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KATIONCSATORNA-GATLOSZEREK HATASA MITOGENNEL
STIMULALT T-LIMFOCITAKRA

A humén T-limfocitak ioncsatornainak miikodése nagymértékben befolyasolja
ezen sejtek aktivaciojat, és ezéltal az immunvalaszt. A legfontosabb ioncsatornak a
fesziiltségfiiggd Kv1.3 és a Ca2+-aktivalt IKCal K+-csatorndk, illetve a CRAC,
vagyis a Ca2+-felszabadulas aktivdlta Ca2+-csatorna. Ezen ioncsatorndk
gatolhatok specifikus gatloszerekkel, ami kiilonbdzo mechanizmusokon keresztiil a
sejtaktivacio és -proliferacid gétlasahoz vezethet. Vizsgalatainkkal arra kerestiik a
valaszt, hogy az egyes ioncsatorndk gatlasa a kiilonboz6 koncentracidju mitogénnel
kezelt sejtek proliferacidjat és aktivaciojat hogyan befolydsolja.

A vizsgalatokhoz humén periférids vér limfocitdkat hasznaltunk fel. A sejteket a
T-sejt receptor-CD3—komplexhez és a ko-stimulitor CD28-hoz kot6dd
antitestekkel (anti-CD3 és anti-CD28) stimulaltuk, ezeket egyiittesen, kiilonboz6
koncentraciokban hasznaltuk. A sejtekhez Kv1.3 gatloszert (TEA, Anuroctoxin),
[KCal gatloszert (TRAM-34) vagy CRAC gatlészert (2-Apb), illetve ezek
kombinaciéjat adtuk héarom koncentracioban:  a disszocidcios allandénak
megfeleld, azaz atlagosan a csatornak felét gatlé koncentracioban (Kd), ennek a
haromszoroséban (3Kd), illetve tizszeresében (10Kd). Ezt kovetden az otodik
napon 4ramlasi citométerrel vizsgaltuk a sejtosztodas mértékét CFSE
(karboxifluoreszcein szukcinimidil észter) higitasi esszével.

Eredményeink alapjan az anti-CD3 és anti-CD28 koncentraciojanak emelése
fokozta a proliferacio6 mértékét. Hasonloképp az alkalmazott gatlészerek is
dézisfiiggben csokkentették az 0szt6do sejtek aranyat, a 2-Apb kivételével. A 2-
Apb viszont késleltette a sejtaktivaciot, vagyis amig a kontrollsejtek
mitogénkezelés mellett a tobbi esetben akar négy osztodasi cikluson is
végigmentek, addig 2-Apb hatisara csak kettén. A mitogénkoncentracio
novelésével ugyanakkor egyre kisebb lett a gatloszerek proliferaciot gatlo hatésa,
és a maximalis koncentrici6 mellett még 10Kd koncentracioban alkalmazott
gatloszer sem okozott szignifikans csokkenést az aktivacioban. A proliferdcio
legnagyobb mértékii gatlasat a gatloszerek egyiittes alkalmazasa esetén
tapasztaltuk, ami a kiilonbozé  csatorndk  szabalyozési  ttvonalainak
szinergizmusara utal.
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Kv1.3 ioncsatornak vizsgélata hypercholesterinaemias allapotban

Ismert, hogy a sejtmembran cholesterintartalménak véltozdsa befolyasolhatja a membranfehérjék
miikddését. Az erre vonatkozé tanulményok jelent6s részében mesterséges titon, cyclodextrinek
segitségével valtoztattdk a membran cholesterin tartalmét. Kordbban munkacsoportunk igazolta, hogy a
sejtmembran cholesterin tartalménak novelése (in vitro cholesterin/cyclodextrin zérvanykomplex kezelés)
mddositja huméan T-lymphocytdk Kv1.3 K ioncsatorndinak biofizikai paramétereit. Munkénk soran azt
vizsgaltuk meg, hogy a modellkisérletekben leirt valtozésok megfigyelheték-e hypercholesterinaemiss
allapotti egyénekbdl szarmazo T sejtek Kv1.3 csatorndin is.

Kisérleteink soran a klinikai laboratériumi standardok szerint normalis (<5,2 mmol/l) cholesterinszinttel
rendelkezé (kontroll, n=5), valamint hypercholesterinaemias (,;he”, a cholesterinszint a normalis érték 1,5-
2-szerese volt, n=5) egyének periférias vérébél izolalt T- lymphocytakat vizsgaltunk. A Kv1.3 ioncsatorna
biofizikai sajétsagait a patch-clamp technika teljes-sejt konfiguracidjaban tanulmanyoztuk. A ,hc” mintdk
az I. Belklinika Lipid Szakrendelésre jar6, egyéb betegségben nem szenvedd egyénektdl szdrmaznak. A
Kv1.3 csatornék kapuzésit jellemz6 kinetikai (az aktivacios és inaktivaciés kinetikat és az inaktivaciobol
val6 visszatérést jellemzd id8allandok), és egyensulyi paramétereket (egyensulyi aktivacio és inaktivacié
fesziiltség-fliggése) hataroztuk meg. A teljes-sejt kapacitasra normalt csticsaram értékkel (4ramslir(iség,
AS) jellemeztilk a csatornik expressziés szintjét.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a ,hc” mintakbél szarmazé T sejtek Kv1.3 ioncsatorndinak biofizikai
tulajdonsagai nem kiilsnbéztek a kontroll csoportra jellemzé értékektdl (p=0,05). A szérum cholesterinszint
ndvekedése tehit nem okoz olyan biofizikai véltozasokat, mint amit a cholesterin/cyclodextrin
zérvanykomplex kezelések soran tapasztaltunk. A ,,hc” mintabél szdrmazd T sejteken mért dramsiiriiség
értéke (ASp=610 PA/pF) szignifikinsan magasabb volt, mint a kontroll (AS,=398 pA/pF, p=0,05) sejtek
esetében. Ezt valésziniileg a hypercholesterinaemiahoz tarsulé, chronicus gyulladasi folyamatoknak és az
ezek soran termelddé cytokineknek tulajdonithatjuk.
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