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A limfocitdk specifikus antigén hatdsara bekovetkezd klonalis proliferacidja az
immunrendszer mitkddésének egyik meghataroz6 eseménye. A limfocita proliferacio a T sejt
receptor/CD3 komplex (TCR/CD3) aktivalasat kdvetden indul be szamos jelatviteli titvonal
aktivalasat kovetden. A jelatvitelben a protein kindzok mellett (pl. Lck és Fyn; ZAP-70; Tec)
a citoszol szabad Ca*" koncentraciojanak kétfazisa emelkedése vesz részt. A Ca®* jel magaba
foglalja az IPs-fliggd Ca®" felszabadulast az endoplazmatikus retikulumbél, valamint a
raktarak kiiiriilését kovetd Ca®" bearamlast az extracellularis térb8l az ugynevezett “store-
operated” vagy kalcium felszabadulas aktivalta Ca®" csatornakon keresztiil (angol rovidités:
CRAC). A Ca*"-dependens jelatviteli Gtvonal meghatarozéan fiigg a plazmamembranban
elhelyezkedé K* csatornak aktivitasatol. A nyitott CRAC csatornakon keresztiil folyo Ca®*
aram elektrokémiai hajtéerejéhez komoly hozzajarulast ad a sejtek membranpotencidlja. A T
sejtek membranpotencialja —50 és —60 mV kozott van, melyet dontden két kiilonbozé K
csatorna, a fesziiltség-fliggd depolarizacio-aktivalt Kv1.3 és a Ca*"-aktivalt K™ csatorna
(IKCal) hataroz meg. E két ioncsatorna altal l1étrehozott kation kidramlas a sejtmembrant
hiperpolarizalt allapotban tartja még a depolarizalé hatast jelentd Ca®* influx mellett is,
biztositva ezzel a Ca’" bearamlashoz sziikséges hajtoert, és igy a megfeleld Ca*"-medialt
jelatvitelt. A T sejtek aktivalasanak K™ csatorna aktivitas-fiiggésére a legmeggy6zSbb
bizonyitékot az adja, hogy a csatornak gatlasa depolarizalja a T sejtet, ami gatolja a Ca”" jel
kialakulasat és a sejtek osztodasat. A K’ csatornak aktivitisa a gatloszerek mellett
szabalyozhat6 a csatorna kapuzasat jellemz6 biofizikai paraméterek modositasaval. Ez utobbi
torténhet fehérje-lipid és fehérje-fehérje kolcsonhatdsokon keresztiil, ami magaba foglalja az
ioncsatornak protein kindzok altal torténd szabalyozasat is. A kutatdsi program ezek koziil a
kialakul6o szignalizacidos komplex és a Kvl1.3 csatorndk funkciondlis aktivitdsa kozotti
kapcsolattal foglalkozik.

A kutatasi tervnek megfelelden a project sordn jelentds eredményeket értiink el, munkénk
soran 15 referalt folyoiratban megjelent kdzlemény sziiletett melyek kumulativ impakt faktora
53,297. A kutatas eredményeit roviden az alabbiak szerint, pontokba szedve foglaljuk Gssze.

1 Nagy specificitast Kv1.3 csatorna gatloszerek izolalasa és
tanulmanyozésa

1.1  loncsatorna bank kialakitasa

A Kvl.3 specifikus toxinok jellemzéséhez, ¢és kiillonosen a szelektivitdsi profil
meghatarozasahoz egy 9 csatornafajta vizsgalatara rutinszertien hasznalhat6 panelt allitottunk
be, mely tartalmazza a Shaker csaladbol a Kv1.3-al rokon Kv1.1, Kv1.2, Kv1.4, és a Kv1l.5
csatornakat, a HERG (Kv11.1), a Kv2.1 csatornakat valamint a T sejtek Ca-aktivalt K"
csatorndjat (K(Ca)3.1) és a K(Ca) 1.1 csatornakat. E rendszer beéllitasaval a palyazat targyat
képzo, illetve a jovoben felfedezendd gatldészerek szelektivitasa gyorsan €s hatékonyan
mérhetd és értékelhetd.

1.2 A Centruroides. elegans skorpio méreganyaganak vizsgalata

A Centruroides. elegans skorpidé méreganyagaban harom, nagy affinitdsu Kv1.3 gatlo
peptidet irtunk le. Szekvencia és filogenetilai analizis alapjan a molekuldk a skorpid toxinok
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2-es alcsoportjaba tartoznak, egyezményes elnevezésiik a-KTx2.8 (Cel), a-KTx2.9 (Ce2), a-
KTx2.11 (Ce4). A toxinok koziil a legnagyobb Kv1.3 affinitdsa a Ce2-nek volt (egyensulyi
disszociaciés allandd (Kd)=250 pM)), mig a Cel és Ce4 toxinoknak is szub-nanomolaris
affinitisa volt Kv1.3 irdnt (rendre Kd=0.7 és Kd=0.98 nM). A T sejtek masik K" csatornajat,
az IKCal-et egyik toxin sem gatolta, valamint hatastalanok voltak a Shaker Kv2.1 fesziiltség
kapuzott K csatornakra is. A toxin farmakologiai profilja alapjan (affinitas és szelektivitas)
esetekben, amikor a Kvl1.3 szelektiv gatldsa sziikséges (pl. egyes autoimmun betegségek
kezelésében) (Olamendi-Portugal és mtsai, Toxicon, 2005).

1.3 A Centruroides suffusus suffusus skorpio meéreganyaganak vizsgalata

A Centruroides suffusus suffusus skorpié mérgébdl HPLC modszerrel izolalt Css20 toxin
molekula stlya 4000.3, a molekula haromdimenzids szerkezetét 3 diszulfid hid stabilizalja. A
primer aminosav sorrendet tobb biokémiai eljaras kombinéciojaval (Edmann degradacio,
tomegspektrometria) hatdroztuk meg, s a kovetkezd szekvencia adodott a toxint alkotd 38
aminosavra: IFINVKCSSPQQCLKPCKAAFGISAGGKCINGKCKCYP. A Css20
szekvencidja tobb mint 54 % identitast mutatott a K csatornablokkold peptidek o- KTx2
csoportjanak egy¢b tagjaival, igy a nemzetkozileg elfogadott kritériumok alapjan a Css20 az
o- KTx2.13 nevet kapta. A farmakologiai vizsgalat soran kidertilt, hogy a Css20 toxin nem
csak a Kv1.3, hanem a Kv1.2 csatornakat is nagy affinitdssal gatolja, a gatlas hatékonysagat
jellemezd IC50 értékek Kvl.2-re 1.3 nM mig Kvl.3-ra 7.2 nM. A Kvl.2 és Kvl.3
csatorndkon kiviil a Css20 mas vizsgalt csatorndkat (Kv1.1, Kvl.4, Kv1.5, Kvl1.1, Kv2.1,
K(Ca)3.1, K(Ca) 1.1 és NaV1.5) csatornakat nem gatol. A Kv1.2 vs. Kv1.3 szelektivitast
meghataroz6 molekularis kdlcsonhatdsok megértéséhez dsszehasonlitottuk a Kv1.3 szelektiv,
a Kvl.2 szelektiv és a Kvl.2-t és Kvl.3-at is gatlé toxinok primer szekvencidjat.
Megallapitottuk hogy a Kv1.3 vs. Kvl.2 szelektivitasért feltehetéen két pozicidban
elhelyezked6 aminosav a felelés. Az egyik a porusba benyuld K oldallanctol C terminalis
iranyban 1évé mésodik aminosav (Kv1.3 szelektivben M, mig Kv1.2 szelektivben I), a mésik
pedig a K-t6l 9 pozicidval C termindlis irdnyban 1évé aminosav, ami Kv1.2 szelektiv
csatorndkban tirozin (Y) mig Kvl.3 szelektivekben F, T vagy N. Kovetkeztetéseink
helyességét molekularis modellezéssel is igazoltuk, elkészitettiik a Css20 dokkolasi modelljét
a Kv1.3 és a Kv1.2 csatorndkra. A modellezés az éltalunk josolt kdlcsonhatdsokat igazolta. A
toxinrol szo6ld tanulmanyt rangos nemzetkozi folyodiratban kozoltik. (Corzo és mtsai,
Biochem. Pharmacol., 2008).

1.4 Tytius stigmurus skorpio méreg anyaganak vizsgalata

A Tityus stigmurus skorpié mérgébél egy 1j, a K csatornakat az eddigiektél eltéré modon
gatld peptidet, a Tst26-ot izolaltuk és jellemeztiik. A HPLC tisztitdst kdvetéen Edman-
degradéacio ¢és tomegspektrometria alkalmazasdval meghataroztuk a toxin elsddleges
szerkezetét. Kimutattuk, hogy a peptid 37 aminosavbol all, és — mas gatldé hatasa
skorpidtoxinokhoz hasonloan — szerkezetének kialakitdsdban 3 diszulfid hid vesz részt. A
toxinban megtalalhat6 a K" csatornak felismeréséért felelds ,,esszencialis diad” is (Lys27,
Tyr36). Elektrofizioldgiai méréseik alapjan a Tst26 mind a hKvl1.3, mind pedig a hKvl.2
csatorndkat nagy affinitassal (K4 = 1.9 nM és 10.7 nM) blokkolta, ugyanakkor mas
csatornakra 10 nM-os koncentracioban nem volt hatassal ((Kvl.1, Kv1.4, Kv1.5, Kvl1.1,
K(Ca)3.1, K(Ca) 1.1 és NaVl.5). A toxint nagy affinitassal kotd két csatorna
fesziiltségfiiggd (steady-state) kapuzasi paramétereit a toxin nem befolyasolta, Az Gsszes
tobbi eddig vizsgalt toxinnal ellentétben azonban a Tst26 jelentdsen lassitotta a Kvl1.3
inaktivacios kinetikdjat. Ennek magyarazata az lehet, hogy toxin-kotott allapotban a csatorna
porusaba benyuld Lys oldallanc (vagy a pérusba rekedt K*) kdlcsénhat a K csatorna kapuzasi
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menchanizmuséval, ami a toxin gyors asszociacios €s disszociacios kinetikdja miatt mérhetd
makroszkdpos kinetikai valtozast okoz a teljes-sejt aramban (Papp és mtsai, Toxicon, 2009)

A project soran felhalmozott molekuldris farmakologiai tapasztalatainkat sikeresen hasznaltuk
pl. a belsé fiil kiilsé szorsejtjeiben expresszalodd K csatornak elkiilonitésé¢hez (Sziics és
mtsai, Eur. J. Physiol., 2006).

1.5 A toxinok kétodését meghatarozo molekuldris strukturdk vizsgalata

A K" csatorna gatl6 toxinok és a Kv1.3 csatornék kélcsonhatasainak megértése szempontjabol
nélkiilozhetetlen a toxin receptoraként szolgald, a Kvl.3 extracelluldris porusat ovezod
aminosavak funkcidinak megértése. Ezek koziil is kiemelkedd a 399-es pozicidban talalhato,
reverzibilisen protonalhaté His vizsgalata, u.i. ez az aminosav kritikus mind a toxin kotés
mind pedig a Kvl.3 inaktivicidjanak szabdlyzdsa szempontjabol. Kisérelteink soran
koncentraci6 fliggésére (Somodi és mtsai, Eur.Biophys. J. 2008). Az igy megismert biofizikai
jellemzoket a késdbbiekben a toxin-csatorna kolcsonhatés vizsgalatara kivanjuk hasznalni, u.i.
a H399 reverzibilis protonéacidja funkcionalis, pH-fiiggd ,,mutaciot” jelent a toxin kotés
szempontjabol.

1.6 Nem-peptid gatloszerek dllapotfiiggo kotodésének vizsgalata

A Kv1.3 csatornak peptid gatldészerei mellett egyre nagyobb jelentdséggel birnak az n. kis-
molekula gatloszerek, melyek a csatorna inaktivalt allapotahoz kotddnek. A gatloszerek és a
csatorna kolcsOnhatasanak megértése szempontjabol elengedhetetlen a csatorna aktivacios
kapu allapotanak ismerete inaktivalt csatorna esetén. Ennek vizsgalatahoz a porus citoszolikus
oldalan az aktivacidés kapu mogotti pozicioba egy ciszteint helyeztiink el, és e cisztein SH
reagensekkel (MTSET) torténd modosithatosagan keresztiil hataroztuk meg az aktivacios
kapu allapotat. Kimutattuk, hogy inaktivalt csatorndkon az aktivacidés kapu nyitott, és a
membran hiperpolarizacidjakor lassabban zir be mint nyitott csatorndk esetén. Ezen
eredmények vildgossd teszik szamunkra azt az iddintervallumot, amig a molekuldk a
csatornaval kolcsonhathatnak (Panyi és Deutsch, J. Gen. Physiol, 2006), masrészt a
kifejlesztett modszer a lehetévé tette a porus szerkezetének feltérképezését a csatorna
inaktivalt allapotdban. E kisérletek igen jelentds eldrehaladast jelentenek a Kv1.3 csatornak

crer

Design 2006). Ezzel 6sszhangban kidolgoztunk egy olyan eljarast, amivel meg lehet hatdrozni
egy kis-molekula gatloszer affinitdsdit mind a csatorna nyitott, mind pedig inaktivalt
allapotdhoz. A mddszer alapja az, hogy a gatloszer bekdtddése a csatorna vizzel telt liregébe a
kotohely telitettségétol fliggden gatolja a molekula kotéhelyével atfedd cisztein oldallancok
reagaldsat MTSET reagenssel. gy nem vezeté allapott csatorna iranti gatloszer affinités is
meghatarozhatd, ami hagyomanyos, az aram mérésén alapul6 elektrofizioldgiai technikaval
elképzelhetetlen. A kisérletek eredménye azt mutatta, hogy a csatorna zart és inaktivalt
allapota kiilonbozo affinitassal koti a tetraetilammoénium molekuldkat, a nyitott allapot
affinitdsa mintegy 10-szerese az inaktivalt allapot affinitasdnak. Magénak a technikéanak, és a
technika alkalmazéasaval nyert informacionak igen komoly jelentésége van a kis-molekula
ioncsatorna gatloszerek fejlesztésében. (Panyi és Deutsch, J. Gen. Physiol, 2007).

1.7  Toxinok in vitro eléallitasa.

A kutatdsi program egyik sarkalatos pontja a toxinok in vitro eldéllitasa ami lehetdséget ad
mutans toxinok készitésére is. A toxinok in vitro eléallitisa nem trividlis, a 35-37
aminosavbol 6-8 cisztein, amelyek 3-4 diszulfid hidat hoznak létre, és ezek stabilizaljak a
molekuldk 3 dimenzids szerkezetét. A toxinok eldallitasara szamos kisérleti rendszert
probaltunk ki melyek koziil harom bakteridlis expresszids eljards eredménytelennek, vagy
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nem kelléen reprodukélhatonak bizonyult. Végiil az SZTE-vel kollaboracidoban (Prof. Toéth
Gabor) sikertilt az anuroctoxin eldallitasa peptid szintézis eljarassal. A szintetikus anuroctoxin
félhatasos dozisa 1.31 nM-nak addédodott, ami jol kozeliti a vad tipusu toxin 0.73 nM-os
egyensulyi disszociacids éallandojat, valamint a galas kinetikdja is nagyon hasonlé a vad
tipusu toxinéhoz. Ezen eredményiink tiikrében tervezziik a toxin specifikus modositasat. A
természetes anuroctoxin gatolta mind a Kv1.3 és Kv1.2 csatorndkat. A Css20-al végzett
kisérleteink alapjan olyan mutaciokat terveztink az anuroctoxinban, melyek a Kvl.3
szelektivitas fokozasara hivatottak. Harom mutdns el is késziilt, ezek farmakologiai
jellemzése most folyik (doézis-hatas gorbék felvétele a szintetikus természetes és a harom

szintetikus mutans toxinra Kv1.2, Kv1.3 és IKCal csatorndkon). Elézetes eredményeink igen
biztatoak.

A nativ és a szintetikus anuroctoxin osszehasonlitasa
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1. 4bra. A nativ és szintetikus anuroctoxin 6sszehasonlitisa. A nativ és szintetikus anuroctoxin Kvl1. és Kv1.2

csatornakat gatlo hatasat teljes sejt patch-clamp mérésekkel hataroztuk meg. A tablazat az drammérésekbdl
szamitott disszociacios allandokat mutatja.

1.8 Kvl.3 gatloszerek biologiai hatékonysdaganak vizsgalata

Eljarast dolgoztunk ki az immunszuprressziv peptidek biologia hatékonysaganak mérésére,
melynek alapja a késoi tipust hiperszenszitzitivitasi reakcid gatlasa az altalunk jellemzett
toxinokkal. A DTH reakcidt patkanyok fiilében valtjuk ki, és a fiil vastagsagat hasonlitjuk
0ssze toxin kezelt és kontroll allatcsoport kozott. A biologiai proba elvégzése nagymértékben
fogja novelni a késObbiekben a kozleményeink értékét. Az altalunk fejlesztett molekuldk
immunologiai reakciok gatlasara torténd felhasznalhatdsagarol kozleményeket jelentettiink

meg (Varga és mtsai, Current Pharmaceutical Design, 2007, Varga és mtsai, Immunol. Lett.
2010).
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2 Kvl.3 csatornak és az immunoldgiai szinapszis
2.1 Membran lipidek és Kv1.3 funkcio vizsgalata

Az immunologiai szinapszisba atrendezddé molekulék nagy része lipid raftokban helyezkedik
el, ill. a raft és non-raft kompartmentek k6zotti dinamikus atrendezddés figyelhetd meg. Ez a
az ioncsatorndk funkcidjanak jelentdés megvaltozasaval jarhat egyiitt, ill. a csatornak lipid
raftokba torténd rendezddése az immunologia szinapszisban torténd felhalmozodas kulcsa
lehet. Ennek tiikkrében vizsgaltuk a plazma membran ceramid tartalma és a Kv1.3 csatornak
aktivitdsa kozotti kapcsolatot. Az [P12-7 T sejtek elektrofiziologiai vizsgalata soran
bebizonyitottuk, hogy ezen sejtek dominans fesziiltség kapuzott K™ csatornaja a Kv1.3. A
teljes sejt aram amplituddjat 37 oC-on mérve megallapitottuk, hogy a C2 ceramid 1d6-
fiiggden csokkenti a Kv1.3 aram amplitadot, 10 perc elteltével az amplitadoé a kiindulasi érték
felére csokken. A Kvl.3 csatorndk gatlasaval egyezd iddskalan a sejtek depolarizacioja
mérhetd. Eredményeink arra utalnak, hogy a plazmamembran ceramid tartalmanak fokozasa,
pl. a Fas receptor/Fas ligand mechanizmus aktivalasan keresztiil, negativan befolyasolja a T
sejtek aktivalhatosagat, melyben kulcsszerepet jatszhat a Kv1.3 csatorndk ceramid-indukalta
membran doménekbe torténd atrendezddése €s foszforilacios szabalyozasa (Detre és mtsai,
Cell. Signal. 2006). Ezen mérések alapjan tovabbi kisérleteket terveztiink a lipid dsszetétel és
a csatorna kapuzédsa kozotti kapcsolat szélesebb korti, modell szintli vizsgalatara.
Kisérleteinkben kiilonb6zd zsirsavak membranba torténd beépiilésének hatisat vizsgaltuk a
Kv1.3 csatornak kapuzasi kinetikdjara PHA és IL-2 stimulalt human T sejteken. A zsirsavak
limfocita membranba torténd beépiilését gazkromatografiasan igazoltuk. Eredményeink
szerint a kifejtett hatds Osszefiiggésben van az adott zsirsav telitetlenségének mértékével
¢s/vagy lanchosszaval. Minden vizsgalt tobbszorosen telitetlen zsirsav (PUFA) gyorsitotta a
Kv1.3 csatornainak aktivacios ¢€s inaktivacios kinetikajat, ugyanakkor az egyszeresen
telitetlen (MUFA), vagy telitett (SFA) zsirsavak membranba épiilése nem befolyasolta azt.
Eredményeink tehat azt igazoljak, hogy a lipid kdrnyezet megvaltozasa a Kv1.3 kapuzésat
jelentdsen befolyasolja (Székely és mtsai, Immunobiology, 2007).

2.2 A Kvl.3 csatorndk immunologai szinapszis (IS)-beli lokalizaciojanak kovetkezmeénye a
csatorna kapuzasara.

A kiséreltek elvégzéséhez egér sejtvonalakon alapulé modellrendszert allitottuk be, ahol a
CH-12.LX B sejtek antigén prezentalo (Conalbumin) mig a GFP konjugélt protein kinaz CO-t
expresszalo D10 sejtek a Conalbumin antigént specifikusan felismerd T sejteket jelentik. E
modellrendszerben a sejtkapcsolatok jelentds részében kialakul az immunologiai szinapszisra
jellemzd sejt-morfologiai valtozas, ezen feliil a GFP-konjugéalt PKC-0 sejtbeli eloszlasanak
fluoreszcencids mikroszkdppal torténd kovetése biztositja azt, hogy elektrofiziologiaval
(patch-clamp) valéban csak az eredményes szinapszist mutatd sejteket vizsgaljuk. E
kisérletekhez a patch-clamp berendezést fluoreszcencias mikroszkopra kellett épiteni.

Az elektrofiziologiai kisérletek soran kimutattuk, hogy a D10 PKC-0 sejtek a human T
sejtekhez hasonléan Kv1.3 csatornakat fejeznek ki. Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a Kv1.3
csatorndk kapuzésat jellemezd, fentebb felsorolt paramétereket immunoldgiai szinapszist
kialakito vs. egyediil 4ll6, szinapszist nem képzd sejteken rogzitett K aramok jellemzd
paramétereivel.

Megallapitottuk, hogy az IS-t képzd és az egyediilalld sejtekben rogzitett K™ dramok
egyensulyi aktivacigjanak fesziiltség-fliggése azonos (V,=-25.142.8 mV (n=5) egyediilalld
T sejten, mig V;,=—22.3+£3.0 mV (n=5) IS-ben 1évé T sejten), ugyanakkor jelentos
kiilonbséget mutattunk az dramot jellemezd kinetikai paraméterekben. IS-ben 1év6 T sejteken
a Kvl1.3 aktivaciés kinetikdja szignifikdnsan lassabb (2.3£0.2 ms vs. 1.4+£0.1 ms (p=0.05))
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mig az inaktivacios kinetika szignifikdnsan gyorsabb volt (262+£28 ms vs. 350+£32 ms
(p=0.05)) mint egyediilalld6 T sejtek esetén. Az egyediilalldo és IS-ben 1évé T sejtek
sejtmembranjanak kapacitasa statisztikailag azonos volt, ami azt mutatja, hogy az idéallandok
kiilonbozdségéért nem lehet az felelds, hogy a szinapszisban 1évd T sejt az antigén prezentalo
sejt membranjai fuzionalnanak a szoros fizikai kdzelségben 1évo sejteken. Munkahipotézisiink
szerint a Kv1.3 aram aktivacios és inaktivacios kinetikdjanak modositasaért az lehet felelds,
hogy a Kv1.3 csattornak az IS-be rendezddnek at, ahol a hozzajuk fizikai kozelségbe kertilt
poritein kindzok és foszfatazok a csatorna miikodését foszforilacios ton szabalyozzdk. E
hipotézis helyességét megvizsgaltuk protein kinaz inhibitorok alkalmazasaval (Toth és mtsai
Immunology Letters, 2009, Hajdu és mtsai, Immunology letters, 2010).

2.3 Kvl.3 csatorndk mozgasanak vizsgalata a sejtmembranban egy-molekula fluoreszcencia
vizsgalatokkal

crer

Jurkat E6-1 T sejtek felszinén egy-molekula fluoreszcencia technikéval, ill. a T sejt receptor
¢és a Kv1.3 csatorndk ko-lokalizaciojat egy 1j, in. micropatterning technikéaval is jellemeztiik
Prof. Gerhard Schiitz laboratériumaban. A kisérletek elvégzéséhez zo6ld fluoreszcens
fehérjével (GFP) konjugdlt Kv1.3 csatorndkat tranziensen kifejez0 Jurkat T sejteket
hasznaltunk. A GFP-konjugalt csatorna tulajdonsagai jelenlegi vizsgélataink szerint nem
térnek el a jeloletlen vad tipusu csatornaétol, azaz a csatorna funkcionalisan intakt. A Kv1.3
csatornat egy-molekula szinten, ,total internal reflection” (TIR) konfiguracidban vizsgaltuk,
¢s meghataroztuk a diffuzids allandojat. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az
ioncsatorndk nem mozogtak szabadon, mozgéasuk bizonyos teriiletekre korldtozddott. A
diffuzids allandot az MSchser4Dt1ag képlet alapjan becsiiltiik meg, ahol az MSD az atlagos
négyzetes elmozdulast, o az egy-molekula helyzetének szorasat, D a diffizios allandot
jelenti, melyet 0.033 + 0.004 pm?/s-nak taldltuk. A molekula mozgasa egy kb. 500 nm
atmérdji tertiletre hatarolodott be.
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2. &bra. Jurkat E6-1 T sejtek feliiletén expresszalt GFP-vel konjugalt Kv1.3 csatorndk atlagos négyzetes
elmozdulasa az id6 fiiggvényében. A Kv1.3 csatornak korlatozott difftiziot mutatnak egy kb. 500 nm atmérdjt
teriileten D= 0.033 + 0.004 um?*/s diffizios alland6val (tiag=100 ms).
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A Jurkat E6-1 sejtek felszinén expresszalddo fehérjék kozotti kdlesonhatasokat az n.
,micropatterning” technikéaval vizsgaltuk, amelyet Prof. Gerhard Schiitz laboratériumaban
fejlesztettek ki. A modszer Iényege a kdvetkezd. Egy adott sejtfelszini fehérjére (,,A” fehérje)
specifikus antitestbdl egy fedélemezre nyomtatott um-es skalaju kétdimenzids halét alakitunk
ki, majd a sejteket ezzel a matrixal hozzuk kolcsonhatasba. A kihorgonyzott antitest az ,,A”
fehérje eloszlasat a kétdimenzids halonak megfelelden alakitja ki. Amennyiben az ,,A” fehérje
szoros fizikai csatolasban van egy masik (,,B”’) membran fehérjével, melynek GFP konjugalt
valtozataval transzfektaltuk a sejtet, akkor a ,,B” fehérje eloszldsa, amit a fluoreszcencia
alapjan hatarozunk meg, meg fog egyezni az ,,A” fehérje eloszldsaval, amit pedig a
kétdimenzids halo hataroz meg. A modszerrel két fehérje fizikai interakciojanak kvantitativ
leirdsa adhat6é meg. Kisérleteinkben a mintazat képzédését Kv1.3 csatorndkhoz konjugéalt GFP
altal adott fluoreszcencias jel alapjan vizsgaltuk. A Kv1.3 és CD3 ko-lokalizacigjanak
vizsgalatara anti-CD3 ellenanyaggal kezelt feliiletet alakitottunk ki, és kimutattuk, hogy a
Kv1.3 és CD3 molekula szoros fizikai csatolasban taldlhaté a T sejtek membranjaban, ami a
Kv1.3 csatorndk immunolégiai szinapszisba torténd atrendezédésének egyik hajtoereje lehet.

3A abra 3B abra

3. dbra  Kvl1.3-GFP-transzfektalt Jurkat E6-1 sejt CD3 ellenes antitesttel kezelt feliileten. (A) A mintazat
kialakulasa a Kv1.3 és CD3 ko6zotti specifikus kolcsonhatast valosziniisiti. (B) A mikrostruktirak 1 um széles
antitesttel kezelt savjait 2 pm-es BSA savok valasztjak el.

2.4 A Kvl.3 csatorndk immunologai szinapszis (1S)-beli lokalizaciojanak kévetkezménye a
sejtek membranpotencidljanak szabadlyzasara.

Kisérleteink soran felfedeztiik, hogy a Kv1.3 csatorndk immunszinapszis-beli lokalizacidja
egy mindségileg 1) membranpotencidl szabalyozast tesz ehetévé az antigén prezentalod
sejtekkel konjugdlt T sejtekben, az egyediilalldo T sejtekhez képest. A feltételezés
bizonyitasahoz elektrofizioldgiai uton, a sejtek belsd kornyezetének allodasagat fenntartd un.
perforalt patch technikdval mértik a membranpotencialt é4ram zér iizemmodban.
Megallapitottuk, egyediilalld ¢és immunszinapszisban konjugalt T sejtek nyugalmi
membranpotencidlja nem kiilonbozik statisztikailag (~ -50 mV mindkét esetben). Ezzel
szemben depolarizald6 aram injektalasat kovetden az egyediilalldo T sejtekben egyszerii
depolarizacio kovetkezik be, mig immunszinapszisban konjugilt T sejtek esetén a
membranpotencial ritmikus oszcillacigja figyelheté meg. Az oszcillacié frekvenciajat ¢és
amplitudo eloszlasat matematikai eszkdzokkel leirtuk, valamint jellemeztiik az oszcillaciok
ioncsatorna gatldszer érzékenységét. Megallapitottuk, hogy a Kv1.3 és IKCal csatornédkat is
gatld charybdotoxin depolarizalja a membrant és csokkenti az oszcillacio frekvenciajat és
amplitadojat, mig a csak IKCal csatorndkat gatl6 a TRAM-34 az oszcillaciok amplitidojat
csokkenti. A membranpotencial oszcillaciok tehat igen érzékenyen és kiilonbdzé mddon
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befolyasolhatok az ioncsatorna gatloszerekkel, aminek komoly terapias kovetkezményei is
lehetnek az autoimmun betegségek kezelésében. Az eredményeinket dsszefoglald kéziratot a a

PNAS folyodirathoz nyujtottuk be kozlésre (Panyi €és mtsai, kézirat regisztracidos szam: MS#
2009-04943R, PNAS Track Two, under revision).
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4. dbra A membranpotencial valaszok egyediilalld és IS-t képzé T sejtekben. (A) egyediilallo sejtben sem
araminjektalds, sem pedig K depolarizacié nem hoz létre membranpotencial oszcillaciot. (B és C): IS-ben
konjugélt sejt esetén araminjekci6 (B) ill.LK"™ depolarizacié membranpotenciél oszcillaciot valt ki. (D): a
membranpotencial oszcillaciéo amplitado eloszlasa

2.5 loncsatorna expresszio osszehasonlitasa egészséges és szeklerozis multiplexben (SM)
szenvedo betegek normal és regulatorikus T sejtjeiben.

Ismert az irodalombol, hogy az autoimmun betegségekben a szoveti kdrosodast okozo
effektor memoria T sejtek a naiv T sejtektdl eltérd mértékben fejezik ki a Kv1.3 és IKCal
csatorndkat, melynek komoly terdpias kdvetkezményei lehetnek. Az autoimmun betegségek
kialakuldsanak egy masik fontos tényezdje a regulatoros T sejtek (Tr-ek) csokkent
miikddése. Ezen feliil kideriilt, hogy SM-es betegek T sejtjeiben a Kvl1.3 csatorndk
immunologiai szinapszisban torténd felhalmozodasa az egészséges T sejtekre jellemzotol
eltérd kinetikaval megy végbe. Ezek alapjan dsszehasonlitottuk egészséges valamint SM-ben
szenvedé donorok periféridas vérébol szeparalt cp4 cD25Mcp127M Treg ¢és
CD4°CD25"CD127™ naiv T sejtek ioncsatorna expressziojat. Kimutattuk, hogy egészséges
donorok esetén a Ty, és a naiv T sejteken azonos szamu Kv1.3 expresszalodik, ugyanakkor
Tree sejtek kapacitdsmérések alapjan talalt nagyobb membréanfelsziniik miatt ezeken a sejteken
a csatornak slirlisége alacsonyabb, ami részleges aktivacids allapotukat jelezheti. SM
betegeknél T, sejteken a csatorna alacsonyabb szamban fejez6dott ki, mint a naiv T sejteken.
Ezzel szemben a sejtmembran kapacitasaban és a Kv1.3 csatornak stirtiségben nem talaltunk
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jelentds eltérést. A KCa3.1 csatorndk expresszidja hasonlonak adddott a vizsgalt
sejttipusokon. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a Kv1.3 expresszidjaban és
stiriségében feltart kiilonbségek hozzajarulhatnak a fenti sejttipusok antigén stimuladciora
adott eltérd valaszdhoz egészséges, ill. beteg esetben (Varga és mtsai, Immonol. Lett., 2009.)

2.6  Dendritikus sejtek ioncsatornainak vizsgalata

Annak ellenére, hogy a T sejtek ioncsatorndirdl részletes ismeretekkel rendelkeziink,
viszonylag keveset tudunk az immunoldgiai szinapszis masik oldalan elhelyezkedd sejtek, a
dendritikius sejtek ioncsatorndir6l és azon élettani szerepérdl. Ennek megfeleléen
megvizsgaltuk, hogy az ioncsatorndk expresszidja hogyan valtozik a dendritikus sejtek
érésével parhuzamosan. Elektrofiziologiai, farmakoldgiai ¢és molekuldris bioldgiai
vizsgalatkora alapozva megallapitottuk, hogy a dendritikus sejtek érése az ioncsatornak
kifejezddésének jelentds valtozasaval jar egyiitt. Az éretlen dendritikus sejtek membranjaban
domindnsan az idegsejtekre jellemzd fesziiltség kapuzott Navl.7 tipusa Na' csatorna
talalhato, mig az érett dendritikus sejtek fesziiltség kapuzott Kv1.3 tipusi K~ csatornakat
fejeznek ki. Az ioncsatornak kifejez6désének  valtozasa a  dendritikus  sejtek
differencidlodésanak ¢és funkcidinak ioncsatorna  gatloszerekkel torténd  szelektiv
befolyasolhatosagat jelentheti. (Zsiros és mtsai, J. Immunol, 2009).

Osszefoglalasként ugy itéljiik meg, hogy a kutatdsi programban vallalt feladatok teljesitése
soran jelentds felfedezéseket tettiink, melyekkel hozzdjarultunk a Kv1.3 csatornak szerepének
tisztazasahoz a T sejtek fiziologiads és patofiziologids folyamataiban. A Kv1.3 csatorndk nagy
affinitdsu gatldszereinek izolalasaval ill. rekombinans eléallitasaval hozzédjarulhatunk ahhoz,
hogy az autimmun betegségek kezeléséhez megfeleld eszk6zok alljanak rendelkezésre, ami
hosszl tadvon a kutatdémunka tarsadalmi és gazdasagi hasznositdsat jelentheti.

Debrecen, 2010. marcius 23.

Dr. Panyi Gyorgy
kutatasvezetd



