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I. Elészo

A fesziiltségkapuzott ioncsatornak €s a lipidek kozotti kapcsolat igen Osszetett. Egyrészt
transzmembran fehérjék révén az ioncsatorndk a membranba agyazodnak, igy az
aktivaciojukkor az aktivacios kapu nyitdsaval jar6 nagy konformacids valtozasok mind a
membranban, a kdrnyez6 lipidmolekuldk szoros egyiittmiikodésével zajlanak. Ez lehetoséget
teremt arra, hogy a lipidek mind ligandszerti, direkt molekularis kdlcsonhatasok révén, mind
pedig indirekt, a lipidek altal meghatarozott membranbiofizikai tényezokon keresztiil
befolyasoljak a csatornak miikodését. Ismert, hogy a koleszterin, foszfoinozitidok és a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak is jelentds hatadssal vannak a fesziiltségkapuzott
kaliumcsatornak  (Kv) aktivacidos kapuzisara, amelyek hatterében mind direkt
kolcsonhatdsokat, mind indirekt, membranbiofizikai tényezokon keresztiili hatasokat
valoszintisitettek a lipidek altal kivaltott komplex hatdsok mogott. A membranban talalhato
ceramidok, koztik a Cl6-ceramid (Cer) és a gliikozilceramidok, igy példaul a C16-
gliikkozilceramid (GlcCer) fesziiltségkapuzott ioncsatorndk, koztik a Kvl.3 ioncsatorndk
aktivacios kapuzasara gyakorolt hatdsairdl és azok mechanizmusarol keveset tudunk, annak
ellenére, hogy a Kvl1.3 kulcsfontossagu szerepét vetették fel tobbek kozott neurodegenerativ
betegségekben, amelyekben a ceramidok szintje megnd a membranban.

A lipidek és az ioncsatornak kozotti kapcesolat kétiranyusagat jelzi, hogy nemcsak a
lipidek képesek a fesziiltségkapuzott ioncsatorndk mitkddésére hatni, hanem a
fesziiltségkapuzott ioncsatornak aktivitasa is képes lehet a lipidek, ezen belill a ceramidok
szintjét modositani azok szintézisének, illetve lebontasanak befolyasolasan keresztiil. Tobb
sejttipusban is felvetették, hogy a fesziiltségkapuzott protoncsatorna (Hv1) gatloszerei a sejtek
¢letképességét csokkenthetik, amit tobbek kozott kisérletesen kimutattak T-limfocitdkban,
korion eredetii mezenhimalis &ssejtekben, mieloid eredetli szuppresszor sejtekben vagy
kiilonb6z6 tumorsejtek esetében, viszont nem vizsgaltak makrofagok esetében. A Hvl
gatloszerek ezen hatasa pedig akar azok terapias, akar mellékhatdsa szempontjabol fontos Iehet.
Tovabba az is ismert, hogy a sejtekben a ceramidszint névekedése gyakran jar egyiitt a sejthalal
indukciojaval. Mivel szdmos ceramidszintetizald enzim pH-fiiggd aktivitassal bir, ezért
lehetséges, hogy a Hvl gatlasa révén az intracellularis pH valtozdsa fokozhatja ezen
ceramidszintetizal6 enzimek aktivitdsat és ezaltal novelheti a ceramidszintet, ami végiil

sejthalalhoz vezet, viszont a kettd kozti kapcsolatot eddig nem vizsgaltak részleteiben.



I1. A doktori értekezés el6zményei, bevezetés

I1./1. A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna szerkezete, kapuzasa és élettani szerepe

A Kvl.3 ioncsatorna szerkezetében ¢és miikodésében a fesziltségkapuzott
kaliumcsatornak szupercsaladjanak egyik prototipusa. Négy alfa alegységbol épiil fel, amelyek
mindegyike hat transzmembran helikalis szegmentumot (S1-S6) tartalmaz, amelyeket intra- és
extracellularis hurkok kotnek dssze egymassal. Az S1-S4-es szegmentumok alkotjék a csatorna
fesziiltségszenzor doménjét (VSD), mig az S5-S6-o0s szegmentumok a poérusdomént (PD). Az
aktivacios kapuzas soran a sejtmembran depolarizacidjanak hatasara a VSD S4 hélixe a benne
talalhat6 pozitiv toltésii aminosavaknak koszonhetden a sejtmembran sikjabol kifelé, az
extracellularis tér irdnyaba mozdul el, ami végiil, a két domén kozti funkcionalis csatolési
mechanizmus révén az aktivacios kapura attevodve, annak kinyilasat eredményezi a PD
intracellularis végénél. A Kv1.3 ioncsatorna élettani szerepét tobb sejttipusban leirtak, tobbek
kozott immunsejtekben (T- és B-limfocitakban, makrofagokban, mikrogliakban, dendritikus
sejtekben) fontos szerepet kap a sejtek aktivacidjaban, neuronokban a nyugalmi és akcids
potencidl finomhangoldsdban, a belsé mitokondridlis membranban levd ioncsatorna pedig az

apoptozis szabalyzasaban fontos.

I1./2. A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna gatlészerei, a gatlas terapias jelentosége

A Kvl.3 ioncsatorna farmakoldgiai gatloszerei két nagy csoportjat alkotjak a
kismolekulaja, illetve a peptidtipusu gatloszerek. A kismolekulaju gatloszerek koziil a
legjelent6sebb csoport a pszoraléneké, amelynek legfontosabb tagjai a Psora-4 (5-4-
fenilbutoxi-pszoralén), valamint a klinikai vizsgalatokban is alkalmazott leghatékonyabb
pszoralén a PAP-1 (5-4-fenoxibutoxi-pszoralén). A gatloszerek masik nagy tipusat alkotjak a
peptidtipusu gatloszerek. A csoport legjelentdsebb tagjai a munkacsoportunk altal is vizsgalt
Vm?24, illetve a klinikai vizsgalatokban is alkalmazott dalazatid. A Kvl.3 ioncsatorna
gatlasanak terapias potencialja autoimmun, neurodegenerativ és daganatos betegségekben

meriilt fel, de ezidaig egyik gatloszer alkalmazasa sem 1épett be a klinikai gyakorlatba.

I1./3. A Hv1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna szerkezete, kapuzasa és élettani szerepe
Szemben a Kv csatornak szerkezetével a Hvl olyan homodimerként van jelen a
membranban, amelyben az egyes alegységeket egyenként négy transzmembran helikalis
szegmentum (S1-S4) épiti fel. Az alegységek szerkezete nagyban emlékeztet a Kv csatornak
fesziiltségszenzor doménjére, de azokkal szemben egyszerre miikddnek fesziiltségszenzorként,

valamint felelnek a fiziologias koriilmények kozott a citoplazmabol kifelé iranyulo
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protonvezetd utvonalként, ugyanis hidnyzik beldliik a fentebb bemutatott, S5-S6 hélixek altal
formalt klasszikus PD. Amikor a sejtmembran depolarizalodik, vagy amikor megnd a
citoszolban a protonkoncentracid, tehat a citoszol savasodik vagy ellentétesen, az
extracellularis tér lugosodik, a protoncsatorna aktivalédik. A Hvl-nek elsdsorban két
sejtfunkcidoban van kiemelt szerepe. Egyrészt nélkiilozhetetlen a NADPH-oxiddz megfeleld
mukodéséhez, és ezaltal a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelésének fenntartdsadhoz, masrészt

pedig f6 feladata az intracellularis pH szabalyozasa.

I1./4. A makrofagokrol altalaban, a Hv1 ioncsatorna szerepe makrofiagokban

A makrofagok, a velesziiletett immunrendszer alapvetd tagjaiként igen plasztikus és
ki. A makrofagok a szovetekbe 1épé monocitakbol diferencialodnak. Altaldnossagban a
makrofagokat M1, azaz klasszikus, illetve M2, azaz alternativ utvonalon polarizalt
alcsoportokba sorolhatjuk. Az aktivalt M1 makrofagok proinflammatorikus citokineket és
mediatorokat termelnek, amely révén részt vesznek a patogének ¢és tumorok elleni
védekezésben, mig az M2 makrofagok inkdbb a gyulladas feloldodasaban, az apoptotikus sejtek
¢s tormelékek eltavolitasaban, a szdveti remodellingben vesznek részt. Bar a fenti dichotom
osztalyozas terjedt el leginkabb az irodalomban, az M1 és M2 fenotipusok ugy képzelhetdk el,
mint a lehetséges funkcionalis allapotok kontinuumanak sz€lsOségei, amelyek a
mikrokdrnyezeti tényezoktdl fiiggden dinamikusan egymasba alakulhatnak. A Hvl alapvetd
szerepe széles korben dokumentalt human makrofagokban, ahol Osszefiiggésbe hoztak a
csatornat a sejtek intracelullaris pH egyenstlyanak, illetve ROS termelésének szabalyozasaval

¢s ezaltal azok antimikrobialis és proinflammatorikus aktivitasaval.

I1./5. A Hv1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna gatloszerei, a gatlas terapias jelentésége
A Hvl ioncsatorna gatloszerei kozott vannak ionok, kismolekulaju és peptidtipusu
gatloszerek egyarant. A Zn®>* a Hv1 ioncsatorna aspecifikus gatloszerének tekinthetd, az elsd
leirt Hv1 inhibitor az irodalomban. A kismolekuldji Hv1 gatloszerek koziil a guanidinium-
alapt vegyliletek maig az egyik legjelentésebb csoportnak szadmitanak, amely két
legjelentdsebb tagja a 2-guanidinbenzimidazol (2GBI) és az annak mddositasaval 1étrehozott
5-kloro-2-guanidinbenzimidazol (CIGBI). Kedvezd tulajdonsagai, elsésorban nagy affinitasa
miatt mai napig a CIGBI-t hasznaljak a legszélesebb korben a Hvl farmakologiai gatlasara,
valamint a csatorna funkcidjanak és biologiai jelentoségének kisérletes vizsgalatara, ezért
kisérleteink soran mi is ezt a vegyiiletet alkalmaztuk. A peptidtipusu gatloszerek kozé tartozik

az AGAP (antitumor analgézias peptid) és a Hanatoxin. Szamos olyan patolégias allapot ismert,
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amelyekben a protoncsatorna tulzott miikodése kulcsfontossagu szereppel bir, ezaltal szelektiv
gatlasaban jelent6s terapias potencial rejlik. Ezzel 6sszhangban kedvezd hatasat mar felvetették
akut tiidokarosodasban, iszkémias sztrokban, agy- és gerincvelGsériilések esetén, szklerdzis

multiplexben és kiilonb6z6 daganatos megbetegedésekben is.

I1./6. A f6bb membranbiofizikai paraméterek, mérésiik és biologiai jelentéségiik

A lipidek befolyasolhatjak a transzmembran fehérjék, igy az ioncsatornak mitkddését
kozvetlen, ligandszerti lipid-fehérje kotodés révén, valamint indirekt médon, a membranok
molekularis rendezettségéhez kapcsolodd biofizikai tulajdonsdgainak megvaltoztatasan
keresztiil. Utobbiak koz¢ tartozik a fluidités, hidracié és dipolpotencial, amelyek a membranok
szerkezeti szervezOdését kiilonbozd mélységben jellemzik ¢és €16 sejtekben lokalis
mikrokdrnyezetre érzékeny fluoroférok és fluoreszcencia alapu mérémodszerekkel
vizsgalhatok. Erre a célra a leggyakrabban hasznalt moddszerek rendre a TMA-DPH
gerjesztési aranyanak meghatarozasa, amelyek segitségével felderithetok a kiilonféle lipidek
membranok szervezddésére gyakorolt hatdsai, igy tanulmédnyozhatova valnak a lipidek

membranfehérjékre gyakorolt esetleges indirekt hatésai is.

IL./7. A ceramidok membranbiofizikai jellegzetességei

A membranok szervezddését €s igy biofizikai tulajdonsagait foleg azok lipidosszetétele
hatdrozza meg. A ceramidok jellegzetes kémiai szerkezetiik és extrém hidrofobicitdsuk révén
nagymértékben fokozzak a membrant alkoté molekulak pakolodasi siirliségét €s a kettosrétegek
molekuléris rendezettségét, illetve jellegzetes fizikai tulajdonsagokkal rendelkez6 membran
mikrodoméneket, ugynevezett ceramidplatformokat hoznak létre. A gliikkozilceramidok szintén
altalanossagban fokozzak a membranok rendezettségét, valamint hozzajarulnak a lipidtuajok
létrejottéhez. Mindezen hatdsok révén mind a ceramidok, mind pedig a gliikozilceramidok
Modellmembranokban végzett tanulmanyok ugyanakkor felvetették, hogy a ceramidok és
gliikozilceramidok membranbiofizikai hatdsaiban, illetve azok mértékében eltérések lehetnek,
amelyek révén fehérjékre gyakorolt hatéasaik is kiilonbozhetnek. Ezt azonban €16 sejtekben még

nem bizonyitottak.



I1./8. A ceramidok fesziiltségkapuzott kaliumcsatornikra Kifejtett elektrofiziologiai
hatasai

A Kv szupercsalad kiilonboz6 tagjai, igy a Kv1.3 esetén is felvetették, hogy a ceramidok
altalaban gatlo jellegli hatasokat fejtenek ki az ioncsatornak tobbségére, amelyek jellemzden
csokkent teljes sejt aramokban, alacsonyabb egyedi csatorna nyitasi valdsziniiségekben, illetve
a konduktancia-fesziiltség gorbe magasabb membranpotencialok felé tolodasaban nyilvanulnak
meg. Az azonban lényegében teljesen feltaratlan, hogy a ceramidok milyen
hatasmechanizmussal, a csatornak melyik doménjén hatva fejtik ki hatasukat. A

gliikkozilceramidok Kv csatorndkra gyakorolt hatdsai pedig teljesen ismeretlenek.

I1./9. Lipidek hatismechanizmusanak vizsgalata

A kételektrodas voltage-clamp fluorimetria az elektrofiziologiai és fluoreszcencian
alapuld technikak egyediilalld kombinacidja, amely segitségével az iondramok mérésével €s a
csatorna VSD-jébe pontmuticioval bejuttatott cisztein fluoroforral torténd jelolésével és a
fluoreszcencia nyomonkdvetésével egyidejliileg vizsgalhatd az ioncsatornak PD-jének és VSD-
jének mikodése. Ezaltal a technika kivételes lehetoséget kinal a lipidek Osszetett
hatasmechanizmusanak vizsgalatara, illetve annak eldontésére, hogy a csatorna melyik
doménje a lipidek elsddleges intramolekularis célpontja. Emellett a ceramidok és
gliikdzilceramidok indirekt, a membran biofizikai tulajdonsagainak megvaltozasan keresztiil
megvalosulo hatdsai tanulmanyozhatok a fentebb emlitett kdrnyezeti paraméterekre szenzitiv
fluoroforokkal. Ennek vizsgalata kiilondsen relevans annak fényében, hogy a csatorna
aktivacios kapuzasa soran bekovetkezd konformaciovaltozdsok abban a régioban torténnek,
amelyben a lipidek mennyiségében fellépd eltérések alapvetd szerkezeti atrendezddéseket

eredményezhetnek, amint azt egyéb ioncsatornak esetén ki is mutattak.

I1./10. A ceramidok szintézise, patofiziologiai jelentdsége, szerepiik a sejthalal soran
Mind a ceramidok, mind pedig a gliikozilceramidok bioaktiv vegyiiletnek tekinthetdk,
azaz mennyiségiik pontosan szabalyozott és annak megvaltozasa kovetkezményesen kiillonbozo
célmolekuldk szintjét és aktivitasat befolyasolja. Fiziologias mennyiségiik igy nélkiilozhetetlen
a sejtek normalis mikodése szempontjabol. A ceramidok a szfingolipidek metabolizmusanak
kozponti vegyiiletét jelentik. Bar fiziologids koriilmények kozott elenyész6 mennyiségben
fordulnak el6 a plazmamembranban, a komplexebb szfingolipidek alapvegyiiletét képezik,
illetve mennyiségiik nagymértékében megndohet kiilonféle stimulusok, elsGsorban
stresszingerek hatdsara, ami jelatviteli folyamatok aktivacidjadhoz vezet és sok esetben a

sejthalalhoz vezetd folyamatok elindulasat eredményezi. A gliikozilceramidok a ceramidokbdl
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keletkeznek ¢és a bonyolultabb glikoszfingolipidek, gangliozidok eldalakjait képezik.
Fiziologias koriilmények kozott is nagy mennyiségben talalhatok a sejtmembranban,
hozzajarulva annak lateralis szervezddéséhez. Fontos biologiai szerepiikkel Osszhangban
szamos patologias korképben jellemzo ezen lipidek szintjének megvaltozasa. A ceramidok
patofizioldgiai jelentdséggel bird felhalmozodasa megfigyelhetd kiilonféle neurodegenerativ
koérképekben, mig szdmos tumorban ezzel éppen ellentétes mddon a ceramidok termelddése
nem valthato ki. Mindkét eltérés jellemzden a sejthalalhoz vezetd Gtvonalak zavaraval tarsul.
A gliikozilceramidok mennyiségének megnovekedése pedig szintén szamos koérképben, igy
neurodegenerativ, lizoszomalis tarolasi vagy tumoros megbetegedésekben is el6fordul, ami
gyakran hozzajarul bizonyos fehérjék ezen allapotokban jellemzé abnormalis miikodéséhez.
Mivel minden emlitett korképre egyuttal jellemz6 az ioncsatorndk miikddési zavara is, a két
tényezd kozotti kapcsolat felderitése hozzajarulhat a betegségek jobb megértéséhez és Uj

terapias célpontok felderitéséhez is.



I11. Célkitiizések

A disszertacidban bemutatott kutatasok két kérdéskor koré csoportosultak:

1. A disszertdacioban ismertetett elsé kutatasunk fo célja az volt, hogy modern elektrofiziologiai
és membranbiofizikai modszerekkel vizsgaljuk, hogyan modositja a membranba agyazodo C16-

ceramid (Cer) és C16-gliikozilceramid (GlcCer) a Kvl1.3 ioncsatornadk aktivacios kapuzasat.

Ennek érdekében célunk volt, hogy 1) megvizsgaljuk ezen lipidek elektrofiziologiai
hatasait a Kv ioncsatorna szupercsalad egyik jellegzetes tagjara, a Kv1.3 ioncsatornara; ii)
azonositsuk a csatorna azon szerkezeti elemét, a VSD-t vagy a PD-t, amelyen keresztiil ezen
lipidek elektrofizioldgiai hatasai kozvetitddnek; és iii) alatdmasszuk vagy kizarjuk az indirekt,
membranbiofizikai paraméterek megvaltozasa altal kozvetitett hatasok hozzajarulasat az egyes
lipidek hatasmechanizmusahoz. A Xenopus laevis oocita expresszios rendszert és exogén Cer
¢és GlcCer toltéseket alkalmazd kételektrodas voltage-clamp fluorimetrids méréseink soran
azokat a f6 elektrofiziologiai paramétereket hataroztuk meg, amelyek ezen ceramidok
ionaramra kifejtett hatasait irjak le. A VSD mozgéasat monitorozo fluoreszcens jel valtozasanak
vizsgalata pedig lehetdvé teszi ezen lipidek intramolekuldris célpontjanak feltarasat, betekintést
nyUjtva a hatdsmechanizmusba. Azt, hogy a ceramidok hatasai tekintetében mennyire jatszanak
szerepet a lipidek szintjének valtozasabol fakadoé indirekt hatasok, a Cer és GlcCer toltések
membranbiofizikai hatasainak vizsgalataval jellemeztikk kinai horcsdég ovarium (CHO)
sejteken. Ehhez olyan festékeket alkalmaztunk, amelyek spektrofluorimetrias vagy konfokalis
mikroszkopos mérések soran a membran kiilonb6zo rétegeiben képesek jellemezni a
membranbiofizikai valtozasokat, igy karakterizalva a legbelso rétegekben a fluiditas, majd a

hidracio, mig a legkiils6, membran viz-hatarfeliileten a dipdlpotencial eltéréseit.

2. A disszertacioban ismertetett masodik kutatasunk fo célja az volt, hogy megvizsgaljuk, a Hvl
ioncsatorna gatlisa hogyan befolydsolja humdn polarizalt makrofagok életképességét és

feltarjuk a ceramidok szerepét a folyamatban.

Ennek érdekében célunk volt, hogy i) aramlasi citometria segitségével human THP-1
monocitoid sejtvonal eredetii, polarizalt makrofagok esetén megvizsgaljuk, hogy a Hvl
ionaram CIGBI altali gatlasa hogyan befolyasolja a sejtek életképességét; ii) a kiillonbozo
iranyban polarizalt sejtek ceramidszintjeinek meghatarozasa révén tanulmanyozzuk, hogy a
Hvl ionaram gatldsa hogyan befolyasolja a sejtekben a pH-érzékeny ceramid szintézist;

valamint iii) bizonyitsuk a Hv1 csatorna gatlasa kapcsan fellépo életképesség-csokkenés és a



ceramidszintek valtozasa kozti kozvetlen kapcsolatot azaltal, hogy megvizsgaljuk, hogy a
csatorna gatlasaval egyidejlileg a ceramidszintézis gatlasa képes-e kivédeni a makrofagok

¢letképességbeli valtozasait.
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IV. Anyagok és modszerek
IV./1. Ceramidok elektrofiziologiai és membranbiofizikai hatasainak tanulmanyozasara
alkalmazott sejtek, expressziés rendszerek, molekularis biologia

A ceramidok elektrofiziologiai hatdsainak tanulméanyozasa soran human Kvl.3
(KCNA3, Uniprot B2RA23) A309C mutans csatornat alkalmaztunk. A csatornat kodolé6 mRNS
szintéziséhez a mutans csatornat kodold plazmidot a HindIII enzimmel linearizaltuk, majd az
Invitrogen mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) segitségével mRNS-s¢ irtuk t.

A TEVCEF kisérletekhez a Xenopus laevis afrikai karmosbéka oocitdkat az EcoCyte
Bioscience-t6l (Dortmund, Németorszag) szereztik be. A petesejteket 30-50 nl ~1 ug/ul
mRNS-sel injektaltuk, majd 18 °C-on 1-3 napig ND93-ban (93 mM NacCl, 5 mM KCl, 1,8 mM
CaClz, I mM MgClz, 5 mM HEPES, 50 mg/l Gentamycin, pH=7,4) inkubaltuk. Az oldatok
elkészitéséhez hasznalt Gsszes vegyszert a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
cégtdl vasaroltuk.

A ceramid és gliikozilceramid tdltések hatasara a membranbiofizikai paraméterekben
bekovetkez6 valtozasokat CHO sejtvonalon vizsgaltuk. A sejtvonalat az American Type
Culture Collection-t61 (Manassas, VA, Egyesiilt Allamok) szereztiik be és a specifikacioknak
megfeleléen tenyésztettilk. A spektrofluorimetrids mérésekhez a 80-90%-0s konfluenciat
mutato sejteket tripszin kezeléssel valasztottuk fel, mig a konfokalis mikroszkopidhoz a sejteket

8-lyuku fed6lemez alji kamrakban (ibidi, Gréfelfing, Németorszag) ndvesztettiik.

IV./2. A sejtmembran ceramid és gliikozilceramid toltése

A ceramid és gliikozilceramid tdltésekhez a Cl6-ceramidot (Cer, d18:1/16:0, N-
palmitoil-D-eritro-szfingozin) és a C16-gliikozilceramidot (GlcCer, d18:1/16:0, D-gliikozil-f3-
1,1'-N-palmitoil-D-eritro-szfingozin) az Avanti Polar Lipids-tdl (Alabaster, AL, Egyesiilt
Allamok) szereztiik be. A lipideket kozvetleniil abszolut etanolban oldottuk fel, a kezelések
soran az etanol legfeljebb 0,5%-o0s végkoncentracidban volt jelen. A Cer és GlcCer tdltéseket
40 puM koncentracioban 24 oran keresztiil végeztik ugy, hogy a lipideket ND93-ban
(elektrofiziologidhoz) vagy médiumban (spektrofluorimetridhoz és mikroszkopidhoz)
higitottuk. A CHO sejtekben végzett életképességmérések soran egyéb toltési koncentraciokat
is alkalmaztunk. Az inkubacio 18 °C-on tortént az oocitak, mig 37 °C-on a CHO sejtek

esetében.
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IV./3. Kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF)

A TEVCF mérésekhez az oocitdkat 30 percig jégen 10 pM 2-((5(6)-tetrametil-
rodamin)karboxi-amino)-etil-metantioszulfonattal (TAMRA-MTS, Toronto Research
Chemicals, Toronto, ON, Kanada) jeloltiik. A festéket egy depolarizal6 oldatban (110 mM KCl,
1,5 mM MgClz, 0,8 mM CaClz, 0,2 mM EDTA és 10 mM HEPES, pH=7,1) higitottuk. A festést
kovetden ND93-mal torténd alapos mosas utan a petesejteket jégen, sotétben taroltuk a mérés
kezdetéig. A mérésekhez hasznalt pipettakat GC 150 F-15 boroszilikat iivegkapillarisokbol
(Harvard Apparatus, Kent, Egyesiilt Kiralysag) huztuk, ellenallasuk 2-3 MQ volt. A mérések
soran kiils6 oldatként a mérékamraban ND93 oldatot alkalmaztunk, mig a pipettakban 3 M KCI
oldatot hasznaltunk bels6 oldatként.

A TEVCEF soran az oocitdk membranpotencialjanak beallitasat és az ionaramok mérését
Oocyte Clamp OC-725C erésitével (Warner Instruments, Hamden, CT, Egyesiilt Allamok)
végeztiik, mig a fluoreszcens jelek intenzitasat egy Nikon Eclipse FNI mikroszkopra (Nikon,
Tokid, Japan) szerelt 40%, 0,8-NA CFI Plan Fluor Nikon vizimmerzids objektivvel és egy
fotodiodaval (PIN-040A; United Detector Technology, OSI Optoelectronics, Hawthorne, CA,
Egyesiilt Allamok) mértiik. A TAMRA-MTS jelének detektalasahoz 545/25 gerjesztési sziirot,
565LP dikroikous tiikrot és 605/70 emisszids sziir6t hasznaltunk. A fotodidda jelét egy
Axopatch 200A er6sitével amplifikaltuk és az ionaramokkal egyiitt az adatokat pClamp10
programcsomag (Molecular Devices, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok) altal vezérelt Axon

Digidata 1550 (Molecular Devices) illesztoegységgel digitalizaltuk.

IV./4. ATEVCF adatok elemzése

A Kvl.3 A309C ioncsatorndn végzett TEVCF mérések sordn az iondramok és
fluoreszcens jelek mérése esetén a mintavételezés 5 kHz frekvenciaval tortént 1 kHz-en torténd
szlirdzés mellett. A fluoreszcens jelek nagysagat a AF/F szazalékos aranyaban fejeztiik ki, ahol
AF a fluoreszcens jel amplitidojanak valtozasa, F pedig az adott tartofesziiltségen mérhetd
fluoreszcencia alapvonalat (baseline) jeldli. A fotoelhalvanyitas okozta torzitd hatasok
kikiiszobolése érdekében a kiilonb6z6 membranpotencialokon nyert fluoreszcencia adatokbol
kivontuk a fesziiltségfiiggd valtozasokat nem mutatd alapvonalbeli fluoreszcencia intenzités
atlagos értékét. Ezt kovetden az Fnorm -V g0rbék eldallitdsdhoz a fluoreszcens jelek egyensulyi
komponenseit normaltuk a maximalis intenzitasra és a kapott értékeket a tesztpotencial
fliggvényében abrazoltuk.

Az aramerOsség-fesziiltség (I-V) gorbék generaldsdhoz a csticsaramokat hatdroztuk

meg, korrigaltuk a szivargd aramra, és az igy kapott értékeket abrazoltuk a tesztpotencial
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fiiggvényében. Ezt kdvetden a konduktancia-fesziiltség (G-V) gorbék Vi és k paramétereit

ugy hataroztuk meg, hogy az alabbi egyenletet

_V—-Erev
_ VXGpaxX(1l—e 25 )

I (L)

_v 1
1—-e 25)X—————
( v,

1+e

illesztettilk az [-V gorbékre, amely kombinalja a Goldman-Hodgkin-Katz rektifikaciot a
Boltzmann-fesziiltségfiiggéssel. A képletben V a fesziiltséget, [ az aramerdsséget jelenti, és a
fliggvény szabad paraméterei a maximalis konduktancia (Gmax), az egyensulyi potencial (Erev),
valamint a Boltzmann-fiiggvény félaktivacios fesziiltsége (V1) és meredekségi egylitthatoja
(k). A 25-6s szam a Goldman-Hodgkin-Katz egyenletbdl az egyetemes gazallando és abszolut
homérséklet szorzatanak, illetve az ion toltésének és a Faraday-allando6 szorzatanak hanyadosa
mV-ban mérve. Ezt kovetden az adott tesztpotencialok esetén a normalt Gnorm értékeket minden

sejt esetén az alabbi fiiggvény alapjan szamitottuk ki:

GV) = ﬁ (2.

1+e

Itt a G(V) az adott tesztpotencidlon szdmitott konduktanciat, V az aktudlis membranpotencialt,
Vi a félaktivacios fesziiltséget, k pedig a meredekségi egyiitthatot jelolik. A G meghatarozasa
az oocitakban torténd mérések esetén azért torténik masképp, mint a hagyomanyos patch-clamp
méréseknél, mivel az oocitadkban méretiiknél fogva nem ismerjiik adott belsé oldat alkalmazasa
mellett az intracellularis kaliumkoncentraciot, igy az egyensulyi potencial értékét sem.

Az iondramok aktivacios idéallandoinak meghatarozasahoz az dramgorbék emelkedd
szakaszara egykomponensi, elséfoku, telitésbe futd exponencialisan emelkedd fliggvényt

illesztettiink:

t
I=on(1—e Takt>+C 3)
ahol I az dramamplitido, lo a maximalis aramamplitddo, Takt az aktivacios idéallando, C pedig
egy konstans, nem id6fiiggé aramkomponens. A fluoreszcens jeleknél a gyors (Takef) és lassu
(takt,s) id6allandok meghatarozasahoz a kovetkezo kétkomponenst, telitésbe futd, exponencialis

fiiggvényt illesztettiik a mért adatokra:

—_ t — t
I=1Iyr X (1 —e Taktrf) + [ys X (1 —e Takm) +C 4.)
Az Fnom -V gorbéket az alabbi Boltzmann-fliggvény illesztésével szamszertsitettiik:
1
y= V1, (5.)
1+e”  k

€s a Vi és k értékeket hataroztuk meg az egyedi sejtek illesztéseibol.
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A Cer ¢és GlcCer kezelések aramamplitudokra gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz +40
mV-os depolarizald impulzusok altal kivaltott csticsaramokat hataroztunk meg, amiket a
szivargasi arammal korrigaltunk. Ezt kovetoen ezeket az értékeket sejtenként a kontroll oocitak
szivargassal korrigalt aramainak adott napi atlagara normaltuk, ezéltal a kapott relativ
aramamplitidék mentesek az iondramok mérési napok kozott esetlegesen tapasztalhato
valtozékonysagatol, igy a kiilonb6z6 napokon mért eredmények jol 6sszehasonlithatoak.

Az elektrofizioldgiai adatok elemzését a Clampfit (v10; Molecular Devices), SigmaPlot
(v10; Systat Software, San Jose, CA, Egyesiilt Allamok) és Excel (Microsoft, Redmond, WA,
Egyesiilt Allamok) szoftverek segitségével végeztiik.

IV./5. A sejtmembran fluiditasanak és hidraciojanak vizsgalata

A sejtmembran fluiditdsanak vizsgalatdhoz a kontroll, illetve Cer-rel vagy GlcCer-rel
kezelt CHO sejteket 4'-(trimetil-ammonio)-difenil-hexatriénnel (TMA-DPH; Sigma-Aldrich)
(Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ, Egyesiilt Allamok) hatroztuk meg 37 °C-on 352 nm-es

gerjesztés €és 430 nm-en torténd mérés utan a kovetkezo képlet szerint:

— Iyy—Glyp (6 )
Iyp+2GIyp ’

ahol Iw és Ivn a vertikalisan polarizalt fény altal gerjesztett fluoreszcencia vertikalis, illetve
horizontalis komponense, G pedig egy miiszerspecifikus korrekcios tényezd, amely a detektalo
rendszer eltérd érzékenységét jellemzi a vertikalis, illetve horizontalis iranyban polarizalt

fényre az alabbi képlet szerint:

G =1 (7.)

Ihn

amelyben Inv és Inn a horizontalisan polarizalt fény altal torténd gerjesztés utan a fluoreszcencia
vertikalis és horizontalis komponense.

dodekanoil-N,N-dimetil-2-naftilaminnal (Laurdan; Sigma-Aldrich) jeldltiik, majd a festéket
350 nm-en gerjesztettiik, emisszidjat az emisszids spektrum két tartomanyéaban, 435 nm-en
(Iole) €s 500 nm-en (Ireqd) detektaltuk spektrofluorométerrel 37 °C-on és generalizalt

polarizaciojat (GP) szamszertsitettiik a kovetkezo képlet szerint:

GP = [bue~lred (8.)

Iptuetired
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IV./6. A sejtmembran dipoélpotencialjanak meghatarozasa

A sejtmembran dipdlpotencidljanak vizsgalatara kontroll, illetve Cer-rel vagy GlcCer-
rel kezelt CHO sejteket di-8-ANEPPS (4-(2-[2-[6-(dioktilamino)-2-naftalinil]etenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium belsé s6; Thermo Fisher Scientific) fluoroforral jeloltiik, majd a sejtek
kozépsikjaban LSM880 konfokdlis 1ézerpasztazd mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Jena,
Németorszag) felvételeket készitettiink. A festéket 458 nm-en és 514 nm-en gerjesztettiik, és a
kibocsatott fluoreszcencia intenzitasat 584 és 686 nm kozott mértiik (rendre Iviue €s Ired). A
kvantitativ  képelemzés soran kizardlag a vizfeltdltéses algoritmussal azonositott
membranpixelek adataibol szamitottuk ki a dipolpotencial nagysagaval pozitivan korrelalo

fluoreszcencia-intenzitas arany (Rexc = Ibive / Ired) dtlagértékét a hattérintenzitdsok kivonasa utan.

IV./7. A sejtmembranban talalhaté ceramid és gliikozilceramid mennyiségének vizsgalata

A sejtmembran ceramid tartalmanak vizsgalatara kontroll, illetve Cer-rel vagy GlcCer-
rel kezelt CHO sejteket 15B4 anti-ceramid (Sigma-Aldrich), majd fluoroférral konjugalt anti-
egér IgM masodlagos antitestekkel (Thermo Fisher Scientific) jeloltiink. A gliikozilceramid
mennyiségének  meghatarozdsa sordn  hasonléan  anti-gliikozilceramid  elsddleges
(Glycobiotech, Kukels, Németorszag), majd fluoroforral konjugalt anti-nyul IgG masodlagos
antitesteket (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk. Ezutan mindkét esetben NovoCyte
3000RYB aramlasi citométerrel (ACEA Biosciences, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok)
mértiik az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat, majd az FCS Express programban (De
Novo Software, Los Angeles, CA, Egyesiilt Allamok) végzett elemzés sordan a normal

morfologiat mutato sejtek atlagos, kontroll mintdkra normalt fluoreszcenciajat hataroztuk meg.

IV./8. A ceramid és gliikozilceramid sejtek életképességére gyakorolt hatasanak vizsgalata

A mar szuszpenzioban levd, valamint tripszines emésztéssel felvalasztott kontroll,
Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific) €s fluoroforral konjugalt annexin V (Thermo Fisher
Scientific) markerekkel jeloltik a nekrozis és apoptozis detektalasara. Ezutan NovoCyte
3000RYB éaramlasi citométerrel mértiikk az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat és FCS
Express programban szamszer(sitettiik a mindkét markerre negativ, élonek tekinthetd sejtek

Osszes sejthez viszonyitott ardnyat minden minta esetén.

A humén akut monocitads leukémidbdl szarmazd6 THP-1 (American Type Culture

Collection) sejteket 24 oran at makrofagokka differencialtattuk 10 ng/ml forbol-12-mirisztat-
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13-acetattal (PMA; Sigma-Aldrich), amit 24 6ras nyugalmi id6szak kdvetett PMA hianyaban.
A differencialt MO makrofagokat ezutan 24-48 oran at klasszikus M1 makrofagokka
polarizaltuk 100 ng/ml lipopoliszachariddal (LPS; E. coli O111:B4 ultratiszta, Sigma-Aldrich)
¢és 20 ng/ml interferon-y kezeléssel (IFN-y; Thermo Fisher Scientific), vagy M2 makrofagokka
20 ng/ml interleukin-4 (IL-4; Thermo Fisher Scientific) és 20 ng/ml interleukin-13 (IL-13;

Thermo Fisher Scientific) segitségével.

IV./10. A CD markerek expresszidjanak elemzése polarizalt makrofagokban

A differencialt és polarizalt THP-1 makrofagokat Accutase-zal felvalasztottuk, Fc-
receptoraikat human FcR blokkolé reagenssel (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Németorszag) blokkoltuk, majd a sejteket fluoroforral konjugalt anti-CD64, anti-CD71, anti-
CD80, anti-CD86 vagy anti-CD206 antitestekkel (mind Thermo Fisher) jeloltiik. Az egyedi
sejtek fluoreszcencia-intenzitasat NovoCyte 3000RY B aramlasi citométerrel mértiik és atlagos
fluoreszcencia-intenzitasukat FCS Express programban szamitottuk ki. Az antitestek
nemspecifikus kotddésének hidnyat azonos koriilmények kozott alkalmazott izotipus kontroll

antitestekkel mutattuk ki.

IV./11. Ioncsatorna-gatlészerek polarizalt makrofiagok életképességére gyakorolt
hatasanak vizsgalata

A differencidlt és polarizalt THP-1 makrofagokat 24 o6ran at kezeltik a kdvetkezo
ioncsatorna-inhibitorokkal: 16-256 puM 5-kloro-2-guanidinobenzimidazol (CIGBI; Sigma-
Aldrich), 20 pM Vm24 skorpidtoxin (Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael), 20 nM tetrodotoxin
(TTX; Alomone Labs), 1 mM tetractilammonium (TEA™; Sigma-Aldrich), vagy 1 mM névleges
koncentracidju ZnClz (Sigma-Aldrich). A CIGBI altal kivaltott toxicitassal szemben a ceramid
termelését gatlo elokezelések potencialis védohatasanak vizsgalatdhoz 1 uM myriocint, 2 uM
GW4869-et vagy 5 uM ARC39-et (mind Sigma-Aldrich) adtunk a polarizalt MO, M1 és M2
makrofagokhoz 30 perccel a CIGBI alkalmazésa elétt. Az életképes sejtek aranyat ezutan a
IV./8. alfejezetben leirtak szerint hataroztuk meg, azzal a kiillonbséggel, hogy a letapado sejtek

felvalasztasat nem tripszinnel, hanem Accutase-zal végeztiik.

IV./12. A Hv1 expresszié meghatarozasa polarizalt makrofagokban

A differencidlt és polarizalt THP-1 makrofagokat Accutase-zal felvalasztottuk,
metanollal (Sigma-Aldrich) fixaltuk, majd 0,1%-os Triton X-100-ban (Sigma-Aldrich) torténd
permeabilizalds utdn human FcR blokkolo reagenssel és 5% BSA-val blokkoltuk. Ezutan a

sejteket anti-Hv1 antitestekkel (Thermo Fisher Scientific), majd fluoroférral konjugalt kecske
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nyulellenes IgG antitestekkel jeldltiik 1% BSA és 0,1% Triton X-100 jelenlétében. Az egyedi
sejtek fluoreszcencia intenzitasat NovoCyte 3000RYB 4ramlési citométerrel mértiik és atlagos
fluoreszcencia-intenzitasukat FCS Express-ben szdmitottuk ki. Az antitestek nemspecifikus
kotodésének hidnyat azonos koriilmények kozott alkalmazott izotipus kontroll antitestekkel

mutattuk ki.

IV./13. A CIGBI polarizalt makrofiagok plazmamembranban taldlhat6 ceramid szintjére
gyakorolt idofiiggé hatasanak elemzése

A differencialt és polarizalt THP-1 makrofagokat 1, 4 vagy 18 oran keresztiil 50 vagy
100 uM CIGBI-vel kezeltiik, Accutase-zal felvalasztottuk, human FcR blokkold reagenssel
blokkoltuk, majd ceramidellenes antitesttel és fluoroforral konjugalt kecske egérellenes IgM
antitesttel jeloltiik. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat NovoCyte 3000RYB aramlasi
citométerrel mértiik és atlagos fluoreszcencia-intenzitasukat FCS Express-ben szdmitottuk ki.
Az antitestek nemspecifikus kotédésének hianyat azonos koriilmények kozott alkalmazott

izotipus kontroll antitestekkel mutattuk ki.

IV./14. Statisztikai elemzés

Minden elektrofizioldgiai kisérletet legalabb 4 kiilonb6zé békabol szarmazod oocitdkon
végeztiik. A spektrofluorometria soran a harom fiiggetlen kisérletbdl nyert mintak mindegyike
koriilbeliil 100000 sejtet tartalmazott. A ceramidtoltéses kisérleteknél a konfokalis
mikroszkopos elemzés soran minden kezelés esetén o6t fiiggetlen kisérletbdl szarmazé képeket
rogzitettiink, amelyek felvételenként atlagosan 30-40 sejtet tartalmaztak. A makrofagok
vizsgalatat célzo konfokalis mikroszkopos méréseknél az eredmények 6t fiiggetlen kisérletbdl
nyert sejtekbdl szdrmaznak. Az aramlasi citométerrel végzett méréseknél a legalabb harom
fiiggetlen kisérletb6l szarmazoé mintdk mindegyike legalabb 10000 sejtet tartalmazott. A
statisztikai elemzés soran a p értékeket Tukey-féle HSD-teszttel (honestly significant
difference) hatdroztuk meg, amennyiben az elézetes ANOVA analizis soran a csoportok kdzott
szignifikans kiilonbségeket kaptunk. Az eltéréseket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p <
0,05-nek adddott.

17



V. Eredmények és diszkusszio

V./1. A C16-ceramid és C16-gliikozilceramid hasonlé elektrofizioldgiai hatasokat fejtenek
ki a Kv1.3 ioncsatornara annak ellenére, hogy az ioncsatornan beliili tAimadaspontjuk
kiilonbozik, ami részben magyariazhaté a két lipid eltér6 membranbiofizikai
tulajdonsagaival

Kisérleteink soran el6szor a Cer és GlcCer toltések elektrofiziologiai hatasait vizsgaltuk
a PD és VSD mozgasat reprezentalo iondramok és fluoreszcens jelek egyidejii rogzitésével,
amelyek segitségével meghataroztuk a Kv1.3 porusnyitasat és VSD aktivacidjat jellemzo
egyensulyi aktivaciés és kinetikai paramétereket. Méréseink sordan a TEVCF technikat
hasznaltuk a Cer és GlcCer toltések altal kivaltott elektrofizioldgiai hatasok leirdsara €s a
lipidek intramolekularis célpontjanak azonositasara. Kisérleteinkhez az A309C pontmutacioval
rendelkez6 Kv1.3 ioncsatornat Xenopus laevis afrikai karmosbéka petesejtekben fejeztiik ki. Ez
a vad tipusu csatorndhoz hasonl6 elektrofizioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezik és korabbi
munkank alapjan optimalisan alkalmazhat6 az MTS-TAMRA jeloléshez, igy a TEVCF
technikaval torténd mérésekhez. Eredményeink alapjan a sejtmembran Cer és GlcCer toltése
gatlo jellegii hatast fejt ki a Kv1.3 ioncsatorna aktivacios kapuzasara. A TEVCF mérések soran
kimutattuk, hogy bar mindkét lipid jobbra, azaz pozitivabb membranpotencialok felé tolja a
csatorna egyensulyi aktivaciojat jellemz6 G-V gorbét, lassitja az aram aktivacios kinetikajat és
csokkenti az aram amplitudojat, ezek a lipidek valdsziniileg kiilonb6z6 molekularis
mechanizmusokon keresztiil fejtik ki hatasukat, amelyeket a VSD mozgasat nyomon kovetd
fluoreszcens jel és a PD-t jellemz6 iondramok parhuzamos mérése révén kiilonitettiink el.
Eredményeink alapjan a Cer hatasat a VSD-n fejti ki, amit a fluoreszcens jel egyensulyi
aktivacidjat jellemzo F-V gorbék G-V gorbékkel parhuzamos jobbra tolddasa €s a fluoreszcens
jel aktivacios kinetikajanak lassuldsa mutat. Ezzel szemben a GlcCer nem idéz eld ilyen
valtozasokat a fluoreszcens jelben, ezaltal elsédlegesen kozvetleniil a PD-re hat. A kezeléseink
hatasara megfigyelt valtozadsok relevancidjat mutatja, hogy az ezen paraméterekben
bekovetkezett eltérések nagysagrendje hasonld volt a kordbban a kutatécsoportunk altal
ugyanebben a kisérletes rendszerben vizsgalt koleszterinre adott valaszok nagysagahoz.

A TEVCF mérések arra utalnak, hogy a Cer elsddlegesen a VSD-n keresztiil fejti ki
hatasat, a GlcCer pedig kozvetleniil a PD-n keresztiil, ami felveti, hogy a két lipid eltér
hatasmechanizmussal, kiilonb6z6 intramolekularis célponttal befolyasolhatja a Kvl1.3
kapuzéasat. Annak eldontésére, hogy a Cer és a GlcCer eltéré hatdsmechanizmusahoz

hozzajarulnak-e a két lipid esetlegesen eltéré membranbiofizikai hatasai, ¢l6 CHO sejtekben
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vizsgaltuk a lipidtoltéseket kovetd valtozasokat a sejtmembran rendezettségét jellemzo
biofizikai paraméterekben. A kétféle ceramid komplex membranbiofizikai hatdsait a
lipidkettosréteg harom kiilonbozé mélységi rétegében a fluiditasra, hidraciora és
dipolpotencialra gyakorolt hatasok szamszerlsitésével vizsgaltuk, rendre a TMA-DPH
fluoreszcencia anizotropidjanak, a Laurdan generalizalt polarizaciojanak és a di-8-ANEPPS
gerjesztési aranyanak meghatarozasaval. A plazmamembranban bekovetkezd valtozasok
vizsgalatdhoz rovid festési periodusokat és gyors mérési idoket alkalmaztunk a TMA-DPH-val
¢s a Laurdan-nal végzett spektrofluorimetrids méréseknél, hogy elkeriiljik a festékek
internalizacigjat, mig a di-8-ANEPPS-sel végzett vizsgalataink soran hasznalt kvantitativ
jeleket vizsgaljuk és igy a dipdlpotencidl mértékét exkluziv modon csak ott hatdrozzuk meg.
Membranbiofizikai méréseink sordn kimutattuk, hogy mig mindkét lipid hasonl6 moédon
valtoztatja meg a membran szervezOdését a belsé rétegekben, amit a membran fluiditdsanak és
hatarfeliileten, ami a Cer t6ltés hatdsara bekovetkezd lecsokkent dipolpotencidlban nyilvanul
meg. Ez utébbi, elsére varatlan eredmény paradox moddon egy erdsen rendezett helyi
mikrokdrnyezetre utalhat, amely az aktivaciés kapuzds sordn a VSD atrendezddése,
konformaciovaltozasa ellen hathat ebben a hatarfeliileti régioban.

A ceramidok Kv ioncsatorndk aktivaciés kapuzasara kifejtett hatdsainak
tanulmanyozdsa, valamint a potencialis indirekt, membranbiofizikai hatasok feltardsa a
folyamatban bioldgiai jelentdéséggel bir. Szamos betegségben megvaltozik ugyanis a
membranok ceramid és gliikozilceramid szintje, ami jelentésen befolyasolhatja az ioncsatornak
miikddését, hozzajarulva akar a koros allapotok patomechanizmuséhoz is. Példaul a ceramidok
megemelkedett mennyiségét és annak patofiziologiai jelentdségét széles korben leirtak a sziv-
¢s érrendszeri, valamint neurodegenerativ rendellenességekben, mig a ceramidok szintje és
termelése csokken kiilonféle tumorokban, ami hozzajarul az apoptozissal szembeni
rezisztencidjukhoz. Masrészt a gliikozilceramidok koérosan felhalmozddnak Gaucher- és
Parkinson-koérban, valamint emelkedett szintjilk hozzajarulhat tumorokban a multidrog-
rezisztencia kialakuldsdhoz. A koros allapotokban betdltott jelentoségiik mellett ezeknek a
lipideknek alapvetd élettani szerepet is tulajdonitanak. A ceramidok jellemzéen nagyon
alacsony mennyiségben talalhatok a sejtmembranban, de bizonyos stressz stimulusok, igy a
tumor nekrézis faktor-o, ionizald sugarzas €s szamos kemoterapias gyogyszerek hatasara
szintjik nagymértékben megnd, ami elOsegiti a sejthalal kiilonb6zé formaihoz, igy

autofagiahoz, mitofagidhoz, apoptozishoz és az dregedéshez vezeto jelatviteli mechanizmusok
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beindulasat. Ezzel szemben a gliikozilceramidok meglehetésen nagy mennyiségben vannak
jelen a sejtmembranban ¢s fontos elemek a lipidkettOsrétegek lateralis szervezddésében.
Tekintettel arra, hogy a Kv csatorndk gyakorlatilag az Osszes fent leirt koros allapot és
sejtélettani folyamat fontos szerepldi, a megvaltozott lipidszintek és a Kv csatornak konduktiv
funkcidiban megjelend eltérések kozotti kapcsolat feltarasa jelentds mértékben segitheti ezen
rendellenességek jobb megértését, egyben 1j molekuléris célpontok azonositasat és terapias

megkozelitések kifejlesztését.

V./2. A Hvl protoncsatorna gatlasa csokkenti a human THP-1-eredetii polarizalt
makrofagok életképességét, amelynek kulcsfontossagi lépése a pH-szenzitiv savas
szfingomielinaz altal termelt ceramidok felhalmozédasa

A disszertaci6 masodik részében a Hvl ioncsatorna gatlasanak hatasat vizsgaltuk
polarizalt human makrofagok életképességére. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CIGBI, a
Hv1 ioncsatorna maig is a legszélesebb korben alkalmazott gatloszere, biologiailag relevans
dozisokban, dozisfiiggéen csokkenti a human THP-1 sejtvonal eredetli polarizalt makrofagok
¢letképességét. Eredményeink alapjan a kiilonbdzo iranyokba polarizalt makrofagok vegytilet
iranti érzékenysége kiilonbozik: az M1 sejtek bizonyultak a legérzékenyebbnek, mig az M2
makrofagok a legkevésbé érzékenynek. Eredményeink arra utalnak, hogy a CIGBI elsésorban
a Hvl gatlasan keresztiil valtja ki ezt a hatast, mivel 1) az M0, M1 és M2 makrofagok CIGBI
iranti érzékenysége erds pozitiv korrelaciot mutat a sejtek Hvl expresszidjanak mértékével,
illetve a csatornat legmagasabb mennyiségben kifejez6 M1 makrofagok a legérzékenyebbek a
vegyiilet irant; ii) mds, a makrofagokban kifejez6dd egyéb relevans és a CIGBI altal
potencidlisan szintén gatolt ioncsatorndk gatloszerei nem okoznak érdemi életképesség-
csokkenést; illetve iii) a Zn?", egy masik nem specifikus Hv1 inhibitor, hasonléan befolyasolja
a kiilonbdzden polarizalt makrofagok életképességét, mint a CIGBI.

Tovabbi kisérleteink soran bizonyitottuk a ceramidok kulcsfontossagl szerepét a Hvl
gatlas altal kivaltott életképesség-csokkenésben. Ezt tdmasztotta ala, hogy a CIGBI-re adott
valaszként idofliggé emelkedést figyeltink meg a membranban talalhaté ceramid
mennyiségében. Erdekes modon méar CIGBI kezelés nélkiil is magasabb ceramidszinteket
talaltunk az M1 makrofagokban az M0 és M2 sejtekhez képest, ami a neutralis és kiillondsen a
M1 polarizacio tipikus jellemzdi is egyben. Az eleve magasabb ceramidszint egyben fokozhatja
az M1 makrofagok ceramid-tultermelésre valo hajlamat is és igy hozzajarulhat e sejtek Hv1

gatldszerek altal kivaltott életképesség-csokkenéssel szembeni nagyobb érzékenységéhez. Ezen
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talmenden, hogy egyértelmiien bizonyitsuk a ceramidszint emelkedésének okozati szerepét a
folyamatban, megvizsgaltuk a ceramidot termel6 enzimek potencialis hozzajarulasat specifikus
inhibitorok segitségével. Ehhez a szerin-palmitoiltranszferdzt myriocinnal, a neutralis
szfingomielinazt GW4869-cel, a savas szfingomielindzt pedig ARC39-cel gatoltuk. A vizsgalt
inhibitorok koziil az ARC39 jelentés védelmet nyujtott a CIGBI altal kivaltott sejthalallal
szemben, 50-70%-kal csokkentette ugyanis a Hv1 gatlo altal indukalt toxicitast, valamint a
ceramid felhalmozoddsat a plazmamembranban, féként az M1 sejtekben. Osszességében
eredményeink arra utalnak, hogy polarizalt makrofagokban a Hvl gatlasa polarizaciofiiggd
modon a sejtek életképességének csokkenéséhez vezet, amelyben kulcsfontossagli szerepet
kaphatnak a pH-érzékeny savas szfingomielinaz aktivitdsanak hatasara a sejtekben
felhalmoz6do, majd sejthalalt indukal6 ceramidok.

Tekintettel arra, hogy a Hvl gatlasa terapias potenciallal birhat kiilonb6z6 human
patologias allapotokban, igy neuroinflammatorikus és daganatos betegségekben, a kiilonb6zo
utvonalon polarizalt makrofagok ¢letképességére gyakorolt hatasok felderitése donto
fontossagu a csatorna gatloszereinek mind terapids, mind pedig lehetséges mellékhatdsai
szempontjabol. A  Hvl gatloszerek alkalmazdsa nagyon igéretesnek tlinik a
neuroinflammatorikus folyamatokkal 6sszefliggd patologias allapotokban. A mikrogliakban a
Hvl altal kozvetitett protonkidramlas alapvetd fontossagii a ROS-t termelé NADPH-oxidaz
toltésaramlassal jaro aktivitasabol eredd acidozis ellenstilyozasahoz. Ennélfogva a Hv1-medialt
protonkiaramlas lehetové teszi a fokozott ROS-termelés fenntartasat, amely donté szerepet
jatszik a neuroinflammatorikus folyamatokban ¢és az ebbdl kovetkez6 neuronpusztulasban is.
Ennek megfelelden egér betegségmodellekben a Hvl funkcionalis hidnya csokkentette a
neuronok elhalasat, az agykarosodast és a motoros deficitet iszkémias sztrokban, az agyi
artériak szikiilete altal kivaltott fehérallomany-karosodast és a demielinizaciot szklerdzis
multiplex modellekben, valamint a neuronalis apoptozist és fajdalom iranti tulérzékenységet
traumas agy- és gerincveld-sériilés modellekben. Figyelembe véve a mikroglia sejtek és a
makrofagok kozotti funkcionalis hasonlosagokat, a Hv1 gatlasa altal kivaltott ¢életképesség-
csOkkenés kisérleteink soran felderitett molekularis mechanizmusa a fent leirt kedvezd
hatasokhoz is hozzajarulhat. A jovében azonban a Hv1 blokkolok fenti indikdcidkban torténd
alkalmazasakor figyelembe kell venni azok makrofagok funkcidira gyakorolt lehetséges karos
hatasait is. A rosszindulati tumorok a betegségek egy masik olyan csoportjat alkotjak,
amelyben a Hv1 gatlok potencialisan kedvezden hasznalhatok lehetnek. A gyorsan proliferald
daganatos sejtek altalaban enyhén depolarizaltak ¢és acidotikusak a gyakran Warburg-

effektusnak nevezett jellegzetes metabolikus eltolodas miatt. Rdadasul ezek a sejtek jellemzden
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fokozott mennyiségben fejezik ki a Hvl csatornat, ami rendkiviil eldnyos, ugyanis hatékony
modot biztosit a protonok sejtplazmabol torténd eltavolitdsara. Ez a mechanizmus igy védelmet
nyujt az intracellularis aciddzissal szemben és egyben savas extracellularis mikrokdrnyezetet
hoz létre, amely kedvez az extracellularis matrix lebontasanak, megkdnnyitve az invaziot és
hozzajarul az immunrendszeri aktivacio elkeriiléséhez is. A Hv1 talexpresszidja kovetkezetesen
Osszefligg a betegség sulyossagaval és rossz prognodzisaval kiilonféle daganatokban, igy
emlérakban ¢és kolorektalis karcindmaban. Ezzel 6sszhangban a csatorna farmakologiai
Eredményeink szerint ugyanakkor a Hvl gatlasa a polarizalt makrofadgok, els6sorban a
tipikusan tumorellenes aktivitassal rendelkezé M1 sejtek életképességét is csokkentheti és
ezaltal kedvezhet az M2-szerli tumorasszocialt makrofagok dominans intratumoralis
megjelenésének, ami az M1-M2 egyensuly felboruldsit eredményezi és hozzajarulhat a
daganatos sejtek immunrendszerrel szembeni védekezéséhez. Ezeket a lehetséges hatasokat a
jovoben tanulmanyozni sziikséges, ezen vizsgalatok ugyanis ramutathatnak arra, hogy a Hv1
gatloszerek alkalmazédsdhoz személyre szabott, szelektiv, tumorsejteket célzo megkozelitésre

van sziikség.
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VI. Uj megallapitasok, iij eredmények

1.

Kételektrodas voltage-clamp fluorimetria technikéval (TEVCF) kimutattuk, hogy mind
a sejtek exogén C16-ceramid (Cer), mind pedig a C16-gliikozilceramid (GlcCer) toltése
a pozitivabb membranpotencial értékek iranyaba tolja el a Xenopus laevis oocitakban
expresszaltatott Kv1.3 ioncsatorna egyensulyi aktivaciojat jellemz6 konduktancia-
fesziiltség (G-V) gorbét, lassitja az ionaram aktivacios kinetikajat, és csokkenti az
iondram amplitidojat. Ezaltal a két lipid hasonlo, 6sszességében gatlo jellegii hatast fejt
ki a csatorna aktivacios kapuzasara.

Eredményeink alapjan a Cer hatasat a fesziiltségszenzor doménen (VSD-n) keresztiil
fejti ki, amit a TEVCF mérések soran mért fluoreszcens jel egyensulyi aktivacidjat
jellemz6 fluoreszcencia intenzitas-fesziiltség (F-V) gorbék G-V gorbékkel parhuzamos
jobbra tolodasa ¢€s a fluoreszcens jel aktivacios kinetikajanak lassulasa mutat.

Ezzel szemben a GlcCer nem valtoztatja meg a fluoreszcens jel ezen paramétereit,
ezaltal elsédlegesen kozvetleniil a porusdoménen (PD-n) keresztiil fejti ki hatasat
anélkiil, hogy a VSD mozgasat modositana.

Lokalis kornyezeti paraméterekre szenzitiv probak és fluoreszcencia alapti modszerek
segitségével kinai horcsog ovarium sejtvonalon kimutattuk, hogy bar mindkét lipid
hasonlé modon és mértékben fokozza a membran rendezettségét a mélyebb rétegekben,
a Cer képes olyan robosztus szerkezeti atrendezddést indukalni a membran-viz
hatarfeliileten, amely gatolhatja a VSD mozgasat a csatorna aktivacidja soran,
magyarazva a két lipid eltérd ioncsatornan beliili timadaspontjat.

Kimutattuk, hogy a Hv1 ioncsatornat gatlo 5-kloro-2-guanidinbenzimidazol (CIGBI)
dozis- és polarizaciofiiggden csokkenti a human THP-1 sejtvonal eredetii makrofagok
életképességét. Aramlasi citometriaval nyert eredményeink alapjan a klasszikus
utvonalon polarizalt M1 sejtek bizonyultak a legérzékenyebbnek, mig az M2
makrofagok a legkevésbé érzékenynek a vegyiilet irant.

Azt talaltuk, hogy a CIGBI ezen hatdsat a Hvl gatlasan keresztiil fejti ki, mivel a sejtek
¢letképességének csokkenése jol korreldl azok Hvl expresszidjanak mértékével,
tovabba mas, makrofagokban jelen levé ioncsatornakat gatlo szelektiv inhibitorok nem
okoznak érdemi életképesség-csokkenést.

A CIGBI c¢letképességet csokkentd hatasdban kulcsfontossdgu a sejtmembranban a

ceramid felhalmozodasa, ugyanis a vegylilet hatasdra nemcsak megnd annak
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mennyisége, hanem a citotoxikus hatdsa is jelent6sen mérsékelheté a

ceramidszintetizal6 savas szfingomielinaz enzim egyideji gatlasaval.
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VIL Osszefoglalas

A fesziiltségkapuzott ioncsatorndk és a lipidek kozotti kapcsolat kétiranya. Egyrészt
transzmembran fehérjék révén az aktivacios kapuzas soran az ioncsatornaban végbemend nagy
szerkezeti atrendezodéseket a sejtmembran lipidjei képesek befolyasolni. Masrészt az
ioncsatornak szamos sejtélettani folyamatot modulalnak, ezaltal kdzvetve a sejt lipidszintjeit is
képesek finomhangolni. Bar a ceramidok igen fontos élettani ¢és korélettani szereppel birnak,
fesziiltségkapuzott ioncsatornakkal fennalldé potencialis kapcsolataikat korabban részletesen
nem tanulmanyoztak.

A disszertacié els6 felében azt vizsgaltuk, hogy a Cl6-ceramid (Cer) és C16-
gliikozilceramid (GlcCer) hogyan befolyasolja a Kv1.3 ioncsatorna aktivacidos kapuzasat.
Kételektrodas voltage-clamp fluorimetria segitségével azt talaltuk, hogy a sejtek exogén toltését
kovetden mindkét lipid hasonlo, gatlo jellegli hatasokat fejt ki a csatorna poérusdoménjét (PD)
jellemzd paraméterekre, mig a fesziiltségszenzor domén (VSD) mozgasara csak a Cer van
hasonl6 hatassal. Ez a két lipid ioncsatornan beliili eltéré tamadaspontjara utal, a Cer ugyanis
elsédlegesen a VSD-t, mig a GlcCer a PD-t targetalja. Lokalis kornyezeti paraméterekre
szenzitiv probak és fluoreszcencia alapii modszerek segitségével kimutattuk, hogy mig a Cer és
a GlcCer hasonléan ndveli a molekularis rendezettséget a lipidkettosréteg belsd, hidrofob
régidiban, addig a Cer egyediilalld modon erdteljes molekularis atrendezédést indukal a
membran-viz hatéarfeliileten, ahol a depolarizacié soran a VSD-ben talalhatd, pozitivan toltott
aminosavakat tartalmazé S4 szegmentumnak a membran sikjabol kifelé torténd elmozdulédsa
torténik. Ez az eltérd membranbiofizikai hatds magyarazhatja a Cer GlcCer-t6l kiilonb6zo,
els6dlegesen VSD-t targetald hatdsmechanizmusat.

A disszertacido masodik felében arra mutattunk ra aramlasi citometria segitségével, hogy
a legszélesebb korben alkalmazott Hvl protoncsatorna gatloszer, az 5-klor-2-
guanidinobenzimidazol (CIGBI) biolégiailag relevans doézisokban csdkkenti a human THP-1-
eredetli polarizalt makrofagok életképességét, oly modon, hogy az MIl-makrofagok a
legérzékenyebbek, az M2-sejtek pedig a legkevésbé érzékenyek erre a vegyiiletre. A CIGBI
Hv1 gatlason keresztiili specifikus hatésait jelzi, hogy a polarizalt makrofagok érzékenysége jol
korreldl a sejtek Hv1 expresszids szintjével, valamint mas, makrofagokon relevans ioncsatorna
gatloszerek koziil egyediil egy masik Hvl gatlo, a Zn®>' fejtett ki hasonld hatdsokat.
Eredményeink arra is raviladgitanak, hogy a csatorna gatlasa els6sorban a pH-érzékeny savas
szfingomielindz miikodésén keresztiil a ceramidok tulzott termelddéséhez vezet, ami végiil

sejthalalt indukal.
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