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It is well documented in the literature that the changing the cholesterol content of the cell
membrane may influence the functioning of the membrane proteins, including that of the
ion channels. In most of the relevant studies the cholesterol content of the membrane is
altered artificially, using various forms of cyclodextrins. Our laboratory has reported
previously that the increase of the cholesterol content of the cell membrane (in vitro,
using cholesterol/cyclodextrin inclusion complex treatment) modified the biophysical
parameters of the gating of Kvl. 3 K" ion channels in human T-lymphocytes.

As Kv1.3 channels have a pivotal role in the regulation T cell proliferation and function
we addressed whether the changes described in the model experiments could be observed
for Kvl.3 channels of T cells isolated from patients with hypercholesterinaemia.
T-lymphocytes were isolated from the peripheral blood of patients with cholesterol level
considered normal (< 5.2 mmol/l) according to the laboratory standards (control group)
and patients with hypercholesterinaemia (,,hc”, the cholesterol level is the 1.5 — 2-fold of
the normal one, n = 5). Patient samples ("hc’ samples) were obtained form untreated
(first-visit) outpatients of the Department of Medicine and they did not suffering from
any additional other diseases.

The biophysical characteristics of the Kv1.3 ion channel were studied using the whole-
cell configuration of the patch-clamp technique. We determined the Kinetic (activation
and inactivation kinetics, time constants for recovery from inactivation) and equilibrium
parameters  (voltage-dependence of steady-state activation and inactivation)
characterizing the gating of Kvl. 3 channels. The expression level of the channels was
characterized by current density (pA/pF) calculated as the peak current normalized to the
membrane capacitance, the latter being proportional to the membrane surface area.

Our results indicate that the biophysical parameters of Kv1.3 gating are similar in the
control group and in the ’hc¢’ samples (p= 0.05). Thus, the increase of the serum
cholesterol level does not result in such biophysical changes in Kv1.3 gating as those that
we measured in model experiments using cholesterin/cyclodextrin inclusion complex
treatments. On the other hand the current density measured in T cells isolated from the
’he’ sample (CDy =610 + 98 pA/pF) was significantly higher than in the case of the
control cells (CD, = 398 £10.8 pA/pF). This increase in the current density may reflect
chronic inflammatory processes coupled with hypercholesterinaemia and the cytokines
produced.
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Jol ismert tény a szakirodalomban, hogy a sejtmembran koleszterin koncentracidjanak
megvaltoztatasa hatassal lehet a membran fehérjék és igy az ioncsatornak miikodésére is. Ezen
tanulmanyok nagy részében cyklodextrinek segitségével, mesterségesen modositottak a sejtmembran
koleszterintartalmat. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran kimutatta, hogy a sejtmembran
koleszterintartalmanak novelése koleszterin-cyklodextrin zarvanykomplexxel megvaltoztatta a human
lymphocyta Kv1.3 ioncsatornainak biofizikai paramétereit. Jelen munkdnk sordn arra kerestiik a
valaszt, hogy modellkisérletek soran tapasztalt elvaltozasok miként jelennek meg olyan sejtekben,
amiket hiperkoleszterinamias paciensek vérébdl szeparaltunk.

Munkank soran normal koleszterinszinttel rendelkezé (<5,2 mmol/l) kontroll és
hiperkoleszterinémias ( koleszterin koncentraciojuk a kontroll 1,5-2-szerese volt, n=5) paciensek
periférias vérébdl izolaltunk T-sejteket. A hiperkoleszterinémias mintdk az . Belgyogyaszati Klinika
Lipid szakrendelésének olyan jarobetegeitdol szarmaztak, aki nem szenvedtek egyéb, olyan
betegségben ami a koleszterin szintet modositotta volna.

A Kvl1.3 ioncsatorna biofizikai paramétereinek meghatarozasat patch-clmap teknikaval végeztiik,
fesziiltség-zar iizemmoddban. A csatorna kinetikai (aktivacio, inaktivicid) paraméterei mellett
meghataroztuk az egyensulyi aktivacido és inaktivacido fesziiltségfiiggésének iddallandoit is. A
csatornak expresszidszintjét az aramstlirliség segitségével hataroztuk meg, mely aranyos az egységnyi
feliiletre es6 csatornaszammal.

Eredményeink szerint a kordbbi modellkisérletekkel szemben, a hypercholesterinaemia nem
valtoztatta meg a Kvl1.3 ioncsatorna biofizikai paramétereit. Ezzel szemben az aramslriiség
szignifikdnsan =~ magasabb volt a hiperkoleszterinamias sejtekben a kontrollhoz viszonyitva
(Aramsiiriiség hiperkoleszterinemia—=010 + 98 PAJPF, Aramsiiriiség onon =398 +£10.8 pA/pF). Ennek
hatterében a hiperkoleszterinamia soran kialakul6 kréonikus gyulladasos folyamatok allhatnak.



