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1. Absztrakt

A limfocitak aktivaciéjdban szerepet jatszé fesziltségkapuzott Ky1.3 ioncsatornarél ismert,
hogy preferencidlisan a lipidtutajokban helyezkedik el. Ezen mikrodomének altal biztositott
jelatviteli kornyezet fontos szerepet tolthet be az ioncsatorna miikodésének szabdlyozasaban.
Munkacsoportunkban kordbban kimutattdk, hogy a membran szterol tartalmdnak szelektiv
novelése megvaltoztatja a Kv1.3 elektrofizioldgiai jellemzdit (kinetikai és egyensulyi
paraméterek). A toltések sordn bevitt szterolok és a csatorna kolcsonhatasanak pontos

mechanizmusa (direkt és /vagy indirekt hatasok) azonban nem ismert.

Kisérleteink soran célunk volt a membran szterol tartalmanak szelektiv manipuldlasa utédn a
Kv1.3 és a lipidtutajok kozotti kolokalizacid vizsgdlata. Ehhez HEK-293 sejtekben a koleszterin
vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC) mennyiségét noveltik a megfelel§ szterol/metil-béta-
ciklodextrin (MBCD) komplexekkel, illetve koleszterint vontunk ki a sejtek membranjabol
MBCD alkalmazasaval. Ezutdn jeloltiik a sejtekbe transzfektalt FLAG epitdépot hordozé Kyl.3
csatorndkat anti-FLAG antitesttel és a lipidtutajokat koleratoxin B alegységével, majd
konfokalis, illetve stimuldlt emisszidé kioltds (STED) mikroszkép segitségével felvételeket
készitettiink. Kvantitativ képanalizis soran meghataroztuk a Kv1.3, illetve tutaj jelolék

intenzitasai kozotti Pearson-féle korrelacids koefficiens (r) értékét.

Méréseink alapjan a kontrollhoz (r=0,416+0,013, n=27) képest a membran koleszterin, illetve
7DHC tartalma novelésének hatasara a Kv1.3 tutajokkal torténd kolokalizacidja szignifikdnsan
(p<0,05) novekedett (koleszterin esetén r=0,492+0,013, n=34; 7DHC mellett 0,500+0,015,
n=32), mig MBCD kezelés utan szignifikdnsan csokkent (r=0,33810,014, n=30). Konfokalis
mikroszkdpos eredményeinket a nagyobb feloldéképességgel (46-60 nm) biré STED
mikroszkdpidval is megerdsitettiik (kontroll: r=0,274+0,025, n=25; koleszterin: r=0,361+0,019,
n=32; 7DHC: r=0,366+0,019, n=28; MBCD: r=0,219+0,022, n=24).

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a Ky1.3 membran mikrodomének k6zotti megoszlasa fligg
a sejtmembran szterol tartalmatdl, ami medialhatja a szterolok ioncsatornakra kifejtett

elektrofizioldgiai hatasait.



2. Roviditések jegyzéke

7DHC: 7-dehidrokoleszterin

ANOVA: varianciaanalizis angol megfelel6jébél képz&dé betliszé (ANalysis Of
VAriance)

ATCC: American Type Culture Collection

CRAC: Ca?* release aktivalt Ca%* ioncsatorna

CTX-B: koleratoxin B alegysége

DMEM: Dulbecco’s minimum essential medium

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FCS: fetalis borju szérum

FLAG: DYKDDDDK peptid szekvencia motivum (D=aszpartat, Y=tirozin és K=lizin)
GAMIG: Goat Anti-Mouse ImmunoGlobulin

GFP: z6ld fluoreszcens fehérje

GFP-GPI: glikozil-foszfatid-ilinozitol horgonyt tartalmazd z6ld fluoreszcens fehérje
GM1: monoszialotetrahexozilgangliozid

GPI: glikozil-foszfatid-ilinozitol

HEK-293: human embrionalis vesesejtkultura

IP3: inozitol 1, 4, 5-trifoszfat

K*: Kalium ion

Kv: Feszlltségfliggb kaliumcsatorna

MBCD: metil-béta-ciklodextrin

NBD-koleszterin: 25-[N-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)metilJamino]-27-
norkoleszterin

PBS: foszfat puffer oldat

PD: pdrus domén

SEM: kdzépérték kdzepes hibaja

STED mikroszképia: stimuldlt emisszid kioltds mikroszkdpia

Tem: centralis memoria T-sejt

Tem: effektor memoria T-sejt

VSD: feszliltségszenzor domén



3. Bevezetés

3.1. Afeszlltségfliggd kaliumcsatornak altalanos jellemzéi

Az ioncsatornak olyan transzmembrdn fehérjék, amelyek feladata ionok koordinalt passziv
transzportja biolégiai membranok két oldala kozott. A fehérjecsaldd szamos tagja ismert,
amelyek csoportosithatdk permeabilitasuk szelektivitdsa szerint, amely felosztas alapja, hogy
milyen tipusu ionok szamadra atjarhatd az Aaltaluk kialakitott hidroféb poérus. Eszerint
masik fontos jellemz6je a kapuzdsi mechanizmus, amely alatt a megfelelé inger hatdsara
bekovetkez6 konformacidvaltozast értjik, ami a csatornak kilonbozdé szerkezeti (nyitott, zart,
inaktivalt) és funkcionalis (van iondramlas vagy nincs) allapotainak kialakuldsdhoz vezet. A
konduktiv allapothoz vezetd inger alapjan megkilonboztetiink intra- illetve extracelluldris

ligand, mechanikus fesziilés, valamint fesziltség altal kapuzott ioncsatornakat [1].

A fesziltségfligg6é kaliumcsatornak (Ky) a fenti osztalyozas szerint nagy szelektivitasu (csak
kaliumionra permeabilis), a membranpotencial valtozasai altal kapuzott (depolarizaciora
nyitd) ioncsatorndk. A csaldd tagjaira dltalanossagban jellemz6, hogy tetramer szerkezet(iek,
azaz négy alegység alkot egy funkciondlis csatornat. Az alegységek aminosavszekvencidi
alapjan 12 csalddban 6sszesen 40 tagot irtak le (Kv1.1-t6l Kv12.3-ig), amelyek egymassal
homo- illetve heterotetramer csatornakat alkotnak, rendkivil diverzifikalt funkcioval
rendelkezé molekuldk sokféleségét létrehozva [2]. A Ky ioncsatorndk nyitasi valdszinlisége a
sejtmembran depolarizaciéjanak hatasara megndé, ami K* effluxot és a sejtmembran
kdvetkezményes hiperpolarizacidjat okozza. Utdbbi negativ visszacsatolas formajaban felel6s
a csatorna bezdarulasaért. Ha a depolarizacié hosszabb ideig all fenn, egyes Ky csatornak egy
nem-vezetd konformaciot vesznek fel, inaktivalddnak, amely funkcionalisan nem vezet6képes,

nem aktivalhato allapotot jelent [1].

A Ky csatorndkra Aaltaldnossagban jellemz6, hogy a tetramer minden alegysége hat
transzmembran a-helikalis szegmensbdl (S1-S6), valamint intra- és extracelluldris hurkokbdl
all, amelyekkel a szegmensek kapcsolédnak egymashoz (1. abra). Az ionok vezetéséért felels
poérus domént (PD) az S5 és S6 szegmensek, valamint a kozottik |évé extracellularis hurok

alkotja. A pdrus régidban taldlhatd a csatorna szelektivitasaért felelGs filter, amely biztositja,



hogy mas ionok ne juthassanak at a csatornan. A membranpotencidl valtozasait a fesziltség
érzékel6 domén detektalja (voltage-sensor domain — VSD), amelyet az alegységek S1-S4
helikalis szegmensei hoznak létre [3-5]. A VSD miikodésében kiemelten fontosak az S4
hélixekben talalhaté pozitivan toltott arginin aminosavak. Depolarizacié hatasara ugyanis ezek
a sejtmembran sikjahoz képest kifelé mozdulnak, amely a PD konformacidvaltozasat és ezaltal
az S6 szegmensek intracelluldris végei altal kialakitott aktivacios kapu nyitdsat eredményezi

(csatolasi mechanizmus) [6, 7].

A Ky csatornak jelentds diverzitasaval 6sszhangban szdmos sejtfunkcidban, igy neuronok és
izomsejtek ingerelhetéségében [8, 9], limfocitdk antigén dependens aktivacidjaban [10],

illetve tumoros sejtek proliferacidjaban is kimutattdk azok meghatarozé jelent6ségét [11].

1. Abra: A fesziiltség kapuzott Ky1.3 ioncsatorna szerkezete. A fesziiltség kapuzott Ky1.3
kaliumcsatorna 4 alegységbdl épil fel (A). Egy alegységen belil az S1-S4 helikalis szegmensek
hozzak |étre a feszliltség szenzor domént (VSD), mig az S5 és S6 szegmensek a porus domén (PD)
kialakitdsaban vesznek részt. Depolarizacid hatdsara az S4 a hélixben taldlhaté pozitiv toltéssel
rendelkez6 aminosavak jelenléte miatt a membran sikjdhoz képest kifelé mozdul, aminek
eredményeképpen a poérus kinyilik, lehet6vé téve a K* atjutasat (B).

Forrds: Zdkdny F és mtsai, Biochim Biophys Acta Mol Cell Biol Lipids. 2019 Mar; 1864 (3):312-325.



3.2.  AKvl.3 funkcidja és patofizioldgiai jelent6sége

A fesziiltségfliggd kdliumcsatorndk Shaker csaladjaba tartozo Kyl.3 legfontosabb szerepe a T
limfocitdk membranpotencialjanak szabdlyozasa. Mivel a csatorna aktivacios kiiszobe a T sejt
nyugalmi potencidljdhoz kdzel van, igy a depolarizdcié nagyban megndveli a csatorna nyitasi
valdszinlségét, az ennek eredményeképpen kialakuld K* efflux pedig a membranpotencidl
pozitiv irdnyba torténd elmozduldsat ellensulyozza [12, 13]. A csatorna mikodésének f6
fiziolégias kovetkezménye, hogy a T sejt aktivacidja sordan — példaul antigén prezentdciot
kévetSen keletkezd inozitol 1,4,5-triszfoszfat (IP3) hatdsara — bekdvetkezd citoszdlikus Ca®*
koncentracié novekedésbdl fakaddé membranpotencial valtozas ellen hat, azaz biztositja a
negativ membranpotencidlt. Ez pedig fenntartja az elektrokémiai hajtéer6t a tovabbi
hosszantartdé Ca?* influx szdméra a megfelel8 CRAC (Ca?* release aktivalt Ca?*) ioncsatorndkon
keresztul és ezaltal lehet6vé teszi a jelatviteli folyamatok beinduldsat eredményezé Ca®*-jel
kialakulasat [14, 15]. Ezzel dsszhangban mar régdta ismert, hogy a Ky1.3 gatldszereinek
hatdsara lecsokken T limfocitak aktivacidja esetén a sejtek proliferacidja, illetve citokin
szekrécidja [16, 17]. A Kv1.3 expresszidja a kilonbozd tipusu T sejteket 6sszehasonlitva joval
magasabb az un. effektor memoaria (Tem) sejtekben a naiv, illetve centralis memoaria (Tcwm)
sejtekhez képest, igy f6leg a Tem sejtek érzékenyek a csatorna gatlészerei irant [18]. Mivel
bizonyos tipusi autoimmun betegségekben, igy rheumatoid arthritisben, sclerosis
multiplexben vagy 1-es tipusu diabetes mellitusban patogenetikai szempontbdl jelent6s
tényez6 a Tem limfocitak fokozott aktivacidja, amely folyamatban alapvet6 a Ky1.3 szerepe, a
csatorna gatldszerei hatasosnak bizonyultak allatkisérletes modellekben ezen kéros allapotok

megelGzésében, illetve terdpiajaban [19, 20].

3.3. Akoleszterin hatdsa a Ky1.3 ioncsatornara

A sejtmembran lipid dsszetétele jelentésen befolydsolja a transzmembran fehérjék, igy az
ioncsatorndk szerkezetét és funkcidjat. A lipidek altal a fehérjékre gyakorolt hatdsok
torténhetnek indirekt, nem specifikus modon, azaz a membran biofizikai paramétereiben

(membran fluiditas, gorblilet, laterdlis nyomas) bekdvetkezd valtozasok hatnak a csatornara,



de megvaldsulhatnak specifikus, direkt, ligand — receptor interakciohoz hasonld
kdlcsonhatasokon keresztul [21]. A sejtmembran nélkiilozhetetlen alkotdjaként a
koleszterinrdl is ismert korabbi irodalmi adatok alapjan, hogy mddositja szdmos ioncsatorna
mUkodését direkt vagy indirekt hatasokon keresztil [22]. Ezzel 6sszhangban kimutattak, hogy
a sejtmembran koleszterin tartalmdanak novelése gatolja, mig annak csokkentése serkenti
klonbo6z6 Ky csatornak aktivitasat, amely megnyilvanul a csatornak nyitasi valészinliségének,
egyedi konduktancidjanak, illetve az iondaramok kinetikai és egyensulyi paramétereinek
megvaltozasaban. A hatasok hatterében leirtak direkt, azaz specifikus kotéhelyre kapcsolddas
utjan torténé hatasokat, indirekt mechanizmust, amely szerint a sejtmembran koleszterin
molekuldk miatt megndvekedett rigiditdsa egyfajta energetikai barriert képez a konformacié
valtozas soran, illetve leginkabb ezek kombinacidjat valdszindsitették, valamint felvet6dott a

lipidtutajok szerepe is [23-27].

3.4. Asejtmembran lipidtutaj mikrodomeénijei

Az eukaridta sejtmembran komplexitdsdnak egyik megnyilvdnuldsa a szerkezet lateralis
heterogenitasa, azaz a membran mikrodomének kialakuldsa (2. d&bra). Kezdetben azt
gondoltdk, hogy a membran homogén kétdimenzidos folyadéknak tekinthet6 a f6
membranalkoté foszfolipidek oldallancainak folyékony fazisa miatt és a membranfehérjék
ebben a ,tengerben” helyezkednek el oly médon, hogy szabad diffazidjuk véletlenszerd
fehérje elrendez6dést hoz létre (Singer-Nicolson folyékony-mozaik membranmodell [28]).
Kés6bbi kutatasokbol azonban kideriilt, hogy a sejtmembranban talalhaté lipidek rendezett,
inhomogén eloszlast mutatnak. Kilonbo6z6 lipidek, elsésorban szfingolipidek és koleszterin
molekuldk preferencidlis kdlcsonhatdsa révén ugyanis specialis nanométeres nagysagrend(
mikrodomének, un. lipidtutajok jonnek létre, amelyeknek a fehérje- és lipidosszetétele,
valamint a szupramulekularis felépitése eltér a membran tobbi régiojatél [29, 30]. A 2006-ban
megalkotott lipidtutaj definicid szerint: ,,a lipidtutajok kicsi (10-200 nm-es), heterogén, nagyon
dinamikus,  szterolban és  szfingolipidekben gazdag mikrodomének, melyek
kompartmentalizaljak a sejtes folyamatokat. A kis tutajok egyes esetekben fehérje-fehérje és
fehérje-lipid kolcsonhatasok révén nagyobb platformokkd 4dllhatnak &ssze” [31]. A

lipidtutajokkal kapcsolatos korai kutatasokat szamos ellentmondds 6vezte, kiilonos tekintettel



a vizsgalatukban alkalmazott mddszerek tekintetében, illetve a transzmembran fehérjék,
valamint a kortikalis aktin haldzat szerepére vonatkozéan [32, 33]. A jelenleg leginkabb
elfogadott elmélet szerint a lipidtutajok termodinamikusan instabil, koleszterinben és
szfingolipidekben dus, a membrdn egyéb régidihoz képest rendezettebb és nagyobb
membranvastagsagd mikrodomének. Kialakuldsukban a preferencidlis lipidek kozotti
kdlcsonhatasok mellett azonban meghatarozé szerepet jatszanak a citoszkeletdlis haldzatok

és a membranfehérjék, illetve azok lipidekkel valé kdlcsonhatdsai is [34-36].

LIPIDTUTAIJ

Koleszterin
Citoplazma

Lektinek GPI-horgonyzott fehérjék

2. Abra: A lipidtutajok szerkezete. Az eukaridta sejtmembranban koleszterinben, gliko- és
szfingolipidekben dis mikrodomének taldlhatdak, amelyeket lipidtutajoknak neveziink. Ezek a
termodinamikusan instabil mikrodomének specialis membranbiofizikai tulajdonsagokkal, igy nagy
rigiditassal, megnovekedett membranvastagsaggal, magasabb dipdlpotenciallal és lecsokkent
fluiditassal rendelkeznek, ezdltal jelent6sen befolyasolhatjdk a benniik elhelyezkedd
transzmembran fehérjék szerkezetét, egymassal vald kdlcsonhatdsainak hatékonysagat, ezéltal a
fehérjék funkcidjat is.

Forrds: Figure 13-63. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

A transzmembran fehérjék lipidtutaj mikrodomének és egyéb membran régiok kozotti
megoszlasa laterdlis diffuzié révén dinamikusan valtozik, amely funkcionalis jelent&séggel bir.
A tutajok ugyanis a molekuldkat egymds kozelében tartva novelhetik kolcsdnhatasaik
valdszinliségét, mikdzben mas molekuldkat szegregdlnak egymdstol, csékkentve interakciojuk

hatékonysagat. Emellett a tutajok rigiditdsa befolyasolhatja a transzmembran fehérjék



kiilonb6z6 konformacioinak stabilitasat, a konformacid valtozasok sebességét, egyensulyat.
Ennek megfeleléen a lipidtutajok szerepét kimutattdak a membran trafficking, jelatvitel, sejt
migracio, adhézié és aktivacid, a pathogének sejtbe jutdsa, valamint a citoszkeletalis
organizacié folyamataiban, igy hozzajarulhatnak akar tumoros, immunoldgiai, metabolikus

vagy neurodegenerativ betegségek pathomechanizmusahoz is [37-39].

3.5. AKvioncsatornak és lipidtutajok kapcsolata

Szamos csatorna, igy feszlltségfiiggs kaliumcsatornak, mint a Kv1.3, Kv1.4, Kv2.1, Kv4.2, Ky7.1,
Kv10.1 és Ky11.1 esetén is kimutattak, hogy el6fordulnak a sejtmembran lipidtutaj régidiban,
illetve ezen mikrodomének hatdst gyakorolnak a csatorndk funkcidjara [24, 40-44]. A
lipidtutajbeli lokalizacié jelent6sen befolyasolhatja ugyanis az ioncsatorndk mikddését
kilénboz6, altaldban egyszerre jelen levé mechanizmusokon keresztiil. Egyrészt a tutajokban
dusulé koleszterin, illetve szfingolipid molekuldk direkt fehérje-lipid kolcsonhatasokon
ezen mikrodoménekre jellemz6 specidlis membranbiofizikai paraméterekkel (alacsonyabb
fluiditas és hidracié, nagyobb lipidrendezettség és magasabb membranvastagsag)
jellemezhetd mikrokdrnyezet allhat; harmadrészt pedig a lipidtutajokban dusulg, illetve onnan
szegregalt fehérjék (kolcsonhatd jelatviteli partnerek, szabdlyozé vagy scaffolding proteinek)
megvaltozott lokalis koncentracidja is eredményezheti a fehérje mddosult funkcionalis
aktivitasat [45]. Ezzel 6sszhangban tobb kutatas felvetette a lipidtutajok szerepét a Ky1.3
funkcidjanak szabdlyozasdban. Kimutattdk, hogy limfocitak aktivacidja sordan a Kyl1.3
akkumulalédik a lipidtutajok aggregacidjabol kialakuld, jelatviteli folyamatok elinditasaért
felel6s immunoldgiai szinapszis teriletén [46]. A Kv1.3 limfocita aktivacid soran torténd
lateralis redisztribucidja pedig fontos a csatorna aktivacidjanak, valamint a kovetkezményes
Ca?*-jel hosszanak és nagysagdnak szabdlyozdsdban. A Ky1.3 szinapszisbdl toérténd korai
kikeriilése, ami példaul szisztémas lupus erythematosus mintakbdl szarmazé limfocitakban
megfigyelhetd, tulsdgosan nagy Ca®*-jel kialakuldsat és ezdltal a limfocitdk hiperaktivitdsat

eredményezheti, amely a csatorna aktivitasanak lipidtutajok altali szabalyozasara utal [47, 48].
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4. Célkitlizés

Az el6z6 fejezetekben leirtak alapjan a sejtmembranban taldlhatd koleszterin jelent6sen
befolyasolja a Kv1.3 ioncsatorna funkcidjat, elektrofiziolégiai paramétereit. Ennek hatterében
allhatnak direkt, indirekt és lipidtutajok altal medialt hatasok. Bar azt valdszindsitik, hogy
mindharom tényezd szerepet jatszik a koleszterin Ky1.3-ra gyakorolt hatasaban, ezek pontos
mechanizmusa nem ismert. Kisérleteinkben azt kivantuk vizsgdlni, hogy a sejtmembrdn
koleszterin tartalmdanak moddositasara hogyan viéltozik a Kyl.3 membran mikrodomének
kozotti megoszlasa. Ennek vizsgdlatara célul tlztlk ki az ioncsatorna és a lipidtutajok kozotti
kolokalizdcié meghatarozasat a sejtmembran szterol tartalmanak szelektiv manipuldlasat
kovet6en. Kutatdmunkank sordn e célbél humdn embrionalis vesesejteket (HEK-293)
transzfektdltunk FLAG epitdpot hordozd Kyl.3 fehérjét kddold plazmiddal, majd a szterol
tartalom moddositasa és fluoreszcens jel6lés utan konfokalis |ézer-pasztdzé mikroszképot
alkalmazva vizualizaltuk a csatorndkat és a lipidtutajokat, végil pedig kvantitativ képanalizis
segitségével meghataroztuk a kolokalizaciét jellemz& Pearson-féle korrelaciés koefficiens
értékét, illetve annak valtozasat a kezelések hatasara. A koleszterin altal okozott hatas
specifikus voltanak vizsgalatdra méréseinket elvégeztik egy hasonlé vegyilet, a 7-
dehidrokoleszterin alkalmazasaval is. Mivel a lipidtutajok mérete kisebb, mint a hagyomanyos
mikroszkdpia soran elérheté minimalis feloldhaté tavolsag, kisérleteinket megismételtik a
jobb felolddképességl STED mikroszkdpia alkalmazdasaval. Az exogén modon bevitt koleszterin
molekuldk laterdlis membranbeli megoszlasanak vizsgdlatdra a kolokalizacié elemzését

elvégeztiik fluoreszcensen jelzett koleszterin hasznalataval is.
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5. Anyagok és modszerek
5.1. Alkalmazott sejtvonalak és tenyésztésik

Kisérleteinket HEK-293 human embrionadlis vese sejtvonalon végeztiik, amelyet az American
Type Culture Collections-t6l (ATCC, Manassas, VA) vasaroltunk. A sejteket az ATCC
ajanldsainak megfelelen tenyésztettiik 25 cm?-es tenyésztéflaskaban (Eppendorf, Hamburg,
Németorszag) korai konfluens allapotig 10% fetalis borju szérumot (FCS), gentamicint (50
ug/ml) és L-glutamint (2 mmol/l) tartalmazé Dulbecco’s minimum essential medium (DMEM)

tapoldatban 37°C-on 95%-o0s paratartalom mellett 5% CO»-ot tartalmazé gazelegyben.

5.2. Asejtek transzfekcidja és a kisérletek soran hasznalt plazmidok

A sejtek transzfekciéjadhoz kationos liposzémakon alapulé médszert hasznaltunk, amely soran
a negativ toltési DNS komplexet képez a pozitiv toltésl lipidekbdl felépllé liposzémakkal,
amelyet a sejtek j6 hatékonysaggal felvesznek. A transzfekcid el6tt 24 érdval a letapadd
sejteket 0,2 g/l EDTA-t tartalmazo PBS oldattal levalasztottuk a tenyésztéflaska aljardl, majd
Burker-kamréval torténd sejtszamoldas utan 8 cellds fedSlemez alju kamréakba (Lab-Tech™ I,
Nalge Nunc International, Rochester, NY) helyeztiuk at 30000 sejt/lyuk koncentraciéban. A
sejteket 24 éra mulva cellanként 0,25 pg FLAG epitéppal jelzett Ky1.3 (Kv1.3-FLAG) fehérjét
koddold plazmiddal (Hajdu Péter Béla ajandéka, Debreceni Egyetem) vagy 0,25 ug glikozil-
foszfatidil-inozitol horgonyt tartalmazé z0ld fluoreszcens fehérjét (GFP-GPI) kdodold
plazmiddal (Jennifer Lipincott-Schwartz ajandéka, NIH, Bethesda, MD) transzfektaltuk
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher) segitségével 2:1 (ul/pg) lipid — DNS arany mellett. A
transzfekcids hatékonysag novelése céljabdl a sejteket erre a célra optimalizalt Gibco Opti-
MEM médiumban (ThermoFisher) inkubaltuk 6 6ran at, majd oldatcsere utan a tenyésztést

DMEM tédpoldatban folytattuk.
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5.3.  Asejtek kezelése

A transzfekcid utdn 24 érdval tortént a sejtek koleszterinnel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 7-
dehidrokoleszterinnel (Sigma-Aldrich), illetve NBD-koleszterinnel (25-[N-[(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-il)metilJamino]-27-norkoleszterin, Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) valo
toltése, illetve a koleszterint kivono kezelés is. Az extrakciohoz nativ metil-béta-ciklodextrint
(MBCD) alkalmaztunk 3 mg/ml koncentracidéban, mig a szterol tartalom noveléséhez gyarilag
szintetizalt szterol — MBCD komplexeket (CycloLab Cyclodextrin R&D Laboratory, Budapest)
haszndltunk. A kezelések soran a koleszterin, 7-dehidrokoleszterin, illetve NBD-koleszterin

koncentracidja 195 uM volt és a megfelelé vegyiletekkel 60 percig inkubaltuk a sejteket

CHs RO
Ha e
no © R =H vagy —CH,
7

metil-béta-
ciklodextrin

szobahémérsékleten (3. abra).

koleszterin

3. Abra: A sejtek kezeléséhez hasznalt vegyiiletek. Méréseink sordn a sejteket koleszterin illetve
7-dehidrokoleszterin (7DHC) metil-béta-ciklodextrinnel (MBCD) alkotott komplexével kezeltiik. A
7DHC a koleszterint6l csupdn annyiban kiilénbozik, hogy egy extra kettés kotést tartalmaz a
molekula gy(lrlrendszerének 7-es és 8-as pozicidja kozétt. Az MBCD molekulak beldl hidroféb
csonkakup alaku szerkezetet képeznek, amelyek ezaltal képesek a szterolokkal komplexet képezni,
igy alkalmasak a sejtmembran szterol tartalmanak mdédositasara.

5.4. Asejtmembranban talalhato lipidtutajok, illetve Kv1.3 ioncsatornak
jelolése

A sejtek kezelése és PBS-sel tortén6é mosasa utan tortént a lipidtutajok és a Ky1.3 ioncsatornak
jelolése. A sejtmembranban taldlhatd tutajok jelolésére kétféle mddszert hasznaltunk: (i) A
lipidtutajokban taldlhaté GM1 gangliozid molekuldkat jeloltik AlexaFluor647 flouroférral
konjugalt koleratoxin B alegység (CTX-B, ThermoFisher) segitségével, melyet 8 ug/ml
koncentracidoban alkalmaztunk 20 percig. A jelolést jégen végeztik, hogy a CTX-B

internalizacidjat elkertljik. Stimuldlt emisszid kioltas (stimulated emission depletion, STED)
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mikroszkdpia soran a jel6lés AlexaFluor594 festékkel jelzett CTX-B-vel (ThermoFisher) tortént.
(ii) A modszer alternativdjaképpen a lipidtutajok GFP-GPI-vel torténd jeloléséhez a sejteket
kationos liposzéma és a megfelel6 plazmid segitségével transzfekaltuk a fentebb részletezett

maodon.

A hagyomanyos konfokalis mikroszkdpos vizsgdlatokndl a sejtmembranban taldlhaté Kv1.3
molekuldkat a csatorna extracelluldris részén elhelyezkedd FLAG epitdpjain jeloltiik 2 pg/mi
Cy3 fluoroférral konjugalt anti-FLAG M2 antitesttel (Sigma-Aldrich), jégen, 20 perces inkubacid
mellett. A STED mikroszkdpos vizsgalatokndl a Ky1.3-FLAG fehérjét expresszalé sejteket
el6szor 2 pg/ml koncentracidban haszndlt konjugalatlan anti-FLAG M2 antitesttel (Sigma-
Aldrich) jeloltuk 30 percig szobahémérsékleten, majd kétszeri mosast kovetéen 1 pg/ml
StarRed-GAMIG antitestet (Goat Anti-Mouse ImmunoGlobulin; Abberior, Gottingen,
Németorszag) alkalmaztunk 20 percig jégen. A festékkel konjugalt antitestekkel torténd jeldlés

a megfelel6 CTX-B-vel egyidejlileg zajlott.

5.5.  Konfokalis és STED mikroszkopos képalkotas

A megfelel6 kezelések és jelolések elvégzése utan a sejtek vizsgalatdhoz LSM880 konfokalis
lézer-pasztdzd mikroszképot (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszdg) haszndltunk. A sejtek
fed6lemezhez tapadé membranrégioirdl készitettiink felvételeket 1 Airy egységre allitott
pinhole nagysaggal, Zeiss C-Apochromat 40x/1,2 W Korr FCS M27 vizimmerzids objektivet

alkalmazva, 83 nm-es pixelméret és 512x512 pixeles felbontds mellett.

Az NBD, GFP, Cy3 és AlexaFluor647 fluoroférok gerjesztése rendre 458 nm-en, 488 nm-en,
543nm-en és 633nm-en tortént, mig az altaluk emittalt fotonokat rendre a 482-696 nm-es,

493-598 nm-es, 548-629 nm-es és 638-756 nm-es tartomanyokban detektaltuk.

A STED mikroszkdpos vizsgdlatainkat BX53 (Olympus, Tokio, Japan) STED modullal felszerelt
konfokalis mikroszkdppal (Abberior) végeztilk Olympus 100x/1,4 objektiv hasznalataval. Az
AlexaFluor594, illetve StarRed fluoroférok gerjesztése 594 nm-en, illetve 640 nm-en tortént,
mig az emissziét 608 és 627 nm, illetve 650 és 700 nm kdzott mértik. Depléciéhoz 775 nm-es

hulldmhosszusagu fotonokat alkalmaztunk.
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A STED mikroszkopia hasznalata soran a lényegesen jobb felbontast a stimuldlt emisszid
deplécid jelensége biztositja, amely révén a képalkotas elve kiilonbozik a fluoreszcencias
mikroszkdp esetén megszokottdl, ugyanis a hagyomdnyos fluoreszcencias mikroszkép

mUkodése a spontan emisszid jelenségén alapul (4. abra).

e mrem—
| i r— L
Detektor 0 / 0 »Minta -
|
Gerjesztés :>
<> 0.61x2 S
5=
n sina
Lézer Spontan emisszio
=200 nm

4. Abra: Fluoreszcencias mikroszkép miikodési elve: spontdn emisszi6. A hagyomdnyos
fluoreszcencias mikroszkdp a spontan emisszié jelenségén alapul, amely sordn az altalunk
valasztott fluorofér egy elektronja a gerjeszt6 lézer hatasara a nyugalmi SO allapotbdl, gerjesztett
S1 szintre ker(il (fligg6leges kék nyil), majd belsé konverzié (ferde fekete nyil) utan spontan médon
visszaesik az SO dllapotba (fligg6leges zold nyil), mikozben egy, a gerjeszté fotonhoz képest
alacsonyabb energidju fotont bocsat ki, amit detektalunk. Itt a feloldds hatarat az Abbe képletbdl
ismerhetjiik, mely értéke 200 nm koral van.

Spontan emisszidnal az altalunk valasztott fluorofér egy elektronja a gerjeszt6 l1ézer hatasara
a nyugalmi So alapallapotbdl gerjesztett S1 szintre kerl. Ezutan belsé konverzidn esik at, majd
az Si allapot legalsd szintjérél spontdn mddon visszakeril az So allapotba, mikézben egy, a
gerjeszt6 fotonhoz képest alacsonyabb energidju (igy magasabb hulldmhosszu) fotont bocsat

ki, amit detektalunk. A konfokdlis pdsztdzé mikroszkdpban elérheté legkisebb feloldhaté

tavolsag nagysagat az Ernst Abbe altal leirt képlet hatarozza meg (6 = 0,61 ;> ahol 6 a

nsina

még éppen megkllénboztethetd két targypont legkisebb tavolsaga; A az alkalmazott lézerfény
hulldmhossza vakuumban; a az objektiv fékuszponttdl mért nyildsszége; n a targy és az
objektiv kozotti kozeg torésmutatdja). Ennek minimalis értéke a hagyomanyos képalkotas

soran 200 nm kordl van.

A STED mikroszkép mikodési elve ettdl kissé eltér6 (5. abra). Itt nagy jelentGséget kap a

stimulalt emisszid jelensége, ahol a gerjesztés és bels6 konverzid utan a fluorofér elektronja
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egy masodik foton hatasdra relaxalédik. A masodik, a hagyomanyos emisszié esetén
megfigyeltnél magasabb hulldmhosszisagu fotont a STED impulzus |ézer biztositja. A folyamat
soran egy masik foton emittdlddik, amelynek energidja megegyezik a stimuldllt emissziot
kivaltd foton energidjaval. Az emittalt foton energidja jellemz&en alacsonyabb, mint a
kordbban emlitett spontdn emissziénadl, ugyanis itt a relaxacié az So egy magasabb rotacids-
vibracids szintjére torténik. Az elektron relaxacidéja miatt ebben az esetben nem torténik
spontan emisszid és a stimulalt emisszioval egy magasabb hulldmhosszu (és alacsonyabb

energiaju) foton keletkezik.

A STED mikroszkdop m(ikodésénél a stimulalt és a spontan emisszié egymdssal parhuzamosan
zajlik le. A gerjesztési pontot el6bb megvildgitjuk a gerjeszté impulzus lézerrel, majd id6ben
késleltetve a depletdld STED impulzus lézerrel. A mikroszkép specidlis optikai rendszere (un.
vortex phase plate, amely gyakorlatilag egy erre a célra kialakitott Gveglemez) a STED lézer
gy(rlszer(en vilagitja meg az adott pontot, igy a pont széli részén stimulalt, kozepén pedig
spontdn emisszid torténik. Megfelel6 optikai filterekkel igy elérhetd, hogy csak a gerjesztési
pont kozépsd régioibol érkez6 alacsonyabb hulldmhosszisagu fotonokat detektdljuk, a széli
26nabdl érkezéket nem. igy a mar emlitett Abbe-képlet médosul: a numerikus apertira a STED

|ézer intenzitdsat jellemzd taggal egészil ki:

A

2n sina /1 + IL
sat

Ahol & a még éppen megkilonboztethetd két targypont legkisebb tdvolsaga; A a lézerfény

5=

hulldmhossza vakuumban; n a targy és az objektiv kdzotti kozeg térésmutatdja; a az objektiv
fokuszponttdl mért félnyilasszoge; I,¢ a STED lézert jellemz§ intenzitas, melyet alkalmazva a

molekuldk 50%-a deexcitélt allapotba keriil; I pedig a STED lézer intenzitasat jeléli. Igy a
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feloldas hatara joval az Abbe képlet altal jésolt minimum ala csokken, ami esetlinkben 46 nm

(StarRed fluorofér esetében), illetve 60 nm (AlexaFluor594 esetében) volt.

detektor 7 >minta

gerjesztés kioltas
(STED)

lézerek

/_\/“\'
B [ 1
2nsina |1+ +—
Isat — SO — SO
d = 46-60 nm Stimuldlt emisszié Spontén emisszid

(deplécid)

5. Abra: A Stimulat Emisszié Deplécié (STED) mikroszképia elve. A STED mikroszkdp esetében a
stimulalt emisszidt hasznaljuk ki. Stimulalt emissziéndl a gerjesztés és bels6 konverzié utan az
elektron egy masodik foton hatdsara relaxalddik. A folyamat sordn egy masik foton emittalodik,
melynek energidja megegyezik az emissziot kivalté fotonéval és jellemzéen alacsonyabb , mint a
kordabban emlitett spontan emissziénal, mivel a relaxacié az SO egy magasabb rotacids-vibracids
szintjére torténik. Vagyis ebben az esetben nem torténik spontdn emisszid és igy stimulalt
emisszidval egy magasabb hullamhosszu foton keletkezik. STED esetén a stimuldlt és spontdn
emisszié egymdssal parhuzamosan zajlik. EI&sz6r megvilagitjuk a gerjesztési pontot egy gerjesztd
impulzuslézerrel, majd idében késleltetve egy depletdld STED impulzus Iézerrel. A mikroszkdp
specialis optikai rendszere révén a STED lézer gydriszer(ien vildgitia meg az adott pontot. igy a
pont széli részén stimulalt, mig a kbzepén spontdn emisszié térténik, amit — mivel hulldmhosszuk
kiilonbozik — megfelel optikai filterekkel elkilonithetilink.
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5.6. A mikroszkdpos felvételek kiértékelése

Mikroszkdpia soran az alkalmazott fluorofdrok spektrdlis tulajdonsagainak megfeleléen kiilon
csatornakban, a festékekre jellemz6 bedllitasokkal készitettiink felvételeket a sejtmembran
fed6lemezhez tapadd lapos membranrégidjardl. A kolokalizacid jol abrazolddott az egyes
csatorndkban nyert felvételek egymasra vetitésével késziilt ,overlay” képeken. Felvételeinken
azonban kvantitativ képanalizist is végeztiink Matlab (Mathworks, Natick, MA)
programkornyezetben a Diplmage toolbox (Delft University of Technology, Delft, Hollandia)
segitségével. A kiértékelés soran a felvételeken a sejteket egyesével vizsgadlva manudlisan
jeloltik ki a membranrégidknak megfeleld terileteket (,membran maszk”), majd a terilethez
tartozo pixelenkénti intenzitdsadatok kdzotti Pearson-féle korrelacids koefficiens nagysagat
hatdroztuk meg egy erre a célra készitett Matlab algoritmus segitségével az aldbbi képlet
alapjan:
= TGO )
\/Z?=1(xi —X)? \/Z?=1(3’i —¥)?

ahol n a vizsgalt pixelek szdma, x; és y; a két fluoreszcens jel egyedi pixelekben mért
intenzitasa, X és y a két jel atlagos fluoreszcencia intenzitasa; 7, pedig a két jel értékei kozotti

Pearson-féle korrelacids koefficiens értéke.

Az egyltthaté —1 és 1 kozotti értékeket vehet fel, —1 a tokéletes negativ korreldciét, +1 a
tokéletes pozitiv korrelaciot jelzi (azaz azt a szitudciét, amikor az adatokra tokéletesen
illeszthet6 egy egyenes, aminek a meredeksége negativ, ill. pozitiv), mig a 0 érték a korrelacié

hidnyara (azaz a két jel véletlenszer( el6forduldsara) utal.

A korrelaciés koefficiensnek a korrelacid feltételezett hidnya esetén varhatd konfidencia
intervallumat Costes mddszere alapjan szamitottuk ki minden kép esetén a kordbban leirt
madon [49]. Ehhez az algoritmus a kiilonb6z6 csatornakban az adott membranrégiordl készilt
felvételek pixeljeit véletlenszerlen 6sszekeveri, majd ezen adatokbdl szamolja ki a korrelacids
koefficiens értékét. Ezt a m(iveletet a program 100 alkalommal megismétli és az értékekbdl
meghatdrozza az egylitthatd 95%-os konfidencia intervallumat. A valds intenzitasokbdl

szamitott korrelaciods koefficiens értéke akkor jelez statisztikai értelemben pozitiv vagy negativ
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korrelaciét, ha értéke a Costes moddszere alapjan meghatarozott konfidencia intervallum

hatarain kivil esik.

5.7. Statisztikai elemzés

Palyamunkam abrain az adatok atlagértékeit és azok kozepes hibdjat (+SEM) abrazoltuk a
kiértékelt sejtek szama (n) mellett. A mérési eredményeket reprezentdld dabrak
szerkesztéséhez a SigmaPlot 12.0 programot (Systat Software, San Jose, CA) hasznaltuk. A
kezelt és kontroll mintdk kozotti statisztikai kilonbség meghatarozasahoz egyszempontos
variancia analizist (ANOVA, one-way analysis of variance), majd Tukey-féle HSD tesztet

végeztink. Az eltéréseket 5%-os szignifikancia szint mellett vizsgdltuk (p < 0,05).
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6. Eredmények

6.1. Akolokalizacié meghatarozasara hasznalt mddszer tesztelése kétféle
lipidtutaj markerrel

Munkdnk soran a Ky1.3 membran mikrodomének, azaz a sejtmembran lipidtutaj és non-raft
régioi kozotti megoszldsat kivantuk tanulmanyozni a membrdn szterol tartalmanak
modositasa utan konfokalis mikroszképos mddszerrel és a Pearson-féle korrelacios koefficiens
meghatdrozasaval. Mddszerlink alkalmazhatésaganak tesztelésére pozitiv kontrollként
el6szor megvizsgdltunk két, a szakirodalomban gyakran haszndlt lipidtutaj marker kozotti
kolokalizacié mértékét a jel6l6k fluoreszcencia intenzitasa kozotti egyitthatd kiszamitasaval
(6. abra). Ezen méréseinkhez HEK-293 sejteket transzfektdltunk GFP-GPI-t kédold plazmiddal,
a kifejez6d6 fehérjékben ugyanis a glikozil-foszfatidil-inozitol horgony szignalként szolgal a
sejten belili transzportfolyamatok szamadra és a fehérje tutajbeli didsulasat eredményezi, a
GFP rész dltal kibocsatott fluoreszcencia pedig kijeldli a lipidtutajok helyét [50, 51]. A
transzfekcio utan a sejteket Vibrio cholerae toxinjanak B alegységével (CTX-B) jel6ltiik, amely
a sejtek felszinén a GM1 gangliozidhoz kotédik és mivel ez a molekula elsésorban a
lipidtutajokban fordul el§, a fluoreszcensen jelzett CTX-B szintén alkalmas ezen
mikrodomének vizualizacidjara [52]. A 8 cellas fed6lemez alju kamrakban ndévesztett sejtek
jelolése utan a sejtmembran fed6lemezhez tapado lapos régidjardl konfokalis |ézerpdsztazéd
mikroszkdppal felvételeket készitettlink és kvantitativ kép analizis soran az egyes sejtekben a
membranpixelek adatainak haszndlataval kiszamitottuk a két jel intenzitasa kozotti Pearson-
egyltthatd nagysagat. Varakozdsainknak megfelel6en erdteljesen pozitiv értéket kaptunk
(r=0,551 + 0,020), amely statisztikailag szignifikansnak bizonyult, hiszen joval a korrelacié
feltételezett hianya esetén szamitott 95%-os konfidencia intervallum hatarain kivilre esett
([-0,017; 0,039]) (1. tablazat). A pozitiv korrelacio jol lathaté a reprezentativ overlay felvétel
dontben sdrga szinén, valamint a pixelenkénti intenzitdsokat mutatd konturplot dbrdn is. A
statisztikailag szignifikans kolokalizacid a két lipidtutaj marker kozott meger@sitette
madszeriink hasznalhatdsagat, az egyitthatd igy szamolt értéke pedig jo viszonyitasi alapként

szolgalt a késébbi ioncsatorna-lipidtutaj kolokalizacids méréseinkhez.
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6. Abra: A modszer vizsgalata kétféle lipidtutaj markerrel. Mdédszeriink alkalmazhatésaganak
vizsgalatdra két ismert lipidtutajmarker (GFP-GPI és CTX-B-A647) intenzitdsa kozotti korrelaciét
hatdroztuk meg: GFP-GPI-vel transzfektdlt HEK-293 sejteket jeldltiink AlexaFluor647 fluoroférral
konjugalt CTX-B segitségével, majd a sejtek fed6lemezhez tapadd membranrégioirdl felvételeket
készitettink konfokalis |ézerpasztazdé mikroszkdpot haszndlva, és meghataroztuk a két jel kozotti
korrelacids koefficiens értékét. A reprezentativ felvétel zold szinnel mutatja a GFP-GPI altal jel6lt
régidkat (A), pirossal a CTX-B-A647 altal jelolt mikrodoméneket (B), valamint az egymasra vetitett
képen jol lathatd a kolokalizaciéra utald sarga szin (C). A két jel kozotti kolokalizacié mértékét

sz

6.2. Koleszterin és 7DHC hatasa a Kv1.3 lipidtutaj lokalizacidjara (konfokalis
|ézer-pdsztazé mikroszkopia)

A szterol vegyiletek Ky1.3 sejtmembran mikrodomének kozotti megoszladsara gyakorolt
hatdsanak vizsgdlatdhoz a HEK-293 sejteket Ky1.3-FLAG fehérjét kddoldé plazmiddal
transzfektdltuk, majd koleszterin és 7DHC MPBCD-vel alkotott komplexével valé kezelést
kovet6en a csatornakat anti-FLAG-Cy3 antitesttel, a lipidtutajokat pedig CTX-B-AF647

vegyllettel jeloltik és konfokalis |ézer-pasztdzé mikroszkdppal felvételeket készitettlink a
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sejtmembran fedélemezhez tapado régidjardl (7. abra). Ezutan kvantitativ kép analizis soran
a korabban leirtak szerint a két jel pixelenkénti fluoreszcencia intenzitds adataibdl
kiszamitottuk a kozottik levé Pearson-koefficiens nagysagat a kiilénb6z6 mintdkban (8. abra).
Kezeletlen sejtekben a Ky1.3 ioncsatorna preferencialis lipidtutajbeli lokalizacidjara utald
erGteljes pozitiv korreldciét taldltunk (r=0,416 + 0,013), amely statisztikailag szignifikans,
hiszen kivil esik a korrelacié hianyat jellemz6 95%-os konfidencia intervallumon ([-0,017;
0,036]). Az eredmény bioldgiai szignifikancidjara pedig az utal, hogy a kapott egyitthatd
mértéke nagysagrendileg hasonld volt a pozitiv kontrollndl (GFP-GPI vs. CTX-B-AF647)
szamitott értékhez (r=0,551 + 0,020) (1. tablazat).
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o
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o
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7. Abra: A koleszterin és a 7DHC toltés hatasa a Kv1.3 és a lipidtutajok lokalizaciéjara— konfokalis
mikroszkopia I. Méréseink sordn HEK-293 sejteket transzfektaltunk Ky1.3-FLAG fehérjét kodold
plazmiddal, majd a lipidtutajokat koleratoxin B alegységével (CTX-B-A647) jeloltik. A sejtek
fed6lemezhez tapadé membranrégidirdl konfokalis mikroszkdppal felvételeket készitettiink és a
két jel intenzitasai kozotti korrelacids koefficiens nagysagat szamitottuk ki kezeletlen, valamint
kezelt HEK-293 sejt kulturakon. A reprezentativ mérési felvételeken pirossal a CTX-B-vel jeldlt
tutajrégidkat (A); zolddel a Ky1.3 ioncsatornat abrazoltuk (B); mig az overlay felvételen a sarga szin
a kolokalizaciot jelzi (C). A felvételek kvantitativ elemzése soran a pixelenkénti intenzitasok kozotti
korrelacidt j6l mutatja az adatokbdl készitett konturplot abra (D).
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A korrelacios koefficiens értéke szignifikans mértékben megnétt mind koleszterin (r=0,492 +
0,013), mind pedig 7DHC kezelés hatdsara (r=0,500 £ 0,015), amely arra utal, hogy szterolok
hatasara még tobb Ky1.3 fordul el6 a tutaj mikrodoménekben. A viv6anyagként hasznalt
MBCD kolokalizaciéra gyakorolt hatdsanak vizsgdlatdhoz méréseinket elvégeztik Ures
komplexek jelenlétében is. Ebben az esetben a varakozdasainkkal 6sszhangban a korrelacids
koefficiens szignifikans mértékben lecsdkkent (r=0,338 + 0,014), vagyis a szterolok hatasara

megnovekedett kolokalizaciéot nem az MBCD okozza (1. tablazat).
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8. Abra: A koleszterin és a 7DHC t6ltés hatdsa a Kv1.3 és a lipidtutajok lokalizaciéjara — konfokalis
mikroszkopia Il. Konfokalis mikroszképos méréseinkhez HEK-293 sejteket Ky1.3-FLAG fehérjét
hordozé plazmiddal transzfektdltuk. Az ioncsatorna jelolésére FLAG epitopot felismerd
fluoreszcensen jeldlt antitestet hasznaltunk (anti-FLAG-Cy3), mig a lipidtutajokat koleratoxin
alegységéhez konjugalt fluoreszcens festékkel jeloltiik (CTX-B-AF647). Kvantitativ képanalizis
folyamdn meghataroztuk a fluoroférok jele kézotti Pearson-féle egylitthaté nagysdgat kontroll
sejtekben, valamint koleszterin, 7DHC, illetve nativ MBCD kezelést kévet6en is. A diagramon a
kiilonboz6 mintak esetén szamitott Pearson-egyltthatok atlagos értékeit + SEM abrazoltuk, illetve
a kontrollhoz képest szignifikans eltéréseket jeloltiik (*), amennyiben p < 0,05. Az 4dbran pozitiv
kontrollként és Gsszehasonlitasi alapként feltlintettiik a két lipidtutaj marker kozott szamitott
egyutthato értékét.
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6.3. Koleszterin és 7DHC hatasa a Kv1.3 lipidtutaj lokalizacidjara (STED
mikroszkdpia)

Mivel az altaldnos elfogadott vélekedés szerint a lipidtutajok mérete kisebb, mint a
hagyomanyos mikroszképok esetén a legkisebb feloldhatd tavolsag nagysaga, elméletileg
lehetséges olyan helyzet, amikor mind a lipidtutajokat, mind pedig az ioncsatorndkat jelol6
fluorofdrok jele ugyanabbdl a pixelb6l szarmazik, mégis a csatorna a tutajon kivil helyezkedik
el, ami a korrelaciés koefficiens értékét a valdsnal pozitivabb értékek felé tolja el. Bar
valdszindtlen, hogy az altalunk kapott pozitiv kolokalizaciot ez okozta, kisérleteinket
elvégeztik a jobb feloldéképességet biztositd szuperrezoliciés STED mikroszkdpia

alkalmazasaval is.
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9. Abra: A koleszterin és a 7DHC toltés hatasa a Ky1.3 és a lipidtutajok lokalizaciéjara — STED
mikroszkopia. STED (stimulalt emisszio kioltas) mikroszképos vizsgalatainknal HEK-293 sejteket
Kv1.3-FLAG fehérjét hordozd plazmiddal transzfektdltuk. Az ioncsatorndk jeldlésére FLAG
epitépot felismerd antitesttel torténd inkubaciot kovetéen masodlagos antitestként StarRed
fluoroférral konjugalt GAMIG (Goat Anti-Mouse ImmunoGlobulin) jel6lést alkalmaztunk, mig a
lipidtutajokat Alexa594-gyel konjugalt CTX-B-vel vizualizaltuk. Kvantitativ képanalizis soran
meghataroztuk a fluoroférok jele kozotti Pearson-egyiitthatd nagysagat kontroll sejtekben,
valamint koleszterin, 7DHC, illetve nativ kezelést kbvetGen is. A diagramon a kiilonb6z6
mintdk esetén szamitott Pearson-egyitthatdk atlagos értékeit + SEM abrazoltuk, illetve a
kontrollhoz képest szignifikans eltéréseket jeloltik (*), amennyiben p<0,05.
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STED mikroszkoppal végzett méréseink el6tt a sejtek kezelése és jelolése a hagyomanyos
fluoreszcencias mikroszkdpianal leirtakhoz hasonldan tortént, annyi kiilonbséggel, hogy a
jeloléshez az altalunk haszndlt STED modulhoz optimalizalt fluoroférok kombinaciéjat kellett
haszndlnunk, amelyek emisszids tartomanya megfelel6en kozel esik a depletald lézer altal
kibocsatott fotonok 775 nm-es hulldmhosszahoz. igy a lipidtutajokat AlexaFluor594-gyel
konjugdlt CTX-B-vel vizualizaltuk, mig a csatornakat anti-FLAG M2 mellett StarRed fluoroférral
konjugdlt GAMIG (Goat Anti-Mouse ImmunoGlobulin) antitesttel tettlik lathatéva. A

képalkotas és kvantitativ képanalizis a korabbiakban leirtak szerint tortént.

Eredményeink (9. abra) a kontroll mintdakban a jobb térbeli felbontasi STED mikroszképia
alkalmazasaval is megerGsitették a Kyv1.3 ioncsatorna dusuldsat a lipidtutajokban (r=0,274 +
0,025), amely szintén szignifikdnsnak bizonyult (95%-os konfidencia intervallum: [-0,006;

0,013]) (1. tablazat).

A konfokalis mikroszképpal kapott eredményeinknek megfeleléen a lipidtutaj — ioncsatorna
kolokalizaciéjat jellemz6 egyitthatd értéke szignifikdnsan megnétt koleszterin (r=0,361 *
0,019) vagy 7-dehidrokoleszterin (r=0,366 * 0,019) hatasara, mig szignifikdnsan csokkent
MPBCD-vel torténd inkubacid esetén (r=0,219 + 0,022) a kontroll, kezeletlen mintdakhoz képest

(1. tablazat).

6.4. Az exogén moddon bejuttatott fluoreszcens koleszterin analég
kolokalizacioja a lipidtutajokkal és Ky1.3 ioncsatornakkal

A koleszterin-MBCD komplexek sejtmembrdnbeli toltési mintdzatanak vizsgalatdra
kisérleteinket elvégeztik ugy, hogy NBD fluorofdrral konjugalt koleszterin MBCD-vel alkotott
komplexével kezeltiik a sejteket, majd a korabbiakban leirt konfokalis |ézer-pdsztazo
mikroszkdpia és kvantitativ képelemzés segitségével kvantifikaltuk a fluoreszcensen jelzett
koleszterin analdg és a lipidtutajok, illetve Ky1.3 csatorndk kozotti kolokalizacié mértékét (10.

abra).
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10. Abra: Exogén moédon bejuttatott fluoreszcens koleszterin analég kolokalizacidja
lipidtutajokkal és Ky1.3 csatornakkal. HEK-293 sejteket transzfektaltunk Ky1.3-FLAG fehérjét
hordozé plazmiddal, majd inkubaltunk fluoreszcens NBD-koleszterin jelenlétében. Az
ioncsatorndkat anti-FLAG-Cy3 antitestekkel, mig a lipidtutajokat CTX-B-AF647-tel jeloltik, majd
konfokdlis mikroszkdppal felvételeket készitettiink a sejtmembran fed6lemezhez tapadd lapos
régidirdl. A reprezentativ képeken a lipidtutajok (A), Kv1.3 ioncsatorndk (B), illetve az NBD-
koleszterin (C) sejtmembranbeli megoszlasa lathaté, valamint az egymasra vetitett felvételen (D)
megitélheté a fluoreszcens jelek kozotti kolokalizacid, amelynek mértékét meghatdroztuk
kvantitativ képanalizis soran a megfelel6 pixelenkénti intenzitdsadatok kozotti Pearson-féle
korrelacids koefficiens kiszamitasaval.

Az NBD-koleszterin és a lipidtutaj marker fluoreszcens jele koz6tt szamitott pozitiv (r=0,234 +
0,025) és statisztikailag szignifikdns (95%-os konfidencia intervallum: [-0,024; 0,040])
egylitthatd arra utalt, hogy az exogén koleszterin beépiilése elsGsorban a lipidtutaj
mikrodoménekbe torténik. Emellett a fluoreszcensen jelzett koleszterin és az ioncsatornahoz
kot6dd antitest fluoreszcencia intenzitdsai k6zott meghatarozott egylitthaté is erdteljesen
pozitivnak (r=0,358 + 0,023) és szignifikdnsnak adddott (95%-o0s konfidencia intervallum: [-
0,024; 0,040]), ami pedig azt mutatta, hogy a bejuttatott koleszterin elszeretettel helyezkedik

el a Ky1.3 fehérjék kozelében (1. tablazat).
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Konfidencia

Jelolés Kezelés Atlag + SEM intervallum, N
har=0
GFP-GPI vs. CTX-B kontroll 0,551+0,020 -0,017 0,039 23
kontroll 0,416%0,013 -0,017 0,036 27
koleszterin 0,492+0,013 -0,019 0,038 34
Kv1.3-FLAG vs. CTX-B
7DHC 0,500+0,015 -0,019 0,035 32
MBCD 0,338+0,014 | -0,021 | 0,033 30
kontroll 0,274+0,025 -0,006 0,013 25
koleszterin 0,361+0,019 -0,007 0,011 32
Kv1.3-FLAG vs. CTX-B (STED)

7DHC 0,366%0,019 -0,009 0,016 28
MPBCD 0,219+0,022 -0,008 0,014 24
Kv1.3-FLAG vs. CTX-B NBD-koleszterin 0,532+0,038 -0,022 0,045 24

Kv1.3-FLA . NBD- .
v1.3-FLAG vs. NBD-koleszterin | 0,358+0,023 | -0,024 | 0,040 | 24

koleszterin

CTX-B vs. NBD-koleszterin NBD-koleszterin 0,23440,025 -0,024 0,040 24

1. Tablazat: A Ky1.3, lipidtutajok és fluoreszcens koleszterin analég kolokalizacidjat jellemzé
Pearson-féle korrelacids egyiitthatok. HEK-293 sejteket jeloltliink a tdblazat els6 oszlopaban
szerepl6 fluoreszcens markerekkel, majd meghatdroztuk a két jel kozotti Pearson-féle korrelacids
koefficiens értékét az ,Anyagok és mddszerek” fejezetben leirt mddon. A tablazat az n darab
kiilonb6z6 sejt adataibdl szamitott korrelacids koefficiensek atlagait (£SEM), valamint a korrelacié
feltételezett hidnya (r=0) esetén meghatarozott 95%-os konfidencia intervallumok hatdrainak

atlagos értékeit tartalmazza.
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7. Megbeszélés

Munkank soran azt vizsgdltuk, hogy a sejtmembran koleszterin mennyiségének novelése
befolyasolja-e a Kv1.3 ioncsatorna membrdan mikrodomének kdzotti megoszldsat. E célbdl a
Kv1.3 fehérjét HEK-293 sejtekben expresszaltattuk, majd fluoroférok segitségével jeloltik a
csatornakat, illetve a lipidtutaj mikrodoméneket. Ezutan a sejtek membranjardl konfokalis
mikroszkdppal felvételeket készitettlink és kvantitativ képanalizis soran kiszamitottuk a
kolokalizaciét jellemz6 Pearson-féle korrelacios egyltthatdék értékeit a pixelenkénti

fluoreszcencia intenzitas adatokbdl.

A kordbbi irodalmi adatoknak megfelel6en azt taldltuk, hogy a Kv1.3 preferencidlisan a
lipidtutajokban dusul. Koleszterin hatdsara a csatornak lipidtutajbeli lokalizacidja szignifikans
mértékben tovabb fokozddott, ami felveti annak a lehet&ségét, hogy a koleszterin Ky1.3
ioncsatornakra gyakorolt, kordbban leirt funkcionalis hatasainak mechanizmusdban szerepet
jatszhatnak ezen mikrodomének. A kordbban leirt, koleszterintoltéssel ellentétes
elektrofiziolégia hatasokkal 6sszhangban MBCD kezelés, azaz koleszterin kivonas hatasara a
korreldciés koefficiens nagysdga lecsokkent. A koleszterin altal kivaltott hatds
specifikussdganak tesztelésére méréseinket elvégeztik 7DHC alkalmazasaval is, amely a

koleszterinnel azonos iranyu és hasonléd mértékd valtozasokat eredményezett.

Ezeket az eredményeinket hagyomanyos konfokalis fluoreszcencids mikroszkop
alkalmazasaval nyertik, amely esetén a legkisebb feloldhato tavolsag értéke magasabb, mint
a lipidtutajok definicid szerinti mérettartomdanya. Emiatt a kolokalizacid elvileg létrejéhet gy
is, hogy mind a csatorna, mind pedig a lipidtutaj adott pixelen belil, viszont egymas mellett
helyezkednek el, ami az egylitthatd hibas pozitiv értékeit eredményezheti. Ennek kizarasara
kisérleteinket elvégeztik a jobb (46-60 nm-es) felbontast biztosité stimuldlt emisszid
deplécios mikroszkdpia segitségével is. A hagyomdanyos mikroszképiaval 6sszhangban azt
talaltuk, hogy a Kv1.3 jele szignifikdns pozitiv korrelaciét mutatott a lipidtutaj marker
fluoreszcenciajaval, illetve a kolokalizaciot jellemzé egylitthatd értéke szignifikans mértékben
megndtt mind koleszterin, mind pedig 7DHC hatdsdra, vagyis a szterolok tovabb novelték a
csatorna preferencidlis lipidtutaj lokalizacidojanak mértékét. Bar a szamitasok soran a Pearson-
koefficiens értékek alacsonyabbak voltak STED esetén (amint az varhatd is korabbi irodalmi

adatok alapjan), egyértelm(ien szignifikansan pozitiv maradtak. A két médszer sorédn kapott
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értékek kozotti kiilonbségeket magyarazhatja, hogy STED esetén nem jelenik meg a korabban
leirt incidentalis kolokalizacid, ugyanakkor azokat a két mddszer sordn alkalmazott kiilonb6z6
fluoroférok, valamint a jelolési modszer eltérései (direkt vs. indirekt Ky1.3 jelolés) is
okozhatjdk, igy 0sszességében a STED mérések egyértelmien alatdmasztjdk a hagyomanyos

technikaval nyert adatok alapjan levont kdvetkeztetéseinket.

Fluoreszcens koleszterin analdggal azt is kimutattuk, hogy az exogén mddon bevitt koleszterin
els6sorban a lipidtutajokba épiil (statisztikailag szignifikdns mértékben pozitiv egyiitthaté az
NBD-koleszterin és a CTX-B-AF647 kozott). Az exogén koleszterin emellett jelent6s pozitiv
kolokalizaciét mutatott a Kv1.3 fehérjével is, s6t, az igy kapott koefficiens értéke magasabb
volt, mint a fluoreszcens koleszterin és lipidtutajok k6z6tt meghatarozott, amely arra utalhat,
hogy a koleszterin elGszeretettel épiil be azon lipidtutajokba, amelyek Ky1.3 csatornat is

tartalmaznak, alatamasztva a koleszterin és a csatorna kozotti kdlcsonhatds meglétét.

Mivel ismert, hogy a lipidtutajok a specidlis 6sszetétellikb6l fakadd, egyéb membranrégioktdl
eltér6 membrdanbiofizikai tulajdonsagaik, valamint az interakcids partnerek kozotti
kolcsonhatasok valdszinliségét befolydsold képességiik révén jelent6sen modosithatjak a
transzmembran fehérjék, igy a Kv1.3 funkcidjat is, a csatorna kisérletes eredményeink altal
megerdsitett lipidtutajbeli lokalizacidja, illetve lateralis megoszldasanak szterolok hatasara
torténé modosulasa a Kyl.3 jelent6s mikodésbeli eltéréseit eredményezheti. Figyelembe
véve ezen csatornak bioldgiai relevanciajat, illetve a szterolok mennyiségének, valamint a
lipidtutajok mennyiségének és tulajdonsagainak kiilonb6z6 tumoros, anyagcsere,
immunoldgiai vagy neurodegenerativ betegségekben megfigyelhetd eltéréseit, a leirt
valtozasok akdr ezen koéros allapotok pathomechanizmusa szempontjbdl is jelentGsek

lehetnek.
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8. Koszonetnyilvanitas

K&szonettel tartozom Dr. Kovacs Tamasnak és Dr. Zakany Florinanak, akik témavezetGimként
Onzetlen, faradhatatlan munkdjukkal, elméleti és gyakorlati tanacsaikkal segitették
kutatasom, el6addsaim és e palyamunka elkésziilését. Tovabbi kutatasaimban, tudomanyos

el6re haladasomban is példaképként tekintek rajuk.

Szeretném megkoszonni a Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet vezetGjének, Prof. Dr. Panyi
Gyorgynek és a Kvantitativ Receptor Analizis munkacsoport vezet6jének, Prof. Dr. Nagy
Péternek, hogy lehet&séget adtak arra, hogy az Intézetben, illetve a Munkacsoportban
dolgozhassak és biztositottak szamomra a folyamatos magas szinvonald munka és szakmai

fejl6dés lehetGségét.

Koszonet illeti Vagoné Toldi Hajnalka, Farkasné Santa Gyongyi és Szilagyi Anikd kollégaimat,
valamint Szabé Maté kutatdtarsamat a kisérletek technikai kivitelezésében nyujtott

segitséglikért, tanacsaikért, barati tdmogatasukért.

Végezetiil szeretném megkdszonni  Csalddomnak, Edesanydmnak, Edesapamnak,
Nagyszileimnek valamint a bardatnémnek, Borics Fanninak azt a mérhetetlen szeretetet,
tdmogatast és tlrelmet, amelyet a munkam soran kaptam és amely nélkiil ez a kutatds,

valamint e palyamunka nem valdésulhatott volna meg.

A palyamunka elkészitése valamint a kisérletek kivitelezése az Innovacidos és Technoldgiai
Minisztérium UNKP-19-2-1-DE-348 valamint UNKP-20-2-1-DE-325 kédszamu Uj Nemzetiségi
Kivalésag Program palyazatainak, illetve az Emberi Eréforrdsok Minisztériumanak NTP-NFTO-

20-B-0115 kédszamu palyazatanak szakmai tamogatasaval készilt.
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10. Fliggelék

Kutatdmunkank sordan az én 6nalld6 munkdam volt a sejtek gondozasa, transzfekcidja a
megfelel6 plazmidokkal (GFP-GPI, valamint a Ky1.3-FLAG). Ezutdn a sejtek kezelése a
megfelel6 vegyiiletekkel (koleszterin, 7DHC, MBCD). A fluoreszcencias mikroszkdpos mérések
sordan a sejtek jelolésétSl a felvételek készitéséig onalléan, mig a STED mikroszkdpos
mérésekben a sejtek jelolésében 6ndlldan, a felvételek készitésében témavezetdi segitséggel
vettem részt. A kapott képek kiértékelését, majd a megfelel§ statisztikai probdkat onalléan
végeztem el. Ezen fellil a kapott eredmények 6sszegzése, valamint e palyamunka megirdsat is
onalléan végeztem, amiben természetesen hatalmas segitséget kaptam Dr. Kovacs Tamas és
Dr. Zakany Florina témavezet6imtdl, akik onzetlenil és faradhatatlanul segitettek a

kutatasaim, el6adasaim és a palyamunkam elkészitése soran.
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