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1. ELOSZO

Az ioncsatorndk transzmembréan fehérjék, melyeket csoportositani lehet szelektivitas (azaz
hogy milyen ionokat transzportal) és kapuzas (azaz hogy milyen stimulus aktivalja 6ket) alapjan. Az
ioncsatorndk egy Kiterjedt csaladjat alkotjak a feszlltség-kapuzott kationcsatornak, melyek szamos
funkciot latnak el kiilonb6z6 sejttipusokban. Ingerelhetd sejtekben (ideg- és izomsejtek) kozismert
kanonikus szerepiik az akcids potencidl (AP) létrehozédsa, de nem ingerelhetd sejtekben is fontos
mikodéssel birnak. Ezek kozé tartozik a nyugalmi membranpotencial kialakitasa és fenntartasa,
ozmoreguléacid, intracellularis Ca?* koncentracido és pH szabalyozdsa, de szerepik van a
sejtmigracioban és proliferacioban is. gy belathatd, hogy a koros mitkodésiik kozvetleniil okozdja
lehet patologias allapotoknak, valamint kozvetett modon befolyasolhatja egyes betegsegek
lecsengését. llyen ioncsatorna betegségek (azaz ,,channelopatiik’), az epilepszia-, a Brugada-, a
hosszU-QT- és a Lambert-Eaton szindromak; valamint megkulonbdztethetink ioncsatorndk koros
mitkodéséhez kapcsolhatd patologias allapotokat, mint daganatos, immun és autoimmun betegségeket.
Ebbodl kovetkezik, hogy ezen ioncsatornak farmakolégiai célpontok lehetnek szdmos betegség
kezelésenél. Ahhoz, hogy az adott kezelés minél kevesebb mellékhatassal jarjon, talalnunk kell
szelektiv gatloszereket, hogy a terdpia sejt- illetve szdvetspecifikus legyen. Ennek érdekében
elengedhetetlen megismerni a human sejtek ioncsatorna-profiljat kilonos tekintettel a jarulékos
alegysegek jelenlétére.

Dolgozatom két témat olel fel, melynek soran feltérképezi a kiilonbozé kationcsatornak
kifejez6désének mintazatat fiziologias ¢és patologias allapotokban. A fiziologias allapotot az
egészséges human periférias vérbol nyert B sejtek jelentették. Kollaboracios projektiink a Debreceni
Egyetem Transzplantacios Medicina tanszékével azt vizsgalta, hogy milyen valtozasok kovetkeznek
be a B sejtek ioncsatornaprofiljaban antitest-medialt vesekilok6édés soran. A kutatas alatt észrevettiik,
hogy a kontroll (egészséges) mintakbol nyert B sejtek egy részén feszlltség-kapuzott
natriumcsatorndkra (Nav) jellemz6 befele iranyuld ionaram figyelheté meg, igy elvégeztiik ezen
aramot ado ioncsatornaknak biofizikai- és expresszids vizsgalatat. A kéros allapot leirasahoz egy
rosszindulati daganatot, a glioblasztomat valasztottam. Ezen sejtek invazivitdsdhoz, €s
sugarrezisztenciajahoz hozzajarul a Kcal.l ioncsatornak aktivitasa. Mivel a porusformald (a) alegység
szamos sejtben kifejez6dik, elvégeztiik a jarulékos (B) alegységek expresszidjanak vizsgalatat, amely

jo kiindulasi pont az ioncsatorna szévetspecifikus gatlasara.



2. BEVEZETES
2.1 A human B sejtek ioncsatornéi

A B sejtek vagy B limfocitak az adaptiv immunrendszer részét képezik, és fontos szereplk van
a humordlis immunvélaszban antitestek termelése révén. Emellett citokin szekrécioval a T sejt
differenciaciét és antigén-prezentéaciot is befolyasoljak. Ezen komplex viselkedéshez nagyban
hozzajarul a sejtmembranban kifejez6d6 ioncsatornak miikodése. A legtobb tanulmany, ami a human
limfocitdk ioncsatorndirdl szol, az vagy a T sejtekre fokuszalt, vagy periférias vérbol vett limfocita
allomanyt hasznalt, amiben a B sejtek aranya csekély. igy a human B limfocitak ioncsatorna profilja
kevesbe definialt, ami utat ad szamos uj tanulméany elvégzésére.

A human limfocitdk szamos ioncsatornat kifejeznek a sejtmembranjukban. Ezen
transzmembran fehérjék feleldsek a sejtfejlodésért, sejtproliferacioért, jelatvitelért és sejtaktivacioért
is. Koztiik vannak fesziiltség-kapuzott-, Ca*-aktivalt- és hattér kaliumcsatornak; fesziiltség-kapuzott
és raktar-fliggd kalciumcsatornak; fesziiltség-kapuzott protoncsatorna és tranziens receptorpotencial
(TRP) csatornék.

Koziluk a legjobban karakterizalt ioncsatorna a fesziiltség-kapuzott kdliumcsatorna csaladba
tartozé Kv1.3, amely mind B és T sejtekben megtalalhato. A csatorna a membran depolarizaciojanak
hatasara aktivalodik, és f6 feladata a membranpotencial szabalyozasa. A Kca3.1 egy kalcium-aktivalt
kaliumcsatorna, mely B sejt receptor (BCR) aktivacid soran, a nyugalmi membranpotencial
szabalyozasaval, lehetové teszi a jelatvitelhez €s sejtaktivaciohoz elengedhetetlen kalcium bearamlast.
Tobb publikacio is szlletett mar az L-tipust kalciumcsatornak (Cavl) jelenlétérél a T és B sejt
membranjaban, melyek aktivacidja kapcsolatban van a T és B sejt receptor (TCR és BCR)
stimulacidval, de jelenleg nincs elfogadott elektrofizioldgiai bizonyiték a kifejezédésiikrol. Egy masik
kalciumcsatorna, a raktar-fiiggd ORAII szintén TCR/BCR stimulacié soran aktivalodik, és szerepe
van a sejtproliferacidéban és a citokin termelésben is. A natrium permedbilis ioncsatorndk a human
limfocitak membranjaban nem rendelkeznek nagy irodalommal, habar par tanulmany szerint a natrium
bearamlasnak szerepe lehet a limfocitdk sejtvalaszaban, mivel csokkentheti az intracellularis
kalciumkoncentracio megemelkedésének esélyét, igy megakadalyozva a sejthalélt. Ezen csatornak
kozott leirtdk az amilorid-szenzitiv natriumcsatornédkat, a TRP csatornakat és a purinerg receptorokat.

Az utdébbi évtizedekben sok publikacio sziletett a limfocitak ioncsatorndirol, és van bizonyiték
a fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak jelenlétérdl a limfocitak membranjaban, de eddig nem késziilt
olyan tanulmany, ami elektrofiziologiai és molekularis bioldgiai modszerekkel is vizsgalja, €s

részletesebben karakterizélja a Nayl ioncsatornakat a huméan B sejteken.



2.2 A feszuiltség-kapuzott natriumcsatorna csalad (szerkezet és funkcid)

A fesziltség-kapuzott natriumcsatornak (Navl) legismertebb funkcidja az akcios potencial
kialakitasa az ingerelhet6 sejtek membranjanak depolarizacidjan keresztiil. A Nay1 ioncsatorna csalad
9 tagbol all (Nav1.1-1.9). Kozllik a Nav1.1, 1.2, 1.3 és 1.6 foleg a kozponti idegrendszerben talalhatd
meg, mig a Nav1.7-1.9 csatornék a periférias idegrendszerben fejez6dnek ki. Az idegsejtek mellett, az
excitabilis sejtek masik csoportjaban, az izomsejtekben is kifejez6dnek Nayvl csatorndk. A Navl.4 a
vazizomban, mig a szivizomban a Nav1.5 dominal. Amellett, hogy a f6 funkcidjuk az AP kivaltasa, a
feszlltség-kapuzott natriumcsatornak megtalalhatoak a nem ingerelhetd sejtek membranjaban is, mint
asztrocitak, hasnyalmirigy béta sejtek, keratinociték, dendritikus sejtek, makrofagok, vordsveértestek,
T sejtek és neutrofil granulocitak. Ezekben a sejtekben a nyugalmi membranpotencial kialakitasan tadl
szerepiik van a sejtmigracidban és -differenciacioban.

A szerkezetiikben hasonloak, miszerint négy doménbdl allo, korilbeliil 230 kDa méretii
polipeptid lanc alkotja ezen ioncsatornak alfa, porusformalé alegységét. Mind a négy domén (DI-DIV)
hat transzmembran hélixb6l, és az azokat Osszekotd intra- €s extracellularis hurkokbdl all. A
transzmembran hélixeket S1-S6 jelzéssel lattak el. Az S1-S4-ig tarto régio adja a fesziltség szenzort
(Voltage Sensor Domain = VSD), melyb6l az S4 hélix rendelkezik pozitivan t6ltdtt aminosavakkal
(arginin vagy lizin minden harmadik helyen), ami emiatt membran-depolarizacié hatasara elmozdul
az extracellularis tér felé. A fesziltsegszenzor S4 hélixe 6sszekottetésben (S4-S5 hurok) all a porussal
(Pore Domain = PD), amit az S5-S6 hélixek és az azokat 0sszekotd extacelullaris hurok (P-hurok)
alkotnak.

A Navyl csatornakat elkulonithetjuk biofizikai paraméterek és farmakoldgia alapjan. A
biofizikai paraméterek kozott vizsgalhatjuk az aktivacio és inaktivacié Kinetikajat, ezeknek a
fesziltség-fliggését és az inaktivaciobol valo visszatérés kinetikajat is.

Az egyik leggyakrabban hasznalt Nav1 gatldszer a tetrodotoxin (TTX), egy gdémbhalbol izolalt
cukorvazas neurotoxin, mely a feszultség-kapuzott natriumcsatornak porusahoz reverzibilisen kotédik
az extracellularis oldalrél. TTX szenzitivitas alapjan az izoformak kdzott megkilonbdztethetiink arra
nM-os koncentracidban érzékeny, szenzitiv (Nav1.1-1.4, 1.6 és 1.7), és arra uM-0s koncentracioban
érzékeny, rezisztens (Navl1.5, 1.8 és 1.9) populaciot. Szelektiv Nayl gatldszerek kdzott vannak a
kapcsigakbol izolalt GIHA és GIIC p-conotoxinok, melyek a vazizom-specifikus Nav1.4 szelektiv
gatlészerei. Ezeken kivil gyakran hasznéljak Nav1.7 szelektiv gatlaséara egy tarantuldbol izolalt peptid

inhibitort, a protoxin-1I-t.



2.3 A glioblasztoma és az U-87 sejtvonal

A gliomék az agyallomany gliasejtjeib6l eredeztethetd tumorok, melyeknek tobb csoportja is
ismert. A multiform glioblasztoma (GBM) jelentés életmindség vesztéssel jaré daganatos betegség.
Prognézisa rendkiviil kedvezétlen, mivel az atlagos talélési id6 a legjobb kezelések ellenére sem
haladja meg a 15 honapot. A klinikumban a klasszikus kemoterpias szereket (temozolomid,
ciszplatin, karmusztin) kombindljak sugérterapiaval és miitéttel. Ezen kezelések elsészamu célja és
eredménye a ,debulking” azaz a daganat térfogatdnak a csokkentése, igy definitiv, a daganat
megsziintetésére iranyuld terapias kombinéaciéra ugyan vannak kezdeti kutatasok, de még mindig
limitalt eredményekkel kecsegtetnek. Igy szilkség van U] terapias szerekre, melyek hatékonyan
fellépnek azon klinikai kihivasokkal szemben, melyeket a GBM kezelése okoz.

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 ferfi pacienstdl. Az U-87 MG sejtekre jellemz6 az epitél morfologia, valamint a diploidhoz kozel
allo hipodiploid genotipus. Az elmult t6bb mint 50 év alatt valosziniisithet6, hogy bekovetkeztek
mutaciok a sejtvonalon, de arr6l nem talalhato irodalmi adat, hogy az U-87 MG sejtek és a
glioblasztoma kdzott van-e invazivitasbeli killénbség.

Egy Uj terapias célpont lehet a GBM invazivitasahoz hozzajaruld Kcal.1 (mas néven BK, Slol
vagy MaxiK) ioncsatorna, mely kilon splice varianssal (gBK azaz glioma BK), domindnsan

kifejezddik ezen daganatos sejtek membranjaban.

2.4 A Kcal.l ioncsatorna szerepe a glioblasztoma invazigjaban

A GBM invazivitasat mar tobb ioncsatorna fokozott mitkddésével is kapcsolatba hoztak. Ezek
kdzott van a Navl.7, a fesziiltség-kapuzott kloridcsatornak csaladjaba tartozé CIC-3 (ami maga H*/CI
antiporter), és a Kcal.l1. Az utobbi ketténél egy kozos elmélet van az invazivitas kialakulasanak
mechanizmusaban, melynek alapja, hogy a sejteknek zsugorodniuk kell, hogy be tudjak sziirni az
agyallomanyt. A cellularis ozmoregulacios modell alapjan a vizvesztés ionaramhoz tarsul, jellemzéen
kifelé iranyuld kalium- és kloridaramhoz. Az elébbi nagy részét a Kcal.1, mig utobbit a CIC-3 adja. A
hipotézis alapjan a Kcal.1 kéliumaramahoz paralel tarsul az intracellularis kalcium koncentracio
emelkedése a kalciumraktar-fiiggd csatornak (ORAI) mikodése altal, igy a kalcium/kalmodulin
dependens protein kinaz Il (CAMKII) aktiv lesz, ami citoszkeletalis valtozasokat okoz, ami a fesz(ilés-
fuggése miatt aktivalja a CIC-3 transzportert. Ezen kivil a CAMKII foszforilalja a CIC-3-at, igy

kozvetlendl is aktivalja a kloridaramot.



A Kcal.l-nek, valdsziniisithetben az elébb emlitett modell miatt, a GBM sugar- és

kemoterépias rezisztencidjahoz is kdze van.

2.5 A Kcal.l ioncsatorna szerkezete és funkcioja

A Kcal.1 ioncsatorna egyesitett ndmenklatdraban hasznlt nevén kivil BK, MaxiK és Slol
néven is ismert. Az elébbi kettd a magas egyedi csatorna K™ vezetoképességre utal, mely irodalom
alapjan 200-300 pS kordili tartomanyban mozog. Az utébbi pedig a Drosophila slowpoke-hoz val6
hasonléségot jelzi.

A Kcal.l, a tobbi Kca ioncsatornaval ellentétben, kalcium-fliggésén kivil fesziltség-kapuzott
is; valamint leirtdk mar a csatorna fesziilés altali aktivalodasat is. Mint a legtébb fesziiltség-kapuzott
ioncsatorna, a Kcal.l is tetramer, azaz negy alfa alegyseg kepezi a csatorna pérusat. Ezen alfa
monomerek a KCNMAI gén termékei. Hasonldan az el6bb mar emlitett Nay ioncsatornakhoz egy alfa
alegyseg egy VSD-b61 és egy PD-bol1 all. A Kcal.1 azonban eltéréseket mutat a klasszikus fesziiltség-
kapuzott ioncsatornak szerkezetéhez képest. Ilyen a VSD-ben az SO hélix, ami a fesziiltség érzékelésen
kivil, a kalcium erzékenységhez, és a béta alegyseg modulacié létrejottéhez sziikséges. A C terminalis
oldalon talalhatok a citoszolikus RCK1 és RCK2 domének, melyeken talalhaté 1-1 kalciumion
kotéhely. Tovabba az RCK1 tartalmaz egy magnézium ion kotéhelyet is.

Ezen ioncsatorna szdmos emlds sejtben/szovetben kifejezddik, melyekben eltérd biofizikai,
illetve farmakoldgiai tulajdonsagokat mutat. Ennek a diverz viselkedésnek a hatterében a modulalé
jarulékos alegységek allnak. Jelenleg két tipusat ismerjik a szabalyozé alegységeknek: a béta- () és
a gamma (y) alegységeket. Az elobbieknek négy altipusat kiillonboztethetjiik meg (B1-p4), melyek a
KCNMB1-4 gének termékei, és az a alegységekkel 1:1 aranyban tudnak asszocialodni. Szerkezetiik
hasonlo, mivel kis fehérjék (méretiik 20-30 kDa kozott van), melyek két transzmembran hélixb61 (TM 1
¢s TM2) és azokat Osszekotd nagy extracellularis hurokbol allnak. A béta alegységek komplexet
képeznek a porusképzd alfa alegységekkel.

A béta alegységek a Kcal.l csatorna biofizikai paramétereit a kdvetkez6képpen befolyasoljak:
A BI; mely tobbek kozott a simaizomban és vesében fejezddik ki; ndveli a csatorna kalcium
érzékenységét, igy 10 UM intracellularis szabad Ca?* esetében az aktivacids Vso érték negativabb
tartomanyba tolodik (kb. -50 mV-tal). A B2; mely a hasnyalmirigyben, 1épben, vesében és
petefészekben fejezodik ki, a Bl-hez hasonloan negativ tartomanyba viszi a csatornaaktivacio
fesziiltségfliggését. Ezen kiviil a 2 az N termindlis oldalon inaktivacids labdaval rendelkezik, mely
felelds a csatorna gyors (20-30 ms iddallando) és komplett inaktivaciojaért, mely alacsony [Ca®']i

sorén is bekovetkezik. A B3 négy splice varianssal rendelkezik (B3a-d), melyek legink&bb a lepben,



hasnyalmirigyben és herékben fejezddnek ki. A B3 alegységek a csatorna aktivacidojat nem
befolyasoljak, azonban, ha B3a-c alegység tarsul a Kcal.1-hez, akkor az ioncsatorna nagyon gyors (~1
ms idéallanddval), de inkomplett inakivacion megy keresztiil pozitivabb tesztpotencialokon (+100 mV
felett), amennyiben magas (legalabb 10 uM) az intracellularis szabad Ca?* szint. Végil, ha az agyban
dominansan kifejez6d6 P4 asszocialodik az alfa alegységhez, akkor a csatorna fesziltség-
érzékenysége csokken, és az aktivacios Vso érték pozitivabb membranpotencial értékekre tolodik.

A gamma alegységek (yl-y4) ~35 kDa nagysagu transzmembran fehérjék, melyeket az
LRRC26, -52, -55 és -38 gének kddolnak. A szerkezetiik hasonld, miképpen egy transzmembran
doménbdl (TM), az N terminélis részen egy extracelullaris, leucinban gazdag doménbdl (LRRD) és
egy rovid intracellularis C termindlis farki részbdl allnak. Az LRRC26 (y1) expresszidja heterolog
expresszids rendszerben, HEK-293 sejteket alkalmazva, 120-140 mV-tal tolta a csatorna
konduktancia-fesziiltség fliggesét (G-V gorbe) a negativ, hiperpolarizald fesziltsegtartomanyba. A
gammak kifejez8dése még szabad intracellularis Ca?* hianyaban is elésegiti a Kcal.1 aktivaciojat
nullatoél negativabb membranpotencialokon. Igy a vy alegységek Kcal.1-hez vald tarsulasa nagyban

megvaltoztatja a csatorna feszultségerzékelését, egy teljesen 0j ioncsatorna fenotipust letrehozva.

2.6 A Kcal.1 ioncsatorna modulatorai

A Kcal.1 szamos modulatorral rendelkezik. Ezek kdzott vannak olyan szerek, melyek csak az
alfa alegységeken keresztiil hatnak, illetve olyanok, melyek a jarulékos B alegységeken keresztiil
befolyasoljak a csatorna miikkodését. Az el6bbiekhez tartozik az altalanos Ky gatldszer, a tetraetil-
ammonium (TEA), és a paxilline (Pax), melyek millimélos, illetve nanomdlos koncentracioban
gatoljak az ioncsatornat. Az utdbbiak kozott szamos farmakon van, ideértve skorpidtoxinokat
(iberiotoxin, charybdotoxin, slotoxin stb.), a zsirsavakat (arachidonsav, dokozahexaénsav,
eikozapentaénsav stb.), szterdn-vazas vegyiileteket (17p-0sztradiol, tamoxifen, litokdlsav stb.) és az
etanolt is. A kovetkezdkben azoknak a szereknek fogom részletesen ismertetni a hatdismechanizmusat,
melyeket a kisérleteimben is hasznaltam.

Litokolsav (LCA): Az epesavak koz¢é tartozik, és {6 feladata a zsirok szolubilizacioja. Emellett
aktivalja az epesav-szenzitiv ioncsatorndkat (BASIC), és a Kcal.1-et is B alegység-fiiggé modon, ugy,
hogy ha B1 tarsul az ioncsatornahoz, akkor a csucsdram megno.

Arachidonsav (AA): Tobbszorosen telitetlen, w6 csaladba tartozo zsirsav, melynek fontos
jelatviteli szerepe van gyulladdsos folyamatokban, mint masodlagos hirvivé. Ezen kiviil szdmos

ioncsatornara hat, igy gatolja az Nay csatornakat, aktivalja a Hyl és TRP csatornakat. A Kcal.l-re



kifejtett hatasa B alegység-fliggd: az AA alkalmazésa lassitja a csatorna B2 vagy B3 alegységek altal
Kivaltott inaktivacidjat és B1/p2/B3 alegység kifejez6dése esetén noveli a cstcsaramot .

Iberiotoxin (IbTx): A kelet-indiai voros skorpidé mérgébdl izolalt 37 aminosavbol alld peptid,
mely nM-os koncentrécioban szelektiven és reverzibilisen gatolja a Kcal.1 csatornat, az ioncsatorna
porusanak extracellularis oldaldhoz kotédve. Az IbTx gatlasanak van 3 alegység fliggése is, miszerint,
az o/P4 csatorna-komplexet még mikromoélos koncentracidban sem gatolja, ha pedig Bl tarsul az a
alegységhez, akkor a disszociaciés konstans (Kg) a ~nM-os tartomanyb6l a 0.1 pM-1uM-os
tartoméanyba tolodik.

Paxilline (Pax): Penicillium paxilli nevii gomba termelte toxikus indol alkaloid, mely
szelektiven és reverzibilisen gatolja a Kcal.1-et mar nanomdlos koncentraciéban is (K¢~10-50 nM,
[Ca?*]ic figgden). A Pax nagyobb affinitassal kotddik a csatorna zart allapotahoz, igy a csatornablokk
forditottan aranyos a Po-val (K¢=10 nM, ha Po~0; K¢=10 uM, ha Po~1).

Ditiotreitol (DTT): Biokémiai reakciokban hasznalt redukaloszer, mely a diszulfid kotéseket
bontja. B2 vagy P3 kifejez0dése soran a farokdram kifelé iranyuld egyeniranyirasért felel0s,
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.



3. CELKITUZES

Doktori értekezésemben a fesziiltség-kapuzott kationcsatorndk expresszidjat vizsgaltam
fiziologias és patoldgias kornyezetben. Ehhez két modellt alkalmaztam:

1.) Human periférias vérbol izolalt B limfocitak adtak a fiziologias allapotot. Itt a B sejtek
Nav ioncsatornainak vizsgalatat tliztiik ki célul, melyeknek expressziojat molekularis biologiai

modszerrel, részletes biofizikai karakterizalasat patch-clamp technikaval terveztik megvalositani.

2.) Apatologias allapot a glioblasztoma sejtek jelentették. A REMBRANDT (,,REpository
of Molecular BRAin Neoplasia DaTa”) adatbazis alapjan a KCNMA1 gén a GBM-es betegek csak
~10%-aban talexpresszalt, és a csatorna tulzott kifejezédése nem korreldl a betegek tulélési
idejével. Ugyanezen adatbazis alapjan a KCNMB3 gén expressz6ja mRNS szinten fokozott a
magasabb gradusu ¢€s rosszabb progndzisu gliomaknal. Azonban arra nincs adat, hogy milyen
alegységek fejezodnek ki funkcionalisan, és alkotnak komplexet a Kcal.l ioncsatornaval a GBM
membranjaban. Igy révid tava célunk volt meghatarozni az invazivitashoz és sugarrezisztenciahoz
hozzajaruld Kcal.1 ioncsatorna fenotipusat primer GBM sejteket és glioblasztoma sejtvonalat

hasznalva.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Anyagok

Az Osszes fogydanyagot a Sigma-Aldrichtol (St. Louis, MO, USA) vasaroltuk, hacsak mas

forrast nem jeldltem meg.

4.2 Sejtek izolalasa
4.2.1 Primer glioblasztoma (GBM) sejtek

A betegekbdl nyert GBM szovetmintakkal vald kisérletezést az Egészségiigyi Tudomanyos
Tandcs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-TUKEB,IV/186-1/2022/EKU) engedélyezte.
A diagnodzist neuropatologus allapitotta meg WHO kritériumok alapjan. Minden betegtdl irasos
beleegyezést kaptunk. A tumormintakat sebészeti eltavolitasa utan HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution) oldatba raktuk, és jégen taroltuk a szallitas ideje alatt. A szdvetmintakat 1-es tipusu
kollagenazzal emésztettiik 30 percen Kkeresztil. Ezutdn homogenizaltuk 15 ml-es Dounce
homogenizatorral majd Pasteur pipettakkal. Ezt a sejtszuszpenziot majd 70 uM atméréji sejtsziirén
(Corning®, Corning, NY, USA) folyattuk at, majd T75-0s sejttenyészté flaskaban tapasztottuk le 2
oran keresztl 10%-os FBS (fotalis borjusavo) tartalmd DMEM médiumot hasznalva (37 °C és 5%
CO2) majd kétszer mostuk 1x-es PBS-ben (foszfatpuffer), miel6tt Gjra felvettiik 6ket 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 gyodgyszerszedés, N=8)
valasztottunk. Naponta donoronként 25-30 ml vér kerult levételre, melyet natrium-heparinos
csovekben gytijtottiink dssze. Ezek a donorok a Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kar
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézetének, valamint a Laboratoriumi Medicina Intézet munkatarsai voltak.

Elsének a teljes vért kétszeresére higitottuk HBSS-ben, majd a mononukleéris sejteket
denzitasuk alapjan szepardltuk, melyhez Histopaque-1077 szeparalo oldatot és SepMate™
(STEMCELL™ Technologies, Vancouver, Kanada) szeparald csoveket alkalmaztunk. Ezutdn a B
limfocitakat a mononukleéris sejtek kdzil magneses gyongyos szeparalassal izolaltuk (human Pan B

cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag) a gyarto altal mellékelt leiras
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alapjan. A sejtszdmot meghataroztuk Blrker-kamra segitségével, majd reszuszpendaltuk a pelletet 40
ul/107 sejt gaztalanitott pufferben (PBS, 0.5% albumin és 2 mM EDTA). Ezutan hozzaadtunk 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. Miutan lejart az inkubacié 107
sejtenként 30 pl puffert és 20 pl anti-biotin magneses gyongyoket adtunk a sejtekhez. 10 perc 4 °C-on
torténd inkubéacié utin MACS oszlopokkal (Miltenyi Biotec) szepardltuk a B sejteket (negativ
szelekcid). Azokat a B sejteket, amelyeket nem hasznaltunk fel patch-clamp mérésekhez, TRIzoI™

reagensben vettik fel és -80 “C-on taroltuk az RT-qPCR Kivitelezéséhez.

4.3 Primer GBM és U-87 GM sejtek tenyésztése

A primer és sejtvonal GBM sejteket T75-0s flaskékban tenyésztettik 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% CO. beallitast alkalmazva. A
sejtpasszazst sterilfiilkében végeztiik, amely a kdvetkezdképpen tortént: a GBM sejtekrdl Pasteur vagy
2ml-es szerologiai pipetta (VWR International, Radnor, PA, USA) segitségevel eltavolitottuk, majd
1x PBS-es mosas utan 1x tripszin-EDTA oldatot (0,05% tripszin, 0,02% EDTA) pipettaztunk a
flaskdba, és 2 percig inkubaltuk 37 °C-on. Miutan felvaltak a sejtek atraktuk ket 15 ml-es
centrifugacsovekbe, és 5 percen keresztiil fugaltuk 6ket 1200 RPM-en. A feliluszo leszivasa utan a

sejteket felvettiik a médiumban, €s egy 1) 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 pg/ml negativ kontroll (AccuTarget™ Negative Control SiRNA, Bioneer,
Daejeon, Dél-Korea) vagy célzottan KCNMAL, KCNMB1-3 ellenes siRNSt. A sejteket 37 ‘C-on

inkubaltuk 24 o6ran keresztiil. A csendesités sikerességét Western blottal ellendriztiik.
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4.5 Elektrofiziologiai mérések
4.5.1 Mérési rendszer felépitése

Az elektrofiziol6giai mérésekhez konvencionalis patch-clamp technikat alkalmaztunk, teljes-
sejt konfiguracidban. A mérérendszer egy Axopatch 200B (Molecular Devices, CA, USA) erdsiton
alapul, mely Digidata 1550B (Molecular Devices) digitalizalon keresztill csatlakozik a szamitogéphez,
amin a Clampex 10.7 (Molecular Devices) program segitségével végeztiik az adatgyiijtést. A sejtek
kivalasztasa és a mérOpipetta pozicionalasa Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokid, Japan) mikroszkop
segitségével tortént, mely rezgésmentes asztalon helyezkedett el, és Faraday-kalitka vette koril a
zajszirés érdekében. A sejteket CELLSTAR® (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag) Petri
csészében helyeztlk el, és letapadasuk utan 2 ml kontroll extracellularis oldattal toltottik fel a Petri
csészét. Az oldatcsere manudlis, gravitacié alapu perfuzids rendszeren keresztll tortént, melynél az
aramlasi sebesseg ~0.2 ml/perc volt. A konstans folyadékszint megtartdsahoz vakuumos elszivé
rendszert hasznaltunk. A perfundalds soran bekovetkezd junkcids potencial okozta fesziiltséghiba
kikiiszoboléesehez a referencia elektrodat kilon edenyben taroltuk melyet agar hiddal (3 M KCI)
csatlakoztattunk a méréedényhez. A mérdpipettak eclkészitéséhez GC 150F-15 boroszilikat
uvegkapillarisokat (Harvard Apparatus, MA, USA) és P-87 Flaming/Brown mikropipetta huzot (Sutter
Instruments, CA, USA) hasznaltunk. A pipettak ellendllasa mérdoldattol fliggden 3-8 MQ kozott volt.

4.5.2 Elektrofizioldgiai mérések soran hasznalt oldatok

A B limfocitdk méréséhez az alabbi oldatokat alkalmaztuk:

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

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

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

=z =7

KCI, 10 mM HEPES, 5,5 gliikk6z, 1 mM CaCl; és 1 mM MgCly; pH=7,35 (KOH-val titralva)
A TTX-et a megfeleld koncentraciokban (5, 15, 50, 150 nM) a kontroll oldatban higitottuk ki.

A glioblasztéma sejtek méréséhez hasznalt oldatok 0sszetétele:

13



Kontroll (extracelluléris) oldat: 145 mM Na-aszpartat, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2,5 mM
CaCl, 5,5 mM glikoz és 10 mM HEPES; pH=7.4 (NaOH-val titralva)

Szabad [Ca?*] mentes pipetta (belsé) oldat: 145 mM KF, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, 2
mM MgClz es 1 mM CaClz; pH=7,22 (KOH-val titralva)

1 uM szabad [Ca?*] pipetta (belsé) oldat: 145 mM K-aszpartat, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES,
2 mM MgCly, 8,5 mM CaCl,; 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 MgCl,, 9,8 mM CaCly; pH=7,2 (Tris-el titralva)

Kcal.1 moduladtorok a kontroll oldatban higitottuk ki minden mérénapon a koévetkezd
koncentraciékban: AA (30 uM), LCA (75 pM), IbTx (~20 nM), Pax (1 pM), DTT (20 mM).

Az oldbszereket, melyekben a torzsoldatokat készitettik el (dimetil-szulfoxid vagy etanol) 1
VIVV%-ban hozza adtuk a kontroll oldathoz a modulatorok tesztelése soran. Hacsak masképp nem

jeloltem, a mérések 1 uM szabad [Ca?*] pipetta (belsé) oldat hasznalataval késziiltek.

4.5.3 Fesziltség- és aramprotokollok

B sejt mérések:

Feszliltség-zar Uzemmaodnal altalanosan -100 mV tartopotencialt alkalmaztunk, mig aram-zar
tizemmodnal nulla nA aramot injektaltunk (I=0). A mintavétélezést és a zajsziirést (erdsitobe beépitett
négy polusu alulateresztd Bessel sziird) a Nyquist-szabalynak megfeleléen valasztottuk ki, miszerint
20 kHz-en tortént a mintavetelezés és 5 kHz-re allitottuk be a Bessel sziir6t. A mérések szobahdn
torténtek. A biofizikai paraméterek feltérképezésére kiilonbozé fesziiltségprotokollokat hasznaltunk,
mint 1épcséprotokoll, I-V (aktivacio fesziiltségfiiggése), SSI (,,steady-state inactivation”, inaktivacio

fesziltségfiiggese) és inaktivaciobdl vald visszatérés vizsgalata.

Glioblasztdma mérések:

Altalanosan -100 mV tartdpotencialt alkalmaztunk. A mintavételezés 20 és 50 kHz-el tortént.
A mérések szobahdn torténtek. A biofizikai paraméterek feltérképezéséhez lépcsd és 1-V

protokollokat alkalmaztunk.
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4.5.4 Az adatok kiértékelése

A patch-clamp adatok kiertékelése és abréazolasa, 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 el6szor ,,offline” digitalisan sziirtiik
Clampfitben 5 pontos boxcar fliggvénnyel.

Az ioncsatorna modulatorok hatdsanak elemzéséhez minden esetben kiszdmoltuk a marado
aramhanyadokat (MAH) a kovetkez6 egyenlet alapjan: MAH = L, oguistor / Ixontrou, @01 az Imodutator
a szaturalt ionaram modulator perf(zidé soran, mig az lkonron @ modulator alkalmazast megel6z6
csucsaram.

Az |-V adataibol elsdnek G-V gorbéket készitettlink, melyhez a konduktancidkat a kovetkezo
egyenlet alapjan kaptuk meg: G = I/(Vyarancs — Vreverz), @hol a G a konduktancia, | a csucsaram,

Vparancs @ parancsfesziiltség és Vrever; az egyensulyi (reverzal) potencial. A Viever, €rtékét a hasznalt

mérdoldatok Gsszetétele alapjan a Nernst egyenlettel hataroztuk meg (Vyeperz = %ln ([[XX]%), ahol R
IC

az egyetemes gazallando, T a hdmérséklet Kelvinben, z az ion toltése, F a Faraday alland6, valamint
[X]ec és [X]ic az adott ion koncentracioja extra- és intracellularisan). A G-V gorbék elkészitésehez az
Osszes parancsfesziiltségen kapott konduktancia adatot a legnagyobb konduktancidra normaltuk
(G/Gmax = nyitasi valoszinliség). Az SSI adatok abrazolasahoz az I/Imax-Ot (azaz az aktivalhatd
csatornahanyadot) kiszamoltuk, ahol az I a csicsaram az adott impulzus soran, mig az Imax a csucsaram
az els6 impulzus soran. A G-V és SSI gorbéket a Boltzmann egyenlettel (Y = 1/(1 + exp((Vso —
Voarancs)/k)); ahol a k a gorbe meredekségét jellemzd allando) illesztettik meg a Vso értékek
meghatarozasahoz.

Az inaktivaciobol vald visszatérés iddallandojat (tv) a kovetkezoképpen kaptuk meg: az
impulzuspar masodik tagjat (I) az elsé tagjara (Imax) Normaltuk minden egyes impulzusparnal
(Mmax=visszatért csatornahanyad), majd a kapott gorbét egyfazisu exponencialis egyenlettel

t

Ty

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

eltelt id6, tv a visszatérés id6allanddja és Yo az |/lmax t=0-nal). A Kcal.l aram inaktivaciojat jellemz6

idéallandot (1i) a kovetkezo egyenlettel kaptuk meg: Y = A (exp (— i)) + C; ahol a C a szaturacio

Ti

értéke.
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4.6 Kvantitativ polimeraz lancreakcié (qQPCR)

A teljes-sejt RNS, beleértve a hirvivé RNS-t is, TRIzol™ reagens segitségével izolaltuk a
sejtekb6l. Az RNS mintdk tisztasagat UV spektroszkopiaval (NanoDrop 2000 spektrofotométer)
ellendriztiik vissza, melynek soran kizarolag azokat a mintakat fogadtuk el, melyeknek az A260/A280
ardnya 1.8 és 2.1 kozott volt. Ezutan az RNS mintékat az qPCR mérések Kivitelezeéséig -80 °C-on

taroltuk.

4.6.1 GBM sejtek

A komplementer DNS-t (cDNS) Superscript III™ 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.
Pozitiv kontrollnak a GAPDH-t hasznaltuk. A reakciot QuantStudio 3 keszuléken futtattuk a
kovetkezOképpen: 40 ciklus denaturacio (30 mp/ciklus) 95 °C-on, primertapadas 55 ‘C-on 45
masodpercig és meghosszabbitas 72 “C-on 60 masodpercig. Az adatok kiértekeléséhez QuantStudio

Design and Analysis szoftvert hasznaltunk.

4.6.2 B sejtek

Az Nay ioncsatorndk mRNS szintli expresszidjanak kvantifikalasahoz elsének az RNS
mintakbol cDNS-t készitettlink, reverz transzkriptaz enzimet tartalmazo kit (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Vilnius, Litvania) segitségével. Az RT-qPCR-hez
LightCycler 480 SyBR Green | Master mix-et (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) és
génspecifikus primereket (10 uM, Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium) alkalmaztunk. A
reakciot LightCycler 96 RT-gPCR (Roche Diagnostics) késziiléken futtattuk. A PCR ciklusok a
kovetkezOképpen néztek ki: az 10 perc inkubalas 95 °C-on, majd 40 darab 10 masodperces ciklus volt
95 °C-on, veégil 1 perc 60 °C-on. Pozitiv kontrollnak a 36B4 gén altal kddolt acidikus riboszomalis
foszfoprotein PO-t (RPLPOQ) hasznaltuk. Minden mérést N=2 szer hajtottunk végre. A kisztb ciklust

(Ct) a mérédmiiszer hatdrozta meg, €s minden 35 feletti értéket zajnak tekintettiink.

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
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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 feliiluszo leszivasa utan felvettiik 6ket tolt6pufferben
(6x LB), és a mintat denaturaltuk 98 °C-on 10 percen keresztiil. 120-120 pg denaturdlt fehérjét
toltottink be a 12%-o0s 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 membrént 1 6rén keresztul 5%-o0s tejpor TBST-
ben (TBST = Tris-pufferelt séoldat + 0.1% Tween® 20). Blokkolas és ha&romszoros TBST mosas utan
kovetkezett az éjszakai inkubalas az elsddleges antitestekkel 1:1000 higitasban, 4 “C-on. A kovetkezd
napon, ismét haromszoros TBST mosas utan, tortént a masodlagos antitesttel valo inkubalas szobahén,
2 oOran keresztiil. Az el6hivas el6tt a membrant SuperSignal® West Pico kemilumineszcens
szubsztrattal kezeltlk a gyarto ltal megadott protokoll alapjan. A kemilumineszcencia detektalasdhoz
Alpha Innotech FluorChem Q Multilmage Il1-at alkalmaztunk.

4.8 Sejtszinkronizacio es aramlasi citometria

Az U-87 MG sejteket M fazis metafazisaba 4 pg/ml (10 uM) kolhicinnel, GO/G1 fazisba pedig
szérummentes DMEM-mel szinkronizaltuk. A kezelések 24 6ran keresztil folytak 37 “C-on és 5%
CO2-n. A szinkronizalas sikerességét propidium-jodidos (PI) festéssel igazoltuk, melyhez elszor a
kezelt és kezeletlen sejteket 80%-os etanollal permeabilizaltuk 20 percen keresztiil szobahén, majd 2
pg/ml Pl-t adtunk a sejtekhez és 10 percig inkubaltuk 6ket szintén szobahOn az aramlasi citometrias
mérésekig. Az adatokat BD FacsAria Il (BD Biosciences, NJ, USA) aramlasi citométerrel nyertiik ki,
561 nm excitacios és 610/20 nm emisszios sziirét hasznalva. Az adatok kiértékeléséhez Flowjo V10

(BD Biosciences) programot hasznaltunk.

4.9 Statisztikai analizis

Altalanosan, az adatokat atlag + SEM-ként tiintettik fel. A statisztikai analizist Graphad Prism
7 programmal végeztiikk. A statisztikai értékelés sordn eldszor elvégeztiik a normalitds tesztet
(D’Agostino-Pearson), majd kétmintds kétoldali t-probat vagy egyutas variancia-analizist
alkalmaztunk Tukey’s post-hoc teszttel a normél eloszlast mutatd mintaknal, és Mann-Whitney vagy
Kruskal-Wallis teszteket alkalmaztunk a normal eloszlastol eltérd eloszlast mutatd mintaknal. A
glioblasztoma modulatorainak hatasat Wilcoxon probaval analizaltuk. A szignifikanciaszint (o) 5%

volt.
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5. EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO
5.1 Funkcionalis Nav ioncsatornak jelen vannak a huméan B sejt membranjaban

5.1.1 Elektrofiziolégiai és molekularis bioldgiai adatok bizonyitjdk a Nay ioncsatornak
expresszigjat human B sejtekben

Habar szdmos tanulmany alapjan feltételezték mar a feszilltség-kapuzott natriumcsatornak
jelenlétét a human B sejtek membréanjaban, kdzvetlen elektrofizioldgiai adatok idaig ezt még nem
bizonyitottak. A kutatdsunkban elektrofizioldgiai és molekularis biologiai modszerekkel azonositottuk
a Nav ioncsatorndk funkciondlis expresszidjat a human B sejtek membréanjaban. A patch-clamppel
mért sejtek mintegy 40%-a mutatott befelé iranyul6 aramot, mely Na® mentes oldatra megsziint,
valamint karakterisztikusan Nav csatornakra jellemzé fesziiltségfiiggést mutatott. Ezzel ellentétben a
T sejtek csupan 3%-an talaltak TTX szenzitiv natriumaramot (habar a referalt tanulmanyban nem
hasznaltak protokollokat direkt a Nay csatornak kimutatasara, igy a tenyleges arany magasabb is lehet).

A vizsgélt biofizikai paraméterek alapjan nem tudjuk egyértelmiien azonositani a
sejtmembranban jelenlévé Nay csatornakat. A fesziltség-kapuzott ioncsatornak, igy koztiik a Nav
csatornak, kapuzasa fligg az expresszios rendszertdl, ahogy ezen paramétercket befolyasolja a
sejtmembran lipidosszetétele és a jarulékos alegységek kifejez6dése is. Igy a legtobb, altalunk is
vizsgalt, biofizikai paraméterek értékei nagy atfedést mutatnak a kiilonb6z6 Nay ioncsatornak kézott.
Peldaul adataink alapjan az aktivacios Vs érték -20,8 + 1,9 mV volt, mely a legtébb Nav csatornanal
publikalt tartomanyba esik. Egyedul a Nayv1.9-nél irtak le negativabb aktivacios Vso értéket, mely
korulbelll -40 mV volt. Az inaktivacidbol torténd visszatérés idéallandoja (tv) értékei is nagy szorast
mutattak méréseink soran (7,5-42 ms), ami alapjan tobb Nayv csatorna egyittes membranjelenlétét
feltételezzilk. A biofizikai paraméterek kdziil az utobbi érték alapjan lehet jobban elkiilonithetoek a
Nav csatornak, mivel ismertek gyorsan visszatéré (példaul Navl1.3 és 1.4; tv=8-20 ms) és lassan
visszatérd (Nav1.7; tv=150ms) izoformak.

RT-gPCR-rel TTX-szenzitiv natriumcsatornakat kodold (SCN2A, SCN3A, SCN4A, SCNBA
és SCN9A) valamint TTX-rezisztens csatornat kddol6 (SCN11A) gének expresszidjat mutattuk Ki.
Ezek koziil dominans kifejez6dést mutatott a TTX szenzitiv Nav1.3, 1.4 és 1.7 ioncsatorna, miga TTX
rezisztens Nay1.9 csatorna alacsonyabb mRNS szinttel volt jelen. A TTX-szenzitiv- és rezisztens Nay
csatornak egylittes jelenléte a membranban magyarazhatja a farmakologiai eredményeinket, miszerint
a TTX 150 nM-os koncentracioban nem okozott akkora gatlast, mint vartuk volna, ha kizarolag TTX-
szenzitiv fesziiltség-kapuzott natriumcsatornak lettek volna jelen a B sejt membréanjaban. A Hill-

egyenlet, 150 nM TTX MAH értékei alapjan, 84 nM-os 1Cso értéket adott, mely Iényegesen magasabb
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a TTX-szenzitiv Nayv csatornak publikalt 1Cso értékeinél. Ezen érték szintén alatdmasztja a TTX-
rezisztens Nav csatornak alacsonyabb szintli membranexpresszidjat. Ismert, hogy az ioncsatornak
valtozik a T és B sejtekben, valamint a dendritikus sejtekben érés soran a Nav csatornak kifejez6désnek
csokkenésével egyidejiileg a Kv csatorndk expresszojanak fokozodasat figyelték meg. Egy kés6bbi
publikacioban kimutattdk, hogy a Nav magas expresszidja a dendritikus sejtek egy Kisebb
alpopulacidjara (CD1a") korlatozodik, mely tovabb bizonyitja az ioncsatornak kifejez6désének és a
sejt-differenciacionak a szoros kapcsolatat. A sejt-differenciacién kivul sejtsérilés is Kivalthat
expresszids mintazatvaltozast. Asztrocitdkon mechanikai stimulacioval kivaltott reaktiv gliézis soran
TTX-szenzitiv Nav csatorndk helyet TTX-rezisztens csatornak vették at. Mivel a tanulmanyunkban
nem valasztottuk alpopulaciokra a B sejteket, a vizsgalt populacionk nagyon heterogén volt, ami
magyarazhatja a magas variabilitast a TTX eérzékenységben. Ez a heterogenitas allhat a mdgott is, hogy
a sejteknek csak egy részén lattunk Nay aramot. A patch-clamppel detektalhato natriumaram lehet,
hogy a B sejtek csak egy bizonyos alpopulaciojan fedezheté fel. A fesziiltség-kapuzott
natriumcsatorndkat funkcionalisan expresszalo alpopulacid(k)nak felderitése fontos feladat a jovoben,

a Nav csatornak funkciojanak megismerése érdekében.

5.1.2 A Nay csatornak hozzajarulnak a nyugalmi membranpotencial kialakitasahoz

Megmértik a B sejtek membranpotencialjat 1=0 aram-zar Gzemmddban, a Nay csatornak
potencialis kanonikus funkciojat vizsgalva, és azt tapasztaltuk, hogy a natrium mentes oldat perfuzidja
reverzibilis hiperpolarizaciot okozott, az eleve pozitivabb nyugalmi membranpotenciallal rendelkez6
B sejteknél. Irodalmi adatok alapjan a limfocitak nyugalmi membranpotencidja széles intervallumba
esik: beszamoltak negativ (Em=(-)70 — ()60 mV), atmeneti (Em~ -40 mV) és pozitivabb (Em=(-)12 —
(-)7 mV) membranpotencial értékekrol is kiilonb6z6 publikaciokban. Ennek a variabilitasnak az oka
lehet az alkalmazott mérdmodszerek kiilonb6zdsége. Szeparalatlan periférids limfocita populacio
vizsgalata soran a B sejtek alacsony aranya miatt a pozitivabb nyugalmi membranpotencial értékek
kevéshé gyakoriak. Habar a SSI gorbék alapjan az altalunk kapott nyugalmi membranpotencialon (Em=
-6,8 + 1,5 mV) a legtébb Nav csatorna inaktivalt llapotban 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 aktivacioja is okozhat szignifikdns membranpotencial valtozasokat. EIméletileg a
Na*-mentes extracellularis oldat kdzvetett médon is okozhatna membranpotencial-valtozasokat
elektrogén transzport mechanizmusok maddositasan (példaul Na*/Ca?* cseréld) keresztiil. Ezt a

lehetéséget vizsgaltak dendritikus sejteken, ahol a Navl.7-et lecsendesitve a nyugalmi
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membranpotencial hiperpolarizalddott, és inszenzitiv lett az extracellularis Na* koncentréaciora, ami
azonban a Nav csatornak kozvetlen szerepére utal, igy mi is ezt a mechanizmust valoszinisitjiik.

A fesziiltség-kapuzott Na® csatornak élettani funkciéja még nem teljesen ismert a
limfocitakban. El6z6 tanulmanyokban mar utaltak a csatorndk potencidlis kanonikus funkciojara.
Jurkat T sejteken a Nav csatornak jelenléte a sejtmigraciohoz kothetd, mivel Matrigel invazids esszé
esetében a TTX alkalmazasa szignifikdnsan csokkentette a migréaciét. Tovabba a Navl1.5 szerepet
jatszik a CD4" T sejtek érési folyamatanak pozitiv szelekci6jaban, mert ezen ioncsatornak
funkcidjanak és expressziojanak gatlasa a szelekcios folyamatokat szignifikansan befolyasolta. Azon
Nav izoformakrol, melyek kisérleteinkben RT-gPCR-rel magas expressziét mutattak a B sejtekben,
még nincs limfocitakat érint6 funkcionalis tanulméany.

Az immunsejtek sok hasonldsagot mutatnak az ioncsatorna profiljukban a sejtdifferenciacio
soran. Példaul a Kyv1.3 csatorna, mely kifejezo6dik makrofagokban, dendritikus sejtekben, T sejtekben
és B sejtekben is, expresszidja megnd a sejtaktivacid soran a legtobb szubpopulaciéban. A K*
csatornak mitkodése, a membran hiperpolarizacioja €s igy az elektrokémiai hajtderd fenntartasa révén,
fontos a sejtaktivaciohoz sziikséges Ca?* bearamlashoz. Elképzelhetd, hogy a CDla* dendritikus
sejtekhez hasonloan, a B sejtekben is, a Nav csatornak miikodése a membran depolarizacioja révén
megakadalyozza a sziikségtelen sejtaktivaciot.

Figyelembe véve az alacsony atlagos Nav csucsaramot (-57,0 + 12,6 pA), lehetséges, hogy ezen
ioncsatornaknak nem-kanonikus funkcioi is vannak a B sejtekben, melyeknek nincs kbze az
ionaramlashoz és a membranpotencial-szabalyozashoz. Ilyen funkciokat irtak le a neuralis Kyv2.1 és
2.2 csatornaknal is, melyek csomdpontot alkotva a sejtmembran és az endoplazmatikus retikulum
kozott, szerepet jatszanak a membran trafficking-ben. Hasonléan, a Ky1.3 csatorna nem-kanonikus
funkcidjat irtdk le vaszkularis simaizom sejtekben, melyekben a proliferaciohoz a kapuzasi
mechanizmus miikodése elégséges volt a K* ionok &ramlasa nélkil. Habar a nem-kanonikus
funkciokat a tanulmanyunk alapjan nem tudjuk Kkizarni, a Na* -mentes oldat perfaziéja soran
bekovetkezett erds hiperpolarizacié alapjan a Nav csatorndk kanonikus funkcidja valosziniibb a B

sejtek esetében.

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

Ebben a tanulmanyban kimutattuk, hogy a glioma sejtmembranjaban a Kcal.1 a dominans K*
csatorna, mely expresszidjanak sejtciklusfiiggése van, de a hozza asszocialodo 3 alegységnek nincs.
Habar a Kcal.1 szamos szovetben kifejezodik, a jarulékos béta/gamma alegység expresszio fiigg a

szoveti mintazattol. A B3 ritkdbban fejezddik ki egészséges szovetben, €s eddig csupdn a herében,
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hasnyalmirigyben és 1épben irtak le kifejezodését fiziologids esetben. Igy a P3 expresszié relevans
(KCNMB3) tulzott kifejezédése rosszabb progndzissal jar a GBM-es betegeknél, valamint emelkedett
B3 expressziordl szamoltak be fibroblaszt-szert szinoviocitdknal (FLS), reumatoid artritisz esetében
is. Tovabba a B3 alegységek funkciondlis kifejezddése a GBM membranban, akar sejtfelszini

markerként is szolgalhat a jovoben, a magas gradusu gliomak esetében.

5.2.1 A 3 a domindans jarulékos alegyseg

A Kcal.1 o/B3 komplexek funkcionalis kifejez6dését a GBM sejtmembranban az alabbi pontok
tamasztjak ala:

1. AKCNMB3 (B3 alegység) transzkript kifejezodott mind a GBM mind az U-87 MG
sejtekben, és utobbiakban magas kopiaszamot detektaltunk PCR-rel, hasonléan a
KCNMAL-hez (a alegység).

2. A makroszkopos aram emelkedett 30 uM AA perfuziora, és KCNMB3
csendesitesre ez az aramemelkedés szignifikansan csokkent.

3. Gyors és inkomplett inaktivacié jelentkezett 10 UM szabad intracellularis
kalciumot alkalmazva +180 mV-on.

4. A farokaram megjelenése -100 mV-on 20 mM-0s DTT kezelés soran.

5. Az ionaram szenzitivitasa ~20 nM IbTx-re egybevag a Kcal.1/p3 komplexre
publikalt értékekkel .

Ezen 6t pont egyuttes jelenléte utal a Kcal.1/p3 komplexek funkcionalis kifejezédésére a GBM
sejtmembranban. Mivel az eredményeink kilon-kiilon mas B alegységek kifejez6désénél is

eléfordulhatnak, ezért ezeknek az ismertetésével lentebb foglalkozunk.

A BI alegység, mely legfoképpen a simaizomban kertilt leirasra, epesavak altal aktivalhatova
teszi az ioncsatornat. A mi kisérletiinkben 75 uM LCA aktivalta ugyan az ioncsatornat a sejtvonal
sejtjeinél, de tobb adat is a kifejez6dése ellen szol. Elészor is, gPCR-rel nem tudtunk KCNMB1
terméket detektalni sem a primer sejteknél sem az U-87 MG sejteknél. Ezen kivill WB-tal sem adott
jelet a B1 ellenes antitest, holott a kontroll CHO sejtekkel igazoltuk az antitest hatékonysagat, valamint
a KCNMBL1 siRNS-sel val6o csendesitésével sem sikeriilt szignifikdnsan valtoztatni az LCA hatast.
Annak a tudataban, hogy az epesavak mas ioncsatornakon is hathatnak (példaul ismertek az epesav-

szenzitiv ,,BASIC” csatornak), valosziniibb, hogy a litokolsav nem Kcal.1-en keresztil névelte meg a
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csucsaramot a tanulmanyunkban. A Kcal.1/B1 komplex tovabba meglehetdsen rezisztens az IbTx-ra
(publikalt 1Cso értékek 65-370 nM-ig terjednek, ami ellentmond az altalunk kapott MAH értékeknek),
ami tovabb csokkenti a Bl kifejezOdésének valdszinliségét. Végiil a Pl-hez asszocidlt Kcal.l
csatornaknak van farokarama negativ membranpotencialon, amely ellentmond a mi adatainknak.

A B2 alegység a qPCR eredmények alapjan kifejez6dik mRNS szinten a glioblasztoma
sejtekben, és WB-tal is adott jelet a 2-ellenes antitest, valamint KCNMB2 csendesitésre csokkend
tendenciat mutatott az AA aramnovelé hatdsa. A fentick alapjan a B2 kifejez6dik a GBM
membranjaban, azonban a B2 expresszid komplett inaktivaciohoz vezet mar alacsony citoszolikus
Ca?*-koncentracional és 100 mV-os depolarizacional is, melyet nem detektalunk a patch-clamp
méréseink soran. A teljes inaktivaciot még 10 uM intracellularis szabad kalcium esetében sem lattuk.
Ennek a komplett inaktivaiconak a hidnya nem feltétleniil zarja ki a B2 membranjelenlétét, mivel egy
a alegységhez négy B asszocialodhat, igy a kiilonboz6 béta alegységek aranya befolyasolhatja az
altalunk detektalt biofizikai paramétereket is. A sztdchiometridt a kovetkezOkben érdemes lesz
figyelembe venni, hiszen tobb B2 alegység (a gyors €s komplett inaktivacidé miatt) csokkent hajtoerdt
jelent a kalcium influxra, mig tobb B3 alegység kifejez6dés (az inkomplett inaktivacio miatt) elnyujtott
kalcium bearamlassal jarna.

A B4 alegység a dominans a kdzponti idegrendszerben, igy a glioblasztomaban varhato volt a
kifejez6dése. Transzfektalt sejteknél a 4 alegység rezisztensse teszi a Kcal.1 csatornat az IbTx-re, igy
a kapott adataink alapjan a B4 kifejezddése megkérddjelezddik. Ennek ellenére vannak publikaciok,
melyek szerint IbTx szenzitiv sejtek is Kifejezhetik ezt az alegységet, melynek hatterében a
sztdchiometria mellett a B4 alegységek membran processzalasa allhat, de ezekre még tényszerii adat
nem &ll rendelkezéstinkre.

A gamma alegységek kifejezddése valosziniitlen a GBM membranjaban, hiszen a Kcal.l/y
komplexek mar alacsony intracellularis ~ Ca?*-koncentracional is  nagyon  negativ
membranpotencialokon nyitnak (akar -150 mV), mig a GBM és U-87 MG Kcal.1 ioncsatornai
pozitivabb tesztpotencialokon kezdtek nyitni.

Osszesitve a Kcal.1/B3 komplexek dominans kifejez8dését feltételezziik glioblasztoméban,

amellett, hogy B2 alegységek is eldfordulhatnak alacsonyabb szamban.
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5.2.2 A Kcal.l expresszio emelkedett az M fazisban a sejtciklus analizis alapjan

Mint ismert, egyes ioncsatorndk expresszidja valtozik a sejtciklus soran. A K* csatornadknak
nagy szerepe van a sejtciklus progresszioban a membranpotencial szabalyozasa révén, hiszen a K*
permeabilitas valtozasa (a K™ negativ Nernst potencialja miatt), emelkedés (azaz csatornanyitas) esetén
hiperpolarizalja, csokkenés esetén pedig depolarizalja a membrant. Altalanosan, a G1/S fazis hataran
magas K" csatorna aktivitast irtak le, mig G2/M fazisban a kaliumcsatornak alacsony
membranaktivitasa figyelhet6 meg. Ezzel parhuzamban a Nay csatornak expresszidja az M fazisban
emelkedett. Egy korabbi tanulmanyban human mezenchimalis &ssejtek Kcal.l ioncsatornainak
sejtciklusfiiggését vizsgaltak, és adataik alapjan a Kcal.1 pozitiv sejtek aranya csokkent volt a G2/M
fazishan az éheztetéssel Go fazisba szinkronizalt populaciéhoz képest. Ezzel ellentmondanak a mi
adataink, mivel a kolhicinnel kezelt (M fazis-dusitott) U-87 MG populacional a csucsaram és az
aramsliriiség is szignifikdnsan nagyobb volt a szinkronizélatlan populacidhoz képest, valamint ez az
aramemelkedés Pax-szenzitiv Kcal.1 aramnak bizonyult. Hasonléan a mi adatainkhoz,
megtermékenyitetlen egér oocitaban talalhatd magas konduktanciaji K* csatorna - mely a Ca?*-
érzékenység és charybdotoxin - inszenzitivtas alapjan nem biztos, hogy Kcal.1l - aktivitdsa szintén
magasabb volt az M fazisban.

Hogy miért fontosak a kaliumcsatornak a sejtciklus progresszidban, arra tobb magyarazat is
felmertiilt. El6szor is, a mitdzishoz a sejtvolumen (igy a nyomas) tranziens csokkenése sziikséges,
melyben a kifele iranyuldé kaliumaramot add ioncsatornak szerepet jatszanak. Leirtdk, hogy a
medulloblasztoma sejtekben a Kyv10.2 csatorna szerepet jatszik a sejtosztddashoz szlkséges
sejttérfogat csokkentésben. A sejtmeret-proliferacié osszefliggését glioma sejteken is néztek, ahol
ioncsatornak gatlasaval és a tenyészté médium ozmolaritasanak (igy a sejtvolumen) valtoztatasaval a
proliferacids rata is valtozott, ugy, hogy a sejtméret-osztodas gorbéje harang alakot vett fel. Egy
magyardzat a haranggdrbe kialakulasara, a makromolekularis tomorilés elmélet, ami szerint a
sejtciklus szabalyozdsdhoz sziikséges makromulekuldk konformacidja és aktivitdsa fligg a
hidrataltsagi allapotuktol. A modell alapjan a molekulék aktivitasa Boltzmann eloszlast kdvet, és mivel
ez az aktivitas jelenthet proliferacios rata novekedést és csokkenést is, igy sziikségszeriien kialakul
egy térfogat intervallum, ahol a sejtosztddas optimalis.

Ezen kivul a K* csatorndknak fontos szerepiik van a kalciumjel kialakitasban, a hajtoerd
biztositasaval. Igy egyes kaliumcsatornak specifikus gatlisaval sejtciklus blokad érhetd el, ami
csokkent proliferaciohoz vezet. Ezen ioncsatornak kozé tartozik a Kyv1.3, Kv10.1, Ky11.1 és a Kca3.1
is. Tovabba azt taldltak, hogy a K* konduktancia nem is mindig szlikséges a sejtciklus progressziéhoz,

a kaliumcsatornak nem-kanonikus funkcioit feltételezve. llyen nem-kanonikus funkciot talaltak a
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Drosophila EAG csatornandl, ami a humén Ky10.1 ortolégja. A csatorna porusaban egy aminosavat
elmutélva létrehoztak egy nem-konduktiv ioncsatornat, melynek expresszidja a vad tipusit EAG
csatorndhoz hasonlé modon ndvelte a proliferacios réatat. A fenti szerepek kozil, a glioblasztoma
Kcal.1-nek ismert az ozmoreguléacids szerepe, igy ez is magyardzhatja az M fazisban latott magasabb
Kcal.1l dramot.

Farmakoldgiai eredményeink alapjan, az alfa alegységgel ellentétben, a béta alegység
expresszioja nem valtozott a sejtciklus fiiggvényében, mivel 30 uM AA aramnéveld hatdsa nem tért
el szignifikansan a szinkronizalt €s a szinkronizélatlan populaciok kozott. Mivel a B3 ugyantgy jelen
van az M fazishan, ezért a glioblasztoma Kcal.1l csatornak béta alegység-figgd, szovetspecifikus

gatlasa egy jovobeli potencialis terapias lehet6séget kinal.
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6. OSSZEFOGLALAS

Disszertaciomban a feszlltség-kapuzott kationcsatorndk membranexpresszidjat vizsgaltam
fiziologias és patologias allapotokban. A fiziologias allapotot az egészséges, kronikus betegségben
nem szenvedd, alanyok B sejtjei, mig a patologias allapotot GBM-es betegek mintéi és az U-87 MG
sejtvonal adték.

A B sejteken els6ként karakterizdltuk a fesziiltség-kapuzott natriumcsatorndkat. Molekularis

bioldgiai és elektrofiziologiai adataink alapjan TTX-szenzitiv és rezisztens Nay csatornak egyszerre

vannak jelen és funkcionalnak a B sejtek membranjaban. Eredményeink alapjan e csatornak kanonikus

funkcidja a valdszinii, azaz a nyugalmi membranpotencial kialakitdsadban és szabalyozasaban jatszanak

szerepet. Mivel még mindig keveset tudunk a natriumcsatorndk szerepérél az immunsejtek
miikodésében, ezért a Nay csatornak funkcionalis jelenlétét érdemes lehet a jovoben figyelembe venni
ezen sejtek farmakologiai és funkcionalis vizsgalata soran. Tovabb vizsgélva, hogy a B sejtek milyen
alpopulacidin jelenik meg a Nav csatorna, megalapozhatja az immunfunkciok szelektiv farmakoldgiai
modulalasat.

A glioblasztoma sejteken azt talaltuk, hogy a Kcal.1 ioncsatorna funkcionélis komplexeket

alkot a B3 alegységgel a sejtmembranban. A GBM sejtek B3 expresszidja a jovoben kemoterdpias

célpont lehet, hiszen a kozponti idegrendszerben leginkabb a 4 alegység fejezddik ki, igy a Kcal . 1/B3
komplexek gatlasa szovetspecifikus lenne a glioblasztomara. A B3 expressziojat a malignus
glioblasztoma sejtek markereként is alkalmazhatndk a jovében, mely nem csak a terdpiaban, de a

diagnosztikaban is segitséget nydjtana.
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