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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AA: Arachidonsav

AP: akcids potencial

BCR: B sejt receptor

CAMKII: Kalcium/kalmodulin dependens protein kindz II
Cavl: Fesziiltség-kapuzott kalciumcsatorna
cDNS: Komplementer DNS

CHO: Kinai horcsdg ovarium sejtek

Ct: Kiiszob ciklus

DTT: Ditiotreitol

FLS: Fibroblaszt-szerii szinoviocitak
GBM: Multiform glioblasztoma

IbTx: Ibertiotoxin

IgD: Immunglobulin D

Hy1: Fesziiltség-kapuzott protoncsatorna
Kca: Kalcium-aktivalt kaliumcsatorna

Kq: Disszociacios konstans

Kv: Fesziiltség-kapuzott kaliumcsatorna
LCA: Litokolsav

MAH: Maradé aramhéanyad

Nav/ Navl: Fesziiltség-kapuzott natriumcsatorna
po: loncsatorndk nyitasi valosziniisége

Pax: Paxilline

PBS: Foszfat-puffer

PD: Porus domén

qPCR: Kvantitativ polimeraz lancreakcio

SSI: ,,steady state inactivation”/inaktivacio fesziiltségfiiggése



ti: [onaram inaktivaci6 idéallanddja

Tv: Inaktivaciobol vald visszatérés idéallandoja

TCR: T sejt receptor

TRP: Tranziens receptorpotencial csatorna

TTX: Tetrodotoxin

U-87 MG: Uppsala-87 Malignant Glioma sejtvonal
Vs0: 50%-0s nyitasi valoszinliséghez tartozo fesziiltség
VSD: fesziiltség-érzékeld domén

WB: Western blot



1. ELOSZ0O

Az ioncsatorndk transzmembran fehérjék, melyeket csoportositani lehet szelektivitas (azaz
hogy milyen ionokat transzportal) és kapuzas (azaz hogy milyen stimulus aktivalja dket) alapjan
[1]. Gyakran vizsgalt ioncsatorna csalad a fesziiltség-kapuzott kationcsatornak, melyeknek szamos
funkcidja van. Ingerelhetd sejtekben (ideg- és izomsejtek) kdzismert kanonikus szerepiik az akcids
potencial (AP) létrehozasa [2], de nem ingerelhetd sejtekben is fontos mitkkodéssel birnak. Ezek
kozé tartozik a nyugalmi membranpotencial kialakitasa és fenntartdsa, ozmoregulacio,
intracellularis Ca?" koncentracié és pH szabalyozisa, de szerepiik van a sejtmigracioban és
proliferacioban is. Igy belathaté, hogy a koros miikodésiik kozvetleniil okozéja lehet patologias
allapotoknak, valamint kozvetett modon befolyasolhatja egyes betegségek lecsengését. llyen
ioncsatorna betegségek (azaz ,, channelopatiak”), az epilepszia-, a Brugada-, a hossza-QT- és a
Lambert-Eaton szindromak [3, 4]; valamint megkiilonboztethetiink ioncsatornak koros
miikodéséhez kapcsolhatd patologidas allapotokat, mint daganatos, immun ¢€s autoimmun
betegségeket [5, 6]. Ebbol kovetkezik, hogy ezen ioncsatornak farmakologiai célpontok lehetnek
szamos betegség kezelésénél. Ahhoz, hogy az adott kezelés minél kevesebb mellékhatéssal jarjon,
talalnunk kell szelektiv gatloszereket, hogy a terapia sejt- illetve szovetspecifikus legyen. Ennek
érdekében elengedhetetlen megismerni a human sejtek ioncsatorna-profiljat kiilonos tekintettel a
Jjarulékos alegységek jelenlétére.

Dolgozatom két témat olel fel, melynek soran feltérképezi a kiilonbdz6 kationcsatornak
kifejez6désének mintazatat fizioldgids és patologias allapotokban. A fiziologias allapotot az
egészséges humdan periférias vérbdl nyert B sejtek jelentették. Kollaboracids projektiink a
Debreceni Egyetem Transzplantaciés Medicina tanszékével azt vizsgalta, hogy milyen valtozasok
kovetkeznek be a B sejtek ioncsatornaprofiljaban antitest-medialt vesekilokddés soran. A kutatés
alatt észrevettiik, hogy a kontroll (egészséges) mintakbdl nyert B sejtek egy részén fesziiltség-
kapuzott natriumcsatornakra (Nav) jellemz6 befele iranyuld ionaram figyelhetd meg, igy
elvégeztiik ezen aramot ado ioncsatornaknak a biofizikai- és expresszids vizsgalatat. A koros
allapot leirdsdhoz egy rosszindulati daganatot, a glioblasztomat vélasztottam. Ezen sejtek
invazivitasahoz, és sugarrezisztenciajahoz hozzajarul a Kca1.1 ioncsatornak aktivitasa [7-9]. Mivel
a porusformald (o) alegység szamos sejtben kifejezédik [10], elvégeztik a jarulékos (PB)
alegységek expressziojanak vizsgalatat, amely jo kiindulasi pont az ioncsatorna szovetspecifikus

gatlasara.



2. BEVEZETES
2.1 A human B sejtek ioncsatornai

A B sejtek vagy B limfocitak az adaptiv immunrendszer részét képezik, és fontos szerepiik
van a humoralis immunvalaszban antitestek termelése révén. Emellett citokin szekrécioval a T sejt
differenciaciot és antigén-prezentaciot is befolyasoljak [11-13]. Ezen komplex viselkedéshez
nagyban hozzajarul a sejtmembranban kifejez6d6 ioncsatorndk mitkddése. A legtobb tanulmany,
ami a human limfocitak ioncsatornairol szol, az vagy a T sejtekre fokuszalt, vagy periférias vérbol
vett limfocita allomanyt hasznalt, amiben a B sejtek ardnya csekély. Igy, a human B limfocitak
ioncsatorna profilja kevésbé definialt, ami utat ad szamos 11j tanulmény elvégzésére.

A human limfocitak szamos ioncsatornat kifejeznek a sejtmembranjukban (1. dbra). Ezen
transzmembran fehérjék felelések a sejtfejlodésért, sejtproliferacioért, jelatvitelért és
sejtaktivacioért is. Koztiik vannak fesziiltség-kapuzott-, Ca?*-aktivalt- és hattér kaliumcsatornak;
fesziiltség-kapuzott és raktar-fliggd kalciumcsatorndk; fesziiltség-kapuzott protoncsatorna és
tranziens receptorpotencial (TRP) csatornak [14-17].

Koziilik a legjobban feltérképezett ioncsatorna a fesziiltség-kapuzott kaliumcsatorna
csaladba tartozod Kv1.3, amely mind B és T sejtekben megtalalhaté. A csatorna a membran
depolarizaciojanak hatasara aktivalodik, és f6 feladata a membranpotencial szabalyozésa.
Kimutattdk, hogy az izotipus valtott memoria B sejtek, melyek szelekciés markerek alapjan
immunglobulin D (IgD; izotipus valtas markere) negativak és CD27 (aktivacios marker) pozitivak
(IgD/CD27%), Ky1.3 csticsarama szignifikansan nagyobb, mint a naiv (IgD*, CD27") és az IgD*
korai memoria B sejteké. A Kv1.3 specifikus gatlasa Stichodactylia toxinnal, szignifikansan
lecsokkentette a sejtproliferacios készséget az izotipus-valtott (IgD") populacioban [18].

A Kca3.1 egy kalcium-aktivalt kaliumcsatorna, mely B sejt receptor (BCR) aktivacio soran,
a nyugalmi membranpotencial szabalyozasaval, lehetdvé teszi a jelatvitelhez és sejtaktivacidhoz
elengedhetetlen kalcium bearamlast [19-21]. Az ioncsatorna szelektiv gatlasaval (TRAM-34-et
alkalmazva) szignifikansan csokkent a sejtproliferacio a naiv, izotipus valtason at nem esett (IgD™)
B sejtek esetében, melyeknél a Kv1.3 helyett a Kca3.1 ioncsatorna dominans expresszidja

figyelhet6é meg [18].



Tobb publikacio is sziiletett mar az L-tipust kalciumcsatornak (Cavl) jelenlétérél a T és B
sejt membranjaban, melyek aktivacioja kapcsolatban van a T és B sejt receptor (TCR ¢és BCR)
stimulacioval, de jelenleg nincs elfogadott elektrofiziologiai bizonyiték a kifejezodésiikrdl [22-
26]. Egy masik kalciumcsatorna, a raktar-fiiggd ORAII szintén TCR/BCR stimulacié soran
aktivalodik, és szerepe van a sejtproliferacioban és a citokin termelésben is [27-32].

A human limfocitdk natrium permeabilis ioncsatornai nem rendelkeznek nagy
irodalommal, habar pér tanulmany szerint a natrium bedramldsnak szerepe lehet a limfocitak
sejtvalaszaban, mivel csokkentheti az intracellularis kalciumkoncentracié megemelkedésének
esélyét, igy megakadalyozva a sejthalalt [33]. Ezen csatornak kozott leirtak az amilorid-szenzitiv
natriumcsatornakat, a TRP csatornakat és a purinerg receptorokat [19, 33-36]. Korabbi aramlasi
citometrids és patch-clamp mérések alapjan a B és T sejtek membranpotencialja érzékeny volt az
extracellularis natrium eltavolitdsara és tetrodotoxin (TTX) alkalmazéasra, mindkét esetben
hiperpolarizalddott a sejtmembran. Ebbdl kdvetkezhet, hogy fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
(Navl) is jelen vannak a limfocitdk membranjaban, azonban az izoformak még nem lettek
részletesen meghatarozva [37-39]. Jurkat T sejteken, melyek a leukémia modellezéséhez hasznalt
limfoblasztok, TTX rezisztens Nav1.5-6t irtak le, melynek miikodése elésegiti a sejtmigraciot [40].
Emellett CD4 pozitiv T sejteken is leirtdk a Nav1.5 jelenlétét, ahol a pozitiv szelekcioban van
meghataroz6 szerepe [41].

Az utdbbi évtizedekben sok publikacid sziiletett a limfocitak ioncsatornairol, és van
bizonyiték a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak jelenlétérdl a limfocitdk membranjaban, de
eddig nem késziilt olyan tanulmany, ami elektrofizioldgiai és molekularis bioldgiai modszerekkel

is vizsgalja, és részletesebben karakterizalja a Nav1 ioncsatorndkat a humén B sejteken.



1. abra: 4 human B limfocita membranjdaban kifejezddo ioncsatorndk.
Fesziiltség-kapuzott ioncsatornak koziil megfigyelheté a Kv1.3, Hy1, Cavl és a Nayl csatornak jelenléte.

Kalcium-fiiggé ioncsatornak (Kca3.1, ORAIl és TRP) mellett leirtdk a natrium permeabilis purinerg

srcr
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2.2 A fesziiltség-kapuzott natriumcsatorna csalad (szerkezet és funkcio)

A fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak (Nav1) legismertebb funkcidja az akcids potencial
kialakitasa az ingerelheté sejtek membranjanak depolarizacidjan keresztiil. A Nayl ioncsatorna
csalad 9 tagbol all (Nav1.1-1.9), melyeket az SCN1A-5A (Nav1.1-1.5) illetve az SCN8A-11A
(Nav1.6-1.9) gének kodolnak [42, 43]. Kozilik a Navl.l, 1.2, 1.3 és 1.6 féleg a kozponti
idegrendszerben talalhat6 meg, mig a Navl.7-1.9 csatorndk a periférias idegrendszerben
fejezddnek ki. Az idegsejtek mellett, az ingerelhetd sejtek masik csoportjdban, az izomsejtekben
is kifejezodnek Nav1 csatornak. A Nav1.4 a vazizomban, mig a szivizomban a Nay1.5 dominal
[44]. Amellett, hogy a f6 funkcidjuk az AP kivaltasa, a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
megtalalhatéak a nem ingerelhetd sejtek membranjaban is, mint asztrocitak [45-48], hasnyalmirigy
béta sejtek [49], keratinocitak [50], dendritikus sejtek [51], makrofagok [52, 53], vorosvértestek
[54], T sejtek és neutrofil granulocitak [40, 55]. Ezekben a sejtekben a nyugalmi
membranpotencial kialakitdsan tul szereplik van a sejtmigracidban ¢és -differenciacidban, és
expresszios szintjiik gyakran valtozik a differenciacio soran [56-59].

A szerkezetiikben hasonloak, miszerint négy doménbdl allo, koriilbeliil 230 kDa méretii
polipeptid lanc alkotja ezen ioncsatornak alfa, porusformalo alegységét (2. abra) [60]. Mind a négy
domén (DI-DIV) hat transzmembran hélixbdl, és az azokat Osszekotd intra- és extracellularis
hurkokbol 4ll. A transzmembran hélixeket S1-S6 jelzéssel 1attak el. Az S1-S4-ig tartd régi6 adja a
fesziiltség szenzort (VVoltage-Sensing Domain = VSD), melyb6l az S4 hélix rendelkezik pozitivan
toltott aminosavakkal (arginin vagy lizin minden harmadik helyen), ami emiatt membran-
depolarizaci6 hatasara elmozdul az extracellularis tér felé [61]. A fesziiltségszenzor S4 hélixe
Osszekottetésben (S4-S5 hurok) all a porussal (Pore Domain = PD), amit az S5-S6 hélixek és az
azokat 6sszekotd extacellularis hurok (P-hurok) alkot. gy az S4 elmozdulasaval, az S4-S5 hurkon
keresztiil, konformaciovaltozas kovetkezik be, amelynek eredményeképpen nyit az ioncsatorna
porusa. Membran-depolarizacié alatt, a csatorna nyitason kiviil, bekovetkezik az inaktivacio,
melynek soran az inaktivacios kapu (DIII S6 hélix és DIV S1 hélix kozti intracellularis hurok)
lefedi a csatorna pérusat. Membran-repolarizacié sordn az S4 hélix nyugalmi pozicioba kertil és
elérhetd lesz aktivaciora egy ujabb depolarizalo stimulus soran [62]. Az ioncsatorna porusat
formalo S5-S6 hélixek adjak a szelektivitasi szlirdt is, melynek aszimmetridjdhoz a négy domén
négy kiilonb6z6 aminosavval jarul hozza (aszpartat a DI, glutamat a DII, lizin a DIII és alanin a

DIV részérdl). Az aminosavak betlikodjabol eredeztetve ennek a belsd gylirlinek a neve a DEKA
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gylrli, mely az ioncsatorna porusanak legsziikebb része, ahol a natrium ionok hidrat burokkal
egyiitt haladnak at [63]. A porusban megtalalhaté még az aktivacios kapu is, amit az S6 hélixek

négy-négy hidrofob aminosava képez az intracellularis oldalon.

DI DIl DIl
Extracellularis oldal

Wi lls,

Intracelluldris oldal

N terminus e
Inaktivacios
kapu

2. abra: A fesziiltség-kapuzott natriumcsatorndk daltalanos szerkezete.

A Navl ioncsatornak négy doménbdl (DI-DIV) allo S1-S3 (sziirke) hélixek a pozitiv tdltéssel rendelkez6
S4 (piros) hélix-szel alkotjak a VSD-t. A z6ld jelzéssel ellatott S5-S6 hélixek az ioncsatorna porusat
alkotjak az extracellularis P-hurokkal (kék). Az intracellularis oldalon talalhaté az inaktivacios kapu a DIII
és DIV kozott.

A Navl csatornakat elkiilonithetjiik biofizikai paraméterek és farmakologia alapjan. A
biofizikai paraméterek kozott vizsgalhatjuk az aktivacid és inaktivacid kinetikdjat, ezeknek a
fesziiltség-fliggését és az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikdjat is. Az aktivacios idéallandod
(t) az alkalmazott fesziiltségtdl fiiggden 0,1 €s 1 ms kozott valtozik, mig az inaktivacios idéallando
1-2 ms koriili tartomanyban van a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak korében [64]. (Kivételt
képez a Nayl.9 melynek lassi inaktivacidja perzisztens aramot okoz, hozzajarulva az AP
kialakulasahoz ¢érz6 idegsejtekben [65].) Mivel ezen kinetikdk nagyon hasonloak az egyes
izoformakban, valamint a csatorna faji eredete és az expresszids rendszer is befolyasolja az
értékeit, ezek a paraméterek nem segitenek sokat egy adott Nayl csatorna izoformajanak
meghatarozasdban. Az aktivacio- és inaktivacio fesziiltségfiiggését a Vso értékkel tudjuk
jellemezni, mely az a transzmembran-potencial, ahol a csatornak nyitasi valdszintisége (po) 50%.

A Vso érték irodalmi adatok alapjdn nagyon szér. A Navl.5 csatornat vizsgéalva heterolog
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expresszios rendszerben az aktivacios Vso érték -25 mV és -51 mV kozott, mig az inaktivacios Vso
érték -60 mV és -103 mV kozott kertilt publikalasra [66-70]. Emiatt a Vso értékek sem szolgalnak
megbizhatd informaciéval a Nayl csatorndk elkiilonitésében. A legnagyobb kiilonbséget az
inaktivaciobol vald visszatérés kinetikdjaban mutatjadk a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak.
Ezen paraméter alapjan megkiilonboztethetiink gyorsan (példaul Nayv1.3 és 1.6) és lassan (példaul
Nav1.7 és 1.9) visszatéré Nav1 csatornakat [65, 71, 72].

Biofizikai tulajdonsadgaik mellett, jellemezhetjilk a Navl csatorndkat farmakologia
modulatoraik alapjan is. Az egyik leggyakrabban hasznalt Nay1 gatloszer a tetrodotoxin (TTX),
egy gombhalbol izolalt cukorvazas neurotoxin, mely a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
porusdhoz reverzibilisen kotddik az extracellularis oldalrdl (2. abra, kék szinnel jelolt hurkok).
TTX szenzitivitas alapjan az izoformak k6zott megkiilonboztethetiink arra nM-os koncentracidban
érzékeny szenzitiv (Nav1.1-1.4, 1.6 és 1.7), és arra uM-os koncentracidoban érzékeny rezisztens
(Nav1.5, 1.8 és 1.9) tipusokat [73]. A TTX bomlasterméke, a 4,9-anhidroTTX, ~100-szoros
szelektivitassal rendelkezik Nay1.6 csatornara nézve a tobbi, TTX szenzitiv csatornaval szemben
[74]. A TTX-on kiviil szamos toxin van (saxitoxin, brevetoxin, batrachotoxin stb.), melyek
altalanos Navl modulatorként mukddnek. Szelektiv Navl gétloszerek kozott vannak a
kupcsigakbol izolalt GIITA és GIIIC p-conotoxinok, melyek a vazizom-specifikus Navl.4
szelektiv gatloszerei [75]. Ezeken kiviil gyakran hasznaljak Nav1.7 szelektiv gatlasara egy
tarantulabol izolalt peptid inhibitort, a protoxin-1I-t [76]. Szelektiv Nav1 gatloszerek kifejlesztése
nemcsak az izoformak in vitro elkiilonitéséhez sziikséges, hanem a Navl ioncsatornakkal

kapcsolatos betegségek kezeléséhez potencialis gyogyszerjelolt molekulakat eredményez.
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2.3 A glioblasztoma és az U-87 sejtvonal

A daganatok  koOrnyezetiiktél  fiiggetleniil, autondbm  moddon  ndvekedd
sejt/szovetszaporulatok. Mint minden szervrendszerben, a kozponti idegrendszerben is
elé6fordulhat neoplazia, de ezen daganatok eltérnek a mas szovetekben megjelend neoplasztikus
folyamatoktol, mivel nincsen pre malignus vagy in situ formajuk; alacsony malignitasu formajuk
is infiltrativ, silyos klinikai tiineteket okozva; és nagyon ritkan adnak metasztazist [77].

A gliomak az agyallomany gliasejtjeibdl eredeztetheté tumorok, melyeknek tobb csoportja
is ismert. Ilyenek az oligodendrogliomak, ependimomak és az asztrocitomak. A glioblasztoma az
utobbiak kozé tartozé malignus, legkevésbé differencidlt (IV. gradusu) diffuz asztrocitéma,
melynek kialakulasaban szamos jelatviteli itvonalat érint6 génnek a mutacioja fedezhetd fel, mint
a p53 ¢és Rb tumorszuppresszor gének funkcidvesztd, valamint a foszfoinozitol-3-kindz
funkcionyeré mutacioja [78].

Klinikai kutatasokban gyakran, az emberi szovetmintak helyett, sejtvonalakat hasznalnak.
Ennek oka lehet a kollaborécios partner hidnya, a kutatdsba bevehetd betegek limitalt szama,
valamint az etikai engedély megszerzése. A sejtvonalaknak eldnyei €és hatranyai is vannak a
szovetmintakkal szemben. Eldnyok kozé tartozik a konnyl fenntarthatosaguk, hatranyuk kozé
pedig a homogenitasuk és a szaporitasuk okozta de novo mutaciok kialakulasa. A glioblasztoma
kutatasban leggyakrabban hasznalt sejtvonal az U-87 MG, mely az Uppsala-87 Malignant Glioma
roviditése. A sejtvonal alapjaul hasznalt szoveti mintat 1966-ban vették egy 44 éves férfi
pacienstdl. Az U-87 MG sejtekre jellemz6 az epitél morfologia (3. abra), valamint a diploidhoz
kozel allo hipodiploid genotipus. Tobb mint 50 év alatt valoszintsithetd, hogy bekovetkeztek az
elébb emlitett genetikai mutéaciok a sejtvonalon, de arrdl nem talalhat6 irodalmi adat, hogy az U-

87 MG sejtek és a glioblasztoma kozott van-e invazivitasbeli kiilonbség [79].
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A multiform glioblasztoma (glioblastoma multiforme = GBM) jelentds életmindség
vesztéssel jard daganatos betegség. Prognozisa rendkiviil kedvezdtlen, mivel az atlagos talélési
id0 a legjobb kezelések ellenére sem haladja meg a 15 honapot [80]. A klinikumban a klasszikus
kemoterapias szereket (temozolomid, ciszplatin, karmusztin) kombinaljak sugarterapiaval és
miitéttel. Ezen kezelések elsdszdmu célja és eredménye a ,,debulking” azaz a daganat térfogatanak
a csokkentése, igy definitiv, a daganat megsziintetésére iranyulo terapias kombindciora ugyan
vannak kezdeti kutatasok, de még mindig limitalt eredményekkel kecsegtetnek [81]. igy sziikség
van Uj terapids szerekre, melyek hatékonyan fellépnek azon klinikai kihivasokkal szemben,
melyeket a GBM kezelése okoz.

Egy 0 terapias célpont lehet a GBM invazivitdsdhoz hozzajaruld Kcal.1 (mas néven BK,
Slo1 vagy MaxiK) ioncsatorna, mely kiilon splice varianssal (gBK azaz glioma BK), dominansan

kifejezédik ezen daganatos sejtek membranjaban [82, 83].

3. abra: Az U-87 MG sejtek fénymikroszkopos képe.
Megfigyelheté a nyulvanyok megjelenése és a fészkes elrendezddés a letapadt, konfluensen bendtt

sejtkulturaban.
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2.4 A Kcal.l ioncsatorna szerepe a glioblasztéma invaziojaban

A GBM invazivitasat mar tobb ioncsatorna fokozott miikodésével is kapcsolatba hoztak.
Ezek kozo6tt van a Nayl.7, a fesziiltség-kapuzott kloridcsatornak csaladjaba tartozoé CIC-3 (ami
H*/CI antiporterként is képes miikodni), és a Kcal.1l [7, 84, 85]. Az utdbbi ketténél egy kozos
elmélet van az invazivitds kialakuldsanak mechanizmusaban, melynek alapja a sejttérfogat
csokkenése. A cellularis ozmoregulacios modell alapjan a vizvesztés ionaramhoz tarsul, igy kifele
iranyulé kalium- és kloridaramhoz (4. abra) [8]. Az el6bbi nagy részét a Kcal.l, mig utdbbit a
CIC-3 adja. A hipotézis alapjan a Kcal.l kaliumaramahoz paralel tarsul az intracellularis
kalciumkoncentracié emelkedése a kalciumraktar-fliggé csatornak (ORAI) mitkodése altal, igy a
kalcium/kalmodulin dependens protein kinaz I (CAMKII) aktiv lesz [86], ami citoszkeletalis
valtozasokat okoz, ez pedig a fesziilés-fliggése miatt aktivalja a CIC-3 transzportert. Ezen kiviil a

CAMKII a CIC-3-at is foszforilalja, igy kozvetleniil is aktivalja a kloridaramot [87].

Ca?"

j‘:;:" - it
- !

4. abra: A glioblasztoma ozmoreguldacios modellje.

A Kcal.1 ioncsatorna aktivitasa a Ca?*/kalmodulin/CAMKII titvonalon keresztiil fokozza a klorid
transzportot, ami vizvesztéssel tarsul.
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A Kcal.1-nek, valdsziniisithetéen az elé6bb emlitett modell miatt, a GBM sugarterapias
rezisztenciajahoz is koze van. Stenlie és munkatarsai 2 Gy rontgensugarzast alkalmazva vizsgaltak
megndtt a kontroll csoporthoz képest, azonban ezt a készséget szignifikansan csokkentette a
Kcal.l csatorna szelektiv gatloszerének, a paxilline-nak (Pax) egyidejii alkalmazasa [9].

Az irodalomban arra is talalhat6 utalas, hogy a Kcal.l gatlasaval novelni lehetne a GBM
kemoszenzitivitasat. Hipoxias kdrnyezetben, ami noveli a Kcal.1 expressziot, az U-87 MG sejtek
migracios készsége noétt, valamint szenzitivitasa csokkent ciszplatinra. Ezt 2 uM Pax
tenyésztomédiumhoz valdé adasa megsziintette [88]. A kemo- és radioszenzitivitasban jatszott

szerepe miatt ez az ioncsatorna tokéletes célpont lehetne adjuvans kemoterapias kezeléshez.
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2.5 A Kcal.l ioncsatorna szerkezete és funkcioja

A Kcal.l ioncsatorna egyesitett nomenklaturaban hasznalt nevén kiviil BK, MaxiK és Slo1
néven is ismert. Az eldbbi kettd a magas K vezetdképességre utal, mely irodalom alapjan 200-
300 pS koriili tartomanyban mozog [89-91]. Az utdbbi pedig a Drosophila slowpoke-hoz valo
hasonlosagot jelzi, mely a Drosophila melanogaster (ecetmuslica) magas konduktanciaju,
fesziiltség- és intracellularis kalcium- kapuzott, homotetramer szerkezetii kaliumcsatornaja [92].

A Kcal.l, a tobbi Kca ioncsatornaval ellentétben, kalcium-fliggésén kiviil fesziiltség-
kapuzott is; valamint leirtak mar a csatorna fesziilés altali aktivalodasat is [93]. Mint a legtobb
fesziiltség-kapuzott ioncsatorna, a Kcal.l is tetramer, azaz négy alfa alegység képezi a
funkcionalis csatornat. Ezen alfa monomerek a KCNMAI1 gén termékei. Hasonldan az elobb méar
emlitett Nay ioncsatorndkhoz, egy alfa alegység egy VSD-bdl és egy PD-bol all. A Kcal.1 azonban
eltéréseket mutat a klasszikus fesziiltség-kapuzott ioncsatornék szerkezetéhez képest (5. abra)
[94]. llyen a VSD-ben az SO hélix, ami a fesziiltség-érzékelésen kiviil, a kalcium érzékenységhez,
¢s a béta alegység modulacio 1étrejottéhez sziikséges [95, 96]. A C terminalis oldalon talalhatok a
citoszolikus RCK1 és RCK2 domének, melyeken talalhato 1-1 kalciumion kotdhely [97]. Tovabba
az RCK1 tartalmaz egy magnézium ion kétShelyet is [98, 99]. Erdekesség tovabba a Kcal.l
szerkezetében, hogy a VSD S4 hélixének csak egy toltott aminosava, a 213. pozicidban 1évo
arginin, jarul hozza bizonyitottan a fesziiltség érzékeléséhez [100].

Ezen ioncsatorna szdmos emlds sejtben/szévetben kifejezédik, melyekben eltérd biofizikai,
illetve farmakologiai tulajdonsdgokat mutat. Ennek a valtozatos viselkedésnek a hatterében a
modulalo jarulékos alegységek allnak. Jelenleg két tipusat ismerjiik a szabalyozo alegységeknek:
a béta- () és a gamma (y) alegységeket. Az eldbbieknek négy altipusat kiilonboztethetjiik meg
(B1-p4), melyek a KCNMB1-4 gének termékei, és az a alegységekkel 1:1 aranyban tudnak
asszocialodni [101]. Szerkezetiik hasonlo, mivel kis fehérjék (méretiik 20-30 kDa ko6zott van)
[102], melyek két transzmembran hélixbdl (TM1 és TM2) és azokat 6sszekotd nagy extracellularis
hurokbo6l allnak (5. abra) [103]. A béta alegységek komplexet képeznek a porusképzd alfa
alegységekkel. A TM1 az S1 és S2, mig a TM2 az SO hélix-el van helikalis kontaktusban, valamint
a béta alegységek extracellularis hurkai az ioncsatorna poérusdnak szajadékanak kozelében
talalhatoak [96]. Ezen extracellularis hurkok szamos ciszteinnel rendelkeznek, melyek kozott

diszulfidhidak alakulnak ki, befolyasolva az iondramlast, miszerint a B2 és 3 kifejezddése
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farokaram egyeniranyitast okoz (azaz negativabb membranpotencial értékeken eltinik, mig

pozitivabbakon megjelenik az ioncsatorna zarasat jol karakterizald farokaram) [104].

Béta alegység Alfa alegység

N terminus

N terminus

Extraceliuldris oldal

Intracellularis oldal

C terminus

—

5. abra: A Kcal.1 ioncsatorna szerkezete.

Az alfa alegység (bal oldal) eltér a tobbi fesziiltség-kapuzott ioncsatornaétol, mivel hét transzmembran
hélix alkotja és az intracellularis oldalon rendelkezik Ca®" és Mg?* kotohelyet adé RCK doménekkel. Az

alfa alegységekhez tarsulhatnak modulalé béta alegységek is (jobb oldal).

A béta alegységek a Kcal.l csatorna biofizikai paramétereit a kovetkezoképpen
befolyasoljak: A B1, mely tobbek k6zott a simaizomban és vesében fejezddik ki [105, 106], noveli
a csatorna kalcium érzékenységét, igy 10 uM intracellularis szabad Ca?" esetében az aktivacios
Vo érték negativabb tartomanyba tolodik (kb. -50 mV-tal) [107]. A B2, mely a hasnyalmirigyben,
Iépben, vesében ¢és petefészekben fejezddik ki, a B1-hez hasonléan negativ tartoméanyba viszi a
csatornaaktivacio fesziiltségfiiggését [108]. Ezen kiviil a B2 az N terminalis oldalon inaktivacios
labdaval rendelkezik, mely felelés a csatorna gyors (20-30 ms idéallandd) és komplett
inaktivaciojaért, mely alacsony [Ca?*]i sordn is bekdvetkezik [109, 110]. A B3 négy splice

varianssal rendelkezik (B3a-d), melyek leginkabb a lépben, hasnyalmirigyben és herékben
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fejez6dnek ki [111]. A B3 alegységek a csatorna aktivacidjat nem befolyasoljak, azonban, ha f3a-
c alegység tarsul a Kcal.1-hez, akkor az ioncsatorna nagyon gyors (~1 ms id6allandéval), de
inkomplett inakivacion megy keresztiil pozitivabb tesztpotencidlokon (+100 mV felett),
amennyiben magas (legaldbb 10 pM) az intracellularis szabad Ca®" szint [112]. Végiil, ha az
agyban dominansan kifejez6do 4 asszocialddik az alfa alegységhez, akkor a csatorna fesziiltség-
érzékenysége csokken, €s az aktivacios Vsg érték pozitivabb membranpotencial értékekre tolodik
[103].

A gamma alegységek (yl-y4) ~35 kDa nagysagu transzmembran fehérjék, melyeket az
LRRC26, -52, -55 és -38 gének kodolnak [113]. A szerkezetiik hasonl6, mivel egy transzmembran
doménbdl (TM), az N terminalis részen egy extracellularis leucinban gazdag doménbdl (LRRD)
¢s egy rovid intracellularis C terminalis farki részbdl allnak. Ezeket az alegységeket eldszor
prosztatardk (LNCaP) sejtekben fedezték fel, és azdta megtalaltdk nyalmirigyekben,
pajzsmirigyben, csecsemOmirigyben, herében és az agyban is [90, 114]. Az LRRC26 (y1)
expresszidja heterolog expresszios rendszerben, HEK-293 sejteket alkalmazva, 120-140 mV-tal
tolta a csatorna konduktancia-fesziiltség fliggését (G-V gorbe) a negativ, hiperpolarizalo
fesziiltségtartomanyba [114]. A vy alegységek kifejezddése még szabad intracellularis Ca?*
hianyaban is elsegiti a Kcal.l aktivacidjat nullatél negativabb membranpotencialokon. Igy a y
alegységek Kcal.1-hez valo tarsuldsa nagyban megvaltoztatja a csatorna fesziiltségérzékelését, egy
teljesen 0 ioncsatorna fenotipust létrehozva.

A Kcal.l szamos élettani funkcioban jatszik szerepet [115]. A simaizomban az aktivacioja
a sejtmembran hiperpolarizacidja, igy a Cavl ioncsatorndk gatldsa révén simaizom relaxaciot
okoz, ami az erekben vazodilaticioként, a hugyuti rendszerben pedig a kontrakciok negativ
visszacsatolasaként jelenik meg [116]. igy a Kcal.l diszfunkcidja hipertonidhoz, inkontinenciahoz
¢s hiperaktiv holyaghoz vezet [117, 118]. A Kcal.l a vese kortikalis gyiijtdcsatornajanak fo- és
interkalaris sejtjeinek apikalis membranjaban is kifejezédik, ahol a K™ haztartasban mitkodik kozre
[119]. Az idegrendszerben a preszinaptikus membranban kifejezédve, negativ modulatorként
frekvencigjat [120, 121]. A Kcal.l koros miitkodését leirtak epilepsziakban, szkizofréniaban és

autizmusban is [122].
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2.6 A Kcal.l ioncsatorna modulatorai

A Kcal.l szamos modulatorral rendelkezik. Ezek k6zott vannak olyan szerek, melyek csak
az alfa alegységeken keresztiil hatnak, illetve olyanok, melyek a jarulékos B alegységeken
keresztiil befolyasoljak a csatorna miikodését [123, 124]. Az elébbiekhez tartozik az altalanos Kv
gatloszer, a tetraetil-ammonium (TEA), és a paxilline (Pax), melyek millimoélos, illetve nanomolos
koncentracioban gatoljak az ioncsatornat. Az utobbiak kozott szdmos farmakon van, ideértve
skorpiotoxinokat (iberiotoxin, charybdotoxin, slotoxin stb.), a zsirsavakat (arachidonsav,
dokozahexaénsav, eikozapentaénsav stb.), szteran-vazas vegylileteket (17p3-0sztradiol, tamoxifen,
litokolsav stb.) és az etanolt is. A kovetkezOkben azoknak a szereknek fogom részletesen
ismertetni a hatdsmechanizmusat, melyeket a kisérleteimben is hasznaltam.

Litokolsav (LCA): Az epesavak kozé tartozik, és f6 feladata a zsirok szolubilizacioja.
Emellett aktivalja az epesav-szenzitiv ioncsatornakat (BASIC) [125], és a Kcal.1-et is B alegység-
fliggd modon [126]. Az LCA kaliumaram ndveld hatasat Xenopus laevis expresszids rendszerben
vizsgaltak makropatch (inside-out) technikaval. Az eredmények alapjan az LCA még 150 uM-ban
sem novelte szignifikdnsan a csatorna nyitasi valoszintiségét, ha csak a porusképzo alfa alegységet
injektaltak. Azonban B1 alegységet is kifejezd oocitdknal az LCA mar kisebb koncentracidban is
szignifikansan emelte az dramamplitidot. Az LCA okozta kaliumaram novekedés fesziiltség- és
[Ca?")i fiiggetlen volt. Ezen kiviil vizsgaltak az LCA okozta vazodilataciot kontroll és p1 knockout
egereknél, miszerint 45 uM LCA ¢értagulatot okozott a vad tipusnal, mig a knockout populacional
nem volt értagitd hatasa. A f1 LCA szenzoranak felderitéséhez 1/p4 kimérakat hasznaltak, és azt
talaltak, hogy ha csak a TM2 részt adja a B1 alegység a kiméraban, akkor is megmarad az LCA
szenzitivitds, azonban a TMI1 vagy az extracellularis hurok nem jatszik szerepet az LCA
érzékelésben [127].

Arachidonsav (AA): Tobbszordsen telitetlen, w6 csaladba tartozo zsirsav, melynek fontos
jelatviteli szerepe van gyulladasos folyamatokban, mint masodlagos hirvivé [128]. Ezen kiviil
szamos ioncsatornara hat, igy gatolja az Nay csatornakat, aktivalja a Hv1 és TRP csatornakat [129-
131]. A Kcal.1-re kifejtett hatasa B alegység-fiigg6: az AA alkalmazasa lassitja a csatorna 32 vagy
B3 alegységek altal kivaltott inaktivacidjat és noveli a csicsaramot [132]. A hatdsmechanizmus
vizsgalatahoz eldszor tripszinnel emésztették a f2 N-terminalis részét. Az AA alkalmazasa erre a
tripszin-emésztett alegységre nem valtott ki aramndveld hatast, igy arra kovetkeztettek, hogy az

AA az N-terminalis részen keresztiil fejti ki a hatasat. Tovabbi kisérletekben azt vizsgaltak, hogy
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az AA a P2 inaktivaciés labdajan keresztiil fejti-e Ki az inaktivaciot lassitdo hatasat,
megakadalyozva az inaktivacioés labdanak a csatorna poérusdhoz vald kotodését. Ehhez a 2
alegység elso 26 aminosav részét eldallitottak szintetikusan, és intracellularisan alkalmaztak, mely
labda egyiittes alkalmazasa nem érte el a vart hatast, azaz nem novelte meg az aramamplitidot €s
nem lassitotta a csatorna inaktivaciot sem. Ebbdl kovetkeztethetiink, hogy az AA nem direkt
kotddik az inaktivacids labddhoz, hanem a 32 konformacio-valtozasan keresztiil akadalyozza meg
az N-tipust inaktivacio bekovetkezését.

Egy masik kisérletsorozatban az AA hatésat vizsgaltdk simaizom-sejteken, melynek soran azt
tapasztaltdk, hogy 10 puM intracelluldrisan alkalmazott AA szignifikdnsan megemelte a BK
csatorna nyitas valoszinliségét [133]. Mivel irodalmi adatok alapjan ismert a B1 alegység
kifejezodése a vaszkularis simaizom-sejteken, ezért heteroldog expresszids rendszerben is
vizsgaltak az AA hatasat. 10 uM AA szignifikdnsan megemelte a csiicsaramat a o/f1 komplexet
kifejez0 HEK sejteknek a csak a alegységet kifejezd sejtekhez képest. Ezt a fesziiltségszenzor
modositasan  keresztiil éri el az AA, mivel alkalmazasa szignifikansan negativabb
fesziiltségtartomanyba tolta az aktivacids Vso értéket.

Iberiotoxin (IbTx): A kelet-indiai voros skorpido mérgébdl izolalt 37 aminosavbol allo
peptid, mely nM-os koncentracioban szelektiven és reverzibilisen gatolja a Kcal.l csatornat, az
ioncsatorna porusanak extracellularis oldalahoz kotédve [134]. Az IbTx gatlasanak van 3 alegység
fliggése is, miszerint az a/p4 csatorna-komplexet még mikromolos koncentracioban sem gatolja,
ha pedig B1 tarsul az a alegységhez, akkor a disszociacios konstans (Kq) a ~nM-0s tartomanybol
a 0.1 uM-1puM-os tartomanyba tolodik [135]. Az IbTx rezisztencia mogott a B alegységek
extracellularis hurka all, mely a csatorna szerkezete alapjan a porus extracelluléris szajadékahoz
kozel helyezkedik el. Ennek a szdjadéknak negativ toltéssel rendelkezd részével az IbTx, a nettd
pozitiv toltése miatt, elektrosztatikus kdlcsonhatasba keriil. A B1 és B4 alegységek extracellularis
hurkai azonban tobb bazikus aminosavval is rendelkeznek, melyek pozitiv toltésti elektrosztatikus
taszitd pajzsot alkotnak a toxink6tddést megakadalyozva [136].

Paxilline (Pax): Penicillium paxilli nevii gomba termelte toxikus indol alkaloid, mely
szelektiven és reverzibilisen gatolja a Kcal.1-et mar nanomolos koncentracioban is (Kq~10-50 nM,
[Ca*]ic fiiggden). A Pax nagyobb affinitissal kotddik a csatorna zart allapotahoz, igy a
csatornablokk forditottan aranyos a Po-val (Kq=10 nM, ha Po~0; K¢=10 uM, ha Po=1). Mivel a
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csatorna gatlasa paxilline-nel nem moédositotta szignifikansan az aktivacios Vsg értéket, és nem
akadalyozta meg a metantioszulfonat ioncsatorna porushoz férését, igy feltételezik, hogy a Pax a
csatorna extracellularis oldaldn a porushoz kotddik felszinesen (,,/id block™), stabilizalva a zart
allapotot, a klasszikus csatorna okkl4zio (,, plug block”) helyett [137].

Ditiotreitol (DTT): Biokémiai reakciokban hasznalt redukaloszer, mely a diszulfid
kotéseket bontja. B2 vagy B3 kifejezddése soran a farokaram kifelé iranyuld egyeniranyitasért
felelds, extracellularis hurkok kozott kialakult, diszulfidhidakat bontja, mellyel megsziinteti az
egyeniranyitast. Igy mM-os koncentracioban extracellularisan alkalmazva a DTT prominens
befelé iranyulo farokaramot okoz negativ membranpotencialokon [104].

A kisérletsorozatunkban alkalmazott modulaldszerek koziil a Pax és az IbTx szelektiv

Kcal.l csatorndra, mig az AA és az LCA mas ioncsatorndkon keresztiil is kifejtheti hatasat.
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3. CELKITUZES

Doktori értekezésem két kiilonalld tanulmanyon alapszik, ahol kiilonboz6é fesziiltség-

kapuzott kationcsatornak expresszidjat vizsgaltam fiziologias €s patologias kornyezetben.

1.) Az els6é cikkben célunk volt annak felderitése, hogy a B sejtek kifejeznek-e Nav
csatornakat fiziologias allapotban, és ha igen, akkor meghatarozni azok izoformait,
biofizikai paramétereit, és informacioét nyerni a lehetséges funkcidikrol. A Nav
csatornak expresszidjanak vizsgalatat molekularis biologiai modszerekkel, részletes
biofizikai karakterizalasat patch-clamp technikéval terveztiik megvalodsitani.

2.) A fentebb emlitett patologias kornyezetet a glioblasztoma sejtek jelentették. A
REMBRANDT (,,REpository of Molecular BRAin Neoplasia DaTa”’) adatbazis alapjan
a KCNMAI1 gén a GBM-es betegek csak ~10%-aban talexpresszalt, és a csatorna
tulzott kifejezddése nem korreldl a betegek tulélési idejével. Ugyanitt a KCNMB3 gén
expresszoja mRNS szinten fokozott a magasabb gradust és rosszabb progndzisu
gliomaknal. Azonban arra nincs adat, hogy milyen [ alegységek fejezddnek ki
funkcionalisan, és alkotnak komplexet a Kcal.l ioncsatornaval a GBM membranjaban.
Ezért célunk volt meghatarozni az invazivitashoz és sugarrezisztencidhoz hozzajarulo
Kcal.l ioncsatorna fenotipusat primer GBM sejteket és glioblasztoma sejtvonalat

hasznalva.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Anyagok

Az 6sszes fogyodanyagot a Sigma-Aldrichtol (St. Louis, MO, USA) vasaroltuk, hacsak mas

forras nincs megjelolve.

4.2 Sejtek izolalasa
4.2.1 Primer glioblasztoma (GBM) sejtek

A betegekbdl nyert GBM szovetmintakkal valo kisérletezést az Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB,IV/186-1/2022/EKU)
engedélyezte. A diagnozist neuropatologus allapitotta meg WHO kritériumok alapjan. Minden
betegtdl irdsos beleegyezést kaptunk. A tumormintakat sebészeti eltavolitasa utan HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) oldatba raktuk, €s jégen taroltuk a szallitas ideje alatt. A szovetmintakat
1-es tipusu kollagendzzal emésztettiik 30 percen keresztiil. Ezutdn homogenizaltuk 15 ml-es
Dounce homogenizatorral majd Pasteur pipettakkal. Ezt a sejtszuszpenzidt majd 70 uM atmérdji
sejtsziiréon (Corning®, Corning, NY, USA) folyattuk at, majd T75-0s sejttenyésztd flaskaban
tapasztottuk le 2 o6ran keresztiil 10%-os FBS (fotalis borjiisavd) tartalmi DMEM médiumot
hasznalva (37 ‘C és 5% CO-) majd kétszer mostuk 1x-es PBS-ben (foszfatpuffer), miel6tt Gjra
felvettiik dket a sejtmédiumban. (A sejtek tisztasagat glialis fibrillaris acidikus protein jeldlésével

igazoltuk, és csak azokon a sejteken kisérleteztiink, melyek 90% feletti pozitivitast mutattak.)

4.2.2 Human periférias B sejtek

Minden nap, az elektrofiziologiai mérések elott, reggel tortént a periférids vénas vérvétel,
melyhez egészséges felndtt donorokat (nincs kronikus betegség vagy gyogyszerszedés, N=8)
valasztottunk. Naponta donoronként 25-30 ml vér keriilt levételre, melyet natrium-heparinos
csovekben gyiijtottiink 6ssze. Ezek a donorok a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudoményi
Kar Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetének, valamint a Laboratoriumi Medicina Intézet
munkatarsai voltak.

Elsének a teljes vért kétszeresére higitottuk HBSS-ben, majd a mononuklearis sejteket

denzitasuk alapjan szeparaltuk, melyhez Histopaque-1077 szeparald oldatot és SepMate™
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(STEMCELL™ Technologies, Vancouver, Kanada) szeparal6 csoveket alkalmaztunk. Ezutan a B
limfocitakat a mononuklearis sejtek koziil magneses gyongyos szeparalassal izolaltuk (human Pan
B cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag) a gyartd altal mellékelt
leiras alapjan. A sejtszamot meghataroztuk Biirker-kamra segitségével, majd reszuszpendaltuk a
pelletet 40 pl/107 sejt gaztalanitott pufferben (PBS, 0.5% albumin és 2 mM EDTA). Ezutan
hozzaadtuk a biotin-konjugalt antitesteket (CD2, CD3, CD4, CD14, CD15, CD16, CD34, CD56,
CD61, CD235a és FceRla ellenes antitestek; 10 pl/107 sejt) és inkubaltuk 5 percig 4 °C-on. Miutdn
lejart az inkubacié 107 sejtenként 30 ul puffert és 20 pl anti-biotin magneses gyongydket adtunk a
sejtekhez. 10 perc 4 °C-on torténd inkubacio utan MACS oszlopokkal (Miltenyi Biotec)
szeparaltuk a B sejteket (negativ szelekcid). Azokat a B sejteket, amelyeket nem hasznaltunk fel
patch-clamp mérésekhez, TRIzolI™ reagensben vettiik fel és -80 "C-on taroltuk az RT-gPCR

kivitelezéséhez.

4.3 Primer GBM ¢és U-87 GM sejtek tenyésztése

A primer és sejtvonal GBM sejteket T75-0s flaskakban tenyésztettiik DMEM médiumban,
melyhez 10% FBS-t, 1% glutamatot, 1% penicillin-sztreptomicin és 1% nem-esszencialis
aminosavakat adtunk. A primer GBM sejteket 3 passzazs, mig az U-87 MG sejteket 10 passzazs
erejéig hasznaltuk. A sejteket sejtinkubatorban tartottuk 37 °C és 5% CO2 bedllitast alkalmazva. A
sejtpasszazst sterilfiilkében végeztiik, amely a kovetkezéképpen tortént: a GBM sejtekrdl Pasteur
vagy 2ml-es szerologiai pipetta (VWR International, Radnor, PA, USA) segitségével
eltavolitottuk, majd 1x PBS-es mosas utan 1x tripszin-EDTA oldatot (0,05% tripszin, 0,02%
EDTA) pipettaztunk a flaskaba, és 2 percig inkubéltuk 37 “C-on. Miutan felvaltak a sejtek atraktuk
Oket 15 ml-es centrifugacsovekbe, és 5 percen keresztiil fugaltuk dket 145 RCF-en. A feliilusz6

leszivésa utan a sejteket felvettiik a médiumban, és egy Uj sejttenyésztd flaskaba helyeztiik dket.

4.4 Csendesités siRNS alkalmazasaval

Az U-87 MG sejteket Gibco® Opti-MEM™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) médiumban transzfektaltuk, mely tartalmazott 2 pl/ml DharmaFECT™-et (Horizon
Discovery, Lafayette, CO, USA) és 5 pug/ml negativ kontroll (AccuTarget™ Negative Control
siRNA, Bioneer, Daejeon, Dél-Korea) vagy célzottan KCNMA1, KCNMBI1-3 ellenes siRNSt. A
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sejteket 37 “C-on inkubaltuk 24 oran keresztiil. A csendesités sikerességét Western blottal

ellendriztik.

4.5 Elektrofiziologiai mérések

4.5.1 Mérési rendszer felépitése

Az elektrofiziologiai mérésekhez konvenciondlis patch-clamp technikat alkalmaztunk,
teljes-sejt konfiguracioban. A mérérendszer egy Axopatch 200B (Molecular Devices, CA, USA)
er6sitén alapul, mely Digidata 1550B (Molecular Devices) digitalizalon keresztiil csatlakozik a
szamitogéphez, amin a Clampex 10.7 (Molecular Devices) program segitségével végeztiik az
adatgytjtést. A sejtek kivalasztasa és a mérdpipetta pozicionalasa Nikon Eclipse TS100 (Nikon,
Tokid, Japan) mikroszkop és Burleigh PCS-5000 mikromanipulator (Thorlabs Inc., Newton NJ,
USA) segitségével tortént, mely rezgésmentes asztalon (Newport Corporation, Irvine, CA, USA)
helyezkedett el, és Faraday-kalitka vette koriil a zajsziirés érdekében. A sejteket CELLSTAR®
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag) Petri csészében helyeztiik el, és letapadasuk utan
2 ml kontroll extracellularis oldattal toltottiik fel a Petri csészét. Az oldatcsere manualis, gravitacio
alapt perfuzios rendszeren keresztiil tortént, melynél az aramlasi sebesség ~0.2 ml/perc volt. A
konstans folyadékszint megtartasdhoz vakuumos elszivo rendszert hasznaltunk. A perfundélas
soran bekovetkezd junkcids potencial okozta fesziiltséghiba kikiiszoboléséhez a referencia
elektrédat kiilon edényben taroltuk melyet agar hiddal (3 M KCIl) csatlakoztattunk a
mérdedényhez. A mérdpipettdk elkészitéséhez GC 150F-15 boroszilikat iivegkapillarisokat
(Harvard Apparatus, MA, USA) és P-87 Flaming/Brown mikropipetta huzot (Sutter Instruments,
CA, USA) hasznaltunk. A pipettak ellenallasa méréoldattol figgden 3-8 MQ kozott volt, ezért a
soros ellenallas felsé hatara, amit még elfogadtunk, is valtozo volt (B sejtek mérésénél 10 MQ, a
gliblasztoma sejteknél 20 MQ). Mérés soran 60-65 %-o0s soros ellendllds korrekciot alkalmaztunk,

ha nem lépett fel oszcillacio.
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4.5.2 Elektrofiziologiai mérések soran hasznalt oldatok

A B limfocitdk méréséhez az alabbi oldatokat alkalmaztuk:

Kontroll (extracellularis) oldat: 145 mM (mmol/liter) NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 2,5 mM
CaCly, 5,5 mM gliikoz és 10 mM HEPES; pH=7,35 (NaOH-val titralva)

Pipetta (belsd) oldat: 145 mM KF, 5 mM Na-aszpartat, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM
MgCl; és 1 mM CaCly; pH=7,22 (KOH-val titralva)

Na* mentes oldat (pozitiv kontroll): 145 mM kolin-klorid, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM
CaCly, 5,5 mM gliikoz és 10 mM HEPES; pH=7,35 (kolin bazissal titralva)

crer

KCl, 10 mM HEPES, 5,5 gliikkoz, 1 mM CaClz és 1 mM MgClp; pH=7,35 (KOH-val titralva)
A TTX-et a megfeleld koncentraciokban (5, 15, 50, 150 nM) a kontroll oldatban higitottuk Ki.

A glioblasztoma sejtek méréséhez hasznalt oldatok dsszetétele:

Kontroll (extracellularis) oldat: 145 mM Na-aszpartat, 5 mM KCI, I mM MgCly, 2,5 mM CaCl,,
5,5 mM gliikoz és 10 mM HEPES; pH=7.4 (NaOH-val titralva)

Szabad [Ca?'] mentes pipetta (belsd) oldat: 145 mM KF, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM
MgClz és 1 mM CaCly; pH=7,22 (KOH-val titralva)

1 uM szabad [Ca?*] pipetta (belsd) oldat: 145 mM K-aszpartat, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2
mM MgClz, 8,5 mM CaCly; pH=7,2 (Tris-el titralva)

Magas (~10 pM) szabad [Ca?'] pipetta (belsd) oldat: 145 mM K-aszpartat, 10 mM EGTA, 10 mM
HEPES, 2 mM MgCls, 9,8 mM CaCly; pH=7,2 (Tris-el titralva)

Kcal.l modulatorokat a kontroll oldatban higitottuk ki minden mérénapon a kovetkezd
koncentraciokban: AA (30 uM), LCA (75 uM), IbTx (~20 nM), Pax (1 uM), DTT (20 mM).

Az oldoszereket, melyekkel a torzsoldatokat készitettiik el (dimetil-szulfoxid vagy etanol) 1
V/\V/%-ban hozzaadtuk a kontroll oldathoz a modulatorok tesztelése soran. Hacsak masképp nincs

irva, a méréseket 1 pM szabad [Ca?*] pipetta (bels6) oldat hasznalataval végeztiik.
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4.5.3 Fesziiltseg- és aramprotokollok

B sejt mérések:

Fesziiltség-zar tizemmodnal altalanosan -100 mV tartopotencialt alkalmaztunk, mig aram-zar
tizemmodnal nulla nA 4ramot injektaltunk (I=0). A mintavétélezést és a zajszlirést (erdsitébe
beépitett négy polust alulatereszté Bessel szlird) a Nyquist-szabalynak megfelelden valasztottuk
ki, miszerint 20 kHz-en tortént a mintavételezés és 5 kHz-re allitottuk be a Bessel szirdét. A
mérések szobahén torténtek. A hasznalt fesziiltségprotokollokat, mint Iépcséprotokoll, 1-V
(aktivaci6 fesziiltségfliggése), SSI (,,steady-state inactivation”, inaktivacid fesziiltségfliggése) és

inaktivaciobol valo visszatérés vizsgalata, az 1. tablazat tartalmazza.

Protokoll neve | Tartéfesziiltség | Depolarizacié Impulzus Impulzusok kozti
(mV) (mV) hossza (ms) intervallum (mp)
15 vagy minimum
Lépcso -100 0 15
(~4.8 Hz)
-)70 — (+)50
-V -100 ©) *) 15 15
(A10 mV)
-)120 — (+)20
SSI 0 ) 0 15 15
(A10 mV)
15 impulzusparok
Inaktivaciobol
0¢és0 kozott
valo -100 8
impulzuspér 1-300 ms
visszatéreés

impulzuspéron beliil

1. Tablazat: B sejt mérésekhez hasznalt fesziiltségprotokollok

Glioblasztdma mérések:

Altalanosan -100 mV tartopotencialt alkalmaztunk. A mintavételezés 20 és 50 kHz-el tortént. A
mérések szobahdmeérsékleten torténtek. A kiilonbozo fesziiltség protokollokat a 2. tablazat
tartalmazza.
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Protokoll neve | Tartéfesziiltség | Depolarizacié Impulzus Impulzusok kozti

(mV) (mV) hossza (ms) intervallum (mp)
Lépcso
(farmakolégia) -100 +100 100 vagy 200 5
Lépcso
(inaktivicio) 180 +180 20 5

(-)100 — (+)100
-V -100 100 5
(A20 mV)

2. Tablazat: A glioblasztoma mérésekhez hasznalt fesziiltségprotokollok

4.5.4 Az adatok kiértékelése

A patch-clamp adatok kiértékelése és abrazolasa, valamint a statisztikai analizis Microsoft
Excel (Microsoft, WA, USA), Clampfit 10.7 (Molecular Devices, CA, USA) és Graphpad Prism7
(Graphpad, CA, USA) szoftverekkel tortént. A nyers adatokat elsonek ,,offline” digitalisan szlirtiikk
Clampfitben 5 pontos boxcar funkcioval.

Az ioncsatorna modulatorok hatasanak elemzéséhez minden esetben kiszamoltuk a maradé
aramhanyadokat (MAH) a kovetkezé egyenlet alapjan: MAH = Lyoaustor/ Ikontrous @nol az
Imodulator @ szaturalt iondram moduléator perfizid soran, mig az Ikontronn @ moduldtor alkalmazast
megel6zd csticsaram.

Az |-V adataibol elsének G-V gorbéket készitettiink, melyhez a konduktancidkat a
kovetkez6 egyenlet alapjan kaptuk meg: G = I/(Vparancs — Vreverz), @hol @ G a konduktancia, I a
csucsaram, Vparancs @ parancsfesziiltség €s Vieverz 8z egyenstlyi (reverzal) potencidl. A Viyever; értékét

a hasznalt méréoldatok Osszetétele alapjan a Nernst egyenlettel hataroztuk meg (Vyeperz =

RT . ([Xlec
zF In ([X]IC

); ahol R az egyetemes gazallando, T a hdmérséklet Kelvinben, z az ion tdltése, F a
Faraday allando, valamint [ X]ec és [X]ic az adott ion koncentracidja extra- és intracellularisan). A
G-V gorbék elkészitéséhez az Osszes parancsfesziiltségen kapott konduktancia adatot a
legnagyobb konduktanciara normaltuk (G/Gmax = nyitasi valoszinliség). Az SSI adatok
abrazolasahoz az Y-tengelyen feltiintetett [/Imax-Ot (8zaz az aktivalhaté csatornahanyadot)

kiszamoltuk, ahol az I a csucsdram az adott impulzus soran, mig az Imax a csiicsaram az elsd
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impulzus soran. A G-V és SSI gorbéket a Boltzmann egyenlettel (Y = 1/(1 + exp (V59 —

|4

barancs)/k)); ahol a k a gorbe meredekségét jellemzd 4llandd) illesztettik meg a Vso értékek

meghatarozasahoz.
Az inaktivaciobol vald visszatérés iddallandojat (tv) a kdvetkezoképpen kaptuk meg: az
impulzuspar mésodik tagjat (I) az elsé tagjara (Imax) normaltuk minden egyes impulzusparnal

(/Imax=visszatért csatornahanyad), majd a kapott gorbét egyfazisi exponencialis egyenlettel

t

Ty

illesztettik meg (Y = A (1 — exp ( )) + Yy; ahol A gorbe amplitadoja, t az impulzusok kozott

eltelt id6, tv a visszatérés id6allanddja és Yo az l/Imax t=0-nal). A Kcal.l aram inaktivacigjat

jellemz6 iddallandot (ti) a kovetkezd egyenlettel kaptuk meg: Y = A (exp (— L)) + C; ahola C

Ti

a szaturacio értéke.

4.6 Kvantitativ polimeraz lancreakcio (qPCR)

A teljes-sejt RNS, beleértve a hirvivé RNS-t is, TRIzol™ reagens segitségével izolaltuk a
sejtekbdl. Az RNS minték tisztasdgat UV spektroszkopidval (NanoDrop 2000 spektrofotométer)
ellendriztiik vissza, melynek soran kizarolag azokat a mintakat fogadtuk el, melyeknek az
A260/A280 aranya 1.8 és 2.1 kozott volt. Ezutan az RNS mintakat az qPCR mérések kivitelezéséig
-80 °C-on taroltuk.

4.6.1 GBM sejtek

A komplementer DNS-t (cDNS) Superscript 111™ Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) hasznalataval készitettiik el. A PCR-hez PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix-et (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és génspecifikus primereket hasznaltunk,
melyeknek szekvenciajat a 3. tdblazat tartalmazza. Pozitiv kontrollnak a GAPDH-t hasznaltuk. A
reakciot QuantStudio 3 késziiléken futtattuk a kovetkezOképpen: 40 ciklus denaturacié (30
mp/ciklus) 95 °C-on, primertapadas 55 ‘C-on 45 masodpercig és meghosszabbitas 72 “C-on 60
masodpercig. Az adatok kiértékeléséhez QuantStudio Design and Analysis szoftvert hasznaltunk.
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Gén neve Forward primerek Reverz primerek

KCNMA1 | GCTCAAGTACCTGTGGACCG CTGGTTTGAGAGTGCCATCC
KCNMB1 | CTGTACCACACGGAGGACACT AGGTGCGGAGAAGTAGA
KCNMB2a | TGACAACTACCGGAGGTCTT GGAGGTCATGGTCCCTGATT
KCNMB2b | GAGAAAGAGCAACAAAGCGG TTAGCAAATCCCAGACATTGC
KCNMB3a | AAATCACACTTCAGGGCAGC GCACATCTAGTGGGTCTCCA
KCNMB3b | TCTGAGTGTGAGGGGCTCTT GCACATCTAGTGGGTCTCCA

KCNMB3c | TCACGAGACACAGGTAGGCAGCAA | TGGCAAACCCCAGCATCACGG

KCNMB3d | GCTCACGAGACACAGGACAGCCTT | TGGCAAACCCCAGCATCACGG

GAPDH TGAAGGTCGGAGTCAACGGATT CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC

3. Tablazat: Az U-87 MG sejtek QPCR-éhez hasznalt primerek szekvencidi

4.6.2 B sejtek

Az Nav ioncsatornak mRNS szintli expressziojanak kvantifikalasahoz elsének az RNS
mintakbol cDNS-t készitettiink, reverz transzkriptaz enzimet tartalmazo kit (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Vilnius, Litvania) segitségével. Az RT-gPCR-hez
LightCycler 480 SyBR Green | Master mix-et (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) és
génspecifikus primereket (10 uM, Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium)
alkalmaztunk. A hasznalt primereket a 4. tablazat foglalja 6ssze. A reakciot LightCycler 96 RT-
qPCR (Roche Diagnostics) késziiléeken futtattuk. A PCR ciklusok a kdvetkezOképpen néztek ki:
az 10 perc inkubalas 95 “C-on, majd 40 darab 10 masodperces ciklus volt 95 “C-on, végiil 1 perc
60 “C-on. Pozitiv kontrollnak a 36B4 gén altal kodolt acidikus riboszémalis foszfoprotein PO-t
(RPLPO) hasznaltuk. Minden mérést N=2 szer hajtottunk végre. A kiiszob ciklust (Ct) a

mérdmiiszer hatarozta meg, és minden 35 feletti értéket zajnak tekintettiink.
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Gén neve Forward primerek Reverz primerek
SCN1A AGTAGTGAATCGGATCTGGAAG | CCACTACGGGCTGTTCTTCT
SCN2A CACCCCTGCCCTTTACATTT AGTTGGTAAGAATCGTGCACA
SCN3A GCAACAGGAAGAAGCTCAGG AACAGCTCTCCTAACCCACC
SCN4A AAGCCTCAGAAGCCAATTCC CACGAGGTCATACACCATGC
SCN5A CACAGCTGGTTCGAGACATT CGGCATACTCAAGCAGAACC
SCNSA AACAGCACGGTGGACTGC AATTTCCACCTCAGTTGTAGCC
SCN9A CAACTTTTAAGGGATGGACGA | TCATATTTGGGCTGCTTGTCT
SCN10A ATCGTCACTGTGAGTCTGCT CAGGATTTGGCCAGCTTGAA
SCN11A GGGTAGCCTTCGGATTTGGA AATGAGGGTGGTCACAGAGA
36B4 (RPLPO) ATGCAGCAGATCCGCATGT TCATGGTGTTCTTGCCCATCA

4. Tablazat: Oligonukleotid szekvencidak a B sejt RT-QPCR-hez.

4.7 Western blot (WB)

Az U-87 MG sejtekbdl fehérjét izolaltunk Tris lizis puffer (25 mM merkaptoetanol, 1 pul/ml
Tween® 20, 10 pl/ml proteaz inibitor és 50 mM Tris; pH=7,5) és sejtszonikator segitségével. Az
izolalas soran a sejtet/mintakat jégen tartottuk, és utana a WB-hoz fel nem hasznalt részt -80 “C-
on taroltuk 1 héten keresztiil. A WB-hoz elsének a felhasznalni kivant fehérjemintat centrifugaltuk
13200 RPM-en ¢és 4 “C-on 20 percen keresztiil, majd a feliiliszo leszivasa utan felvettiik oket
toltépufferben (6x LB), és a mintat denaturdltuk 98 ‘C-on 10 percen keresztil. 120-120 pg
denaturalt fehérjét to1tottiink be a 12%-os ProSieve 50 (Lonza, ME, USA) akrilamid gélbe, melyet
elektroforetizaltunk (80 mV 20 percig, majd 120 mV 90 percig). Ezutan a gélt PVDF
(polivinilidén-fluorid) membranra transzferaltuk (100 mV, 90 perc), majd blokkoltuk a membrant
1 oran keresztiil 5%-0s tejpor TBST-ben (TBST = Tris-pufferelt sooldat + 0.1% Tween® 20).
Blokkolas és haromszoros TBST mosds utan kovetkezett az éjszakai inkubalas az elsddleges

antitestekkel 1:1000 higitasban, 4 “C-on. A kovetkezé napon, ismét haromszoros TBST mosas
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utéan, tortént a masodlagos antitesttel valo inkubalas szobahdn, 2 o6ran keresztiil. Az el6hivas elott
a membrant SuperSignal® West Pico kemilumineszcens szubsztrattal kezeltilk a gyarto altal
megadott protokoll alapjan. A kemilumineszcencia detektalasahoz Alpha Innotech FluorChem Q

Multilmage Ill-at alkalmaztunk.

4.8 Sejtszinkronizacio és aramlasi citometria

Az U-87 MG sejteket M fazis metafazisdba 4 pg/ml (10 uM) kolhicinnel, GO/G1 fazisba
pedig szérummentes DMEM-mel szinkronizaltuk. A kezelések 24 6ran keresztiil folytak 37 “C-on
¢s 5% COgz-n. A szinkronizalas sikerességét propidium-jodidos (PI) festéssel igazoltuk, melyhez
eldszor a kezelt és kezeletlen sejteket 80%-o0s etanollal permeabilizaltuk 20 percen keresztiil
szobahdmérsékleten, majd 2 pg/ml PI-t adtunk a sejtekhez ¢és 10 percig inkubdaltuk 6ket szintén
szobahdn az aramlési citometrias mérésekig. Az adatokat BD FacsAria III (BD Biosciences, NJ,
USA) éaramlési citométerrel nyertiik ki, 561 nm excitacidos €s 610/20 nm emisszids szlirot

hasznalva. Az adatok kiértékeléséhez Flowjo V10 (BD Biosciences) programot hasznaltunk.

4.9 Statisztikai analizis

Altalanosan, az adatokat atlag = SEM-ként tiintettiik fel. A statisztikai analizist Graphad
Prism 7 programmal végeztiik. A statisztikai értékelés soran el6szor elvégeztiik a normalitas
tesztet (D’ Agostino-Pearson), majd kétmintas kétoldali t-probat vagy egyutas variancia-analizist
alkalmaztunk Tukey’s post-hoc teszttel a normal eloszlast mutaté mintaknal, és Mann-Whitney
vagy Kruskal-Wallis teszteket alkalmaztunk a normal eloszlastol eltéré eloszlast mutatd
mintdknal. A glioblasztdma modulatorainak hatdsat Wilcoxon probaval analizaltuk. A

szignifikanciaszint (o) 5% volt.

4.10 Szerz6 hozzajarulasa

A B sejtek izolaldsa, sejtek tenyésztése, géncsendesités, sejtszinkronizacio,
elektrofiziologiai mérések kivitelezése, kiértékelése s statisztikai elemzése, valamint a Western

blot kisérletek elvégzése sajat munka.
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5. EREDMENYEK
5.1 A fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak jelen vannak a human B sejt membranjaban

A patch-clamp mérések soran a human B sejtek jelent6s hanyadan detektaltunk befelé
iranyul6 aramot, mely gyors aktivacids €s inaktivacids kinetikaval rendelkezett (6A éabra, fekete
kifele iranyul6 dram (6A 4abra, piros vonal), mely alapjan a Na* ion a toltéshordozd. A 6B panelen
abrazolt aram fesziiltségfiiggése alapjan ezt az iondramot fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
adjak, mivel az egyre pozitivabb membranpotencialra vald depolarizacié gyorsult aktivacios- és
inaktivacids kinetikaval tarsult, ami jellemz06 a Nav csatornakra. 85 sejtbdl 33 sejten talaltunk Nay
aramot. A legtobb pozitiv sejtnél olyan alacsony volt a cstcsdram (par pA), hogy a sikeres
detektalashoz 100 impulzust kellett atlagolni, ahhoz, hogy a jel-zaj aranyt javitsuk. Amikor ilyen
alacsony aramokkal dolgoztunk, a natrium-mentes oldattal és kontroll oldattal mért 100-100
impulzus 4tlagat hasonlitottuk &ssze. Osszesitve, ahogyan a 6. dbra C paneljén is lathatd, a
csticsaram (-57,0 = 12,6 pA) és aramsiriség (-25,7 + 6,4 pA/pF) is nagy variabilitast mutatott a

natriumarammal rendelkez6 B sejtek korében (Ndonor = 8, Nsejt = 33).

5.2 A B sejt Nav csatornak biofizikai paramétereinek meghatarozasa

Teszteltiikk a B sejt Nay ioncsatornainak biofizikai paramétereit az izoforma azonositas
érdekében. Az 1. tablazatban ismertetett fesziiltség-protokollokat hasznalva megallapitottuk az
aktivacios- és inaktivacios Vso értékeket, valamint az inaktivaciobol vald visszatérés idéallandojat
(tv). A G-V gorbéket megillesztve -20,8 = 1,9 mV (n=8), az SSI gorbéket megillesztve pedig -93,4
+ 3,9 mV (n=5) Vso értékeket kaptunk (7. abra A-D panelek). Az 1/lmax-ot abrazolva, és
megillesztve a tv értéke 21,5 + 5,5 ms (n=6) volt. A 1y nagy tartomanyon beliil mozgott (7,5-42

ms), ami tobbféle izoforma jelenlétét feltételezi (7. abra E és F panel).
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6. abra: Fesziiltség-kapuzott natriumcsatorndk jelen vannak a B sejt membrdanjaban.

(A) Befele iranyul6 aram 0 mV-os depolarizacio hatasara. A fekete aramgorbét a kontroll oldattal, piros
aramgorbét a Na* mentes oldattal perfundalt sejten mértiik. (B) A natriumaram fesziiltségfiiggése. A
negativ tesztpotencialokat kékkel, mig a pozitivokat pirossal jeloltiik. (C) A cstcsaramok (bal oszlop)
¢és aramstrtségek (jobb oszlop) Osszesitése 0 mV-on. Az adatokat atlag + SEM-ként tiintettiik fel.
Minden pont egyedi sejt mérésébdl szarmazo adat.
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7. abra: A ndtriumadram biofizikai karakterizdlasa.

(A) Reprezentativ G-V gorbe egy sejt adatai alapjan. (B) G-V gorbékbdl meghatarozott aktivacios Vsp
értekek Osszesitése. (C) Reprezentativ SSI gorbe egy sejt adatai alapjan. (D) SSI gdrbékbol
meghatarozott inaktivacios Vso értékek dsszesitése. (E) Inaktivaciobol valo visszatérés abrazolasa egy
sejt adatai alapjan. (F) tv értékek 0sszesitése. (B, D és F) Az adatokat atlag + SEM-ként tiintettiik fel.
Minden pont egyedi sejt mérésébdl szarmazo adat.
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5.3 A B sejteken mérheté natriumaram TTX érzékeny

Az Nav ioncsatornak TTX érzékenységiik alapjan is megkiilonboztethetok, ezért 5-150 nM
makroszkopos arammal rendelkeztek. A 8. dbra A paneljén lathatunk egy reprezentativ mérést 50
nM TTX hasznalataval. A TTX reverzibilis gatlast okozott nM-os koncentracioban, amibdl TTX
szenzitiv izoformak expresszidjara kovetkeztethetiink. A TTX ddzis-hatas fliggését is vizsgaltuk:
5,15, 50 és 150 nM TTX-et perfundaltunk a B sejtekre, majd kiszamoltuk a MAH-ot 0 mV-on
minden mérésnél. Ezek az értékek sorrendben a kovetkezok lettek: 0,67 + 0,05 (n=3); 0,50 + 0,08
(n=4); 0,55 £ 0,05 (n=3) és 0,36 = 0,02 (n=4) (8. abra B panel). 150 nM-os TTX koncentracional
a MAH nagyobb volt annél, mint ami a pusztan TTX-szenzitiv csatornak jelenléte esetén varhato,
igy arra kovetkeztettiink, hogy TTX-rezisztens Nav ioncsatornak is hozzajarulhatnak a B sejt

natriumaramahoz.

5.4 Membranpotencial mérések az Nav csatornak potencialis kanonikus funkcidjat mutatjak

Ahhoz, hogy megallapitsuk van-e a B sejt Nav ioncsatornanak kanonikus funkcioja; azaz
hozzajarulnak-e a  membranpotencidl  szabdlyozasahoz; megmértik a B sejtek
membranpotencidljat &ram-zar tizemmodban 0 pA aram injektalasaval (I=0 tizemmodd). Az atlag
nyugalmi membranpotencial (Em) a legtobb sejttipushoz képest pozitivabb volt mar kontroll
koriilmények kozott is (-6,8 + 1,5 mV; n=13) (9. abra). A magas kalium koncentracidju oldat (MK)
szabalyozasaban, mig natrium-mentes oldat hatdsara az Em negativabb tartomanyokba tolodott
(AE=Enstrium-mentes-Em=-24,7 + 3,2 mV; n=13). Ez a valtozas reverzibilis volt, azaz a kontroll oldat
csatorndk kanonikus funkcioval rendelkeznek a humén B sejtben, ¢és a nyugalmi

membranpotencialt pozitiv irdnyba toljak el.
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8. abra: A B sejt Nav ioncsatorndinak TTX érzékenysége.

(A) 50 nM TTX hatasa egy sejt mérése alapjan. 0 mV-os depolarizacido soran figyelhetjiik meg a
natriumaramot kontroll oldat (fekete), 50 nM TTX (piros) és TTX kimosas (kontroll oldat, sziirke) soran.
(B) A MAH TTX koncentraciofiiggése. Minden MAH értéket 0 mV-on hataroztunk meg. Az adatokat atlag
+ SEM-ként tiintettiik fel. Minden pont egyedi sejt mérésébol szarmazo adat.
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9. abra: Humdn B sejtek membranpotencidljanak mérése.

(A) Reprezentativ [=0 aram-zar mérés. Fehér hattérrel a kontroll oldattal (Kont.) kapott Em értékek, mig

membranpotencial értékek szerepelnek. (B) Nyugalmi membranpotencial értékek (Em) dsszesitése kontroll
koriilmények kozott. (C) A natrium mentes oldat hatdsa a membranpotencialra. Az Y-tengelyen AE (=
Enstrium-mentes-Em) értékek szerepelnek. Az adatokat atlag + SEM-ként tiintettiik fel. Minden pont egyedi sejt
mérésébol szarmazo adat.
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5.5 RT-qPCR megerdsitette tobb Nav izoforma kifejezodését

Az Nav ioncsatornak mRNS szintli expressziojat RT-qPCR-rel erdsitettiik meg (N=6, 10.
abra). A kilenc vizsgalt izoformabol hat mutatott detektdlhatd mennyiségli c¢DNS-t, a
referenciagénhez (RPLPO) képest. A hat izoformat kodolo gének a kovetkezok voltak: SCN2A
(Nav1.2), SCN3A (Nav1.3), SCN4A (Nav1.4), SCN8A (Nav1.6), SCN9A (Nav1.7) és SCN11A
(Nav1.9). Az SCN3A, SCN4A és SCN9A gének mutattak a legmagasabb expressziot, mig az
SCN2A, SCN8A ¢és SCNI11A alacsonyabb szinteken volt jelen. Az SCN1A (Nayl.1), SCN5A
(Nav1.5) és SCN10A (Nav1.8) nem volt detektalhatd, mivel 35 feletti Ct értéket mutattak.
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10. abra: Nav ioncsatornak génexpressziojanak analizise RT-QPCR-rel.

A kilenc Nay csatorna mRNS szinti expresszioja B sejtekben. Az Y-tengelyen feltiintetett relativ
génexpresszid a vizsgalt gének atlagos kopiaszamat mutatja normalva a referencia gén expressziojara
(RLPLPO). A fekete oszlopok (SCN3A, SCN4A és SCN9A) magas, mig a sziirke oszlopok (SCN2A,
SCNB8A ¢és SCNI11A) alacsony expressziot reprezentdlnak. Az adatokat atlag + SEM-ként tiintettiik fel
(n=6).
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5.6 A Kcal.l a dominans kaliumcsatorna a glioblasztoma sejtmembranjaban

A GBM sejtekkel torténd kisérletsorozat soran, elsdnek igazoltuk a Kcal.l
membranexpressziot patch-clamp technikaval, teljes-sejtes konfiguraciot alkalmazva (11. abra).
Osszehasonlitottuk a primer GBM sejtek kifele iranyuld aramsiiriiségét (J=pA/pF) 1 uM szabad
[Ca?*]i (Ndonor=3, Nsejt=5) és szabad [Ca?*]i-mentes (Ndonor=5, Nsejt=11) kdrnyezetben (11. dbra A
panel). A t-proba alapjan mar -20 mV-on szignifikans kiilonbség volt az aramsiiriiségben a két
populacid kozt (p=0.0004), mely karakterisztikus az intracellularis kalcium- és fesziiltség-kapuzott
Kcal.l csatorndra (0 mV felett a p értékek 0.0001 alatt voltak). A primer sejtek és az U-87 MG
(n=5) sejtvonal hasonlo J-V gorbével rendelkezett (11. abra B panel), mely megerdsiti a sejtvonal
alkalmassagat a glioblasztoma modellezésére. A C és D paneleken lathatd, hogy 1 uM Pax
jelentdsen gatolta mind a primer sejtek, mind a sejtvonal sejtjeinek kaliumaramat. A MAH értéke
primer sejteknél 0,38 + 0,04 (n=20), U-87 MG sejteknél 0,13 = 0,02 (n=13) volt. Ezen adatok

megerdsitik, hogy a Kcal.1 a dominans K* ioncsatorna a GBM sejtek membranjaban.
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11. abra: A Kcal.l a domindns kaliumcsatorna a GBM membrdnjdaban.

(A) Primer GBM sejtek aramsirtiség-fesziiltség (J-V) gorbéje. Jol lathato a Kcal.1 ionaramara jellemz6
erds kalciumfiiggés. Kékkel az 1 uM szabad bels6 kalcium-koncentracioval kapott aramstirtiség értékek
vannak feltiintetve, mig feketével lathatéak a szabad kalcium mentes oldattal kapott eredmények. (B) A
primer GBM (narancs) ¢s az U-87 MG (z6ld) sejtek J-V gorbéje nagyfoku atfedést mutat. (C) Reprezentativ
patch-clamp mérések primer GBM és U-87 MG sejtekr6l. A fesziiltség-protokollokat az aramgoérbék felett
tiintettiik fel. Feketével a kontroll kdriilmények k6zott mért iondramot, mig pirossal az 1 pM paxilline altal
okozott gatlast lathatjuk. (D) 1 pM Pax hatdsanak osszesitése. A fekete pontok az egyedi MAH értékeket,
mig a narancs oszlop a primer GBM sejtek, a zold oszlop pedig az U-87 MG sejtek MAH értékeinek atlagat
(= SEM) jelolik.
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5.7 Kcal.1 béta alegység-fiiggé modulatorok tesztelése

Mivel a Kcal.1 B alegységeinek GBM sejtmembranban torténd kifejez6désérdl kevés
informaci6 all a rendelkezésiinkre, ezért elsonek a béta alegység-fliggd modulatorok hatasat
teszteltiik patch-clamp technikaval (12. abra). Primer GBM sejteknél az AA atlagosan 1,84-
szeresére novelte a makroszkdpos aramot a kontrollhoz képest (n=14, p=0,001, kétoldali Wilcoxon
proba; 12. abra B panel), mig az LCA nem okozott szignifikans csucsaram emelkedést (n=16,
p=0,63; 12. dbra A panel). Ezzel ellentétben az LCA ¢és az AA is szignifikdns aramndvekedést
okozott az U-87 MG sejteknél (atlagosan 1,38- és 1,24-szeres emelkedés, nica=16 ¢és
pLca=0.0002, naa=16 és paa=0.008; 12. abra A és B panel). Ezek alapjan a B1-3 alegységek is
kifejezédhetnek a GBM membranjaban, ezért megvizsgaltuk az aram inaktivaciojat, mivel a B2 és
B3 alegységek jelenléte inaktivaciét okoz. Az inaktivacios kinetika nem illeszthetd jol
exponencialis fliggvénnyel, ezért az inaktivacié mértékét az &ram nagysaganak t; = 125 és to = 25
ms idOpontokban meghatarozott hanyadosa alapjan mértiik fel (12 C. dbra, fels6 panel). Ez alapjan
sem a primer GBM, sem az U-87 MG sejtek Kcal.l arama nem inaktivalédott 100 ms alatt +100
mV-os depolarizacié soran, ami nem tamasztja ala a B2 alegységek koexpresszidjat az alfa
alegységekkel. A B3 alegység expressziora ebbdl az eredménybdl azért nem kovetkeztethetiink,
mert a B3 csak magas szabad [Ca?*]i esetében inaktivalja a csatornat. Teszteltiik tovabba az IbTx
hatasat ~20 nM-os koncentracioban, mely irodalmi adatok alapjan ~2-10-szerese a K¢-nak az alfa
alegység expresszioja esetén, €s 0sszehasonlitottuk az 1 uM Pax altal okozott gatlassal (12. abra
D panel). (Utobbi a Kcal.l ioncsatornak 100%-at gatolja a hasznalt koncentracidban, negativ
tartofesziiltséget alkalmazva.) A primer GBM sejtek MAH értékei nem kiilonboztek
szignifikansan az IbTx (MAH=0,47 +0,07; n=18) és a Pax (MAH=O,38 + 0,04; n=20) alkalmazasa
soran (p=0,12, Mann-Whitney proba). (Mivel 1 uM Pax nem gatolta teljes mértékben az aramot,
tovabbi kifele iranyuld aramot ad6 ioncsatornak jelenlétét is feltételezniink kell a
sejtmembranban). Hasonléan, az U-87 MG sejtek MAH értékei sem tértek el szignifikdnsan a két
populécié kozott (IbTx: MAH=0,13 + 0,03, n=8; Pax: MAH=0,13 £ 0,02, n=13; p=0,99, kétoldali
t-proba). Ezen adatok kizarjak a f4 alegységek funkcionalis kifejezddését, mivel annak jelenléte
megsziinteti az aram IbTx-érzékenységét.

Osszegezve a farmakoldgiai modulatorok hatdsa alapjan a Pl1, (B2) és P3 alegységek

kifejezddése lehetséges a glioblasztoma sejtekben.
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12. abra: Farmakologiai modulatorok hatdsa a glioblasztoma iondramdra.

(A-C) A narancssarga oszlopok a primer GBM sejtekkel, mig a zold oszlopok az U-87 MG sejtekkel kapott
eredményeket mutatjak. (A és B) Az Y-tengelyen a modulator altal okozott, a kontroll csucsaramra normalt
(pontozott vonal), aramnovekedést tiintettem fel. (A) 75 uM litokélsav hatasa a kifelé iranyuld csticsaramra.
(B) 30 uM arachidonsav hatasa a glioblasztoma cstucsaramara. (C) Az ioncsatorna inaktivacio mértékét 100
ms alatt +100 mV-os fesziiltségen az lu/lio hanyadosbdl hataroztuk meg (fels6 panel), a kapott hanyadosokat
az als6 panelen abrazoltuk. (D) 1 uM Pax (piros) és 23 nM IbTx (lila) hatasanak &sszehasonlitasa. Az Y-
tengelyen az egyedi sejtek MAH értékeit tiintettiik fel. Bal oldalon a primer sejtek, jobb oldalon a sejtvonal
sejtjeinek az adatai talalhatoak. Az oszlopok felett egy reprezentativ IbTx hatas lathaté U-87 MG sejten. A
fekete pontok és négyzetek egyedi sejtek mérésébdl szarmazod adatok. Az adatokat atlag + SEM-ként
abrazoltuk; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.8 A molekularis biolégiai modszerekkel kapott eredmények alatamasztjak a p3

expresszidjat

A farmakologiai kisérletek eredményei alapjan potencialisan kifejez6dd béta alegységek
expressziojat tovabb vizsgaltuk molekularis biologiai mdodszerekkel (13. abra). gPCR eredmények
alapjan a B1 alegység alacsony, a B2 ¢és B3 alegységek magasabb expressziot mutattak mind a
primer sejteknél, mind a sejtvonalnal (13. dbra A panel és 14. abra). Mivel az AA és LCA tobb
ioncsatornara (és Kcal.l béta alegységre) is hat, ezért az U-87 MG Kcal.l B alegységeinek
kifejez6dését SIRNS-sel csendesitettiik le, majd megint elvégeztiik az el6z6 részben ismertetett
farmakologiai kisérleteket a B csendesitett €s a kontroll csendesitett (,,scrambled siRNS”) sejteknél
(13. abra C-E panel). A csendesités sikerességét a fehérjeexpresszid6 mérésével, WB-tal
ellendriztiik (13. abra B panel). Az anti-KCNMB?2 (B2) és anti-KCNMB3 (p3) antitestek adtak
jelet a kontroll mintakban, melyek az SIRNS-sel torténé csendesitésre eltiintek. Az anti-KCNMB1
(B1) antitest azonban nem adott jelet U-87 MG sejteknél, mig a pozitiv kontrollként hasznalt, 31
alegységet nativan kifejez6, CHO (kinai horcsdg ovarium) sejteknél sikeresen igazoltuk az antitest
hatékonysagat. A farmakologiai kisérletek alapjan (C-E panel) a KCNMB1 géncsendesités nem
valtoztatta meg szignifikdnsan a vélaszt 75 pM LCA alkalmazésara (p=0,63; Nesendesites=3, Nsejt=8;
kétoldali t-proba), ami a B1 alegység szignifikans szintii expresszioja ellen érvel. A 30 uM AA
aramnoveld hatasat a kontroll csendesitéshez képest a KCNMB2 csendesitése nem csokkentette
(p=0,083; Ncsendesites=3, Nsejt=6), mig a KCNMB3 csendesités esetén a csokkenés statisztikailag
szignifikans volt (p=0,038; Ncsendesites=3, Nsejt=6). Ugyanakkor a B3 alegység csendesitése nem
valtoztatta meg a Pax hatasat, mely B alegység expresszio-fliggetleniil gatolja a csatornat (15.
abra).

Az eddigi eredményeket 0sszegezve, a magasabb RNS szint és az AA hatas csokkentése

alapjan a B3 alegység kifejez6dése dominalhat a GBM sejtek membranjaban.
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13. Abra: Molekularis biologiai eredmények alapjan a 3 a domindns jarulékos alegység.

(A) A Kcal.l alfa és béta alegységek expressziojanak feltérképezése qPCR-rel U-87 MG sejteken. Az Y-
tengelyen a vizsgalt gének relativ expressziojat tiintettiik fel a referencia génhez képest (GAPDH,
szaggatott vonal). (B) Western blot a béta alegységek kifejez6désérdl. Bal oszlop a kontroll, mig a kozépso
oszlop a béta alegység csendesités eredményei. Pozitiv kontrollként az aktin expressziot hasznaltuk (felsd
sor). A KCNMBI antitest pozitiv kontrolljaként a CHO sejteket valasztottuk (jobb oszlop). A Western
blottokat duplikatumokban végeztiik el. (C-E) LCA és AA hatasa a béta alegység-csendesitett
populacioknal. A bal oszlopok a kontroll siRNS-sel kezelt, mig a jobb oszlopok az adott béta alegység
csendesitett populaciok eredményei. Az Y-tengelyen, a kontroll csicsaramra normalt, modulatorok altal
kivaltott aramemelkedés lathatd. Az E panelen, az oszlopok felett, egy-egy reprezentativ mérést tlintettiink
fel. A bal oldalon a kontroll siRNS, mig jobb oldalon a KCNMB3-csendesitett U-87 MG sejt ionaramanak
valtozasa lathato 30 uM AA hatasara. A fekete pontok egyedi sejtek mérésébdl szarmazo adatok, melyeket
atlag + SEM-ként prezentaltunk; *p<0,05.
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14. abra: A primer GBM sejtek PCR eredménye hasonlosagot mutat az U-87 sejtekével.

A Kcal.1 (fekete oszlop) és béta alegységeinek (piros oszlopok) kifejezodését normaltuk a referencia gén
(GAPDH, fehér oszlop) kifejezodésére. (N=3)
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15. abra: A paxilline hatisa a KCNMB3 csendesitett U-87 MG sejtekre

(A) KCNMB3 csendesitett U-87 MG sejt reprezentativ patch-clamp mérése. A feketével a kontroll aram,
mig pirossal az 1 uM Pax perfuzioval szaturalt aram lathat6. A sejteket -100 mV-os tartdpotencialrol
depolarizaltuk +100 mV-ra. (B) 1 uM Pax gatlas MAH értékeinek Gsszesitése (MAH=0,14 % 0,04; n=6).
Minden pont egyedi sejtek mérésébdl szarmazo adat, melyeket atlag + SEM-ként abrazoltunk.
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5.9 A B3 funkcionalisan kifejezodik az U-87 MG sejtek membranjaban

A B3 alegységek funkcionalis kifejezddéséhez igazolnunk kellett a biofizikai paraméterek
B3 expresszioval jarod valtozasat (16. abra). Ezt specialis patch-clamp protokollokkal hajtottuk
végre, melyekben megemeltiik a tesztpotencialt (+100 mV-rol +180 mV-ra) és a szabad [Ca?*]i-t
(1 uM-r6l 10 uM-ra). Ilyen koriilmények kozott tudtuk detektalni a B3 alegységekre jellemzd,
gyors és inkomplett inaktivaciot (16. abra A-D panel). Az lioms/lcsics arany (Izoms= az ionaram 10
ms-al a depolarizacié kezdete utdn, Iesaes= csucsaram a depolarizacidé kezdetekor) alapjan az
inaktivacié inkomplett volt (Izoms/lesacs=0,86 £ 0,03; n=6; 14. abra C panel). Ezen feliil, az
inaktivacio lecsengését exponencialis fiiggvénnyel megillesztve a ti karakterisztikusan gyors volt
(2,5 £ 0,43 ms; n=5; 16. abra D panel). Emellett tudott, hogy a B3 expresszid egyeniranyitast okoz,
igy vizsgaltuk a farokdram meglétét negativ (-100 mV) membranpotencidlon. A 16. abra F panel
alapjan, kontroll koriilmények kézott ez a farokaram atlagosan -82 + 18 pA volt, mely 20 perc 20
mM DTT kezelés hatasara -487 + 66 pA-re nétt (16. dbra E és F panel; n=3; p=0,004; kétoldali t-
proba).

Ezen adatok alapjan a B3 alegység funkciondlisan kifejez6dik a GBM sejtek

membranjaban.
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16. abra: A Kcal.1 f3 alegysége funkciondlisan kifejezodik a GBM sejtek membranjaban.

(A) Reprezentativ patch-clamp mérés egy U-87 MG sejtr6l 10 pM intracellularis szabad kalciumot
hasznalva. A fesziiltség protokoll a mérés felett talalhatd. Piros kerettel az inaktivaciot, mig kékkel a
farokaramot jel6ltiik. A szaggatott vonal a 0 pA-nek megfelel aramot jelenti. (B) Az A panelen piros
kerettel jelolt inaktivacié nagyitva lathatd. Piros szaggatott vonal mutatja az illesztést egyfazist
exponencialis egyenlettel. (C) Iioms/lesics aramaranyok Osszesitése. (D) Az inaktivacids idéallandok (ti)
Osszesitése. (E) Reprezentativ mérés egy 20 mM DTT-vel kezelt U-87 MG sejtrdl. A kék keret mutatja a
DTT hatasara megjeleno farokaramot. (F) Farokaram amplitudok dsszesitése. Fekete pontok a kontroll, mig
a lila pontok a 20 mM DTT-vel kezelt sejtek adatai. A szaggatott vonal jeldli a 0 pA aramot. A fekete €s
lila pontok egyedi sejtek mérésébdl szarmazo adatok, melyeket atlag £ SEM-ként abrazoltunk; **p<0,01.
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5.10 A Kcal.l expresszio sejtciklusfiiggése

Mivel a kaliumcsatornak a sejtciklus kiilonboz6 fazisaiban eltéré aktivitast mutatnak
(altalanosan a G1/S fazis hataran fokozott, mig M fazisban csokkent az expresszio) [138],
megvizsgaltuk a Kcal.1l ioncsatorna és béta alegységeinek funkcionalis kifejez6dését U-87 MG
sejteken (17. abra). Ehhez M fazisba kolhicinnel, GO fazisba pedig szérummentes médium
(¢heztetés) hasznalataval szinkronizaltuk a sejteket. A 17. dbra A panel hisztogramjai és az 5.
tablazat alapjan lathato, hogy a sejtek 36 + 3%-a volt a G2/M fazisban 24 o6ra kolhicin kezelés
hatasara (Nkezeles=3, Nminta=3), mig kontroll szinkronizalatlan sejteknél ez az érték 16 £ 1% volt
(Nkezetes=3, Nminta=5). Szérummentes médiummal szinkronizalt sejteknél a GO/G1 sejtek aranya
57,3 £ 3%-16l 78 + 1%-ra n6tt (Nkezeles=2, Nminta=2). A kolhicinnel kezelt, M fazisba dusitott
sejteknél a makroszkopos kaliumaram +40 mV-os depolarizacio felett szignifikansan magasabb
volt, mint a GO fazisba szinkronizalt, valamint a kontroll sejteké (17. abra B és C panel). Mivel a
sejtciklus soran nem csak a kdliumcsatorna expresszid, de a sejttérfogat és -felszin is valtozik, ezért
Osszehasonlitottuk az dramstiriségeket is (J=pA/pF, 17. dbra D panel), ahol mar +20 mV-tdl
szignifikansan eltértek a kolhicinnel kezelt sejtek adatai a tobbi populaciotol. Azért, hogy
meggy0zOdjiink arrdl, hogy a mért aramok elsGsorban a Kcal.l csatornabdl szarmaznak, a
szinkronizalt és szinkronizalatlan populacidkat Pax-nel perfundaltuk. Mindegyik sejtpopulacional
prominens gatlast okozott a Pax alkalmazasa, azonban a kolhicinnel kezelt sejteknél ez a gatlas
szignifikansan nagyobb volt (MAH=0,05 + 0,01; n=9) a GO fazisba szinkronizalt (MAH=0,17 +
0,02; n=10) tapasztaltnal (p=0,007; Kruskal-Wallis proba, 17. abra E panel). Azonban 30 uM AA
perfiiziéra mind a harom populacional hasonlo csucsaram emelkedés volt tapasztalhato (Iaa/lkontroll
hanyadosok a szinkronizalatlan, kolhicinnel kezelt és éheztetett populacioknal: 1,26 + 0,09 (n=16);
1,1 £ 0,08 (n=10) és 1,09 + 0,03 (n=10); p=0,46, Kruskal-Wallis proba, 17. abra F panel). igy, az
adatok alapjan, a Kcal.1 ioncsatorna funkcionalis expresszidja né az M fazisba vald szinkronizacid

soran, a B3 alegység expresszi6 valtozasa nélkiil.
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17. abra: A Kcal. I expresszio sejtciklus-fiiggést mutat.

(A) Aramlasi citometriaval kapott reprezentativ hisztogramok. Y-tengelyen a sejtszam, X-tengelyen a Pl
intenzitast tintettiik fel, mely ardnyos a DNS tartalommal. Az egész abran pirossal az ¢heztetett
(szérummentes DMEM, 24 ora), kékkel a szinkronizalatlan és sargaval a 10 uM kolhicinnel kezelt
populaciok lathatok. (B) Reprezentativ mérések a harom populaciorol +80 mV tesztpotencialt alkalmazva.
A szaggatott vonal a 0 pA-nek megfelel6 aramot jeloli. (C és D) A csticsaram (I, nA), valamint az
aramsiiriség (J, pA/pF) fesziiltségfiiggése. (E) 1 uM Pax hatasa a makroszkopos aramra kezelt és kezeletlen
U-87 MG sejteknél. Az Y-tengelyen az egyedi MAH értékek lathatoak. (F) 30 pM AA csticsaram modulalo
hatasa a vizsgalt populacioknal. Az Y-tengelyen a normalt aramot tiintettiik fel, mely az arachidonsav
perfuziod soran szaturalt csicsaram normalva a kontroll koriilmények kozott mért csticsaramra. A szaggatott
vonal jeldli a hataskiiszobot. Az egész abran, a fekete pontok egyedi sejtek mérésébol szarmazoé adatok,

melyeket atlag + SEM-ként abrazoltuk; *p<0,05; **p<0,01.



Szinkronizalatlan

Sejt % (atlag + SEM)

Go/G1 57.3+3.2
S 26.6+24
G2/M 16.1 £ 0.9
Eheztetés (24 6ra)

Go/G1 77.8+1.3
S 12.2+0.8
G2/M 10+ 0.6
Kolhicin (10 uM, 24 6ra)

Go/G1 33.9+6.3
S 31+2.3
G2/M 35.1+4

5. tablazat: U-87 MG sejtek sejtciklus analizise

A fenti tablazat mutatja a szinkronizalatlan, és szinkronizalt U-87 MG sejtek szazalékos aranyat (atlag +

SEM) a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban
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6.  DISZKUSSZIO
6.1 Funkcionalis Nav ioncsatornak jelen vannak a human B sejt membranjaban

6.1.1 Elektrofiziologiai és molekularis biologiai adatok bizonyitjiak a Nav ioncsatornak

expressziojat human B sejtekben

Habar szamos tanulmany alapjan feltételezték mar a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
jelenlétét a human B sejtek membranjaban, kdzvetlen elektrofiziologiai adatok idaig ezt még nem
bizonyitottdk. A kutatdsunkban elektrofiziologiai és molekularis bioldgiai moddszerekkel
azonositottuk a Nay ioncsatornék funkcionalis expressziojat a human B sejtek membranjaban. A
patch-clamppel mért sejtek mintegy 40%-a mutatott befelé iranyulé aramot, mely Na™ mentes
oldatra megszlint, valamint karakterisztikusan Nay csatorndkra jellemzd fesziiltségfiiggést
mutatott (6. abra A és B panel). Ezzel ellentétben a T sejtek csupan 3%-an talaltak TTX szenzitiv
natriumaramot (habar a referdlt tanulmanyban nem hasznaltak protokollokat direkt a Nav
csatornak kimutatasara, igy a tényleges arany magasabb is lehet) [139].

A vizsgalt biofizikai paraméterek alapjan nem tudjuk egyértelmiien azonositani a
sejtmembranban jelenlévo Nav csatorndkat (7. abra). A fesziiltség-kapuzott ioncsatornak, igy
koztiik a Nav csatorndk, kapuzéasa fligg az expresszids rendszertdl, ahogy ezen paramétereket
befolyasolja a sejtmembran lipidosszetétele és a jarulékos alegységek kifejezddése is. Igy a
legtobb, altalunk is vizsgalt, biofizikai paraméterek értékei nagy atfedést mutatnak a kiilonb6z6
Nav ioncsatornak kozott. Példaul adataink alapjan az aktivacios Vsg érték -20,8 = 1,9 mV volt,
mely a legtobb Nav csatornanal publikalt tartomanyba esik. Egyediil a Nay1.9-nél irtak le
negativabb aktivacios Vs értéket, mely koriilbelil -40 mV volt [140-143]. Az inaktivaciobol
torténd visszatérés idéallandoja (tv) értékei is nagy szorast mutattak (7,5-42 ms), ami alapjan tobb
Nav csatorna egyiittes membranjelenlétét feltételezziik. A biofizikai paraméterek koziil az utdobbi
érték alapjan lehet jobban elkiilonithetdek a Nayv csatornak, mivel ismertek gyorsan visszatérd
(példaul Nav1.3 és 1.4; ©v=8-20 ms [72]) és lassan visszatérd (Nav1.7; tv=150ms [71]) izoformak.

RT-qPCR-rel TTX-szenzitiv natriumcsatornakat kodoldé (SCN2A, SCN3A, SCN4A,
SCNS8A ¢és SCN9A) valamint TTX-rezisztens csatornat kodolo (SCN11A) gének expresszidjat
mutattuk ki (10. abra). Ezek koziil dominans kifejez6dést mutatott a TTX szenzitiv Nav1.3, 1.4 és
1.7 ioncsatorna, mig a TTX rezisztens Nay1.9 csatorna alacsonyabb mRNS szinttel volt jelen. A

TTX-szenzitiv- és rezisztens Nay csatorndk egylittes jelenléte a membranban magyardzhatja a
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farmakoldgiai eredményeinket, miszerint a TTX 150 nM-os koncentracioban nem okozott akkora
gatlast, mint az vartuk volna, ha kizarélag TTX-szenzitiv fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak
lettek volna jelen a B sejt membranjaban (8. abra) [144, 145]. A Hill-egyenlet, 150 nM TTX MAH
értékei alapjan, 84 nM-0s ICsg értéket adott, mely 1ényegesen magasabb a TTX-szenzitiv Nay
csatornak publikalt ICso értékeinél. Ezen érték szintén alatamasztja a TTX-rezisztens Nav
csatornak alacsonyabb szintli membranexpresszidjat. Ismert, hogy az ioncsatorndk expresszidja
T és B sejtekben [18, 146], valamint a dendritikus sejtekben érés soran a Nay csatornak
kifejezddésnek csokkenésével egyidejiileg a Kv csatorndk expresszdjadnak fokozodasat figyelték
meg [59]. Egy kés6bbi publikacidban kimutattak, hogy a Nay magas expresszidja a dendritikus
kifejez6désének és a sejt-differenciacionak a szoros kapcsolatat [51]. A sejt-differenciacion kiviil
sejtsériilés is kivalthat expressziés mintdzatvaltozast. Asztrocitdkon mechanikai stimuldcioval
kivaltott reaktiv gliozis sordn a TTX-szenzitiv Nav csatorndk helyét TTX-rezisztens csatornak
vették at [147]. Mivel a tanulmanyunkban nem valasztottuk alpopulaciokra a B sejteket, a vizsgalt
populacionk nagyon heterogén volt, ami magyarazhatja a magas variabilitdist a TTX
érzékenységben. Ez a heterogenitas allhat a mogott is, hogy a sejteknek csak egy részén lattunk
Nav aramot. A patch-clamppel detektalhaté natriumaram lehet, hogy a B sejtek csak egy bizonyos
alpopulaciojan fedezhetd fel. A fesziiltség-kapuzott natriumcsatornakat funkcionalisan
expresszalo alpopulacid(k)nak felderitése fontos feladat a jovoben, a Nav csatornak funkcidjanak

megismerése érdekében.

6.1.2 A Nav csatorndk lehetséges funkcioja a human B sejtekben

Megmértiik a B sejtek membranpotencialjat I=0 dram-zar izemmodban, a Nay csatorndk
potencialis kanonikus funkcidjat vizsgalva, és azt tapasztaltuk, hogy a natrium-mentes oldat
perfuzidja  reverzibilis  hiperpolarizaciét  okozott, az eleve pozitivabb nyugalmi
membranpotencidllal rendelkezd B sejteknél (9. abra). Irodalmi adatok alapjan a limfocitak
nyugalmi membranpotencija széles intervallumba esik: beszamoltak negativ (Em=(-)70 — (-)60
mV [148, 149]), atmeneti (Em= -40 mV [19]) és pozitivabb (Em=(-)12 — (-)7 mV [150, 151])
membranpotencial értékekrol is kiilonboz6 publikaciokban. Ennek a variabilitasnak az oka lehet

az alkalmazott mérémodszerek kiilonbozdsége. Szepardlatlan periférids limfocita populaciod
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vizsgalata soran a B sejtek alacsony aranya miatt a pozitivabb nyugalmi membranpotencial értékek
kevésbeé gyakoriak. Habar a SSI gorbék alapjan az altalunk kapott nyugalmi membranpotencidlon
(Em=-6,8 £ 1,5 mV) a legtobb Nay csatorna inaktivalt allapotban van (0 mV-on a Nav csatorna
elérhetdség 0,05 + 0,02 volt), a magas membranimpedancia és az alacsony citoplazma térfogat
miatt kevés ioncsatornanak az aktivacidja is okozhat szignifikans membranpotencial valtozasokat.
Elméletileg a Na*-mentes extracellularis oldat kozvetett modon is okozhatna membranpotencial-
véltozasokat elektrogén transzport mechanizmusok modositasan (példaul Na*/Ca®* cseréld)
keresztlil. Ezt a lehetdséget vizsgaltak dendritikus sejteken, ahol a Nayl.7-et lecsendesitve a
nyugalmi membranpotencial hiperpolarizalodott, és inszenzitiv lett az extracellularis Na*
koncentraciéra, ami azonban a Nav csatornak kozvetlen szerepére utal, igy mi is ezt a
mechanizmust valdszinisitjik [51].

A fesziiltség-kapuzott Na* csatorndk élettani funkcidja még nem teljesen ismert a
limfocitakban. E16z6 tanulmanyokban mar utaltak a csatornak potencialis kanonikus funkciojara
[37-39, 139]. Jurkat T sejteken a Nav csatornak jelenléte a sejtmigracidhoz kothetd, mivel Matrigel
invazidos kamrat hasznalva a TTX alkalmazasa szignifikansan csokkentette a migraciot [40].
Tovabba a Nav1.5 szerepet jatszik a CD4™ T sejtek érési folyamatanak pozitiv szelekciojaban, mert
ezen ioncsatorndk funkcidjdnak és expresszidjanak gatlasa a szelekcidos folyamatokat
szignifikansan befolyasolta [41]. Azon Nav izoformakrol, melyek kisérleteinkben RT-gPCR-rel
magas expressziot mutattak a B sejtekben, még nincs limfocitakat érintd funkcionalis tanulmany.

Az immunsejtek sok hasonldésagot mutatnak az ioncsatorna profiljukban a
sejtdifferenciacié soran. Példaul a Kv1.3 csatorna, mely kifejezddik makrofagokban, dendritikus
sejtekben, T sejtekben és B sejtekben is, expresszidja megnd a sejtaktivacid soran a legtobb
szubpopulacioban [18, 145, 152, 153]. A K* csatornak miikodése, a membran hiperpolarizacioja
és igy az elektrokémiai hajtoeré fenntartisa révén, fontos a sejtaktivaciohoz sziikséges Ca?*
bearamlashoz. Elképzelhetd, hogy a CD1a* dendritikus sejtekhez hasonloan, a B sejtekben is, a
Nav csatorndk miikddése a membran depolarizacidja révén megakadalyozza a sziikségtelen
sejtaktivaciot. A Nav csatornak alacsony, de jelenlévé nyugalmi aktivitasa, valamint a Kv és Kca
csatornak alacsony expresszidja stabilizalhatja ezt a depolarizalt allapotot, azonban egy kelléen
er0s aktivalo inger hatdsara a csatornak expressziojaban valtas kovetkezhet be a Nav

csokkentésésével és a Ky csatornak emelésével, ami megteremtheti a kalcium jelatvitel feltételeit.
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Figyelembe véve az alacsony atlagos Nay csucsaramot (-57,0 + 12,6 pA), lehetséges, hogy
ezen ioncsatornaknak nem-kanonikus funkcioi is vannak a B sejtekben, melyeknek nincs koze az
iondramlashoz és a membranpotencidl-szabalyozashoz. Ilyen funkcidkat irtak le a neuralis Kyv2.1
¢s 2.2 csatornakndl is, melyek csomodpontot alkotva a sejtmembran és az endoplazmatikus
retikulum kozott, szerepet jatszanak a membran trafficking-ben, ahogy szabalyozzak az
exocitozist, endocitozist és lipid transzfert is [154, 155]. Hasonldan, a Ky1.3 csatorna nem-
kanonikus funkciojat irtak le vaszkularis simaizom sejtekben, melyekben a proliferaciohoz a
kapuzasi mechanizmus miikodése elégséges volt a K* ionok dramlasa nélkiil [156]. Habar a nem-
kanonikus funkciokat a tanulméanyunk alapjan nem tudjuk kizarni, a Na* -mentes oldat perfazioja
soran bekdvetkezett erds hiperpolarizdcid alapjan a Nav csatorndk kanonikus funkcidja

valészinilibb a B sejtek esetében.

6.2 Kcal.1/p3 komplexek funkcionalisan kifejezédnek a glioblasztoma sejtmembranban

A disszertacio alapjaul szolgald kézleményben kimutattuk, hogy a Kcal.l a dominans K*
csatorna a glioma sejtmembranjaban, mely expresszidjanak sejtciklus-fiiggése van, de a hozza
asszocialodo B3 alegységnek nincs. Habar a Kcal.l szdmos szovetben kifejezddik, a jarulékos
béta/gamma alegység expresszid fligg a szoveti mintdzattol. A B3 ritkdbban fejezddik ki
egészséges szOvetben, és eddig csupan a herében, hasnyalmirigyben és Iépben irtdk le
kifejez6dését fiziologias esetben. Igy a B3 expresszid relevans lehet a kiilonbozé betegségek
rosszabb prognoézissal jar a GBM-es betegeknél [157], valamint emelkedett B3 expressziorol
szamoltak be fibroblaszt-szerii szinoviocitaknal (FLS), reumatoid artritisz esetében is [158].
Tovabba a B3 alegységek funkcionalis kifejezddése a GBM membranban, akér sejtfelszini

markerként is szolgalhat a jovében, a magas gradusu gliomék esetében.

6.2.1 A 3 a dominans jarulékos alegység

A Kcal.1 o/p3 komplexek funkcionalis kifejez6dését a GBM sejtmembranban az alabbi
pontok tamasztjak ala: (I) a KCNMB3 transzkript kifejez6dott mind a GBM mind az U-87 MG
sejtekben, és utobbiakban magas kopiaszamot lattunk PCR-rel, hasonléan a KCNMA1-hez (13.
abra A panel és 14. dbra); (IT) a makroszkdpos aram emelkedett 30 uM AA perfuziora (12. abra B
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panel), ¢s KCNMB3 csendesitésre ez az dramemelkedés szignifikansan csokkent (13. dbra E
panel); (IIT) Gyors és inkomplett inaktivacio jelentkezett 10 uM szabad intracellularis kalciumot
alkalmazva +180 mV-on (16. abra A-D panel); (IV) A farokaram megjelenése -100 mV-on 20
mM-os DTT kezelés soran (16. abra E ¢és F panel); (V) Az ionaram szenzitivitasa ~20 nM IbTx-
re konzisztens a Kcal.1/B3 komplexre publikalt értékekkel [135]. Ezen 6t pont egyiittes jelenléte
utal a Kcal.1/B3 komplexek funkcionalis kifejezOdésére a GBM sejtmembranban. Mivel az
eredményeink kiilon-kiilon mas B alegységek kifejezédésénél is eléfordulhatnak, ezért ezeknek az
ismertetésével lentebb foglalkozunk.

A P1 alegység, mely legfOképpen a simaizomban keriilt leirasra, epesavak 4ltal
aktivalhatova teszi az ioncsatornat [90, 127, 159]. A mi kisérletiinkben 75 pM LCA aktivalta
ugyan az ioncsatornat a sejtvonal sejtjeinél (12. abra A panel), de tobb adat is a kifejezodése ellen
sz6l. El6szor is, qPCR-rel nem tudtunk KCNMB1 terméket detektalni sem a primer sejteknél sem
az U-87 MG sejteknél (13. abra A panel és 14. abra). Ezen kiviil WB-tal sem adott jelet a f1 ellenes
antitest, holott a kontroll CHO sejtekkel igazoltuk az antitest hatékonysagat (13. abra B panel),
valamint a KCNMBL1 siRNS-sel valo csendesitésével sem sikeriilt szignifikansan valtoztatni az
LCA hatést (13. dbra C panel). Annak a tudatdban, hogy az epesavak mas ioncsatornakon is
hathatnak (példaul ismertek az epesav-szenzitiv ,,BASIC” csatornak) [125], valosziniibb, hogy a
litokolsav nem Kcal.l-en keresztiil novelte meg a csticsaramot a tanulmanyunkban. A Kcal.1/B1
komplex tovabba meglehetésen rezisztens az IbTx-ra (publikalt ICso értékek 65-370 nM-ig
terjednek [135, 160], ami ellentmond az altalunk kapott MAH értékeknek; 12. abra D panel), ami
tovabb csokkenti a Pl kifejez6désének valdszinliségét. Végiill a Pl-hez asszocidlt Kcal.l
csatornaknak van farokarama negativ membranpotencialon, amely szintén ellentmond a mi
adatainknak (16. abra E-F panel) [161].

A B2 alegység a qPCR eredmények alapjan kifejez6dik mRNS szinten a glioblasztoma
sejtekben (13. abra A panel és 14. abra), és WB-tal is adott jelet a f2-ellenes antitest, valamint
KCNMB32 csendesitésre csokkend tendenciat mutatott az AA dramndveld hatasa (12. dbra B és D
panel). A fentiek alapjan a B2 kifejez6dik a GBM membranjaban, azonban a B2 expressziod
komplett inaktivacidhoz vezet mar alacsony citoszolikus Ca®*-koncentracional és 100 mV-0s
depolarizacional is [110, 162], melyet nem detektalunk a patch-clamp méréseink soran (12. abra
C panel). A teljes inaktivaciot még 10 uM intracelluléris szabad kalcium esetében sem lattuk (16.

abra C panel). Ennek a komplett inaktivacionak a hianya nem feltétleniil zarja ki a P2
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membranjelenlétét, mivel egy a alegységhez négy B asszocialodhat [163], igy a kiilonboz6 béta
alegységek aranya befolydsolhatja az altalunk detektalt biofizikai paramétereket is. A
sztochiometridt a kdvetkezOkben érdemes lesz figyelembe venni, hiszen tobb B2 alegység (a gyors
¢s komplett inaktivacié miatt) csokkent hajtoerét jelent a kalcium influxra, mig tobb 33 alegység
kifejez6dés (az inkomplett inaktivacié miatt) elnyujtott kalcium bearamlassal jarna.

A PB4 alegység a dominans a kézponti idegrendszerben [102, 103], igy a glioblasztémaban
varhato volt a kifejezddése. Transzfektalt sejteknél a B4 alegység rezisztenssé teszi a Kcal.l
csatornat az IbTx-re [134, 160], igy a kapott adataink alapjan a 4 kifejez6dése megkérddjelezédik
(12. dbra D panel). Ennek ellenére vannak publikaciok, melyek szerint IbTx-szenzitiv sejtek is
kifejezhetik ezt az alegységet, melynek hatterében a valtozd sztochiometria mellett a (4
alegységek alacsony membranbeli expresszidja allhat [161, 164], de ezekre még tényszer(i adat
nem all rendelkezésiinkre.

A gamma alegységek kifejezddése valosziniitlen a GBM membranjaban, hiszen a Kcal.1/y
komplexek mar alacsony intracellularis Ca®'-koncentracional is nagyon negativ
membranpotencialokon nyitnak (akar -150 mV) [161], mig a GBM ¢és U-87 MG Kcal.l
ioncsatornai pozitivabb tesztpotencialokon kezdtek nyitni (11. &bra A panel).

A primer GBM ¢és a sejtvonal U-87 MG ionaramai kozott két fo kiilonbség mertilt fel:

1.) A sejtvonal sejtjei érzékenyek voltak 75 uM LCA-ra, mig a primer GBM sejtek nem. Ennek a
hatterében a fentebb emlitett BASIC ioncsatorndk kifejezddése allhat. 2.) A primer glioblasztoma
sejtek kevésbé voltak érzékenyek 1 uM Pax és ~20 nM IbTx kezelésre, amely mas, kifel¢ iranyuld
aramot ado ioncsatorna membranjelenlétét feltételezi. Ilyen csatorna lehet, az irodalombdl ismert
CIC-3 csatorna, mely kisérletes elrendezésiinkben pozitiv aramot adhat, vagy a lassan inaktivalodo
Kv ioncsatornak (pl. Kv1.2 vagy Kv1.5).

Habar eléfordultak kiilonbségek a primer sejtek €s a sejtvonal kozott, ez a {6 konklaziot
nem befolyasolja, miszerint az adataink a Kcal.1/B3 komplexek dominans kifejezodését
tadmasztjak ala glioblasztomaban, amellett, hogy B2 alegységek is eléfordulhatnak alacsonyabb

szamban.
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6.2.2 A Kcal.l expresszio sejtciklus-fiiggése

Mint ismert, egyes ioncsatornak expresszioja valtozik a sejtciklus soran. A K* csatornaknak
nagy szerepe van a sejtciklus progresszioban a membranpotencial szabalyozasa révén, hiszen a K*
permeabilitds valtozasa (a K* negativ Nernst potencialja miatt), emelkedés (azaz csatornanyitas)
esetén hiperpolarizalja, csokkenés esetén pedig depolarizalja a membrant [138]. Altalanosan, a
G1/S fazis hataran magas K* csatorna aktivitast irtak le, mig G2/M féazisban a kaliumcsatornak
alacsony membranaktivitasa figyelheté meg. Ezzel parhuzamban a Nav csatornak expresszidja az
M fazisban emelkedett. Egy korabbi tanulmdnyban humén mezenchimalis dssejtek Kcal.l
ioncsatornainak sejtciklus-fiiggését vizsgaltak [165], és adataik alapjan a Kcal.l pozitiv sejtek
aranya csokkent volt a G2/M fézisban az ¢heztetéssel Go fazisba szinkronizalt populacidhoz
képest. Ezzel ellentmondanak a mi adataink, mivel a kolhicinnel kezelt (M fézis dusitott) U-87
MG populacional a cstcsaram ¢és az aramsiriség is szignifikdnsan nagyobb volt a
szinkronizalatlan populacidhoz képest, valamint ez az aramemelkedés Pax szenzitiv dramnak
bizonyult (17. abra C-E panel). Hasonléan a mi adatainkhoz, megtermékenyitetlen egér oocitaban
talalhato magas konduktanciaju K* csatorna - mely a Ca?*- érzékenység és charybdotoxin -
inszenzitivtas alapjan nem biztos, hogy Kcal.l - aktivitasa szintén magasabb volt az M fazisban
[166].

Hogy miért fontosak a kaliumcsatorndk a sejtciklus progresszidban, arra tobb magyarazat
is felmeriilt. El6szor is, a mitozishoz a sejtvolumen (igy a nyomas) tranziens csokkenése
sziikkséges, melyben a kifele iranyuld kaliumaramot ad6 ioncsatornak szerepet jatszanak [167,
168]. Leirtdk, hogy a medulloblasztoma sejtekben a Ky10.2 csatorna szerepet jatszik a
sejtosztodashoz  sziikséges sejttérfogat csokkentésben [169]. A  sejtméret-proliferacio
Osszefliggését glioma sejteken is nézték, ahol ioncsatornak gatlasaval és a tenyésztd médium
ozmolaritasanak (igy a sejtvolumen) valtoztatasaval a proliferacids rata is valtozott, tigy, hogy a
sejtméret-osztodas gorbéje harang alakot vett fel [170, 171]. Egy magyarazat a haranggdrbe
kialakulasara, a makromolekularis tomoriilés elmélet, ami szerint a sejtciklus szabdlyozasdhoz
sziikséges makromulekulak konformacioja és aktivitasa fiigg a hidrataltsagi allapotuktol [167]. A
modell alapjan a molekulak aktivitdsa Boltzmann eloszlast kovet, és mivel ez az aktivitas jelenthet
proliferacidos rata novekedést és csokkenést is, igy sziikségszerlien kialakul egy térfogat

intervallum, ahol a sejtosztédas optimalis.
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Ezen kiviil a K* csatornaknak fontos szerepiik van a kalciumjel kialakitasban, a hajtoerd
biztositasaval [172-174]. igy egyes kaliumcsatornak specifikus gatlasaval sejtciklus blokad érhet6
el, ami csokkent proliferacidhoz vezet. Ezen ioncsatornak kozé tartozik a Kv1.3 [175], Kv10.1
[176], Kv11.1 [177] és a Kca3.1 [178] is. Tovabba azt talaltak, hogy a K* konduktancia nem is
mindig sziikséges a sejtciklus progresszidhoz, a kaliumcsatornak nem-kanonikus funkciéit
feltételezve. Ilyen nem-kanonikus funkciot talaltak a Drosophila EAG csatornanal, ami a human
Kv10.1 ortologja [179]. A csatorna pdrusaban egy aminosavat elmutalva létrehoztak egy nem-
konduktiv ioncsatornat, melynek expresszidja a vad tipusu EAG csatorndhoz hasonlé mddon
novelte a proliferacios ratat. Ez a p38 MAP kindz Gtvonalon keresztiil torténhet, amely felelds
tobbek kozott a gyulladasos, proliferacios és apoptotikus valaszok kialakulasaban [180]. A
foszforilalt (aktivalt) p38 szintje szignifikdnsan magasabb volt a mutalt EAG-t expresszald
sejteknél a kontroll (nem-expresszalo) sejtekhez képest, valamint az el6bbi sejtek proliferacios
rataja, a p38 MAP kinaz gatlasaval, lecsokkent az utobbiak szintjére. Igy, mint a Drosophila EAG
csatornanak, a tobbi K* csatornanak is lehet nem-kanonikus szerepe a sejtciklus szabalyozasban.
A fenti szerepek koziil, a glioblasztoma Kcal.1l-nek ismert az ozmoregulaciés szerepe, igy ez is
magyarazhatja az M fazisban latott magasabb Kcal.l aramot.

Farmakolodgiai eredményeink alapjan, az alfa alegységgel ellentétben, a béta alegység
expresszidja nem valtozott a sejtciklus fliggvényében, mivel 30 uM AA aramnéveld hatdsa nem
tért el szignifikdnsan a szinkronizalt €s a szinkronizalatlan populaciok kozott. Mivel a 33 ugyanagy
jelen van az M fazisban, ezért a glioblasztoma Kcal.l csatorndk béta alegység-fiiggd,

szovetspecifikus gatlasa potencialis terdpia lehetne a jovében.
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7. OSSZEFOGLALAS

Disszertaciomban a  fesziiltség-kapuzott kationcsatorndk  membran-expresszidjat
vizsgaltam fiziologias és patologias allapotokban. A fiziologias allapotot az egészséges, kronikus
betegségben nem szenvedd alanyok B sejtjei, mig a patoldgias allapotot GBM-es betegek mintai
¢és az U-87 MG sejtvonal adtak.

A B sejteken elsoként térképeztik fel a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornakat.
Molekularis biologiai €s elektrofiziologiai adataink alapjan TTX-szenzitiv €s rezisztens Nav
csatorndk egyszerre vannak jelen és funkciondlnak a B sejtek membranjdban. Eredményeink
alapjan e csatornak kanonikus funkcidja a valdszini, azaz a nyugalmi membranpotencial
kialakitdsaban ¢és szabalyozasaban jatszanak szerepet. Mivel még mindig keveset tudunk a
natriumcsatornak szerepérdl az immunsejtek miikodésében, ezért a Nay csatorndk funkcionalis
jelenlétét érdemes lehet a jovOben megfontolni ezen sejtek farmakoldgiai és funkcionalis
vizsgalata soran. Tovabb vizsgalva, hogy a B sejtek milyen alpopulécidin jelenik meg a Nav
csatorna, megalapozhatja az immunfunkciok szelektiv farmakoldgiai modulalasat.

A glioblasztoma sejteken azt talaltuk, hogy a Kcal.1 ioncsatorna funkcionalis komplexeket
alkot a B3 alegységgel a sejtmembranban. A GBM sejtek B3 expresszidja a jovOben kemoterapias
célpont lehet, hiszen a kozponti idegrendszerben leginkdbb a B4 alegység fejezddik ki, igy a
Kcal.1/B3 komplexek gatlasa szovetspecifikus lenne a glioblasztomara. A B3 expresszidjat a
malignus glioblasztoma sejtek markereként is alkalmazhatnak a jovében, mely nem csak a

terapiaban, de a diagnosztikaban is segitséget nyujtana.
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8. SUMMARY

In my dissertation, | investigated the membrane expression of voltage-gated cation
channels in physiological and pathological conditions. The physiological condition was
represented by B cells from healthy subjects without chronic disease, while the pathological
condition was represented by samples from GBM patients and the U-87 MG cell line.

We were the first to characterize the functional expression of voltage-gated sodium
channels in B cells. The molecular biology and electrophysiology data suggest that TTX-sensitive
and resistant Nay channels are simultaneously present and functional in the B cell membrane.
Based on our study, these channels perform their canonical function, generating and regulating the
resting membrane potential. Since little is still known about the role of sodium channels in immune
cell function, the functional presence of Nav channels may be worth considering in future
pharmacological and functional studies of these cells. Further investigation of the subpopulations
of B cells, in which Nav channels are expressed may provide a basis for selective pharmacological
modulation of immune functions.

In glioblastoma cells, we found that the Kcal.1 ion channel forms functional complexes
with the B3 subunit in the cell membrane. The expression of 3 in GBM cells could be a future
chemotherapeutic target, as in the central nervous system the 4 subunit dominates, so inhibition
of the Kcal.1/B3 complexes would be tissue specific for glioblastoma. Also, this expression could
be a marker for malignant glioblastoma cells in the future, which would not only aid in therapy

but also in diagnostics.
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