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Ton currents of human T-lymphocytes and specifically Kv1.3 potassium channel currents
are crucially important for the triggering of an immune response. Resting T cells also
express this channel, but as a result of stimulation (e.g. an immune reaction), the
expression of the channel increases. In contrast to the in vivo activation of T cells, where
the interaction with specialized antigen presenting cells triggers T cell proliferation, in
vitro stimulation of the cells uses molecules that can act on specific signal pathways. Our
aim was to investigate whether Kv1.3 channel expression in T-cells depends on the
nature of the signaling pathway activated in vitro.

We used healthy human peripheral blood T-cells in our experiments. We monitored the
division of the cells in a flow cytometer using CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl
ester) dilution assay. The cells were stimulated with a mitogenic lectin
(phytohaemagglutinin: PHA); a combination of a diacylglycerol analog (phorbol 12-
myristate 13-acetate: PMA) and a calcium ionophore (ionomycin); furthermore with
antibodies affecting the TCR-CD3 complex (anti-CD3 by itself; anti-CD3 and anti-CD28
used in combination). Five days after application of the stimulus we measured the
proportion of dividing cells, change in cell size and cellular granulation. Subsequently we
measured the Kv1.3 ion currents through the T-cell membrane as well as biophysical
parameters of this channel (e.g. activation and inactivation kinetics and voltage
dependence of conductance), using the whole-cell patch-clamp technique.

Our flow cytometric measurements indicated that as the cells divided, cell size and
amount of granulation increased after all treatments. Our patch-clamp experiments
showed that there are significant changes in Kv1.3 ion currents at +50 mV depolarization
after both PHA and anti-CD3+anti-CD28 stimulation. Inactivation kinetics changed only
as a result of anti-CD3+anti-CD28, which could be a sign of posttranslational modulation
of the channel. Similarly, increase in the current density was only significant in case of
anti-CD3+anti-CD28 treatment. We can conclude that for measurement of Kv1.3 currents
(e.g. for ion channel pharmacology), PHA treatment is sufficient but for the simulation of
in vivo T-cell activation the most effective method is stimulation with anti-CD3+anti-
CD28.
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Proliferacio és ionaram- valtozas T-limfocitakon kiilonb6z6 mitogén-
stimulusok hatasara

Az emberi periférids T-limfocitdk ionaramai és ezen beliil legféképpen a Kv1.3 K* dramok
kritikus fontossaggal birnak az immunvalasz létrejotte szempontjabdl. A nyugodt T-sejtek is kifejezik
ezt az ioncsatornat, de stimulus (pl.: immunreakcié) hatdsara a csatornaexpresszid sokszorosara
fokozddik. Az elektrofizioldgiai és sejtbiolégiai kisérletekben stimuldcidhoz nem patogéneket, hanem
altaldban egy adott szigndlitvonalon haté anyagot haszndlunk fel. Vizsgalatainkban azt vizsgaltuk
meg, hogy a szignal mindségétdl (pl. PKC Gtvonal, Ras/Rac Gtvonal, Ca** koncentracié véltozas) fiigg-
e, és haigen, akkor milyen mértékben, a sejteken a Kv1.3 expresszid.

A vizsgdlatokhoz human periférias vér limfocitakat , vagyis PBMC-ket hasznaltunk fel. A
sejtek osztéddsat CFSE- higitasi esszével aramldsi citométeren kovettik. A sejteket diacilglicerol
analdggal (forbol 12-mirisztat 13-acetat: PMA) és Ca**-ionofér kombinacidjaval (ionomicin ; mitogén
lektinnel (fitohemagglutinin: PHA); tovabba TCR-CD3 komplexen keresztiil haté antitestekkel (anti-
CD3 magdaban; anti-CD3+ anti-CD28 egyiitt) stimulaltuk. Ezt kovetéen az 5. napon daramlasi
citométerrel megmértiik a sejtosztdédas mértékét és a sejtek felépitésének valtozasat, majd patch-

clamp technikaval teljes-sejt konfiguraciéban a T-sejtek membranjan atfolyé Kv1.3 ionaramokat.

Aramlasi citométeren vizsgalva a PHA-val kezelt sejtek osztédtak, sejtméretiik a kontroll 1,6 -
1,9x-esére n6tt meg, komplexitasuk szintén szignifikdnsan megndtt. Az egy sejten mérhetd maximalis
ionaram patch-clamp technikdval mérve +50 mV depolarizaciéndl 1 nA-tdl 4 nA-ig terjedt, ami a
kontrollokon mért 200 - 600 pA-es dram sokszorosa. Az anti-CD3, valamint az anti-CD3+anti-CD28
kezelés kifejezettebb osztddast okozott, de iondramokat itt csak a 800 pA - 2 nA nagysagrendben
mértiink. A PMA+ionomycin kezelésekkor a sejtek szintén stimuldldédtak, ekkor a mért dram 700 pA -
1,6 nA volt. Konkluziéként levonhatd, hogy a human T-sejteken a Kv1.3 expresszié szempontjabdl a
PHA kezelés bizonyult a leghatasosabbnak.
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