3-siRNS-ekkel kezelt sejtek képei.

bejuttatni a Tm-ekbe.

A

Vilagos latétér

Vilagos latétér
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4.3.1.4 A Kv1.3-NP-k csékkentik a Kv1.3 csatorndk expresszidjat

A Kv1.3 csatorndk Kv1.3-NP-k 3ltali leszabdlyozas hatékonysdgdnak mérésére a patch-clamp
technikat alkalmaztuk, és 6sszehasonlitottuk a Kv1.3 csatorndk teljes-sejt aramat Kv1.3-NP-
kkel (Kv1.3 siRNS-sel toltott CD45RO-NP-k) és a Scramble-NP-kkel (kontroll siRNS-t tartalmazé
CD45RO-NP-k) kezelt sejtekben. Kisérleteinkben az NP-k funkcionalizaldsahoz Alexa488
fluoroférral konjugalt SAV-ot hasznaltunk, hogy a mikroszképpal az NP-ket
megkotott/endocitdlt sejtek azonositsuk. Csak a zold fluoreszcenciat mutatd sejteket
valasztottuk ki az elektrofizioldgiai mérésekhez. A Kv1.3-NP-k , knock-down” hatékonysagat
Osszehasonlitottuk a T-sejtekbe transzfektadlt Kv1.3 siRNS-ek hatékonysdgaval [283]. Az
aktivalt T-sejteket Kv1.3 vagy scramble siRNS-ekkel és GFP-t kddold plazmiddal egyutt
transzfektdltuk (az siRNS molaris koncentracidja sokkal magasabb volt, mint a pMaxGFP
plazmidé). A GFP-t expresszalo sejteket valasztottuk ki a patch-clamp mérésekre, mivel ezek

nagy valGszinliséggel siRNS-t is felvették [284]. A Scramble-NP-kkel és Kv1.3-NP-kkel kezelt T-
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71. dbra Kv1.3-NP-k leszabalyozzdk a Kv1.3 expresszidjat a Tw sejtekben. (A) A Kv1.3
csatornak teljes-sejt dramgorbéi olyan aktivalt T-sejtekben lettek rogzitve, amelyet
scramble-NP-kkel vagy Kv1.3-NP-kkel kezeltiik. A sejteket -120 mV-on tartottuk, majd
15 ms-ig +50 mV-ra depolarizaltuk; P/5 online leak-korrekciot alkalmaztunk. (B) A Kv1.3
expresszio szazalékos csokkenése lathatd a Kv1.3-NP-kkel kezelt T-sejtekben, kontroll:
scramble-NP-kkel inkubalt sejtek (3 donor, n=18). A csdokkenést minden egyes donor
esetében meghataroztuk, és a harom donorra vonatkozé atlagos szazalékos csokkenést
tintettik fel (atlag + SEM). A Kv1.3 dram szazalékos csdkkenése is lathato, amikor a T-
sejteket specifikus Kv1.3 (Kv1.3-siRNA oszlopok) és kontroll siRNS-ekkel transzfektaltuk
(3 donor, n=15).

sejtek teljes-sejt Kv1.3 aramgorbéit a 71. dbra szemlélteti: a Kv1.3-NP-kkel kezelt sejtekben a
Kv1l.3 dram szignifikansan alacsonyabb volt, mint a Scramble-NP-kkel kezelt sejtekben.
Tovabba a Kv1.3 csucsaram és arams(rliség csokkenésének mértéke kb. 60 % volt (3 donor

minden kisérletben, n > 15 sejt) a Kv1.3-NP-vel kezelt sejtekben és a Kv1.3-siRNS transzfektalt
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sejtekben. Ezek az adatok azt bizonyitjdk, hogy a CD45RO-NP-k altal bejutatott Kv1.3 siRNS-ek

hatékonyan képesek a Kv1.3 csatornak expresszidjat leszabalyozni a Tw sejtekben.

4.3.1.5 A memdria T-sejtek Ca?*-vdlasza csékken a Kv1.3-NP kezelés hatdsdra

A Kv1.3 csatornak fontos szerepet jatszanak a Ca?* -fuggd jelatvitel szabalyozasdban a Twm
sejtekben, és e csatornak gatlasa csdkkenti a Ca?* bedramlasat a CRAC csatorndkon keresztiil.
Ezért megvizsgéltuk az siRNS-sel toltott CD45RO-NP-kkel kezelt T-sejtek Ca?*-valaszat. Ebben
a kisérletsorozatban nem aktivalt T-sejteket inkubaltunk Kv1.3-NP-kkel vagy Scramble-NP-
kkel. Az ires CD45R0O-NP-kkel inkubalt vagy nem kezelt sejtek tovabbi kontrollként szolgaltak
(72. &bra, 73. dbra). Huszonnégy 6raval a kezelés utdn Ca?* méréseket végeztiink. Ezeket
aramlasi citometridval végeztiik, amely lehet6vé teszi, hogy a Tu-sejtekre kapuzzunk. A Ca?*-
kisérletek tipikus id6beli lefutasat a 72. abra A panele mutatja. Az Indo1-gyel toltott T-sejteket
Ca%*-mentes extracelluldris oldatban tartottuk, majd thapsigargin hozzaadasa (TG, 1 uM) a
[Ca?*]i kis mértékl ndvekedését idézte el (az Indo-1 fluoreszcenciaaranyanak névekedése
jelzi), ami megfelel az intracellularis Ca®* raktar (ER, endoplazmatikus retikulum) kitiriilésének.
Ez a CRAC-csatorndk mesterséges megnyitasara szolgal, mivel aktivélja az ER-ben 1évé Ca?*-
szenzort, amely a kdzelébe mozog, és megnyitja a CRAC-csatorna porusképzé alegységét a
plazmamembranban [285]. Mégsem figyelhet§ meg tovabbi [Ca?*]i ndvekedés, mivel az
extracelluldris oldat nem tartalmaz Ca?*-t. Ekkor a kils6 oldatot 2 mM Ca?*-tartalmuira
véltoztattuk. Az extracelluldris Ca** megndvekedése hatdsara azonnal kimutathaté a CRAC-
csatorndkon keresztiil térténd Ca?*-bedramlds. Ezt a [Ca?*]i robusztus névekedése mutatja,
amelyet az Indo-1 fluoreszcenciaardanyanak 400 és 475 nm-en torténé novekedése révén
kévethetiink nyomon. Az dramldsi-citometrids Ca?* -mérések validalasa és a Kv1.3 Ca%*-vdlasz
kialakitasaban betoltott szerepének megerGsitése végett 10 nM ShK-t, egy Kv1.3 antagonistat
alkalmaztunk (73. dbra). A Kv1.3 gén Kv1.3-NP-kkel t6rténé csendesitése a Ca?*-bedramlds
jelent6s csokkenését eredményezte a scramble-NP-kkel kezelt sejtekhez képest (72. dbra A
panel). A Kv1.3-NP-k hatdsat a CRAC csatornakon keresztil torténs Ca?* -felvételre a Kv1.3-
csendesitett és a kontroll sejtek esetében az area under curve (AUC, gbrbe alatti teriilet) és a
Ca®* cstcsamplitiddk aranydnak kiszamitdsaval jellemeztik. A 72. &bra B panele
egyértelmden jelzi, hogy a Ca?* jelatvitel mindkét paramétere jelent&sen csokkent a Tw-ekben
(3 donor) a Kv1.3-NP kezelését hatasara. A kezeletlen sejtek, valamint az Gires CD45RO-NP-

kkel és Scramble-NP-kkel kezelt sejtek azonos Ca?*-vélaszai az jelzik, hogy a CD45RO-
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antitestnek nincs hatdsa a Ca?*-dramlasra (72. dbra, 73. dbra). Ezek az adatok azt jelzik, hogy

a Kv1.3-NP-k alkalmazdasa hatékony alternativaja lehet a Kv1.3 farmakoldgiai blokkoldknak.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a memdria T-sejteket szelektiven sikeriilt ,targetalnunk”

2 mM Ca?*

72. abra. A Kvl1l.3 Kv1.3-NP-kkel torténd
s T csendesitése csékkenti a Ca?* valaszt a Tm
e sejtekben. (A) A TG éltal indukalt Ca?* bedramlds
id6beli lefolydsa a CRAC csatornakon keresztil
° 200 Tme” o nem  aktivalt T  sejtekben, amelyeket
elGinkubaltunk (24 o6ra) Kv1.3-NP-kkel (fekete
om o vonal) vagy Scramble-NP-kkel (szirke vonal). Az
' i "1 Indo-1 toltott sejtek fluoreszcencia-intenzitasat
i csak az Alexa-488 gatolt alpopulacidban
S o] detektaltuk dramlasi citométerrel (az NP-ket SAV-
» Alexa488-cal funkcionalizaltuk). (B) Az AUC (area
under the curve) és a Ca?* amplitudék aranya
AuC ¢ ca?*amp. Kv1.3-NP-vel és Scramble-NP-vel kezelt sejtek
esetében (n=3 donor).

Scramble-NPs
70K 0 mM Ca?*

Indo-1 fluoreszencia racié

@

Normalt AUC/Ca? amplitadé
(Kv1.3-NP/scramle-NP) E

unilamellaris, CD45R0 antitest funkcionalizalt, 100 nm-es liposzémakkal. Ezek a mddositott
NP-k internalizalédnak a sejtekbe, és siRNS rakomdanyuk bejut a citoszolba. Ennek
eredményeként csokken a Kv1.3 csatorna expresszibja, ami viszont csokkent Ca?*
bearamldshoz vezet. Ez a megkozelités Uj modalitast nyudjthat a T-sejtek hiperaktivitasaval

Osszefliggd autoimmun betegségek kezelésében.

i 73. abra. Ca?*-valasz Twm/T sejtekben CD45RO-
2mm ca> NP-kkel és anélkiil. A thapsigargin altal indukalt
70K ] CD45RO-NPs pasro-NPss onmsik | a2t bedramlds id6beli lefolydsa a CRAC

0 mM Ca?*

csatornakon keresztil nem aktivalt T-sejtekben,
amelyeket elGinkubaltunk (24 éra) CD45RO-NP-
] ; ; kkel (A) vagy CD45RO-NP-k nélkil (B). Az (A)
' B e e abran lathaté Indo-1 fluoreszcenciat csak az

Alexad88 kapuzott alpopulaciéban detektaltuk
aramlasi citométerrel (az NP-ket SAV-Alexa488-
jal jeldltik). A CaZ*-valaszt 10 nM ShK nélkiil
(szirke vonal) vagy jelenlétében (fekete vonal)
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4.3.2 Nanovezikula-asszisztalt Kv1.3 géncsendesités hatdsa a Ca?*-fliggd jelatvitelre

4.3.2.1 A Kv1.3-NP-k gdtoljgk az NFAT nukledris transzlokdciot a memaria T-sejtekben

A T-sejtek aktivalodasat a [Ca%*]i ndvekedése kiséri, amely aktivalja az NFAT-t, mely ennek
eredményeképp a sejtmagba transzlokdlédik, ahol a CD40L (CD154) és egyéb pro-
inflammatorikus citokinek transzkripciéjat inditja be [286-288]. EIGszor kisérleteket végeztiink
annak meghatarozasara, hogy a Kv1.3-NP-k altal okozott Kv1.3 expresszid és [Ca®*]; csokkenés
hatékonyan gatolja-e az NFAT aktivaciot és a nuklearis transzlokaciét a memaria T-sejtekben.
A nyugvd T-limfocitdkat egy éjszakan keresztll inkubaltuk fluoreszcens Kv1.3-NP-kkel,
Scramble-NP-kkel (Scr-NP roviditettik itt), valamint olyan CD45RO-NP-kkel, melyek nem
tartalmaztak siRNS-t (null-NP). A sejteket ezutan thapsigarginnal (TG) aktivaltuk (1 uM, 1 6ra
id6tartam) a CRAC-csatorndkon keresztiil, a TCR aktivaldsa nélkil. A CD45RO*,
nanorészecskéket kotott T-sejtekben az NFAT nukledris transzlokacidjat ImageStream X
imaging dramldsi citométer segitségével meghatdroztuk. Az Scr-NP-kkel el6kezelt, aktivalt

CD45R0O* T-sejtek (74. abra A és C panele) jelentdés NFAT nuklearis transzlokaciot mutattak (89

CDASRO  Vildgos latétér  DAPI WEAT Fazi6 74. abra. A Kv1.3-NP-k csékkentik az NFAT
A Cho2/Cho7 nukledris transzlokaciéjat a CD45RO* Twm-
i ® sejtekben. (A-B) Reprezentativ CD3* sejtek

Cho7 Ch02/Ch07

Scr-NP

imaging flow citométerrel rogzitett képei. A
képeken TG-aktivalt sejtek, amelyek Scr-NP-vel
(fels6 sor) vagy Kv1.3-NP-vel (alsé sor)
= T 24 kezeltink (A), és nyugvd T-sejtek, amelyeket
®) Null-NP-kkel inkubdltunk (B) lathatok. Az NP-k
fluoreszcens jele kék (Chll, Alexa 647
Chot Cho7 Cho2/Cho7 fluorofdrral konjugalt SAV-t hasznaltunk), a
e DAPI piros fluoreszcenciaként (sejtmag, Ch07),
az NFAT z6ld jele a Ch02-ben (Alexa 488 anti-
NFAT antitest) lathaté. Az NFAT nuklearis
transzlokaciéjat az aktivdlt CD45RO* T-
sejtekben a voros és a piros szin kolokalizacidja
jelzi (fuzié: Ch02/Ch07 oszlop, sargas szin). (C)
Az NFAT magtranszlokacidjanak szazalékos
aranya Scr-NP- vagy Kv1.3-NP-kkel kezelt
aktivalt T-sejtekben, valamint Null-NP-kkel
kezelt nyugvd T-sejtekben. Az adatokat az
aktivalt Null-NP-vel kezelt sejtekre normaltuk
(100%-0s transzlokacionak tekintve). Atlag =+
SEM-et tlintettiik fel 3 donorra, 2300-3500 sejt
Aktivalt Nyugvé per donor.
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+ 12%-a sejteknek, n = 3 donor), mig a Kv1.3-NP-kkel torténé kezelés szignifikansan
csokkentette az NFAT-transzlokdciot (a sejtek 41 + 12%-a, n = 3 donor, p <0,001) (74. dbra, A

és C panel). A nyugvé CD45RO* T-sejteket null-NP-kkel inkubalva sejtek csak alapszint(i NFAT
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nukledris lokalizaciét mutattak (sejtek 21 + 3%-a, 74. dbra, B és C panel), ami nem volt
szignifikdnsan kiildnbdz8 a Kv1.3-NP-kkel kezelt sejtekétél (p = 0,2). Osszességében az adatok
azt mutatjak, hogy a Kv1.3-NP-k hatékonyan csdkkentik az NFAT nukledris felhalmozddasat a

CD45R0O* Tw-sejtekben. Mivel a T-sejtek NFAT-aktivacidja szabdlyozza a CD40L expresszidjat,

ezért megvizsgaltuk a Kv1.3-NP-k hatasat a CD40L expresszidjara.
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o 7, 5 w00 E e
g 7 Null-NP Null-NP scr-NP g,
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75. adbra. Kv1.3-NP-k csokkentik a CD40L expresszidjat a CD45RO* T-sejtekben. (A) A
CD40L/CD154 vs CD45RO fluoreszencia intenzitas dotplot aktivalt T sejtekben (1 uM TG-
vel, 3 6raig) illetve nyugvd CD3* sejteken. A sejteket egy éjszakan at inkubdltuk null-NP-
kkel, scr-NP-kkel vagy Kv1.3-NP-kkel (a funkcionalizalashoz Alexa488 SAV-t hasznaltunk).
Az Alexab647 (CD40L/CD154) és az Alexad88 (NP kotott T-sejtek) fluoreszcencia-
intenzitasat detektaltuk minden egyes sejtben. A kvadransok kapuit az NP-k nélkili sejtek
és izotipusos kontroll antitesttel festett sejtek alapjan allitottuk be, a kvadransokban lévé
szamok a sejtek szazalékos aranyanak felelnek meg. (B) Az aktivalt CD40L/CD154
expresszio hisztogramja aktivalt CD45R0O* CD3* sejtekben, amelyeket scr-NP-kkel (fekete)
vagy Kv1.3-NP-kkel (piros) voltak inkubalva. (C) A CD40L/CD154 expresszié atlagos
fluoreszcencia-intenzitdsa (MFI) aktivalt, scr-NP-kkel vagy Kv1.3-NP-kkel kezelt CD3*
sejtekben (n = 3 donor). Az adatok a scr-NP-k MFI-jére normaltuk. (D és E) Atlagos
CD40L/CD154-expresszié NP* (CD45RO* T-sejtek, D) vagy NP~ (CD45RO" T-sejtek, E) sejtek
esetében. A sejtek scr-NP-vel, Kv1.3-NP-vel vagy null-NP-vel voltak kezelve. Az értékeket
aktivalt null-NP mintara normaltuk. Az adatok 3 donorra vonatkozé atlag + SEM értéket
mutatnak. Sejtszam: 20 000-50 000 minden egyes mintaban. *: p < 0.05.
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4.3.2.2 A Kv1.3-NP-k csékkentik a CD40L expressziojdt a memdria T-sejtekben

A CD40L/CD154 (késGbb itt csak a CD40L-et hasznalom) transzkripcidjat a T-sejtekben TG-vel
torténd aktivalas indukalja, hasonléan a PMA-hoz és ionomicinhez, amelyek a kiilénb6z6 TCR-
stimulacié biokémiai Utvonalai [288-290]. Ezért annak megallapitasara, hogy a Kv1.3-NP-k
csokkentik-e a TG altal indukalt CD40L-expressziét a CD45RO* T-sejtpopulacidban, a CD3*
sejteket egy éjszakan at inkubaltuk Kv1.3-NP-, Scr-NP- és Null-NP-kkel. A sejteket ezutan 3
o6ran keresztlil TG-vel aktivaltuk, majd a CD40L expresszidjat dramlasi citométerrel
meghataroztuk NP-ket felvevé (CD45RO* T-sejtek (Twm)) illetve NP-ket nem kotott/endocitalt
(CD45RO" T-sejtek, naiv) sejtekben. Negativ kontrollként nyugvd CD3* sejteket null-NP-kkel
inkubaltunk. Amint azt a 75. abra A panelén bemutatott reprezentativ kisérletek mutatjak, a
CD40L* sejtek szazalékos aranya 47%-kal csokkent az Kv1.3-NP-kkel kezelt, majd aktivalt
CD45R0O* T-sejtekben a Scr-NP és null-NP-ket felvett sejtekhez képest (75. dbra, A és C panel).
A CDA40L expresszi6 atlagos fluoreszcencia-intenzitdsa (MFI) az aktivalt CD45R0O* T-sejtekben,
amelyeket Kv1.3-NP-kkel inkubdltunk, 52%-kal csokkent az Scr-NP-vel kezelt kontrollhoz
képest (p = 0,03, 3 donor, 75. abra C panel). A Kv1.3-NP kezelt, CD40L*CD45R0O* sejtek
szazalékos aranya, amelyet a CD40L*CD45RO* null-NP-vel kezelt T-sejt szubpopuldciéhoz
viszonyitottunk 58 + 5%-ra csokkent, mig az Scr-NP-vel kezelt sejtek esetében 96 + 5% volt (3
donor, p < 0,001, 75. abra D panel). A null-NP-t felvett nyugvd T-sejtekben nem volt CD40L-
expresszio emelkedés detektdlhatd (3 + 1% CD4AOL* CD4A5RO* sejtek aranya, 75. abra A és D
panel). ACD45RO* T-sejtekkel ellentétben a CD40L-expresszid az aktivalt CD45R0" T-sejtekben
(naiv T-sejtek) nem valtozott a Kv1.3-NP-vel térténé kezelés hatdsara. A 75. abra E panelje
mutatja, a CD40L* CD45RO" sejtek szdzalékos ardnya az Scr-NP-vel kezelt (87 + 8%) és a Kv1.3-
NP-vel kezelt sejtekben (99 + 8%, 3 donor, p = 0,3) nem volt szignifikansan kiilonb6z6. Ezek az
adatok alatdmasztjak, hogy a Kv1.3-NP-k hatékonyan és specifikusan képesek gatolni a CD40L
expressziot Tw sejtekben. Erdekes megfigyelés volt, hogy a Kv1.3-NP-k alkalmazdasa csokkenti
a CD45RO* T-sejtek frakciojat a teljes T-sejt populacidban (75. dbra A. része, Scr-NP és Kv1.3-
NP dotplotok).

4.3.2.3 Kv1.3-NP-ék T-sejt fenotipus-vdltdst eredményeznek

Eredményeink azt mutattdk, hogy a T-sejtek Kv1.3-NP-kkel valo ,kezelése” csokkentette a
CD45RO" sejtek aranyat, és a CD45R0O populdcié novekedését okozta (76. abra). A CD3* kevert
sejtpopulacio tulnyomadrészt CD45RO* T-sejtekbdl all, amit a CD45R0O*/CD45R0O" arany is jelez:
1,4 £ 0,2 a Null-NP-vel és 1,5 + 0,1 az Scr-NP-vel inkubalt sejtekben. (3 donor, p = 0,5 a Null-
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NP-hez képest, 76. abra, A és B panele). Ez az arany 45%-kal, 0,8 + 0,03-ra csokkent a Kv1.3-
NP-vel kezelt sejtekben (3 donor, p < 0,001 a Null- és Scr-NP-hez képest, 76. dbra). Mindez
arra utal, hogy a Kv1.3-NP-k valtozast idéznek elS: a tulnyomédrészt CD45R0*-bdl allé T-sejt

populacié ,transzformalédik” CD45R0O-ba.

A s 250K 250K o2
null-NP -NP o
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« | < 1.5
me) 150K |50k 150K g
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Alexa 488-Anti CD45RO

76. abra. A Kv1.3-NP kezelés a CD45RO expresszio csokkenését eredményezi. (A)
Reprezentativ aramlasi citometrids dotplotok a CD45R0O expresszidjat mutatjak Null-,
Scr- vagy Kv1.3-NP-kkel inkubdlt, majd TG-vel 3 6ran at aktivalt CD3* sejteken.
CD45R0O* memodria T és CD45RO" naiv T sejtpopuldcidkat téglalap alaku kapuk
rajzolasaval jeloltik ki. A kapuk melletti szdmok a CD45R0O* és CD45RO" sejtek
szazalékos aranyat jelzik (teljes sejtszamhoz viszonyitva). (B) A CD45R0O* és CD45RO"
aranya aktivalt CD3* sejteken, melyek Null-, Scr- vagy Kv1.3-NP-kkel kezeltiink. Atlag +
SEM (3 donor) van feltiintetve, minden kisérletben 6sszesen 20 000 sejtet rogzitettek.
*: statisztikailag szignifikans kilonbség.
Ennek hatterében allé okok az aldbbiak lehetnek: 1) a CD45R0O" sejtek elpusztulnak a Kv1.3-
NP kezelés hatasadra; 2) a memoria tényleges elvesztése kovetkezik be, amelyet a CD45R0
expresszio eltiinése fémjelez. Annak vizsgdlatara, hogy a CD45R0 csokkenés a memoria sejtek
membdria T-sejteket és megvizsgaltuk a Kv1.3-NP-k hatdsat a CD45R0O expresszidra, a sejtek
életképességre és a citokin termelésiikre. A memdéria CD4* T-sejteket a Kv1.3- vagy Scr-NP-
kkel kezeltiik, majd anti-CD45R0 és anti-CD45RA antitesttel jel6ltiik, és analizaltuk a memdria
és a naiv T-sejtpopulacidk aranyat. Megfigyeltiik, hogy a Kv1.3-NP-kkel torténé inkubaciot
kovet6en, a memodria CD4* T-sejtek fenotipusa megvaltozott. CDA5RO*CD45RA 6l NP-kkel
kezelt memdéria CD4* T-sejtekben. (3 donor, p = 0,02, 77. dbra B panel). A CD45RO MFI
jelent6sen alacsonyabb értéke a CD45RO expresszid csokkenését mutatta a Kv1.3-NP-vel
kezelt memdéria CD4* T-sejtek esetében (77. abra C része). Egy donor esetében megfigyeltik,
hogy a CD45R0" sejtek szamanak csokkenését a CD45RA" sejtek novekedése kisérte. (77. abra

D panel). A CD45R0O* fenotipusu sejtek ,eltlinése” viszont nem ezen sejtek elpusztuldsa miatt

kovetkezett be: Kv1.3-NP-k hozzdadasa ugyanis nem indukalt sejthalalt, amit a 7-AAD* sejtek
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szamanak valtozatlansdga mutat (77. abra, E panel). tulnyomédrészt CD45RO CD45RAra
valtoztak at. (77. abra A panel). A CD45RO" sejtek szazalékos ardnya ardnya 81 + 7%-rdl (Scr-

rel kezelt memdéria CD4* T-sejtek) 32 + 11%-ra a esett Kvl.3. Tovabbd megvizsgaltuk a
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77. dbra. A Kv1.3-NP-k csokkentik a CD45RO expressziot és citokintermelést a
memdria CD4* T-sejtekben. (A) A CD45RO és CD45RA expresszid reprezentativ
aramlasi citometrias konturdiagramjai memadria CD4* T-sejtekben, melyeket Scr-NP
vagy Kv1.3-NP kezelésnek vetettiink ald, majd 3 dran keresztiil PMA/ionomicinnel
aktivaltunk. A szamok az egyes kvadransban |évé sejtek szazalékat jelentik. (B) A
CDA45RO expresszidjat a CD45RO* sejtek szazalékos ardanyaként mértik scr-NP-vel
vagy Kv1.3-NP-vel kezelt sejtek teljes sejtszamara vonatkoztatva. (3 donor). Atlag +
SEM tintettlink fel, minden mintdban 20 000 sejtet rogzitettek. *: statisztikailag
szignifikdns kilonbség. (C) A CD45RO expresszid reprezentativ hisztogramjai Scr-NP-
vel (fekete vonal) vagy Kv1.3-NP-vel (piros vonal) kezelt aktivalt memoédria CD4* T-
sejtekben. (D) CD45RO és CD45RA expresszid konturdiagramjai egy specialis
donorbdl izoldlt, Scr-NP vagy Kv1.3-NP-kkel inkubalt, majd PMA/ionomicinnel 3 6ran
keresztlil aktivalt CD4* Tw-ekben. A CD45RA" sejtek szama megemelkedett a Kv1.3-
NP kezelés hatasara (jobb oldali panel) (E) Az (A) panelen bemutatott memdaria CD4*
T-sejtek életképességének vizsgalata 7-AAD nuklearis festékkel egy reprezentativ
donor esetében. A 7-AAD fluoreszcenciat az oldalszérds (SSC-A) fliggvényében
abrazoltuk. Téglalap alaku kapukat rajzoltunk a 7-AAD* (nem életképes/elpusztult) és
7-AAD" (él6) sejtpopulaciok jelolésére, a kapuk feletti szdmok pedig a 7-AAD* és 7-
AAD" sejtpopulaciok szazalékos aranyat jelzik. (F) Reprezentativ IFN-y expresszio
hisztogramja Scr-NP-vel vagy Kv1.3-NP-vel kezelt, egy donorbdl szarmazé aktivalt
memoria CD4* T-sejtekben. (G) A TNF-a expresszidjanak tipikus hisztogramja Scr-NP-
vel vagy Kv1.3-NP-kkel el§inkubalt aktivalt memaria CD4* T-sejtekben. (H) Az IFN-y és
TNF-a expresszio csokkenése a Kv1.3-NP-kkel el6kezelt memdria CD4* T-sejtekben,
az MFI-értékeket az scr-NP-vel kezelt kontrollra normaltuk. 3 donor atlagat + SEM-et
adtuk meg, minden egyes mintaban 20 000 sejtet rogzitve.
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citokintermelést, amely magasabb a Tem-ekben (effektor memoria T-sejtek) a Tem-ek (k6zponti
memoria T-sejtek; a Tcm sejtek a memaria T-sejtpopuldcidbdl) és a Tnaiv-ok hoz képest [291].
Megfigyeltik, hogy a memodria CD4* T-sejtekben, amelyeket Kv1.3-NP-kkel kezeltiink,
szignifikdnsan csokkent az IFN- y (77. abra F, H panel) és a TNF-a (77. abra G és H része) szintje.
Az IFN-y és a TNF-a expresszidja 66%-kal és 71%-kal csdkkent, ami azt jelzi, hogy a CD45R0O
memdriamarker elvesztése csokkend effektor funkcidkkal is egyiitt jar. Osszességében ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy a Kv1.3-NP-k hatékonyan elnyomjak a CD45R0O* T-sejtek

memoaria- és effektor funkciojat.
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4.4 Az Navl.7 csatorna altipus specifikus expresszidja és szerepe az éretlen
dendritikus sejtekben

4.4.1 A Navl.7 els6sorban a CD1a* monocitakbodl szarmazé éretlen dendritikus sejtek (IDC)
alpopulacidjaban fejezédik ki

Munkacsoportunk kordbban igazolta, hogy a Nav1.7 csatorndt a monocitakbdl szarmazo IDC-
k expresszaljak, és az érett DC-kké torténd differencidlédas sordn teljesen eltlinik [104]. A
CD1a és CD1a* IDC alcsoportok eltéré funkcionalis aktivitasat irtak le, ezért 6sszehasonlitottuk
ezen éretlen DC-alcsoportok Navl.7-expresszidjat. A CD1a* IDC-kben markans, befelé
irdnyuld, gyorsan aktivalodo és inaktivalddd Na* dramot detektaltunk (78. abra A panel). A Na*
aram detektdlds gyakorisdga a CD1a™ IDC-ben szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a CD1a*
sejtekben (khi-négyzet teszt Yates korrekciéval: CD1la* (n=25) és CD1la- (n=19), p=0,021). A
CD1a és CD1a* IDC-k Na* dramslirtiségében (CD) is jelentGs kilonbséget taldltunk (CD, 0 mV-
on mért csucsaram osztva a sejt kapacitasaval): a CD1a* alcsoportban szignifikdnsan magasabb
volt (CDcp1a+ = -83 = 7,6 pA/pF, CDcp1a-=-43 + 13,4 pA/pF (n=9, p=0,015) (78. abra B panel). A

két DC-altipus sejtmembran-kapacitasa kozott viszont nem volt kilénbség (11,9 + 1,5 pF és

A B
Na®mentesoldat o CD1a- CD1a+
0 %/ 8 o0
e - 3
&
—_ 0
<°- 1000 \3
-~ T =E -50 4
£ @
: :
©
*5 -2000 - ©
4 ‘o *
- =z -100
0 2 4 6 8 10
id6 (ms)
Cc
£
‘= 006
]
2 0.05
£ o004
3 0.03
~ *
- 002
3
P 0.01 ﬁ
2 000 2
L(; Mon. CD1a- CD1a+ CD1a- CD1a+
] IDC MDC

78. abra. A Nav1.7 expresszios szintje CD1a™ és CD1a* IDC-kben. (A) Teljes-sejt Na* aram
CD1a* IDC-ben, amelyet -120 mV-os tartopotencialrdl torténé 15 ms hosszd, 0 mV-ra
depolarizacio alatt rogzitettiink, normal és Na*-mentes extracellularis oldatokkal torténd
perfuzid soran. (B) Navl.7 csatorndk arams(irlisége az IDC-ben. A Na*-aramok
csucsértékét 0 mV-on hataroztuk meg, és elosztottuk a sejt kapacitasaval. n =9 CD1a* és
CD1a  sejt. (C) Human monocita, IDC és MDC sejtek relativ Nav1.7 RNS expresszios szintje
(3 donor). Atlagot és SEM-et tiintettiik fel, *: p < 0,05.
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13,5+ 1,5 pF a CD1la+ és CD1a- sejtek esetében, p=0,457). Emellett a Q-PCR mérések szerint a
Nav1l.7 mRNS relativ expresszidja szintén magasabb volt az éretlen CD1a*, mint a CD1a"
sejtekben, mely expresszids szint drdmaian lecsdkkent a érett DC-vé (MDC) alakulds soran (78.
abra, C panel). Ezek az eredmények azt jelezték, hogy az Nav1.7 csatorndk szerepe szorosan

kapcsolédik a DC éretlen allapotahoz, és elsésorban a CD1a* alcsoporthoz.

4.4.2 Azintracellularis Ca?* szint emelkedése leszabdlyozza a Navl.7 expresszidjat

Szdmos tanulmany aldtdmasztja a Ca?* jelatvitel szerepét a DC aktivaldsaban [292]. Ezért a
kovetkez6kben azt vizsgéltuk, hogy a tartésan emelkedett Ca%* koncentracié énmagéaban
csokkenti-e a Navl.7 csatorna expresszidjat. A Q-PCR mérések kimutattdk, hogy az
intracellularis Ca%* koncentracié emelkedése, amelyet vagy a Ca%* ionofér ionomicin, vagy a
szarko(endo)plazmatikus retikulum Ca2*-ATPaz antagonista thapsigargin indukalt, hatékony
gatldja volt a Navl.7 gén expresszidjanak, és a gyulladasos citokinkoktélhoz hasonlé hatassal
rendelkezett (79. abra, A panel). Az5 mM extracellularis EGTA alkalmazasa nem volt hatassal

a Navl.7 mRNS expresszidjanak a citokinkeverék altal kivaltott csdkkenésére, azonban
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79. dbra. A megnoévekedett intracelluldris Ca?* koncentracié hatasa a Navl.7 gén
expresszidjara IDC-kben. (A) A Navl.7 génexpressziot kontroll IDC-ben és 250 nM
thapsigarginnal, 180ng/ml ionomycinnel vagy gyulladasos keverékkel (koktél) 24 6ran
keresztil 5 mM EGTA és 10 mM MgCl, nélkul (fehér oszlopok) vagy jelenlétében
(sraffozott oszlopok) kezelt IDC-kben, Q-PCR-ral hataroztuk meg. Pozitiv kontrollként az
MDC-ben mért expresszids szint szolgalt (gyulladdsos koktéllal kezelt IDC-mintak). (B) A
Navl.7-et expresszalé CD1a* IDC-k szazalékos aranya a kontroll és thapsigarginnal kezelt
sejtekben, EGTA nélkil (fehér oszlop) vagy jelenlétében (sraffozott oszlopok). A sejteket
akkor tekintettik Nav1.7-et expresszaldnak, ha 0 mV tesztfesziiltségen jellegzetes befelé
iranyuld aramot regisztraltunk, és a csiucsaram meghaladta a 100 pA-t, n > 13 mindegyik
csoport esetén.
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részben vagy teljesen meggatolta az ionomicin és a tapsigargin altal kivaltott Navl.7 mRNS
szint leszabalyozasat (79. dbra, A panel). Annak tovabbi ellenérzésére, hogy az intracelluldris
Ca®* -emelkedés képes-e a Navl.7 expresszidjat leszabdlyozni, 24 6ras thapsigargin-kezelést
kovetSen elektrofizioldgiai modszerrel vizsgaltuk a CD1a* IDC-k Nav1.7 csatorna expresszidjat
(79. abra B része). Varakozasainknak megfeleléen a Navl.7-et expresszalo sejtek ardnya
jelentésen csokkent a nem kezelt sejtekhez képest, és ezt a csokkenést EGTA részben
visszaforditotta. Ezek az eredmények azt bizonyitjdk, hogy az intracelluldris Ca?* szint

emelkedése kivalthatja a Navl.7 csatorna expresszidjanak csokkenését.

4.4.3 Az Navl.7 csatorna szabalyozza a CD1a* IDC-k membranpotencialjat
Az Navl.7 pontos szerepe az immunsejtekben nem ismert, igy feltételeztiik, hogy
hozzajarulhatnak a nyugalmi membranpotencial kialakitasahoz. Ezért CD1a*és CD1a IDC-k és

MDC-k membranpotencidljdt meghataroztuk. A perforalt-patch, teljes-sejt current-clamp
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80. abra. A CD1a* és CD1la  DC-k membranpotencialja. A sejtek membranpotencidljat
current-clamp konfiguraciéban, perforalt patch médszerrel rogzitettik. A tartasi aram 0 pA
volt. A CD1a" sejteket anti-CD1a FITC fluoreszcens jel6lés alapjan azonositottuk. (A) CD1a"
és CD1a* IDC (fehér oszlopok), a megfelel6 MDC (sraffozott oszlopok) és Navl.7 siRNS
transzfektdlt CD1a* IDC (fekete oszlop) normdl extracelluldris oldatban mért
membranpotencialja. A hibak a SEM-et jelzik az egyes csoportokban, n > 7, *: p < 0.05.
CD1a*(B), CD1a IDC(C) és Navl1.7 siRNS transzfektalt CD1a* IDC (D) membranpotencialja.
A sejteket normadl extracelluldris oldattal perfunddltuk, amennyiben masként nem
tuntettik fel. A magas K* tartalmu (jobbra sraffozott téglalap) vagy Na*-mentes kilsé
oldatra (balra sraffozott téglalap) torténd valtast a vizszintes savok jelzik. A szaggatott
vonalak a nulla potencial értéket jelzik.
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(aram-zar) mérések azt mutattdk, hogy a CD1a* IDC nyugalmi membranpotencialja jelent&sen
magasabb (- 8,7 £ 1,5 mV, n=14) a CD1a IDC-hez vagy MDC-hez képest (-40 és -60 mV kozott,
atlagosan -47 + 6,2 mV, n=7, 80. abra A panel). Feltételeztiik, hogy a kilonb6z6 sejttipusok
membranpotenciadljaban mért kilonbségek a CD1a* IDC-kben kifejez6dé funkcionalis Na*
csatornak jelenlétének tulajdonithaté. Ennek a hipotézisnek a tesztelése érdekében
meghataroztuk a membranpotencial extracellularis Na* érzékenységét: a Na*-mentes
extracellularis oldattal torténd perfurzié soran a CD1a* IDC-k membranpotencialjat a CD1a"
IDC-k, CD1a és CD1a* MDC-ken regisztralt értékekhez kdzeli értékekre mozditotta el (80. abra
B panel). Na*-mentes extracelluldris oldattal torténd perfuzié azonban nem volt hatdssal a

CD1a IDC-k membranpotencialjara ( 80. dbra C panel).

A membranpotencidl Navl.7 fliggéségének tovabbi vizsgadlatdhoz specifikus siRNS
segitségével géncsendesitést végeztiink: az Navl.7-specifikus siRNS transzfekcidja az IDC-kben
~60%-kal csokkentette a Navl.7 mRNS expresszidjat, valamint az Nav1.7 pozitiv CD1a* IDC-k
szamat 13%-ra csokkent, mig a negativ kontroll siRNS-sel transzfektalt CD1a* sejtek 96%-a
maradt Na* csatorna pozitiv (n = 20 a kontroll és Nav1.7 csendesitett sejtek esetében).
Tovabba az Navl.7-specifikus siRNS-szel transzfektdlt CD1a* IDC-k membranpotencidlja

szignifikdnsan negativabb volt (-22,3 mV + 1,5 mV (n=8)), mint a nem transzfektalt CD1a* IDC-
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81. abra. Az KCa3.1 csatorna expresszidja az IDC-kben. (A) A CD1a IDC-ben normal
extracellularis oldatban, ChTx vagy TRAM-34 perfuzidja soran, fesziiltség-rampa
protokollal rogzitett teljes-sejt dramgorbe. A szaggatott vonal a nulla dramszintet
jeloli. (B) A KCa3.1 csatorndk szamat a CD1a* és CD1a IDC-kben, n > 5. (C) KCa3.1
csatorna mRNS szintje IDC-kben, 3 donor. Atlag + SEM-et tiintettiik fel.
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ké (p<0,001, 80. abra A panel). Ezen tulmenden az Navl.7 siRNS-transzfektalt sejtek
membranpotencialjaban nem volt valtozds, amikor Na*-mentes oldatnak tettik ki 6ket (80.
abra D panel), hasonléan a Nav1.7 csatorndkat nem kifejezé CD1a™ IDC viselkedéséhez (80.

abra C panel).

A current-clamp mérések soran extracellularisan magas K* tartalmua oldatot is alkalmaztunk
(150 mM K* koncentrdacid), hogy megvizsgaljuk, van-e hatdsa a kiilonb6z6 dendritikus sejt
altipusok membranpotencialjara (80. abra B-D panelek). Az IDC-k magas K* oldattal torténd
perfazidja kb. 0 mV-ra depolarizdlta a membranpotencialt. Ez, valamint a CD1a IDC-k
meglehet6sen negativ membranpotencidlja (80. abra A és C panel) K* csatornak jelenlétére
utalt a membranban. Mivel munkacsoportunk egy kordbbi tanulmanya kimutatta, hogy az IDC-
kbél hidnyoznak a fesziiltségkapuzott K* csatornak [104], feltételeztik egy nem fesziiltség-
kapuzott K* csatorna jelenlétét az IDC-k membrdanjaban. A 81. dbra 4dbra A panele CD1a" IDC-
kben fesziiltség-rampa protokoll sordn rogzitett aramgorbéket mutat, melyet 1 uM szabad
Ca%*-t tartalmazd pipettaoldat alkalmazdsa soran rogzitettiink. Az aram biofizikai és
farmakolégiai tulajdonsagai a KCa3.1 kifejez6désére utaltak: az aramnak -80 mV koril van a
megforditdsi potencidlja, és 25 nM ChTx-szel (KCa3.1-re a Kq értéke ~5 nM) vagy 125 nM
TRAM-34-gyel, a KCa3.1 csatorndk szelektiv antagonistdjaval (Kd ~ 20-30 nM) gatolhaté volt
az aram. Az KCa3.1-csatornak sejtenkénti szama a CD1a és a CD1a* IDC esetében azonos volt
(p=0,269), csak ugy, mint a mRNS szintjik (81. dbra B és C panel). Ezért arra a kovetkeztetésre

jutottunk, hogy az KCa3.1 csatorndk hianya nem felel6s a CD1a* IDC-k depolarizalt nyugalmi

/////

4.4.4 A Navl.7 befolyadsolja a CD1a* IDC-k migraciojat és citokin szekréciojat

Irodalmi adatok alapjan, amely szerint a monocitdkbdl szarmazé MDC-k gyulladdsos
folyamatokért felel6s csoportja a CD1a* alpopulacié, valamint, hogy a Navl.7 csatorndk
elsGsorban az IDC ezen alpopuldcidjdban expresszalédnak, feltételeztiik, hogy a Navl.7
funkcionalis szerepe a dendritikus sejtekben a sejtek éretlen allapotanak fenntartasahoz,
migracios képesség megvaltozdasahoz kapcsolédhat. A CD1a* IDC-k (a Navl.7 csatornaknak
kdszonhet6) megemelkedett nyugalmi potencidlja miatt az aktivdldashoz nagyobb ingerre van
szikséglik, mint a CD1la- IDC-knek. 10-40 uM TTX-et hasznaltunk a Navl.7 csatorna
mikodésének gatlasara és a CDla* IDC aktivaciéd finomhangolasaban jatszott lehetséges

szerepének tisztazdsara. A TTX-szel torténd gatlas csokkentette az IDC-k MIP-1a altal indukalt
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in situ migracids képességét (82. abra A panel). A TTX ezen hatdsa a Navl.7-et expresszalo
CD1a* alpopuldcidban volt szembetlin6 (82. dbra A része). A Navl.7 gén csendesitése a
differencialéddé IDC-kben szintén csokkentette a MIP-1a indukalt migraciés képességet a
kontroll siRNS-sel transzfektdlt sejtekhez képest (82. dbra B panel). Ezen az eredményekkel
0sszhangban a mind a TTX-kezelés, mind az Navl.7 expresszid leszabalyozdsa a matrix
metalloproteindz 12 (MMP12) génexpresszids szintjét is csokkentette, amelyet tilnyomorészt
a CD1a" sejtek termelnek, és mely részt vesz a szoveti DC-k felszabaduldsaban (82. abra C és

D panel).

A TTX-kezelés szenzibilizalo hatdsa a IDC-kre akkor is kimutathatd volt, amikor a kiilonb6z6
DC-eredetl citokinek termelését vizsgaltuk a citokinkoktéllal torténd aktivalast kovetden.
Ezekben a kisérletekben az IDC-ket 40 uM TTX-szel kezeltiik a 2. napon és a citokinkoktéllal
kombinalva az 5. napon. A 6 6ras aktivalast kovet6en a hozzaadott citokinek feleslegét a sejtek
mosasaval eltavolitottuk, majd az aktivalt DC-ket tovabbi 16 6éran at friss tapfolyadékban
tenyésztettik, és a felliliszdkat citokinméréseknek vetettlik ala. Bar a citokinek abszolut

mennyisége a donorok eltéré CD1a* aranyai miatt eltéré volt, a TNF-a (5 donor; p=0,015; 82.

82. abra. A TTX gatlas és siRNS
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Navl.7 géncsendesitas hatasa a
IDC funkciora és aktivacidra. TTX-
szel kezelt (A) és a Navl.7 siRNS-
transzfektalt (B) IDC-k MIP-1a (200
ng/ml) indukalta migracidja
Boyden-kamraval ~meghatdrozva.
Egy tipikus kisérletet mutatunk a 3-
baol. MMP-12 génexpressziod
kontroll és TTX-kezelt (C), valamint
kontroll siRNS- és Nav1.7 siRNS-
transzfektalt (D) IDC-kben. A harom
kisérletbdl egy tipikus lathaté. Az
atlagot és az SD-t tlintettik fel. Az
IDC aktivacids statuszt a TNF-a (E)
és az IL-10 (F) citokinek
koncentracidjanak ELISA-val
torténd meghatdrozasaval
kovettik nyomon. A  négy
kivalasztott donor egyikére kapott
eredményeket mutatjuk (88%
CD1a* sejtek). Az atlagot és az SD-t
tlntettlk fel. *:p <0.05



haj du. peter.4 343 25

abra E panel) és IL-10 (5 donor; p=0,036; 82. abra F panel) szekrécié novekedése 3-4, illetve
6-7-szer magasabb volt a TTX-kezelt mintdkban a kezeletlen kontrollokhoz képest. Tovabba
sem a TTX hozzdadasa, sem az siRNS transzfekcidja nem valtoztatta meg az IDC-k
életképességét vagy internalizdlé képességét, nem indukalta a CD83 expresszidjat (MDC
marker), és nem befolydsolta a monocitdakbdl IDC-vé és az IDC-b6l MDC-vé torténd

differencialdédasi atvonalat sem.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az Navl.7 csatornak szerepet jatszanak a CD1a* IDC nyugalmi
membranpotencidl fenntartasdban, a migracid szabalyozdsdban, valamint az aktivacié
kiiszobértékének és finomhangolasanak beallitdisaban. Ugy véljik, hogy a depolarizalt
membranpotencidl (~-10 mV) gatolja a gyulladdsos folyamatokért felel6s CD1a* IDC-k
aktivacidjat az inger-kiiszobérték alatt, igy megvédi a sejteket a felesleges aktivaciétél. Mivel
a csatorna aktivitasanak TTX-szel torténd blokkolasa vagy a Navl.7 géncsendesitése gatolta az
IDC migracidjat, azt is feltételezziik, hogy ezek a natriumcsatornak el6segitik az IDC
kemotaxisat, ezdltal ezeket a sejteket a szovetekben tartva, ahol ,6rszem” funkcidjukat toltik
be. Amikor er8s veszélyjeleket érzékelnek az IDC-k , Nav1.7 csatorna expresszidja lecsokken,

mely lehetévé teszi egyrészr6l az IDC-k MDC-vé torténd differenciacidjat, majd a

nyirokcsomokba torténé migraciojukat
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Osszefoglalds

A Kv1.3 csatorna membran szterolokkal kapcsolatos vizsgdlatainkban az aldabbiakat

allapitottuk meg:

A hiperkoleszterinémids (HC) T-sejtek esetén az altalunk vizsgalt szérum koleszterin
tartomanyban a Kv1.3 ioncsatorna miikodése nem valtozott meg, csupan egy extrém
magas (29 mmol/l, normal érték 5,2 mmol/l) szérumkoleszterinnel rendelkezé paciens
esetében lassult az aktivacios és inaktivacids kinetika, valamint eltoléddott az egyensulyi
aktivacio az in vitro kisérletek (MBCD/CHOL-nel mddositott) soran taldltakhoz
hasonldan. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy csak a kiugréan magas szérumkoleszterinnel
rendelkezd pdaciensek esetén lehet bioldgiailag is jelentés a HC Kv1.3-ra gyakorolt
hatdsa. A hiperkoleszterinémids sejtek vizsgalata soran a csokkent T-sejt proliferacid
feltételezhet6en a Kv1.3-on kivili egyéb membran transzporter, jelatviteli molekula
és/vagy csatorna moédosuldsanak tulajdonithaté.

Az SLOS- betegekbdl izoldlt limfocitak elektrofizioldgiai vizsgdlata kimutatta, hogy a
Kv1.3 ioncsatorna mikodése megvaltozott (aktivacios kinetika lassult, az egyensulyi
aktivacid jobbra tolddott). Erre az altalunk megalkotott in vitro modellrendszer adta
meg a magyarazatot: a 7DHC sejtmembranbeli felhalmozddasa felel6s a Kv1.3
ioncsatorna kapuzdsanak megvaltozdsaért. 7DHC toltés sordn mutatott dézis-figgs
eredmények azonban sugalljak, hogy az SLOS sejtek 7DHC tartalma és az
elektrofizioldgiai valtozdsok mértéke kdzott 6sszefliggés allhat fenn. Tovabba az SLOS-
bél izolalt T-sejtek CaZ*-fliggd aktivacidja és proliferacidja elmarad a kontroll sejtekhez
képest. Ezt részben magyardzza a Kv1.3 csatorna funkcidéjanak mddosulasa, mivel
egyéb transzporterek (pl. a CRAC csatorna) vagy jelatviteli molekuldk koleszterin-
érzékenysége miatti mikodés megvaltozas is allhat a hattérben. Az SLOS-ben
felhalmozdédo 7DHC és egyéb prekurzor molekuldk toxikus immunszupressziv hatasa is
hozzdajarulhat ehhez.

A Kv1.3 C-termindlisanak eltavolitdsa soran tapasztalt szterol-hatds megszlinése
igazolta, hogy a koleszterin és a 7DHC hasonlé mechanizmusok altal szabalyozza a
csatornak miikodését, méghozza a CARC1 és CARC2 szterol-kot6helyen keresztiil. A

Kv1.3 7DHC toltésre érzékenyebb voltat egyrészrél magyarazhatja, hogy sejtek eltéré
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mértékben/doménekbe veszik fel a CHOL-t vagy a 7DHC-t, masrészrél 7DHC magasabb

affinitasat a specifikus kot6helyek irdnt.

A T-sejt ioncsatornak plazmamembranbeli lokalizacidjanak molekularis hattere és funkcionalis

kovetkezményeit tanulmanyozva az aldbbi megallapitasokat tettiik:

A Kv1.3 csatorna IS-be torténd berendezddése egér T-sejtekben a csatorna miikodését
megvaltoztatta: a lassubb aktivacids kinetika és az egyensulyi aktivacié depolarizald
fesziiltségek felé vald eltolédasa a Kvl.3 csatorna mikrokdrnyezetében bekovetkezd
valtozdsokkal magyarazhatd (magasabb viszkozitasu régidba torténé berendez6dés);
mig a gyorsabb inaktivacidés kinetikat és kisebb drams(irliséget a csatorna
defoszforildcidja magyarazza; utdbbit a kilonféle protein-kindz antagonistakkal
végzett kisérleteink tdmasztottak ala.

A Kv1.3 csatorna C-termindlishoz két horgonyzd/adapter fehérje is képes kotddni
(SAP97 és PSD95), melyekrdl ismert, hogy az IS-ben felhalmozdédnak. A csatorna C-
terminalisanak delécidjaval, valamint e két adapter fehérje expresszidjanak
leszabdlyozasaval kimutattuk, hogy a Kv1.3 csatorna IS-be torténé berendez6dését a
PSD-95 fehérjével torténd kdlcsonhatds iranyitja.

Kv1.3 csatorna C terminalis SH3-k6t6 doménjéhez kapcsolddd cortactin a csatornat
kihorgonyozza az aktin filament rendszerhez az F-aktin polimerizacié soran. T-
sejtekben a cortactin ortolég HS1 az IS-ben felhalmozddd csatornak karboxil végéhez
kotédve immobilizalja a Kv1.3-at.

A CRAC csatorna Orail alegysége IS-ben torténé felhalmozéddasa az IS kialakulasat
kovetSs 15 percnél éri el maximumat, majd azutan csokken (az Orail elhagyja az
immunszinapszist). Az Orail N-termindlisanak delécidja, valamint SAP97 illetve a
STIM1 - mindkett6 az Orail N-termindlisdhoz kotédik - expresszidjanak csokkentése
meggatolta az Orail IS-bdl torténd , kivandorlasat”. Ez azt igazolta, hogy az Orail a
STIM1 és a SAP97 kolcsonhatd partnerek segitségével hagyja el a szinapszis
kontaktzondjat. Az Orail elnyujtott IS-beli tartézkodasa a IS-ben 1évé T-sejtek Ca?*-

valaszat modositotta: tartds Ca?* jel oszcillaciot idézett eld.
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A Kvl.3 C-termindlisan, az aktivacids kapu kozelében elhelyezkedé HRETE
szekvencidrél kimutattuk, hogy nem jatszik jelent6 szerepet a csatorna sejtmembranba
torténd kijutdsaban. Valdszinlleg ,forditott-csatoldsban”, azaz aktivacids kapu régio
és feszliltségszenzor kozott kialakult kdlcsonhatdst képes modositani, feltételezhetdn

az S4-S5 linkerhez torténé kapcsoldddsa révén.

Kv1.3 csatorna géncsendesitésére kifejlesztett lipid nanovezikulakkal kapcsolatos

eredményeinket az aldbbiak szerint 6sszegezhetjik:

Kidolgoztunk egy olyan eljarast, mely soran a memdria T-sejteket szelektiven sikerult
CD45RO0-antitesttel funkcionalizalt, 100 nm-es liposzomakkal targetalni, majd a Kv1.3
siRNS-t tartalmazé, internalizdlédott NP-kkel (Kv1.3-NP) a csatorna expresszidjat és
CRAC-on keresztiili Ca?* bearamldst csokkenteni.

Tovabba a Kv1.3-NP alkalmazéasa géatolta az memdria T-sejtek Ca2*-fliggs aktivaciojat
(NFAT transzlokacié, CD40L (CD154) expresszid), effektoros funkcidit és memoria-

fenotipus elvesztést is eredményezett.

A CD1a" éretlen dendritikus sejtekben (IDC) kifejez6d6 Nav1.7 csatorna funkciéjanak

vizsgalatakor az aldbbi megdllapitasokat tettik:

Az Navl.7 csatorna a CD1a* IDC-ék membranpotencidljat egy magasabb értéken tartja.
A csatorna gatlasa, illetve géncsendesitése egyrészrél gatolta a MIP-1a indukalta
migraciot, leszabalyozta az MMP12 expressziot, tovabba szamos citokin termelését

serkentette.
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6. Jelent8ség

Kutatdsaim kozéppontjdban az immunsejtek ioncsatorndi alltak és manapsag is allnak. Az
ioncsatorndk az akcids potencial kialakitdsdban jatszott szerepik miatt tradicionalisan az
ingerelhetd sejtekhez kothet6k, azonban az utdbbi harom-négy évtized sordan kideriilt, hogy a
nem ingerelhet6 sejtek esetében is szdmos fizioldgiai folyamatot szabalyoznak. Szdmos
betegség (autoimmun, tumoros) esetén kimutattdk, hogy az ioncsatorndk abnormalis
m(ikodése, expresszidjanak megemelkedése, vagy éppen csOkkenése tehetd feleléssé a
patofiziolégids folyamatokért ezen sejttipusban is. Mindezek miatt nélkilozhetetlen az
ioncsatorndk kanonikus és nem klasszikus funkcidinak megismerése az immunsejtekben,
illetve azon hattérben meghizédé molekularis folyamatok feltérképezése, melyek az
ioncsatorndk funkcidjat modosithatjak. Tovabba az in vitro kortilmények kozott tapasztalt
valtozdsok, jelenségek, sokszor nem egyértelmlen manifesztalédnak az in vivo klinikai

III

korilmények, ezért nélkilozhetetlen patofiziolégias ,rendszerb6l” szdrmazd sejtek

élettananak alapos megismerése.

Az ioncsatorndak plazmamembranbeli elhelyezkedése lehetévé teszi, hogy
farmakolégiai agensek segitségével konnyen modosithaték. Azonban ugyanazon
csatornatipus szamos szovetben expresszalddhat, emiatt a szisztémas kezelés lehet6sége nem
minden esetben kivitelezhetS. Az orvostudomany a célzott, sejtszinten torténé beavatkozast
biztositd terdpiak iranyaba fejlédik, melyek elénye, hogy a szisztémas terapia nemkivanatos
mellékhatdsai nagy eséllyel kivédhet6k. Az altalunk kifejlesztett, nanovezikulakkal torténd,
memoéria T-sejteket megcélzé, siRNS-en alapuld géncsendesités terapia igéretes
megkozelitésnek bizonyult: in vivo humanizalt egérrel végzett kisérletek eredményei
igazoltdk, hogy lupuszos egerek paraméterei jelentésen javultak nanovezikula-kezelés

hatasara.
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