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A transzmembran jelatvitel integralt szabalyozasa: Ca’*-, K'-csatornak és interleukin-
receptorok kozotti interakciok

A transzmembran jelatvitel (TMJ) az €16 sejtekre jellemzd altalanos mechanizmus,
amellyel a sejt a kornyezeti behatdsokra, ingerekre reagal. Egyes elkiilonithetd fazisai
kiilonb6zo idoskalan jatszodnak le, és a sejtmembrantdl a sejtmagig terjedden a sejt
kiilonb6zo részeire koncentralodhatnak. Kutatomunkank alapvetd célja a transzmembran
jelatvitel molekuléris €és sejtélettani, valamint biofizikai jellegzetességeinek vizsgalata volt
fiziologias és koros koriilmények kozott. Tanulméanyoztuk az interleukin-receptorok, a Ca*'-
és a K'-csatorndk kozott fennallo kolcsonhatasokat, beleértve azok kapcsolatat az
intracellularis Ca*"-homeosztazissal. A kisérletes munka soran vizsgalt problémak
hirerachikus rendbe szervezett vazlata az alabbi abran lathato:

[ ]
[ |
|
|
Sejt/szovet
® Sejttipus-fiiggd ioncsatorna és receptor expresszio
(dendritikus sejtek, melandma malignum sejtek, emlétumor sejtek, keratinocitak,
sziv- és vazizomsejtek)
Sejtmembran

® Membranfehérjék elrendezddése, fehérjeasszociaciok (interleukin receptorok,
Kv1.3 és az immunologiai szinapszis kapcsolata)

® Fehérjeasszociaciokat szabalyozo tényezok (lipid tutajok, citoszkeletalis kapcsolat)

Sejtmembran és citoszol

® Intracellularis Ca**-homeosztézis szabalyozasa ® K'-csatornék a T sejtek jelatviteli folyamataiban
excitabilis és nonexcitabilis sejteken (Kv1.3 IS-beli lokalizaciojanak funkcionalis
(CRAC csatornak szerepe, purinerg jelatvitel, kovetkezményei, membranpotencial oszcillaciok,
rianodin receptor mitkodés, PKC izoformak) Kv1.3 blokkolok vizsgalata)

® génexpresszio, proliferacio, deifferencialodas, daganatképzodés

Az [Ca™"]; vizsgalatat célzo kisérleteink kozott kiilonds hangsulyt fektettiink a Ca”'-
felszabadulas soran aktivalt Ca2+-csatornak (CRAC-csatornak) miikodése altal eldidézett, az
intracellularis Ca”*-raktarak bevonasaval szabalyozott Ca**-belépés (SOCE) vizsgalatara.
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Vizsgaltuk tovabba az intracellularis Ca®" felszabadulast befolyasolo tényezéket, mint pl.
purinerg jelatvitellel valo kapcsolat, PKC izoformak részvétele stb. Tanulmanyoztuk az egyes
rosszindulati daganatok kialakuldsdban és novekedésében szerepet jatszo, az un. hattér K
konduktanciat biztosito TASK-3 K'-csatornak expresszids mintdzatat melanoma malignum,
valamint emlétumor sejteken. Vizsgaltuk a kdzos . citokinreceptor-csaladba tartozo I1L-2, IL-
15 és IL-9 receptorok jelentéségét a T-sejtek miikodésében, kiilonos tekintettel sejtfelszini
kolcsonhatésaikra és az azokat szabalyoz6 tényezokre. Kiilon hangsulyt fektettiink a T sejtek
membranpotencialjat donté médon meghatarozé Kv1.3 K csatorna vizsgalatara, valamint a
membranpotencial valtozas immunvalasz szabalyozasaban betdltott szerepének felderitésére.

Meggy6zodésiink, hogy elért eredményeink hozzasegitenek a cellularis (T-sejt-
kozvetitett) immunvalasz mechanizmusanak és szervezddésének pontosabb megértéséhez.
Ertékes infomaciokat kaptunk tovabba az intracellularis Ca®’-koncentracio valtozésaira,
valamint az azt el6idéz6 folyamatok jelentdségére és modozataira vonatkozolag physiologias
(dendritikus sejtek differencialédasa; vazizomrost-, melanocyta-funkcio) és egyes pathologias
folyamatokban (pl. melanoma malignum sejtek novekedése, osztéddsa €s nyulvanyaik
fejlédése) egyarant.

Fobb eredményeink

A TASK-3-csatornakkal kapcsolatos kisérletek

A TASK-3-csatornakat kodolo kenk9 gén amplifikacidja, valamint a csatornafehérje
overexpresszidja jelent0s szerepet jatszhat egyes rosszindulati daganatok kialakulasaban és
novekedésében. Tekintettel arra, hogy a melanoma malignum az egyik legagresszivebb
rosszindulata elvaltozas, ugyanakkor elkisérletes adataink szerint a melanoma malignum
sejtek TASK-3-expresszidja szamottevd lehet, a jelen kisérletsorozat elsd 1épéseként a
melanoma malignum sejtek TASK-3-expressziojanak részletes vizsgalatat végeztik el. A
kisérletek sordn mind sejttenyészeti koriilmények kozott fenntartott melanoma malignum
sejtek tanulmanyozasara, mind szoveti preparatumban talalhaté melanoma malignumot is
tartalmaz6 metszetek vizsgalatara sor keriilt. A munka soran tekintettel voltunk arra is, hogy
primer és metasztatikus malenoma malignum sejtek vizsgalatat egyarant elvégezziik. A
munka tovabbi, am igen jelentds eredménnyel kecsegtetdé része volt, hogy kollaboracios
partneriinkkel kar6ltve (Sigma-Aldrich Izrael) egy olyan human TASK-3-specifikus
monoklonalis antitestet allitottunk eld, ami immar hozzaférhetd a kereskedelmi forgalomban,
¢és amit igen kiterjedt és alapos tesztelésnek vetettiink ala. A vizsgalatsorozat célja az antitest
specificitasanak ellenérzése, valamint az optimalis reakciokoriilmények kimunkalasa volt. Az
uj fejlesztésti antitest alkalmazasa mellett két tovabbi (poliklonalis) ellenanyag alkalmazéaséara
is sor kertilt. Tekintettel arra, hogy a hdrom antitest a csatornafehérje eltérd epitopjait ismerte
fel, egymassal parhuzamos alkalmazasuk és a jelolodési mintazat azonossaga kétségtelenné
tette a TASK-3-fehérje jelenlétének és kifejez6dési mintazatanak immuncitokémiai és
immunhisztokémiai modszerekkel torténd leirasat. A munka soran megallapitottuk, hogy
mind a primer, mind a metasztatikus melanoma malignum sejtek igen erételjes TASK-3-
specifikus immunjel6l6dést mutatnak — sejttenyészetben és szdveti preparatumban egyarant.
A jelolodés igen jellegzetes mintazatot mutatott: jelents intracellularis jeldlodést
figyelhettiink meg, ugyanakkor a sejtfelszini membran TASK-3-expresszioja kifejezetten
gyengének bizonyult. Intracellularisan feltiné volt a TASK-3-specifikus jel6lodés
sejtmagokhoz, valamint a sejtmagok kornyezetéhez vald kotdédése. Igen erdteljesnek
bizonyult még a novekvo nyulvanyok TASK-3-specifikus immunjel6lédése. A vizsgalatok
soran azt is megallapitottuk, hogy nem pusztan a rosszindulatGan elfajult melanoma
malignum sejtek mutattak erés és jellegzetes eloszlasi TASK-3-expressziot, hanem a
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benignus melanocyték is, igy a TASK-3-expresszio vizsgalata nem alkalmazhaté a malignus
transzformaci6 megerdsitésének céljabol.

Mivel a leirt TASK-3-specifikus jelolddési mintdzat jelentsen eltért attol, amit egy
K'-permeabilis ioncsatorna esetén vartunk volna (kiilonds tekintettel a sejtfelszini
membranban valo szegényes kifejezOdésre), nagy figyelmet forditottunk az immunreakciok
specificitdsanak ellendrzésére. Ennek részeként Western-blot vizsgalat tortént; mind teljes
sejtlizatum, mind a dontden sejtmagokat tartalmazo frakcid alkalmazéasaval. Ezen tilmenden
a specificitas tényét transzfekcios kisérletekkel is igazoltuk, aminek keretében a tranziens
transzfekcid mellett eldallitottunk egy TASK-3-pEGFP konstruktot, aminek ugyancsak
megvizsgaltuk a melanoma malignum sejteken belilli eloszlasat. Valamennyi elvégzett
vizsgalat eredménye arrdl tantiskodott, hogy a leirt és megfigyelt eloszlasi mintazat valos, és
azt jelezte, hogy fontos lenne a TASK-3-expresszio intracellularis eloszlasanak részletesebb
¢s behato tanulmanyozasa annak kideritése céljabol, hogy mely sejtalkoto(k) tartalmazhatjak a
TASK-3-fehérjét a legnagyobb mennyiségben.

A TASK-3-csatornak intracellularis lokalizacidjat célzo kisérleteket ugyancsak
melanoma malignum sejteken végeztiik, de azokat kiterjesztettiik egy olyan sejtféleségre is,
ami malignus transzformaciot nem mutat (HaCaT sejtek). A vizsgalatok elsé 1épésében arrol
gy0zddtiink meg, hogy a TASK-3-csatorna mRNS-szinten is jelen van a melanoma malignum
sejtekben, tovabba megallapitottuk, hogy az izolalt mRNS szekvencidja megegyezik a
génbankban leirt szekvenciaval, azaz a melanoma malignum sejtek TASK-3-specifikus
mRNS-e mutaciét nem hordoz. A melanoma malignum, valamint a HaCaT sejtek TASK-3-
€s mitokondrium-specifikus jeldlésének Osszehasonlitdsa utan megallapitottuk, hogy az a
sejtalkotd, amelyik a legnagyobb mennyiségben expresszalja a TASK-3-csatornakat a
mitokondrium. A TASK-3-csatorndk ezen ,stratégiai” lokalizacidja felveti annak
eshetOségét, hogy ezen csatorna jelents lehet a sejtek (ezek kozott a malignus sejtek)
energiatermeld folyamataiban, és ezért lehet kulcsfontossagli a gyorsan proliferalodd sejtek
esetében a TASK-3-expresszio €s annak esetleges fokozodasa. Emberi borbdl szarmazod
szOvetmintak vizsgalata alapjan azt is megallapitottuk, hogy az emberi bor szamos sejtje,
kozottiik a keratinocytak is, jelentds és jellegzetes TASK-3-expressziot mutatnak. Ezen
metszetekben az immunjel6lodés kifejezetten granulalt megjelenést mutatott, ami arra utalhat,
hogy a TASK-3-csatornak mitokondrialis lokalizacioja in situ is megfigyelhet6 lehet.

A fenti kisérletek egyértelmilen ramutattak a TASK-3-csatornak mitokondrialis
expressziojara, €s felvetették annak eshetdségét, hogy a TASK-3-csatornak overexpresszidja
esetleg az Oket kifejezo sejtek energiatermeld folyamatainak javulasat, és ezaltal azok hypoxia
iranti toleranciajat fokozza. Ezekbdl kiindulva, a munka kovetkez6 fazisaban két kérdésre
kerestiink valaszt. Egyrészt igazolni kivantuk, hogy az immunhisztokémiai moédszerrel
igazoltan kifejez6d6 TASK-3-csatorndk funkcionalisak, masrészt meg kivantuk vizsgélni,
hogy a TASK-3-fehérje szintézisének gatlasa hogyan befolyasolja az azt kifejezo sejtek
tulélését. Az elsd kérdés megvalaszolasa céljabol mitokondridlis membranbol készitett
membranpreparatumot alkalmaztunk, amit mesterséges lipidkettsrétegbe vittiink, és az igy
beagyazddo csatornak kozott kerestiink olyat, aminek az aktivitasa megfelelhetett a TASK-3-
csatornaknak. Ezen vizsgalatok soran rendszeresen tapasztaltuk egy erésen pH-érzékeny, K'-
permeabilis csatorna aktivitasat. A pH-fiiggésen kiviil jelent6s volt még a kérdéses csatorna
ruténiumvorés (RR) iranti érzékenysége is. Megallapitottuk, hogy az altalunk talalt
ioncsatorna atlagos konduktanciaja mintegy 112 pS volt. A fenti adatok, tovabba az a tény,
hogy ezen csatorna aktivitdsa 4-aminopiridin és glibenklamid jelenlétében is megfigyelhetd
volt, arra utalt, hogy a vizsgalt és leirt aram megfelelhetett a mitokondrialisan expresszalodo,
¢s funkcionalis TASK-3-csatorna aktivitasabol fakad6 iondramnak.

A mitokondrialis TASK-3-csatornak funkcionalis vizsgalatdnak igen fontos részét
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csokkentettiilk annak mennyiségét a sejteken beliil. Ennek az eljarasnak azért volt kiilonos
jelentdsége az esetiinkben, mert a TASK-3-csatorndknak jelenleg nem ismert szelektiv
gatloszere. A megfelel6 shRNS szekvencidkkal torténd tranziens transzfekcid egyértelmiien
megmutatta, hogy a kezelt sejtek (mind a melanoma, mind a HaCaT sejtek) szama csokkent,
morfologidjuk jellegzetes valtozdsokat mutatott (nytlvanyaikat elveszitették, lekerekedtek,
méretiik csokkent). Ezen kisérletek eredményei egyértelmiien arra utaltak, hogy a TASK-3-
csatornak expressszidja ¢€s funkcioja elengedhetetlen a megfeleld sejtproliferacié ¢és
novekedés fenntartasdhoz.

A ftranziens transzfekcioval végzett kisérletek ugyanakkor arra is ramutattak, hogy
azon sejtek, amelyekben a transzfekcio sikeres volt lassabban osztodtak és életképességiik
jelentésen csokkent, igy a nem transzfektalodott sejtek hamar tulnétték oket, igy ez a
megkozelités alkalmatlan volt arra, hogy funkcionalis méréseket végezziink. A kisérletek
jelenlegi fazisaban ezért mas megkozelitést alkalmazunk, és stabil, valamint indukalhato
transzfekciot kivanunk végezni, a pontos funkcionalis jellemzok leirdsa céljabol. A megfeleld
sejtvonalak immar rendelkezésre allnak, és a célzott funkciondlis kisérletek végzése
folyamatban van.

A TASK-3-csatorndkkal kapcsolatos tovabbi kisérletek keretében létrehoztunk egy
olyan szovetbankot, ahol a Tissue MicroArray technikdval tanulmanyoztunk mintegy 300,
kiilonbo6zo tipusu, szoveti gradusu €s méretli emlorakbol készitett metszetsorozatot, annak
céljabol, hogy Osszefiiggést talaljunk a TASK-3-expresszid erdssége és mintazata, valamint a
tumor szovettani/biologiai jellegzetességei kozott. A metszetek elektronikus feldolgozasa
mar megtortént, jelenleg a kiértékelés fazisaban jarunk.

A TASK-3-csatorndk vizsgalataval kapcsolatos munka az eredetileg tervezettnél
nehezebbek ¢és jelentésen volumindzusabb voltak, ezért a projekt masik részével kapcsolatos,
azaz a melanoma malignum sejtek Ca’’-homeosztazisat feltérképezo, kisérletek némileg
hattérbe szorultak, és ezek keretében dontéen a melanoma sejtek altal expresszalt
muszkarinos acetilkolinerg receptorok jelenlétét, funkciondlis sajatossagait és megoszlasat
tanulmanyoztuk. A kisérletek soran megallapitottuk, hogy extracellularis ATP hatasara a
melanoma malignum sejtek jelentds részében megné az [Ca*'Ji.. A muszkarinos receptorok
stimulalasa végett alkalmazott karbakol a sejtek Iényegesen kisebb hanyadaban valtott ki
hatést (mintegy 30%-ban), ugyanakkor a kialakulo Ca*'-tranziens kinetikaja is jelentSsen
kiilonbozott.  Megallapitottuk, hogy extracellularis Ca®" hianyéban a melanoma malignum
sejtek altal produkalt és karbakol hatasara kialakul6 tranziens nagysaga jelentsen csokkent,
valamint a lefutasa is jelentdsen megvaltozott, ami arra hivja fel a figyelmet, hogy a sejten
beliili Ca**-raktarak csak korlatozott mennyiségii Ca**-ot tartalmaznak. A Q-PCR, Western-
blot, valamint a megfeleld altipus-specifikus gatloszerek jelenlétében végzett kisérletek
alapjan elmondhat6, hogy a melanoma malignum sejtekben a muszkarinos stimulacio hatasara
kialakulé tranziensek létrehozdsaban az M1- és az M3-receptoroknak van kiemelkedden
fontos szerepe.

A Ca**-homeosztazis és purinerg szignéltranszdukcid szerepe egyes ingerlékeny és nem
ingerlékeny sejtek esetén

A vizsgalatokat tenyésztett egér vazizomsejteken, primer kultarakban végeztiik. Az
ATP a korai myoblast stadiumban [Ca®"]; novekedést valtott ki, de a differencialodas késéi
staddiumaban hatastalan volt. Fesziiltség-clamp koriilmények kozott az ATP egy nem-
inaktivalodo, befelé iranyuld aramot hozott létre. A kiilsé térb8l torténé Ca™* elvonas
megsziintette az ATP [Ca’']; ndvelé hatasat. Kimutattuk, hogy az ATP a P2X és P2Y
purinoreceptorokon  keresztiil noveli a [Ca®']i-t. Korabbi modelliinket felhasznalva
ramutattunk, hogy az ATP altal kivaltott Ca*'-fluxus korai, gyorsan kialakulé majd megsziind
fazisaért a P2X receptorok aktivalédasat kisérd depolarizacid a felelds. A késéi komponens
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80%-a a P2Y receptorok, és igy a foszfatidil-inozitol (PI) Gitvonal aktivalodasdhoz kothets. A
PI utvonal aktivalodasa tobb sejttipus esetén megvaltoztatja a proliferaciot/differencialodast,
ezért elemeztiik az ATP hatasat ezen folyamatokra. Megallapitottuk, hogy az ATP jelenléte a
tenyésztdéoldatban jelentésen csokkenti a proliferaciot, a tobb-magva myotubulusok
kialakulasa (differencialdédas) viszont felgyorsul.

A tenyésztdoldat szérumosszetételének valtoztatasdval indukalt differencialédas soran
a C2C12 egér myoblastok fokozott purinerg valaszkészségét talaltuk. A Ca®’-felszabadulas
korai komponense csak a legfejlettebb sejteken jelent meg. Ha a differencidlodast a PKCa
izoenzim overexpresszidjaval indukaltuk, a korai fazis ezen sejteknél is hidnyzott. Elmaradt a
P2X7 expresszio maskor tapasztalt fokozodasa is, a sejtek valaszkészsége hasonlitott az anti-
P2X7 siRNS alkalmazasaval nyert, a korai komponens csokkenését mutaté eredményekhez,
alahuzva a P2X7 fontossagat a gyors fazis kialakitdsaban. Ez utdbbi kialakitasaért az
aktivalodo metabotrop P2Y receptorok (C2C12 sejteknél a differencialodast okozo tényezotol
figgben P2Y2 vagy P2Y4) altal a sarcoplasmaticus reticulumbol (SR) faziskéséssel
felszabaditott Ca®" felelds.

A jelen kisérletsorozatban komoly eréfeszitéseket tettiink a Trisk 95 lehetséges
funkciéjanak leirasara is. A 95 kDa molekulatomegli triadin (Trisk 95) egy olyan, a
harantcsikolt izom SR membranjaban talalhaté integrans fehérje, ami mind a
rianodinreceptorral (RyR), mind a kalszekvesztrinnel kdlcsonhatasban all. Bar a Trisk 95
Ca’"-homeosztazisban betdltdtt szerepét kiterjedten tanulméanyoztak, nem volt arra vonatkozo
adat, hogy vajon a fehérje overexpresszioja, vagy expressziojanak csokkentése modositja-e az
elemi Ca”"-felszabadulasi eseményeket (Ca**-sparkok). Az altalunk végzett munka keretében
C2Cl12-sejteken, valamint primer, harantcsikolt izombol nyert sejttenyészeten, konfokalis
mikroszkopia alkalmazasaval vizsgaltuk ezen elemi Ca®’-felszabadulasi eseményeket. A
Trisk 95 fehérje kifejezddését liposzoma vagy adenovirus altal kozvetitett overexpresszio,
valamint shRNS interferencia alkalmazasaval modositottuk. A C2CI12-sejtek Trisk 95
fehérjével torténd stabil overexpresszidja szignifikansan csokkentette a Ca”'-,sparkok”
amplitddojat és frekvencigjat, valamint az un. ,ember’-ek frekvencigjat. Ezen
megfigyelésekkel Gsszhangban a depolarizacié altal kivaltott Ca®'-tranziensek ugyancsak
csOkkenést mutattak. A fentiekhez hasonldan a Trisk 95 fehérje egér harantcsikolt izmokba,
adenovirussal torténd transzfekcidja ugyancsak csokkentette a spontan Ca”'-felszabadulasi
események frekvenciajat és amplitidojat. A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy az
endogén triadinexpresszi6 RNS-interferenciaval torténd gatlasa ellentétes hatasokat
eredményezett. Patkanybol izolalt harantcsikolt izom eredetii, primer sejtkultirakban az
endogén modon expresszalodo Trisk 95 jelenlétében rendre megfigyelhetdk voltak spontan
Ca*"-tranziensek, am Ca’’-sparkok csak ritkdn voltak detektalhatéak. A vizsgalatok
ramutattak, hogy a megfeleld szekvencidju shRNS-sel transzfektalva jelentdsen csokkent ezen
sejtek triadin-specifikus immunjelolodése, ami azt jelezte, hogy az shRNS-sel torténd
transzfekcid hatékony volt, és az valoban csdkkentette a Trisk 95 fehérje szintézisét. A
funkcionalis vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a triadin expresszid csokkenése utan
csokkent a koffeinnel kivéltott Ca®’-tranziensek amplitidoja, ugyanakkor az elemi Ca*'-
események kialakulasi frekvencidja fokozddott. Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a Trisk 95 fehérje negativan szabalyozza a RyR funkcigjat; ezaltal gatolja
mind a lokalis Ca®"-felszabadulasi események, mind a globalis Ca*"-jelek kialakulasat.

A harantcsikolt izom Ca®’-homeosztazisanak megértését célzo vizsgalatok értékes
részét képezték a K-201 jeli molekula alkalmazasaval kapott eredmények. A K-201 nevii
benzodiazepinszarmazékot, antiarrhythmias hatasanal fogva, lehetséges terapias szerként
tartjak szamon. Annak érdekében, hogy megérthessiik, hogy a K-201 hogyan befolyasolja az
SR-bél torténd Ca”'-felszabadulast, szamos kiilonbdzé technika alkalmazasaval vizsgaltuk a
molekulanak az SR Ca’'-csatornara és Ca’’-pumpdra kifejtett hatasat. Az alkalmazott
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technikak kozott szerepet kapott az egyedi csatornak elektrofiziologiai vizsgalata, teljes-sejtes
konfokalis mikroszkopia, valamint az ATP-4z aktivitds mérése. Utobbi vizsgalatra kontroll,
valamint myocardialis infarctuson atesett (PMI) patkanyok harantcsikolt izmain egyarant sor
keriilt, az esetleges kiilonbségek feltérképezése és leirasa végett. A mesterséges lipid-
kettOsrétegbe agyazott egyedi csatornak elektrofiziologiai vizsgalata ramutatott, hogy az SR
Ca®’-csatornanak a nyitott allapot mellett két szubkonduktanciaju allapota is van, amik a
teljesen nyitott allapot 24%- (S1) és 13%-anak (S2) felelnek meg. Az egyes
szubkonduktanciak megjelenési gyakorisaga, valamint az azokban eltoltott atlagos ido
bifazisosan fliggott a szer alkalmazasi koncentraciojatol; a maximalis hatast 50 pmol/l K-201
jelenlétében lehetett megfigyelni. Ezen koncentracié esetén az SR Ca’’-csatorna a teljes
nyitvatartasi id6 26+4 és 24+4%-at toltotte az S1 és S2 szubkonduktancia allapotaban; feltéve,
hogy pozitiv potencialok alkalmazasara keriilt sor. Ellentétes polaritds, azaz negativ
potencialok esetén nem lehetett a szubkonduktancidknak megfeleld allapotokat megfigyelni.
A K-201 jelenlétében az elemi Ca*'-események frekvencidja is megvaltozott: a kialakulo
“spark”-ok frekvenciaja csokkent, mig az “ember”-frekvencia novekedett. Ezen tilmenden a
szer jelenlétében a kialakuld “ember”-ek amplitiddja szembeotld valtozatossagot mutatott.
K-201 jelenlétében csokkent az SR Ca®’-pumpa aktivitasa is. Eredményeink ramutattak arra,
hogy bar a K-201 6nmagaban ndveli az SR Ca*'-csatorna szubkonduktiv allapotainak
megjelenését, Gsszességében csdkkenti a Ca®'-felszabadulast. Azt is megallapithattuk, hogy
nincs kiilonbség a K-201 harantcsikolt izmokra és azok Ca*'-homeosztazisara kifejtett
hatasaban kontroll és myocardialis infarctuson atesett patkanyok esetén.

Ugyancsak segitettek a RyR funkcidjanak pontosabb leirdsdban a maurokalcinnal
végzett vizsgalatok. A 33 aminosavat tartalmazd, maurokalcin (MCa) nevii skorpidtoxinrol
mar Dbizonyitast nyert, hogy modositani képes a harantcsikolt izomra jellemzd
rianodinreceptor altipus (RyR1) kapuzési tulajdonsagait. Az altalunk végzett kisérletsorozat
keretében a MCa és mutansai ([Ala®]MCa, [Ala'’]MCa, [Ala*’]MCa, [Ala**]MCa,
[Ala*]MCa, and [Ala**]MCa) mesterséges lipid-kettésrétegbe agyazott RyR1-re, valamint
patkanybol és békabol izolalt harantcsikolt izmon kialakuld elemi Ca2+—eseményekre kifejtett
hatasait vizsgaltuk. Eredményeink szerint a vizsgalt peptidek hosszu szubkonduktancia
allapotok kialakulasat indukaltdk a RyR1 csatornan. Ezen allapotok tobb masodpercen
keresztiil megfigyelhetok voltak. Mindazonaltal ezen szubkonduktiv allapotok atlagos hossza
és frekvencija csokkent, ha a mutacid a toxin térbeli szerkezetét tekintve tavolabb keriilt a
*Arg aminosavtol. A kialakult hatds erSsen fiiggdtt a csatornan foly6 aram iranyatol. Ha az
aramirany megfelelt annak, amit a Ca**-felszabadulas soran a Ca-ionok hoztak létre, akkor az
alkalmazott toxinvariansok 8-10-szer kevésbé voltak hatasosak. Izombdl preparalt rostok
esetében a toxinok alkalmazasat kévetéen hossza idén at fennallo Ca®"-események voltak
megfigyelhetok, melyek atlagos tartama Osszefliggést mutatott a
szubkonduktanciaallapotokban toltott id6 hosszdval. Vizsgalataink eredményei azt sugalljak,
hogy a toxin hatdsa a csatorna felszinén talalhato, nagy, toltéssel bir6 résszel (felszinnel) valo
kolcsonhatasbol fakad, amit a Lys™, Lys®, Arg™, Arg** és Lys® aminosavak alkotnak. Azt is
megallapithattuk, hogy a mesterséges lipid-kettGsrétegben és in situ koriilmények kozott a
maurokalcin RyR1-csatornara kifejtett hatasaira vonatkozo6 adatok egymasnak megfelelnek.

Az intracellularis Ca**-koncentracié és annak valtozasai jelentéségét nem-ingerlékeny
sejtekben is modunk volt vizsgalni. Ismeretes volt, hogy mind az intracellularis Ca®'-
koncentracidé valtozédsai, mind bizonyos protein kindz C (PKC) izoforméak aktivalodasa
meghatarozo6 jelentségliek a keratinocytak funkcidjanak szabalyozasaban. Annak érdekében,
hogy ezen két szignalizacios utvonal kozotti kdlcsonhatast pontosabban megismerhessiik,
HaCaT-sejtek alkalmazasaval végeztiink kisérleteket, amik keretében a nyugalmi, valamint az
extracellularis ATP alkalmazasaval kivaltott intracellularis Ca®’-koncentracié valtozasait
kovettiik nyomon olyan sejteken, amik overexpresszaltak a PKC klasszikus a- vagy a B-
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izoformajat. A két izoforma alkalmazasat és vizsgalatat az tette kiillondsen izgalmassa, hogy
korabban mar ramutattunk arra, hogy a PKCa gatolja, mig a PKCP serkenti a sejtproliferaciot,
ugyanakkor el6bbi fokozza, utdbbi pedig csokkenti a differenciaciot. Csokkent proliferacios
ratat mutaté keratinocyta klonokban nem tapasztaltunk valtozast a nyugalmi Ca’'-
koncentraci6 nagysagaban, de nagyobb Ca*'-tranzienseket produkaltak 180 pmol/l ATP
hatdsara. Ezzel ellentétben a fokozott proliferacios rataval jellemezhetd klonok emelkedett
nyugalmi Ca*"-koncentracioval voltak jellemezhetdk, de kisebb Ca*'-tranzienssel reagéltak az
ATP alkalmazasara. A fentieken tulmenden azt is megallapitottuk, hogy a PKCp-at
expresszaldo HaCaT klonok altal produkalt Ca®'-tranziensek leszallo szara felgyorsult.
Minden vizsgalt klont egy jellegzetes purinoreceptor expresszids mintazat jellemzett, melyek
koziil néhany dsszhangban allt a proliferacios rata és a Ca*'-homeosztazis valtozasaival. A
PKCB-at overexpresszald keratinocyta klonok csokkent P2X1-, ugyanakkor fokozott P2Y1-
expressziot mutattak, mind a kontroll, mind a PKCa klénhoz képest. A PKCa kloénban a
P2X7-receptorok expresszidja bizonyult szignifikdnsan nagyobbnak; ugyanakkor a P2X2- és
a P2Y2-receptorok expresszidja nem mutatott érdemi valtozast egyik vizsgalt sejtvonalban
sem. Az altalunk végzett kisérletek eredményei egyértelmiien ramutattak, hogy a
keratinocytdk modosult proliferacios €s differencidciés mintdzata Osszefiiggést mutat azok
megvaltozott Ca’"-homeosztazisaval. Vizsgalataink alapjan az is megfogalmazhato, hogy a
kiilonb6zé PKC izoenzimek eltérd hatast gyakorolnak a foszfatidil-inozitol jelatviteli
utvonalra.

Tekintettel a purinoreceptorokkal kapcsolatos eredményeinkre, felkérést kaptunk egy
olyan 0Osszefoglalo dolgozat megirasara, amiben a purinoreceptorok ¢és a malignus
transzformacid kozotti (lehetséges) Osszefiiggéseket taglaljuk. Ismert, hogy a purinerg
jelatviteli utvonalak igen komplex szabalyozéasi rendszert alkotnak, amik gyakorlatilag
minden sejtben alapvetd jelentdségliek, fiiggetleniil attol, hogy rovid vagy hosszu tavu
szabalyozasi mechanizmusokrél van szo6. A purinerg szignaltranszdukcidval kapcsolatos
legujabb eredmények kozott az egyik legfigyelemreméltobb felismerés, miszerint az ATP és
mas purinnukleotidok jelentds szerepet toltenek be egyes alapvetd sejfolyamatok
szabalyozasaban; egyebek kozott serkentik a sejtek proliferacio, differencidcio vagy apoptosis
iranyu elkotelezOdését. A fentiek alapjan nyilvanvalonak tinik, hogy a fenti nukleotidok
jelentések lehetnek a malignus transzformacié kialakuldsaban vagy annak megeldzésében.
Az éltalunk irt 6sszefoglald cikkben eldszor a purinerg szignalizaciés mechanizmusokkal
kapcsolatos legfontosabb torténeti aspektusokat vettiik szamba, majd a P2-receptorok
stukturajat és a hozzajuk kapcsolt jelatviteli utvonalakat tekintettiik at. Figyelmet forditottunk
annak részletezésére, hogy hogyan befolyasolhatja a tumorsejtek funkcidjat az extracellularis
ATP, és ennek kapcsan szot ejtettiink egyes rakellenes terapidk hatékonysagarol. Az utobbi
téma kapcsan kitértiink az extracellularis nukleotidok farmakoldgiai, nutritiv, vasoactiv és
“antioxidans” hatasaira. A dolgozatban elemeztiik az ATP hatasait olyan allatokban, amiket
human eredetii tumorsejtekkel inokulaltak, majd sorba vettikk a P2-purinoreceptorok
tumorsejtekben tapasztalt expressziojat és lehetséges funkcidjat taglalo dolgozatokat. A
munka végén a P2-receptoroknak mint diagnosztikus eszkdzoknek a jelentdségét taglaltuk
(tumormarkerek), tovabba kitértiink az ATP-analogok terapias alkalmazasaval kapcsolatos
nehézségekre.

loncsatornak szerepe dendritikus sejtek differencidcidjaban

A kutatomunka soran jelentds eldrehaladést értiink el a dendritikus sejtek érése és
ioncsatorna expresszidja kozotti kapcsolat jellemzésében. A kutatdsi programban véazoltaknak
megfeleléen a dendritikus sejtek in vitro differencialodasa és érése szempontjabol két jol
elkiilonithetd allapota sejttipus, az éretlen és érett dendritikus sejtek elektrofiziologiai
jellemzését végeztiik el a patch-clamp technika teljes-sejt konfiguracidjanak felhasznalasaval.
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A —120 mV ¢és +50 mV kozott huzott fesziiltség lejték hatdsara egy gyorsan aktivalodo és
inaktival6do, a sejtekbe befolyd aramot regisztraltunk. A t6ltéshordozd azonositasa céljabol
ionhelyettesitéses kisérleteket végeztiink el, melyek egyértelmiien igazoltak azt, hogy Na'-
szamara atjarhato fesziiltség-kapuzott csatornak aktivalédnak az éretlen dendritikus sejtekben.
A fesziiltség kapuzott Na' csatorndk tovabbi vizsgalatihoz, és a teljes-sejt aramért felelds
csatorna molekularis szintii azonositasahoz jellemeztiik az aram biofizikai ¢s farmakologiai
tulajdonsagait. A biofizikai tulajdonsagok jellemzésén beliil meghataroztuk a teljes-sejt aram
egyensulyi aktivaciojanak ¢és egyensulyi inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését. Az aram
kinetikai paraméterei koziil az inaktivacidos kinetikdt, az inaktivaciés kinetika
membranpotencial fiiggését és az inaktivaciobol torténd visszatérést jellemzd idéallandot
hataroztuk meg. A farmakolégiai jellemzSk koziil Na® csatornak esetén a legfontosabb az
aram tetrodotoxin (TTX) érzékenysége. Megallapitottuk, hogy a TTX reverzibilisen gatolta az
aramot, a dozis-hatds gorbe alapjan az egyensulyi disszociacids allandora 55 nM érték
adodott. A biofizikai és farmakologai adatok alapjan a csatorna pontos karakterizalasa nem
volt egyértelmii, ezért a csatorna molekularis biologia modszerekkel (RT-PCR) torténd
azonositasat is elvégeztilk. A mintakbol a NaV1.7 csatornara specifikus primerekkel tudtunk
kierdsiteni mRNS-t. Az NaV1.7 irodalombél ismert tulajdonsidgai megfelelnek az éretlen
dendritikus sejteken meghatarozott aram elektrofiziologiai jellemzdinek, igy nagy
biztonsaggal allithatjuk, hogy NaV'1.7 csatornak fejezddnek ki e sejteken. Tovabbi quantitativ
PCR vizsgalatokkal azt mutattuk ki, hogy az NaV1.7 csatornak expresszidja a sejtek izolalasat
kovetd 3. oraban kezd novekedni, a 96. 6rdban éri el a maximumat, majd a 120. 6rara az
mRNS expresszo jelentdsen csokken. A dendritikus sejtek érésének indukciojat kovetd 24.
orara az NaV1.7 expresszio kimutathatatlanna valik molekularis bioldgiai modszerrel. Ezzel a
megfigyeléssel jo 6sszhangban vannak az elektrofiziologiai kisérletek is, az érett dendritikus
sejtek membranjaban a Na' csatorndk sejtfelszini expresszidja sem mutathaté ki ionaramok
mérésével. A Na' csatornak down-regulaciojaval parhuzamosan egy fesziiltség-kapuzott K"
aram jelenik meg az érett sejteken. A K’ aram kialakitasaért felelés csatornak biofizikai,
farmakologia és molekuldris bioldgia azonositdsa megtortént. A félaktivacios fesziiltség,
inaktivacios iddalland6, valamint a margatoxin, charybdotoxin és tetraectilammonium altal
kifejtett koncentracio-fliggd gatlas alapjan egyértelmtien Kv1.3 csatorndkat azonositottunk,
amit az RT PCR technika is megerdsitett. Az RT PCR kisérletek az elektrofiziologiaval
parhuzamosan azt mutattdk, hogy a Kvl1.3 expresszi6 a dendritikus sejtek érésével
parhuzamosan indul be, és az érett sejteken folyamatosan jelen van. A Kv1.3 csatornak
mRNS-én kiviill Kvl.5 mRNS taldlhatdé még érett DS-ekben, azonban elektrofiziologiai
technikakkal nem mutathat6 ki Kv1.3/Kv1.5 heteroteteramer csatorna. Specialis pipetta oldat
hasznélatakor az is kideriilt, hogy IKCal tipusti Ca*"-aktivalt K' csatorna is megtalalhato a
dendritikus sejtek membranjaban, a csatorna biofizikai és farmakoldgiai azonositdsa
megtortént.

A fentebb emlitett csatornak élettani szerepével kapcsolatosan megallapitottuk, hogy
az NaV1.7 csatornak expresszidja nem azonos a kiilonbdzé DS alcsoportok kozott: a CD1a”
éretlen dendritikus sejtek jelentés Navl.7 expressziot mutatnak a CDla” éretlen DS-ekhez
képest. Ennek funkcionalis jelentdsége az, hogy az NaV1.7-et jelentésen expresszalé CDla"
sejtek nyugalmi membranpotencidlja jelentésen (~kb 50 mV-al) pozitivabb mint a CDla’
sejteké. A CD1a sejtekhez hasonld negativ (~-60 mV) membranpotencial Na'-mentes oldattal
torténd perfuzié mérhetd, ami egyértelmiien azt mutatja, hogy a Na™ csatornak funkcionalis
aktivitasa hozzajarul a membranpotencial kialakitasahoz. Az NaV1.7 csatornak TTX-altali
gatlasa a CDla" éretlen DS-ek migracios képességének gatlasat okozta, mig az NaV 1.7-et

crcr

(Zsiros és mtsai, 2009, Kis-Toth és mtsai, 2009, kdzlésre benyujtva).
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A DS-ek két morfoldgiailag és funkciondlisan is kiilonbozd differencialodasi alakjai kozt
tovabbi, a Ca’" jelatvitelt kozvetleniil befolyasold csatorndk vizsgalatat végeztik el. A
citoszolikus szabad Ca®" koncentraciot FURA-2 festék segitségével mértiik. A kiilonbdzé
gerjesztési hullamhosszakon mért fluoreszcencia hanyadosbol az abszolut Ca®" koncentraciot
hataroztuk meg PTI Delta Scan mikroszkopos fluoriméter alkalmazasaval. A sejtek FURA-2
toltésének optimalizalasat kovetden meghataroztuk a citoszol nyugalmi Ca*" koncentraciojat,
ami a sejtek differencialodasi fokatol fiiggetleniil 100-120 nM-nak adddott. Annak eldontése,
hogy a DS-ekben taldlhato-e (az immunrendszer sejtjeiben egyébként szinte mindenhol
eléforduld) Ca*-release aktivalt Ca®" csatorna (CRAC), a sejtek citoszolikus Ca”" raktarainak
kiiiritését koveté Ca®" tranziensek vizsgalatival tortént. A SERCA ATPaz ihibitor
thapsigargin (1 pM) hatasara Ca®"-mentes extracellularis oldatban egy Ca’" tranziens alakul
ki, mely a raktarak kiiiritésének felel meg és fliggetlen az extracellularis Ca*" koncentraciotol.
mind az éretlen, mind pedig az érett DS-eken robosztus Ca®" jel keletkezett, ami a CRAC
csatornak jelenlétére utalt. Ezt erdsitették meg farmakologiai kisérleteink is, a CRAC gatlo
SKF-96365 (50 uM) és 2-APB (40 uM) egyarant gatolta a tapsigargin altal kivaltott
extracellularis Ca®’-fiiggé Ca®™ jelet. A Ca’" indikator festékkel kapott eredményeket
elelktrofiziologiai kisérletekkel erdsitettiik meg. Teljes sejt konfigurdcioban mérve
néhanyszor 10 pA nagysagh CRAC dramokat mértiink mindkét sejtcsoportban a DS
differencialodastol  fiiggetleniil. Egyéb, fesziiltség kapuzott Ca®” csatornakat sem
fluoreszcencias, sem pedig elektrofiziologiai moddszerekkel nem tudtunk kimutatni.
Megallapithato tehat, hogy dendritikus sejtekben az elsédleges Ca”" jelatviteli utat a CRAC
csatorndk biztositjak fliggetleniil a sejtek differencidltsagi fokatol.

Interleukin receptorok sejtfelszini kélcsonhatasainak vizsgalata

Az IL-2 és IL-15 citokinek fontos szerepet jatszanak a T limfocitdk funkcidjanak és
homeosztazisanak szabalyozasaban. Receptoraik felépitésében harom alegység vehet részt: a
jelatvitelért felelos, mindkét receptor altal hasznalt § és yc lanc, valamint az adott citokinre
specifikus a alegység. Korabbi FRET és konfokdlis mikroszkopids vizsgalataink alapjan az
IL-2/15R rendszer elemei az MHC glikoproteinekkel k6z6s ,,szuperklaszterekben” fejezodnek
ki human T limfoma sejtek lipid tutajaiban (koleszterinben és szfingolipidekben gazdag
membran mikrodomének).

Az 1L-2/15 receptor foszforilaciojakor nettd toltést és permanens dipélmomentumot

c ey

hogy a membranpotencial (amit specifikus csatornablokkolokkal, illetve az ionmilid
valtoztatasaval befolyasolhatunk) hatassal van-e a receptor kdolcsOnhatdsaira és/vagy
konformaciojara, valamint miikodésére. Fluoreszcencia Kkorrelacidos spektroszkopidval
megmeértiilk az 1L-2/15R és a vele k6zos szuperklaszterben elhelyezked6 MHC I, MHC II
mobilitdsat. A membran depolarizacidjat magas kiilsé K'-tartalma oldattal vagy a Kv1.3
csatornak margatoxinnal torténd specifikus blokkolasaval valtottuk ki. Mindkét esetben a
vizsgalt fehérjék mobilitasanak szignifikdns csokkenését tapasztaltuk. Felvetddik a kérdés,
hogy mennyiben specifikus a jelenség az altalunk vizsgalt fehérjékre, illetve hogy azt nem
egyszerien a membranfluiditds megvaltozasa okozza-e. A DPH ¢és TMA-DPH
membranprobak  fluoreszcencia  anizotropiajanak  mérésével igazoltuk, hogy a
membranfluiditds nem véltozik szignifikdns mértékben sem depolarizacid, sem a K -ionofor
valinomicinnel kivaltott hiperpolarizacié esetén. Kontrollként megmértiik két lipid tutajokban
feldisulé molekula, a Dil-C18 lipid-analog €s egy transzmembran régioval nem rendelkezd
GPI-kapcsolt fehérje, a CD48 mobilitasat is. Ezen molekuldk mobilitdsa nem fliggott a
membranpotencidltol. Tehat a tapasztalt valtozasok legalabbis transzmembran fehérjékre

specifikusnak latszanak. Méréseinknek az ad immunoldgiai jelentéséget, hogy lokalis
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gyulladds esetén a [K'] novekedése figyelhetd meg, ami a membranpotencil
megvaltoztatasan keresztiill befolyasolhatja a receptorok mitkodését. Jelenleg folyo
vizsgalatainkban a receptormiikddést STATS foszforildcio-méréssel, a receptorok
Osszeszerelddését, kolcsonhatasait FRET mérésekkel kovetjiik nyomon depolarizacio, illetve
hiperpolarizacié mellett.

Amerikai kollaboracioés partneriink laboratéoriumaban felfedeztek egy eddig nem
ismert, Kit225 K6 human T sejteken az IL-2R o alegységével asszocidlodo fehérjét (ILRAP:
interleukin receptorral asszocialt protein), amely feltételezéseink szerint szerepet jatszhat az
IL-2R jelatvitel szabalyozasaban. FRET és konfokalis mikroszkopias mérésekkel kimutattuk
az ILRAP ¢és az IL-2Ra egyiittallasat, valamint az MHC glikoproteinekkel valo
kolokalizaciojat tobb mas human T limféma eredetli sejten is. Ugyanakkor az ILRAP nincs
molekularis kdzelségben a B és vy, alegységekkel. Kimutattuk, hogy az IL-2/IL-15R rendszer
elemeihez hasonléan az ILRAP legnagyobbrészt lipid tutajokban helyezkedik el. Mindezek
alapjan feltehetd, hogy az ILRAP az IL-15/IL-2R rendszer és az MHC glikoproteinek altal
kialakitott receptor "szuperklaszterek" egyik komponense. Az ILRAP-pel valé kolcsonhatés
tovabbi vizsgalata olyan jelatviteli utvonalak felfedezéséhez vezethet, melyek fliggetlenek a
kozos P/yc alegységektdl és/vagy az ILRAP-pel valo kiilonb6z6 kolcsonhatas révén
megmagyarazhatjak a két citokin altal kivaltott sejtvalaszok kiilonbozOségét.

A rendelkezésiinkre allo, ILRAP-specifikus antitest izotipusa (IgM) korlatozta annak
felhasznalhatosagat a tovabbi tervezett vizsgalatokban (pl. FCS), igy ezek a vizsgalatok
hattérbe szorultak. Ugyanakkor lehetdségiink adodott az IL-2/I1-15 receptorok sejtfelszini
elrendez6dését mas modszerekkel (NSOM — kozeli mezd optikai mikroszkopia) is
tanulmanyozni, valamint a méréseinket klinikai mintakbol szarmazo primér sejtekre
kiterjeszteni. Ugyancsak lehetdségiink adodott az IL-2/15 receptorokkal egy receptorcsaladba
tartozo IL-9R vizsgalatara is.

Mig konfokalis mikroszkopiaval a fehérjék lateralis elrendezddése és kolokalizacidja a
néhany 100 nm-es mérettartomanyban tanulmanyozhat6, a holland kollaborécios
partnereinknél rendelkezésre allo egyedi molekula érzékenységli NSOM (kbzeli mezd optikai
mikroszkopia) mddszer betekintést enged a domének belso szerkezetébe. NSOM méréseink
feltartak, hogy az IL-2Ra. és az IL-15Ra a nagyméretii (pl. CLSM-mel feltarhatd, néhany 100
nm-es) domének mellett kisméretii, csak néhany molekulabodl 4ll6 klaszterekben (vagy akar
egyedi molekulaként) is megtalalhato a Kit225 FT7.10 T limféoma sejteken. Az IL-2Ra-nak
csak kis hanyada talalhaté a nagyméretli doméneken kiviil, az IL-15Ra esetén ez a hanyad
~30 %. Az IL-2Ra és IL-15Ra domének mérete nagyon hasonlonak (atlagos atméré: ~ 450
ill. ~ 360 nm) adédott. Az NSOM mérések megerositették a két a-lanc kolokalizaciojara
vonatkoz6 eredményeket. A domének denzitdsat (fehérje/teriiletegység) a domének mérete
nem befolyésolta szamottevden, ami arra utalhat, hogy az egyes domének hasonl6 dsszetételia
épitdéelemekbdl épiilnek fel, amelyek lehetnek pl. a korabbi FRET és CLSM adataink alapjan
valészinlsitett, az IL-2/IL-15R rendszer és az MHC glikoproteinek altal kialakitott
»szuperklaszterek™.

RNS interferenciaval tanulmanyoztuk az MHC 1 szerepét az IL-2/15R és az MHC
glikoproteinek altal kialakitott szuperklaszterekben. Az MHC 1 expresszid leszabalyozasa
nem befolyésolta az a-lancok expressziojat, ugyanakkor gyengiilt a kétféle o alegység
kolcsonhatdsa. Az a-lancok és az MHC I kolcsonhatasa szintén gyengiilt. Fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopias vizsgalataink alapjan a csokkentett (leszabalyozott) MHC 1
expresszioju sejteken mind az MHC I, mind pedig az a alegységek mobilitdsa megndvekedett,
ami a klaszterek méretének csokkenésére és/vagy a komponensek kozotti kdlcsonhatasok
gyengiilésére utal. Eredményeink az MHC 1 kdzponti, organizal6é szerepére utalnak az IL-
15/1L-2 receptorok klasztereinek kialakitdsaban.

A citoszkeleton fehérjeklaszterek kialakitdsdban betoltott szerepét membranblebeken
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tanulmanyoztuk. A blebek kialakulasa soran a plazmamembran €s a citoszkeleton kozotti
kapcsolat gyengiil, nagyméretli blebek esetén gyakorlatilag megsziinik. FRET modszerrel
vizsgaltuk az IL-15Ra, az IL-2Ra és az MHC glikoproteinek kdzotti asszociaciokat FT7.10
sejtek membranblebjein. Eredményeink szerint a blebeken a FRET hatasfok nem valtozik
jelentésen az ép membranban mért értékekhez képest, ami arra utal, hogy a fenti fehérjék
kisméretii klaszterei nem fliggnek kritikus modon a citoszkeletontol, azaz kialakitdsukban
elsésorban a komponensek kozotti fehérje-fehérje kolcsonhatasok vesznek részt. A blebekben
a vizsgalt molekulak mobilitasa magasabb volt, ami feltehetéen a citoszkeletalis kapcsolatok
megsziinésével magyarazhatd. Emellett membranblebeken megsziinik az ép membranokban
megfigyelhetd, a mikrodoménes szerkezetre jellemzd foltszer(i lipid- és fehérjeeloszlas (200
nm-es feloldason homogénnak tekinthetd). Ez arra utal, hogy magasabb hierarchikus szinten
csokken a fehérjék kolokalizacigja, csokken ezen klaszterek mérete, ami szintén okozhatja a
nagyobb mobilitast.

Az egyebek mellett a T sejtek miikodésében is szerepet jatszo IL-9 citokin biologiai
hatasat a specifikus IL-9Ra lancbdl és a mas citokinek, igy az IL-15 és IL-2 altal is hasznalt
kozos ye alegységbdl felépiild heterodimer IL-9R komplexhez kotddve fejti ki. IL-9Ra-val
transzfektalt Kit225 sejteken kimutattuk, hogy az IL-9Ra —legaldbbis részben— az MHC
glikoproteinekkel és az IL-2R-ral k6z6s membrandoménekben, azok kozvetlen molekularis
kozelségében helyezkedik el, azaz a vizsgalt T sejteken az IL-9R szintén az IL-2R és az MHC
glikoproteinek altal kialakitott szuperklaszterek egyik komponense. Bar az eredeti
munkatervben nem szerepelt az [L-9R vizsgalata, ezen vizsgalatok hozzajarulnak a vy, citokin
receptorok miikodésének megértéséhez. Ramutatnak arra, hogy a T sejtek életében szerepet
jatszo, a kozos . alegységet alkalmazo citokinek receptorainak eloszlasat feltételezhetden
valamilyen altalanos "rendezd elv" alakitja ki.

A koréabban - foként tumor eredetli vagy egyéb immortalizalt limfocita sejtvonalakon -
talalt sejtfelszini receptor mintazatok szamos esetben konzervativ motivumokat tartalmaznak.
Ezekben az asszocidcios motivumokban meglévé hasonlosagok vagy eltérések a sejtek
kozvetlen multjardl tartalmazhatnak informéciokat, igy diagnosztikai jelent6séggel birhatnak,
illetve mivel gyakran a jelatvitelben fontos szerepet betdltd receptorokrol van szo,
befolyasolhatjak a sejtek kozvetlen jovojét, valaszkészségét, s ezaltal a betegség prognozisat
is érinthetik. Az MHC 1 glikoproteinek és az IL-2/15R rendszer kolokalizaci6jat korabban
tobb T limfoma sejtvonalon kimutattuk (Id. fent). Jelen vizsgalatainkban kolorektalis
karcinomaban szenvedd betegek tumor kdrnyéki nyirokcsomdibol szarmazé CD4" T sejtek
felszinén talalhatd receptor mintazatokat hasonlitottuk Gssze a betegek periférias vérébol
izolalt sejtek mintazataival. Kontrollként egészséges donorok periférias sejtjeit hasznaltuk.
Mindegyik esetben azonositottuk az MHC I és II molekuldkat és az IL-2/15R-t tartalmaz6
klasztereket konfokalis mikroszképiaval. FRET méréseink alapjan az el6bb felsorolt fehérjék
¢s az ICAM-1 egymds molekularis kozelségében helyezkedik el. A tumor kornyéki
nyirokcsomokbdl szarmazo sejteken a fehérjék expresszidja szignifikansan alacsonyabb volt
¢s a molekuléris kolcsonhatasok — kiilondsen az IL-2/15R és az MHC viszonylatdban —
gyengiiltek a kontrollhoz képest. Eredményeink alapjan a sejtet ér6 kiils6é stimulusok és a
szoveti kornyezet atrendezheti a fehérjemintazatokat akar egyazon donor kiilonb6z6 helyrol
szarmazo0, azonos tipusu sejtjein, ami befolyasolhatja a sejtmiikddést €s a sejtsorsot.

Kidolgoztunk egy megbizhaté FRET hatasfok meghatarozasi modszert fluoreszcens
fehérjékkel (pl. GFP-mRFP, CFP-YFP) torténé mérésekhez. A modszerrel meghatarozhato a
donorral és akceptorral jelolt molekuldk aranya, ami a kolcsonahtasok sztochiometridjanak
értékelésekor (pl. aggregatumok Osszetételének vizsgalata) alapvetd fontossdgi. A modszer
segitségével megvizsgaltuk az 1L-2/15R jelatviteli kaszkad egyik végpontjan szereplé Jun és

srcr
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K™ csatornak szerepe a T sejtek jelatviteli folyamataiban

A programpontban a Kvl.3 csatorndk immunoldgai szinapszis (IS)-beli
lokalizaciojanak kovetkezményét kivanjuk megvizsgalni. A kisérletek elvégzéséhez egér
sejtvonalakon alapulé modellrendszert allitottuk be, ahol a CH-12.LX B sejtek antigén
prezentald (Conalbumin) mig a GFP konjugalt protein kindz CO-t expresszaldo D10 sejtek a
Conalbumin antigént specifikusan felismerd T sejteket jelentik. E modellrendszerben a
sejtkapcsolatok jelentds részében kialakul az immunoldgiai szinapszisra jellemzé sejt-
morfologiai valtozas, ezen feliil a GFP-konjugalt PKC-0 sejtbeli eloszlasanak fluoreszcencias
mikroszkoppal torténd kovetése biztositja azt, hogy elektrofiziologiaval (patch-clamp)
valoban csak az eredményes szinapszist mutato sejteket vizsgaljuk.

Az elektrofiziologiai kisérletek soran kimutattuk, hogy a D10 PKC-0 sejtek a human T
sejtekhez hasonloan Kv1.3 csatornakat fejeznek ki. Ezt kovetden 6sszehasonlitottuk a Kv1.3
csatorndk kapuzasat jellemezd, fentebb felsorolt paramétereket immunologiai szinapszist
kialakito vs. egyediil allo, szinapszist nem képzd sejteken rogzitett K= dramok jellemzd
paramétereivel.

Megéllapitottuk, hogy az IS-t képzé és az egyediilalld sejtekben rogzitett K™ aramok
egyensulyi aktivaciojanak fesziiltség-fiiggése azonos, ugyanakkor jelentds kiilonbséget
mutattunk az aramot jellemez6é kinetikai paraméterekben. IS-ben 1évé T sejteken a Kv1.3
aktivacios kinetikaja szignifikansan lassabb, mig az inaktivacios kinetika szignifikdnsan
gyorsabb volt mint egyediilalld T sejtek esetén. Munkahipotézisiink szerint a Kv1.3 aram
aktivacios €s inaktivacios kinetikajanak modositasaért az lehet felelés, hogy a Kvl.3
csattorndk az IS-be rendezddnek 4t, ahol a hozzajuk fizikai kozelségbe keriilt poritein kinazok
¢s foszfatazok a csatorna miikddését foszforilacids uton szabalyozzak. E hipotézis helyességét
jelenleg vizsgaljuk protein kinaz és foszfataz inhibitorok alkalmazasaval.

E Kkisérleti rendszer segitségével igen jelentds felfedezést tettink a T sejtek
membranpotencial szabalyozasdval kapcsolatban. Feltételeztilk, hogy a Kv1.3 csatornak
immunszinapszis-beli lokalizacioja egy mindségileg j membranpotencial szabalyozast tesz
ehetévé az antigén prezentald sejtekkel konjugalt T sejtekben, az egyediilallo T sejtekhez
képest. A feltételezés bizonyitasdhoz elektrofiziologiai uton, a sejtek belsé kornyezetének
allodasagat fenntartdé un. perforalt patch technikdval mértiik a membranpotencialt d&ram zar
tizemmodban. Megallapitottuk, egyediilallé és immunszinapszisban konjugalt T sejtek
nyugalmi membranpotencialja nem kiilonbdzik statisztikailag (~ -50 mV mindkét esetben).
Ezzel szemben depolarizald aram injektalasat kovetden az egyediilalld T sejtekben egyszerii
depolarizacido kovetkezik be, mig immunszinapszisban konjugalt T sejtek esetén a
membranpotencial ritmikus oszcillacidja figyelheté meg. Az oszcillacio frekvencigjat és
amplitado eloszlasat matematikai eszkozokkel leirtuk, valamint jellemeztiik az oszcillaciok
ioncsatorna gatloszer érzékenységét. Megallapitottuk, hogy a Kv1.3 és IKCal csatorndkat is
gatld charybdotoxin depolarizalja a membrant és csokkenti az oszcillacid frekvencigjat és
amplitadojat, mig a csak IKCal csatornakat gatldé a TRAM-34 az oszcillaciok amplitidojat
csokkenti. A membranpotencial oszcillaciok tehat igen érzékenyen ¢€s kiilonb6z6 modon
befolyasolhatok az ioncsatorna gatloszerekkel, aminek komoly terapias kdvetkezményei is
lehetnek az autoimmun betegségek kezelésében. Az eredményeinket 0sszefoglalod kéziratot a
PNAS folyoirathoz nyujtottuk be kozlésre.

A Kvl.3 csatornak protein kinazok és foszfatazok altali szabalyozasan felill az is
elképzelhetd azonban, hogy az immunologiai szinapszisban, ahova a Kvl1.3 atrendezdédik,
eltérd a sejtmembranban a lipid kornyezet, ami a csatorna kapuzdsdnak megvaltozasat
okozhatja. A lipid Osszetétel és a csatorna kapuzasa kozotti kapcsolat modell szinth
vizsgalatat ugy végeztiik el, kiilonb6zo zsirsavak membranba torténd beépiilésének hatasat
vizsgaltuk a Kv1.3 csatorndk kinetikdjara PHA és IL-2 stimulalt human T sejteken. A
zsirsavak limfocita membranba torténd beépiilését gazkromatografidsan igazoltuk.
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Eredményeink szerint a kifejtett hatas 0sszefliggésben van az adott zsirsav telitetlenségének
mértékével és/vagy lanchosszéval. Minden vizsgalt tobbszordsen telitetlen zsirsav (PUFA)
gyorsitotta a Kv1.3 csatorndinak aktivacios ¢és inaktivacios kinetikdjat, ugyanakkor az
egyszeresen telitetlen (MUFA), vagy telitett (SFA) zsirsavak membranba épiilése nem
befolyasolta azt. Eredményeink tehat azt igazoljak, hogy a lipid kornyezet megvaltozasa a
Kv1.3 kapuzasat jelentdsen befolyasolja.

A Kvl.3 csatorndk aktivitasanak leghatékonyabb moddositasa olyan peptidtoxinok
segitségével érhetd el. A kutatbmunka soran jelent0s eredményeket értiink el a csatorna
fehérjék és a toxinok kozotti kdlcsonhatas megértése terén. Ennek egyik kulcspontja a toxinok
csatornak kozotti szelektivitdsanak megértése, melynek fontos terapias kovetkezményei is
lehetnek. Ezen belill is részletesen vizsgaltuk a Tst26 és a Css20 toxinok Kv1.2 és Kv1.3
csatornak kozotti szelektivitasat.

A Css20 szekvencidja tobb mint 54 % identitast mutatott a K csatornablokkold
peptidek a- KTx2 csoportjanak egyéb tagjaival, igy a nemzetkdzileg elfogadott kritériumok
alapjan a Css20 az a- KTx2.13 nevet kapta. A farmakologiai vizsgalat sordn kidertilt, hogy a
Css20 toxin nem csak a Kv1.3, hanem a Kv1.2 csatornakat is nagy affinitassal gatolja, a
gatlas hatékonysagat jellemez6 IC50 értékek Kv1.2-re 1.3 nM mig Kv1.3-ra 7.2 nM. A Kv1.2
és Kv1.3 csatornakon kiviil a Css20 mas vizsgalt csatornakat (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. Kvl.3
szelektivitast meghatarozdé molekularis kolcsonhatasok megértéséhez Gsszehasonlitottuk a
Kv1.3 szelektiv, a Kv1.2 szelektiv és a Kvl.2-t és Kvl.3-at is gatlo toxinok primer
szekvenciajat. Megallapitottuk, hogy a Kv1.3 vs. Kv1.2 szelektivitasért feltehetéen két
pozicidban elhelyezkedé aminosav a felelds. Az egyik a poérusba benytlé K oldallanctol C
terminalis irdnyban 1év0 masodik aminosav (Kv1.3 szelektivben M, mig Kv1.2 szelektivben
I), a mésik pedig a K-t6l 9 pozicidval C terminalis irdnyban 1évé aminosav, ami Kv1.2
szelektiv csatornakban tirozin (Y) mig Kv1.3 szelektivekben F, T vagy N. Kovetkeztetéseink
helyességét molekularis modellezéssel is igazoltuk, elkészitettiik a Css20 dokkoléasi modelljét
a Kv1.3 és a Kv1.2 csatornakra. A modellezés az altalunk josolt kdlcsonhatasokat igazolta. A
fenti adatokat figyelembe véve hipotézisiinket a Tst26 peptid toxin felhasznalasaval is
igazoltuk. A Tst26 részletes vizsgalata azt mutatta, hogy a Kv1.3 és Kvl.2 kozotti
szelektivitasért a Css20-ban azonositott, azzal ekvivalens pozicidban talalhaté aminosavak a
feleldsek.

Ugy érezziik, a palyazatban ismertetett célokat elértik, a palyazati programot
sikeresen teljesitettilk. A palyazat altal biztositott anyagi forrds, kiilonds tekintettel az
infrastrukturalis beruhazasokra, kozvetleniil hozzajarult a tervezett projekt sikeres
végrehajtasahoz, ill. hosszu tavon is biztosithatja a korszerti kutatdmunkat.



