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Roviditések jegyzéke

AGAP: antitumor analgézias peptid
a-KTx: alfa-kaliumcsatorna toxin
ARC39: (1-aminooktan-1,1-diil)bisz(foszfonsav)
ASM: savas szfingomielinaz

BK: nagy konduktanciaju kaliumcsatorna
C6: Corzab

CBE: konduritol-B-epoxid

Cer: Cl16-ceramid

CHO: kinai horcsdg ovarium sejtvonal
CIGBI: 5-kloro-2-guanidinbenzimidazol
cryo-EM: krio-elektronmikroszkopia

di-8-ANEPPS: 1-(3-szulfonatopropil)-4-[ [ 2-(di-n-oktilamino)-6-naftil Jvinil ]piridinium
betain

ErbB: a madar-eritroblasztozis virus erbB onkogénje
Erev: egyenstlyi potencial

AF/F: fluoreszcens jel nagysaganak relativ valtozasa az adott tartofesziiltségen mérhetd
fluoreszcencia alapvonalédhoz viszonyitva

Frnorm-V: normalt fluoreszcencia intenzitas-fesziiltség gorbe
GBA1: B-gliikocerebrozidaz

2GBI: 2-guanidinbenzimidazol

GlcCer: C16-gliikozilceramid

Gmax: maximalis konduktancia

Gnorm: normalt konduktancia

GM-CSF: granulocita-makrofag kolonia-stimulalé faktor
GP: generalizalt polarizacio

Gnorm-V: normalt konduktancia-fesziiltség gorbe

GW4869: N,N'-Bisz[4-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)fenil]-3,3'-p-fenilén-bisz-akrilamid
dihidroklorid

HaTx: Hanatoxin
HIF: 3-(2-amino-5-metil-1H-imidazol-4-il)-1-(3,5-difluorofenil)-propan-1-on

Hvl: fesziiltségkapuzott protoncsatorna



ICso: féelmaximalis gatld koncentracio

IFN-y: interferon-gamma

IL: interleukin

[-V: aramerdsség-fesziiltség gorbe

k: meredekségi egyiitthatd

Kv: fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna

Laurdan: 6-dodekanoil-N,N-dimetil-2-naftilamin

LPS: bakterialis lipopoliszacharid

MO makrofag: nyugalmi allapotban levé differencialt makrofag

M1 makrofag: klasszikus tvonalon polarizalt makrofag

M2 makrofég: alternativ titvonalon polarizalt makrofag

NMR: magmagneses rezonancia

NSM: neutralis szfingomielinaz

PAP-1: 5-4-fenoxibutoxi-pszoralén

PD: pérusdomén

PDB kod: Protein Data Bank kod

PMA: forbol-12-mirisztat 13-acetat

Psora-4: 5-4-fenilbutoxi-pszoralén

PP: protein foszfataz

r: fluoreszcencia anizotropia

Rexcass/sia: 458 és 514 nm-en torténd gerjesztést kdvetden mért emissziok hanyadosa
ROS: reaktiv oxigéngyok

ShK-186: dalazatid

SPT: szerin-palmitoiltranszferaz

STAT: ,,Signal Transducer and Activator of Transcription” transzkripcios faktorcsalad
Takt: aktivaciods id6allando

Tk f: @ fluoreszcens jel gyors komponensének aktivacios idéallanddja

Takt,s: @ fluoreszcens jel lassi komponensének aktivacios idéallanddja
TAMRA-MTS: 2-((5(6)-tetrametil-rodamin)karboxi-amino)-etil-metantioszulfonat

TEA™: tetraetilammonium



Tewm: effektor memoria T-limfocita

TEVCEF: ,two-electrode voltage-clamp fluorometry” kételektrodas voltage-clamp fluorimetria
Tnl: 1-es tipust segit6 limfocita

Tn2: 2-es tipusu segitd limfocita

THP-1: human monocita eredetli sejtvonal

TMA-DPH: 4'-(trimetil-ammonio)-difenil-hexatrién

TNF-a: tumor nekrdzis faktor-alfa

TTX: tetrodotoxin

YHV98-4: N-(4-klorofenil-2-(3-0x0-3,4-dihidro-benzotiazin-2-acetamid)

Vin: félaktivacios fesziiltség

Vm24: Vaejovis mexicanus smithi skorpid toxinja, a Kv1.3 szelektiv gatloszere
VDAC: fesziiltségkapuzott anioncsatorna

VRAC: térfogatszabalyozott anioncsatorna

VSD: fesziiltségszenzor domén



I. BEVEZETES

I./1. Altalinos bevezetés

Az ioncsatornak transzmembran fehérjék, ezaltal a csatorndk ionaramot vezeto, illetve
nem-vezetd allapotai kozotti kapuzasi atmenetek a kornyezo lipidkettosréteg kooperativitasaval
a csatorndban létrejové komplex konformaciovaltozasok révén kovetkeznek be. A
sejtmembranban talalhato lipidek ezeket az intramolekularis atrendezddéseket és ezaltal az
ioncsatornak miikodését szamos direkt (azaz kdzvetlen ligand - receptorszerii lipid - fehérje
kolcsonhatas) és indirekt kolcsonhatas (azaz a sejtmembran biofizikai tulajdonsdgainak
megvaltozasa) révén befolyasolhatjak (1, 2). Ilyen elektrofiziologiai hatdsokat és azok
lehetséges hatdsmechanizmusait mar széles korben dokumentaltdk szdmos membranban
talalhato lipid esetében. Példaul a koleszterin (2, 3), foszfoinozitidok (4-7) és a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak (8, 9) is jelentds hatassal vannak a fesziiltségkapuzott kaliumcsatornak (Kv)
mikodésére, amelyek hatterében mind direkt kolcsonhatasokat, mind indirekt
membranbiofizikai tényezdk altal medialt valtozasokat valoszintsitettek a lipidek altal kivaltott
komplex hatasok mogott. Ezzel szemben az, hogy a membranban taldlhaté ceramidok és
gliikozilceramidok hogyan és milyen mechanizmussal képesek ugyanezen ioncsatornak
aktivitasat befolyasolni, jorészt ismeretlen, annak ellenére, hogy emelkedett szintjiik szdmos
betegség patomechanizmusdhoz szorosan kapcsolodik. Ceramidok és gliikozilceramidok
emelkedett szintjének patognomikus relevanciajat felvetették tobbek kozott lizoszomalis
tarolasi betegségeknél (10, 11), tovabba neurodegenerativ (12) és kiillonb6z6 metabolikus
betegségekben egyarant (13, 14).

Az ioncsatorndk szamos sejtélettani folyamat szabalyozasadban részt vesznek, ezek
koziil kiemelkedd a fesziiltségkapuzott protoncsatorna (Hv1) szerepe a sejtek intracellularis pH
egyensulyanak szabalyzasa szempontjabol. Tobb sejttipusban is felvetették (15-19), hogy a Hvl
ioncsatorna gatloszerei a sejtek életképességét csokkenthetik, ami ezen gatloszerek akar
terapias, akar mellékhatasai szempontjabol fontos lehet. Tovabba az is ismert, hogy a sejtekben
a ceramidszint novekedése gyakran jar egyiitt a sejthalal indukcidjaval. Mivel szamos
ceramidszintetizal6 enzim pH-fliggd aktivitassal bir, ezért lehetséges, hogy a Hv1 gatlasa révén
az intracellularis pH valtozasa fokozhatja ezen ceramidszintetizald enzimek aktivitasat és
ezaltal novelheti a ceramidszintet, ami végiil sejthaldlhoz vezet, viszont a kettd kozti
kapcsolatot eddig nem vizsgaltak részleteiben. A fentiecknek megfelelden a disszertacioban
célunk volt ezen két kérdéskor részletes vizsgalata annak érdekében, hogy jobban megértsiik a

fesziiltségkapuzott ioncsatornak és a ceramidok komplex kdlcsonhatasat.



I./2. A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna szerkezete, kapuzasa és élettani szerepe
A Kvl.3 ioncsatorna szerkezetében ¢és miikodésében a fesziiltségkapuzott
kaliumcsatornék szupercsaladjanak egyik prototipusa (20). A Kv1.3, a tobbi Kv csatornahoz
hasonldan, négy alfa alegységbdl épiil fel, amelyeket nemkovalens kotések tartanak dssze. Az
egyes alfa alegységek mindegyike hat transzmembran helikalis szegmentumot (S1-S6)
tartalmaz, amelyeket intra- és extracellularis hurkok kotnek 0ssze egymassal (1. abra). Az S1-
S4 hélixek és a koztiik levo intra- és extracellularis hurkok alkotjak a csatorna fesziiltségszenzor
doménjét (VSD), mig az S5-S6 hélixek és az azokat 6sszeko6td hurok a porusdomént (PD). A
PD t6bb, az ioncsatorna mitkodése szempontjabol kulcsfontossagh szerkezeti elemet tartalmaz.
Az S5-S6 hélixet Osszekotd hurokszekvencia tartalmazza a csatorna kaliumionok iranti
szelektivitasaért felelds szelektivitasi sziirét. A szelektivitasi sziirdben elhelyezkedd kitiintetett
aminosavak Osszessége, amelyeket szokds ,,signature” szekvencianak is hivni, felelés a
csatorna nagymértékii kaliumszelektivitasaért mas kationokkal, koztiik a kaliumnal kisebb
méretll natriumionokkal szemben. A Kv1.3 esetében a szelektivitasi szlirdt a G446, Y447,
G448, D449 aminosavak alkotjak (21, 22). A csatorna mukodése szempontjabol
kulcsfontossagh szerkezeti elem a csatorna aktivacios €s inaktivacios kapuja. Az aktivacios
kapu a porus intracellularis szajadéka fel6l helyezkedik el és az S6 szegmentumok
keresztezddése alakitja azt ki. Az ugynevezett C-tipust inaktivacidért felelds inaktivacios kapu
a porus extracellularis szajadékanal talalhato, részben atfedden a szelektivitasi sziirével, a
Y447, G448, D449 és W436 aminosavak kiemelt szerepet kapnak a kialakitdsaban (22). A
VSD-ben kozponti szerepet kap az S4 hélix a benne levd pozitiv toltésti aminosavai révén,
amelyek a membranpotencial érzékelésében €s az ioncsatorna aktivacidos kapuzasaban
kulcsfontossagiak. Az S1-S3 hélixeknek a benniik talalhaté negativ toltésii aminosavak révén
fontos stabilizalé szerepiik van a kapuzas soran az S4 hélixek mozgésanak biztositasdban (23).
A Kv1.3 ioncsatorna aktivacids kapuzasa soran a sejtmembran depolarizacidjanak hatdsara a
VSD S4 hélixe a pozitiv toltésii aminosavaknak (R364, R367, R370, R373, K376 és R379)
koszonhetden a sejtmembran sikjabol kifelé, az extracellularis tér iranydba mozdul el, ami
végiil, a két domén kozti funkcionalis csatoldsi mechanizmus révén az aktivacidos kapura
attevodve, annak kinyilasat eredményezi a PD intracellularis végénél, ezaltal a csatorna
funkcionalisan vezet6 allapotba keriil (24-26). A hosszan tartd depolarizacio soran a csatorna
inaktivacids kapuja zarodik a pérus extracellularis szajadékanal, igy létrehozva a csatorna
iondramot nem vezetd, inaktivalt allapotat (22, 24, 27, 28). A legujabb tanulmanyok alapjan az

inaktivacidés kapu nem klasszikus moédon zardodik, ezaltal nem fizikalis gatként zarja el a



kaliumionok 1tjat, hanem ezzel szemben kitagul, igy megbontva a kaliumionok koordinalasara

alkalmas sztérikus egyenstlyt a szelektivitasi sziiré extracellularis szajadékanal (21).
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Aktivaciés kapu

1. dbra: A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kiliumcsatorna szerkezete.

A tetramer szerkezetli human Ky1.3 ioncsatorna egyes alegységeit hat transzmembran hélix (S1-S6) alakitja ki, a
krio-elektronmikroszkopos (krio-EM) szerkezet alapjan meghatarozott két, egymassal szemben fekvo alegységet
oldalnézetbdl abrazoltuk (Protein Data Bank kod (PDB): 7EJ1 (20)). A funkcionalisan jol megkiilonboztethetd
fesziiltségszenzor domént (VSD) alkotd S1-S4 hélixeket az alegységeken kék szinnel, mig a porusdomént (PD)
alkotd S5-S6 hélixeket lila szinnel abrazoltuk. A VSD S4 hélixei sotétkékkel vannak kiemelve, benne a pozitiv
toltésti aminosavakat sarga szinnel jeloltiik. A porusban a szelektivitasi szlrét alkotd aminosavakat pirossal
jeloltiik. Az aktivacios kaput az S6 hélixek C-terminalis keresztezodése alakitja ki, a C-tipusu inativacios kapu a
porus extracellularis szajadékanal, a szelektivitasi szilird kozelében talalhatd. Depolarizacid soran a membran
intracellularis oldalan felhalmozo6doé pozitiv toltések hatasara az S4 hélixek kifelé mozognak a membran sikjabol
(fekete nyil), amely konformaciovaltozas attevodve a PD intracellularis bejaratanal 1évé aktivacios kapura a
csatorna nyitasahoz vezet. Ezek az események a kornyezd sejtmembran kdzremiikodésével és kooperativitasaval
kovetkeznek be. Ezaltal a sejtmembran elsésorban lipidosszetétele altal meghatarozott molekularis szervezdése
kozvetett, indirekt modon befolydsolhatja ezeket az atmeneteket, amiket a dolgozatban is vizsgalunk. Az
ioncsatorna membranba vald beagyazodasat, annak mértékét, a Kyv1.2-Ky2.1 lipid nanodiszkben meghatarozott
elektronmikroszkopos szerkezete alapjan vazoltuk fel hozzavet6legesen (PDB: 6EBK (22)). Az abra ioncsatornat
abrazolo részét a PyMol programmal készitettiik.

A Kvl.3 ioncsatorna élettani szerepét tobb sejttipusban leirtdk. Az ioncsatornat
eredetileg a T-limfocitakban azonositottak, amelyekben dontd szerepet jatszik a sejtek
aktivalodasanak és differencialodasanak szabalyozasdban. A T-limfocitdkban az antigént
prezentalo sejtek altal torténd aktivalas soran a plazmamembranban lokalizalodo Kv1.3 kiemelt
jelentéségli a kalciumjel kialakitasaban azaltal, hogy a rajta keresztiil végbemend
kaliumkiaramlas biztositja a megfeleld hajtoerdt a kalcium citoszolba torténd bearamlasanak.
Amennyiben a Kvl1.3 ioncsatorndn keresztiili ionaramot legatoljuk, megfeleldé kalciumjel
hianyaban a sejtek aktivdcioja is elmarad, ami a sejtek csokkent citokintermelésében is
megmutatkozik, ez az alapja szamos, lentebb bemutatott, szelektiv Kv1.3 ioncsatorna gatloszer
terapias alkalmazasanak is (29-32). A Kv1.3 mas immunsejtekben is expresszalodik, beleértve
a B-limfocitakat, a dendritikus sejteket, a makrofagokat, valamint a mikrogliakat, ahol szintén

fontos szabalyzdja a sejtek proliferaciojanak, migracidjanak és citokintermelésének (31, 33).
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Neuronokban fontos szerepet kap az idegsejtek nyugalmi membranpotencialjanak
fenntartasaban és az akcids potencial finomhangolasaban (34). A bels6 mitokondrialis
membranban  lokalizalodé Kv1.3 ioncsatorna a mitokondridlis membranpotencial
kialakitasaban, a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelésében €s az apoptozis szabalyozasaban

jatszik kulcsfontossagu élettani szerepet (35, 36).

L./3. A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kiliumcsatorna gatloszerei, a gatlas terapias jelentosége

A Kvl.3 ioncsatorna farmakoldgiai gatloszerei két nagy csoportjat alkotjak a
kismolekul4ju, illetve a peptidtipusti gatloszerek. Mivel biologiai és korélettani jelentOsége
miatt a Kv1.3 az egyik legnépszeriibb terapias célpont a Kv1 szupercsaladban, szamos szelektiv
gatloszerét irtak le és tanulmanyoztdk mind in vitro, mind in vivo allatkisérletekben, illetve
egyes molekuldk human klinikai kisérletekben is szerepelnek. Az intenziv €s sikeres preklinikai
kisérletek ellenére még egyik gatloszert sem alkalmazzédk a mindennapi betegellatasban. A
dolgozatban a legjelentdsebb, szelektiv Kv1.3 gatloszerek bemutatasara szoritkozunk (2. abra).

A kismolekuldju gatloszerek koziil a legjelentésebb csoport a pszoraléneké. A
pszoralének a népi gyogyaszatbol keriiltek a kutatasok célkeresztjébe, miutan ismert volt, hogy
a dél-amerikai indianok altal kedvelt tea, amit a kerti ruta (Ruta graveolens) nevii ndvénybol
féznek, kedvezd hatassal van a sclerosis multiplex tiineteire (37, 38). A ndvény kivonatainak
aktiv hatdanyagarol, az 5-metoxipszoralénrdl kimutattak, hogy hatékonyan blokkolja in vitro
kisérletekben T-limfocitdkon a Kv1.3 ionaramot (37), ami megalapozta azt az otletet, hogy a
pszoralének tovabbi modositott verzidi segitségével szelektiv és hatékony gatloszerek
fejleszthetdek. Igy hoztik létre eldszor a Psora-4-et (5-4-fenilbutoxi-pszoralén), ami az
metiléncsoportbdl allo linkert tartalmaz. A Psora-4 kétféle tipusi kotohellyel is rendelkezik a
csatornan beliil. Egyrészt a molekula képes a csatorna kozponti iiregébe kotédni, fizikailag
eltomitve a porust, mig tovabbi molekulak kooperativ médon képesek a porus egy vagy tobb
oldals6 zsebébe is beko6tddni, ami egy inaktivacioszerii molekularis atrendezodést indukalva
tovabb képes gatolni az iondramot. Kimutattak, hogy el6szor a centralis kotohely telitodik, majd
ezt kovetden az oldalsd zsebek, amelyeket az S5-S6 hélixek VSD felé tekintd aminosavali,
illetve az S4-S5 linker aminosavai egyiittesen formalnak. A kétféle kotohely kooperativ,
egyideji telitése a csatorna igen stabil, szelektiv, nagy affinitasu, hasznalatfiiggd gatlasat teszi
lehetové (39, 40). A klinikai vizsgalatokban is alkalmazott leghatékonyabb pszoralén a PAP-1
(5-4-fenoxibutoxi-pszoralén). A gatloszer igen nagy affinitast, mintegy 2 nM-os félmaximalis

gatlo koncentracio (ICso) értékkel, valamint a tobbi Kv1 ioncsatorndhoz viszonyitva 33-125-
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szoros Kv1.3 iranti szelektivitassal bir (37, 41). Kettd vagy tobb kumaringytirii hat kdlcson a
kozponti liregben a kaliumkotohelyeken levé kaliumionokkal, mig a molekula oldallancai
benyulva az oldals6 zsebekbe stabilizalodnak (39, 40, 42). A PAP-1-et 2013-ban elinditottak
egy 1-es fazisu klinikai vizsgalatban psoriazisos betegekben lokalisan alkalmazva (43). Ebben
a tanulmanyban végiil placeb6 kontrollhoz viszonyitva nem bizonyult hatdsosabbnak, aminek
okai kozott szerepelhet, hogy az anyag nem volt képes elég mélyre hatolni a psoriazisos borben,
illetve igen rovid ideig (12 nap) és igen kis borfeliileten (1 cm?) tesztelték csak.

A gatloszerek masik nagy tipusat alkotjak a peptidtipusu gatloszerek. Ezek elonye a
kismolekulaju gatloszerekkel szemben, hogy nagyobb feliileten kotdédnek a csatornahoz, ami
révén novelhet6 a mas Kvl csatornakkal szembeni Kv1.3 szelektivitas, tovabba kevésbé
kitettek a vesék altali kivalasztasnak, és a kismolekulakkal szemben lebontasuk soran nem
képzddnek beldliik toxikus metabolitok (44). A peptidtipusa gatloszerekben kozos, hogy
extracellularisan kotédnek a csatornahoz, mivel kémiai természetiiknél fogva nem képesek
atjutni a sejtmembranon. A fejezet végén bemutatott MrVIII nevii pdktoxin kivételével, ami a
csatorna VSD-jéhez kotodik, mindegyik peptid a csatorna PD-jéhez kotodik, ami révén fizikai
akadalyt képezve mintegy ,eltomitik” a porust, ezaltal gatoljak a kaliumaramot. A
legjelentdsebb két Kvl.3-at gatldo toxin, a dalazatid (ShK-186), illetve a Vm24 az alfa-
kaliumcsatorna toxin (a-KTx) toxincsaladba tartoznak. A csoport tagjaiban koézos, hogy
tipusosan 23-42 aminosavbol épiilnek fel, sajatos af-redd szerkezettel rendelkeznek, amelyet
tipusosan 3-4 diszulfid hid stabilizal. A gatlas szempontjabdl kulcsfontossagu elem benniik az
ugynevezett 'funkciondlis diad’, amelyet tipusosan egy pozitivan toltott lizin, illetve egy
aromas fenilalanin vagy triptofan alkot. Ezek az aminosavak a pérusba benyulva mintegy
eltomitik azt, kialakitva az ionaram gatlasat (38, 43).

A dalazatid (ShK-186) egy 37 aminosavbol allo peptidszarmazék, amelynek eredeti
formajat a Stichodactyla helianthus tengeri r6zsabol izolaltak. Az eredeti toxinhoz képest tobb
ponton modositottak, aminek koszonhetéen a Kv1.3-hoz szerkezetileg igen hasonld, féleg
neuronokban kifejez6dé Kvl.1 csatorndhoz képest mintegy ezerszeres szelektivitasbeli
novekedeést értek el, a vegyiilet a Kv1.3 ioncsatorna pikomolos affinitast gatloszere (ICso = 69
pM) (45-47). A kotés sordn a toxin K22-es pozicioban levd pozitivan toltott lizinje a Kv1.3
szelektivitasi sziirjében levd Y447 tirozinjaval hat kolcson, mintegy hellyettesitve a
szelektivitasi sziiroben a kaliumiont. A stabil kotédés szempontjabol kiemelten fontos a toxin
R24-es argininje, ami a csatorna D449 és H451-es aminosavaihoz kotédik (22). Fazis Ib klinikai
vizsgalatban el6szor psoriazisos betegcsoporton mutattak ki szubkutan injekcioban alkalmazva

hatékonysagat és biztonsagos alkalmazhatdsagat, tovabba azon tal, hogy eredményesnek
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bizonyult a bdrléziok mérséklésében, a betegek vérmintaiban is csokkentette a gyulladasos
markerek mennyiségét és a memoria T-sejtek aktivaciojat (48).

A 36 aminosavbol allo6 Vm24 a Vaejovis mexicanus smithi skorpié toxinja, amelynek
azonositasaban és leirasaban a laboratoriumunk is részt vett, mai napig az egyik legnagyobb
affinitasu (ICso = 2.9 pM) és szelektivitast (~1500-szoros Kv1.3 iranti szelektivitds mas Kv
csatornakkal szemben) Kv1.3 peptidinhibitor (49, 50). Szamos in vitro, és in vivo
allatkisérletben sikeresen alkalmaztdk az effektor memoria T-limfocitak (Tem) aktivacidjanak
specifikus gatlasara, ami alkalmassa teszi, hogy a késébbiekben akar terapias szerként is
alkalmazhato legyen (32, 49). A Vm24 kotddése a Kvl.3-hoz alapjaiban megegyezik a
dalazatidnal leirtakkal, annyi kiillonbséggel, hogy mig a dalazatid blokkol6 mechanizmusanak
részeként a csatorna szelektivitdsi sziirdjében a Y447 tirozin aminosav oldallaincok befelé
rotalodnak, ami stabilizalt nem vezetd allapotot eredményez, addig a Vm24 esetében nem a
szelektivitasi szlir6 konformacios atrendezOdése dominal, hanem egy jobb sztérikus
komplementaritas alakul ki a toxin és a kotohely kozott, amelynek kozponti eleme a Y447-es
aminosav, ezaltal fejtve ki hatékonyabb gatlast (22, 51).

Viszonylag 0j iranyt jelent az antitest alapt gatloszerek fejlesztése, amelyek kozott
szerepelnek klasszikus monoklonalis antitestek (52), “nanotestek”, azaz egy variabilis domént
tarlamaz6 mini-antitestek (21, 53), és ugynevezett ‘knotbody’-k, amelyekben az antitest
komplementaritdst meghatarozo régioiba a fenti toxinok egyikét helyezik (54). Bar ezen
megoldasok is biztatd kisérletes eredményeket adnak, ezek koziil még egyik gatloszer klinikai
alkalmazasa sem kezdddott el.

A Kvl szupercsalad peptidtipusti gatloszerei kozott egyediilallo a Macrothele raveni
pok nemrég felfedezett toxinja, az MrVIII, amely szemben a fentebb bemutatott peptidtipusu
gatloszerekkel, nem a csatorna porusahoz, hanem a VSD-hez kotddik, ezaltal nem egy fizikai
akadalyt képez a porusban, mint a tobbi peptidtipust gatlészer, hanem a csatorna kapuzasat
modositva gatolja az iondramot. Alanin-szken mutagenezis segitségével kimutattdk, hogy a
Kv1.3 ioncsatornan a kotéséért az extracellularis S3-S4 hurok Y339 aminosava tehet6 feleldssé,
tovabba fontos stabilizald szerepet tulajdonitanak a T342 treoninnak. K6todése a zart allapotban
rogziti a VSD-t, ami révén a csatorna nyitasa a pozitivabb membranpotencialok felé tolodik

(55).
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2. abra: A Kv1.3 fesziiltségkapuzott kaliumcsatorna legfontosabb gatlészerei.

A human Kvy1.3 ioncsatorna krio-EM szerkezet alapjan meghatarozott két, egymassal szemben fekvo alegységet
oldalnézetbdl abrazoltuk (PDB: 7EJ1 (20)). A pérusdomént (PD) alkotd S5-S6 hélixeket lila szinnel dbrazoltuk.
A VSD S4 hélixei sotétkékkel vannak kiemelve, benne a pozitiv t6ltésii aminosavakat sarga szinnel jeloltiik. Az
abran az egyes gatloszerek kotésében legfontosabb, az irodalomban leirt aminosavak keriiltek feltiintetésre a
teljesség igénye nélkiil. A jobb lathatosag esetében a Psora-4 (5-4-fenilbutoxi-pszoralén), PAP-1 (5-4-
fenoxibutoxi-pszoralén) és MrVIII esetében a kotéhelyek csak az egyik alegységen lettek jelolve. A dalazatid
(ShK-186) és Vm24 kotésében szerepet jatszo azon aminosavak, amelyek a csatorna szelektivitasi sziirdjének
részét képezik, pirossal lettek feltiintetve. A kis inzert csak a dalazatid szerkezetét mutatja. Az abrat a PyMol
programmal készitettiik.

A Kvl.3 ioncsatorna gatlasanak terapids potencialja autoimmun, neurodegenerativ és
daganatos betegségekben meriilt fel, de eziddig egyik gatloszer alkalmazéasa sem lépett be a
klinikai gyakorlatba. Az autoimmunitas szempontjabol kozponti szerepet kapnak a Tewm
limfocitak, amelyek szemben a centralis memoria T sejtekkel, igen magas Kv1.3 expresszioval
birnak, igy a Kv1.3 szelektiv gatloszereivel kedvezd mddon elsOsorban a korosan aktivalodott
Tem sejtek mitkddése gatolhatod (56). Autoimmun betegségek esetében a Kv1.3 gatlas terapias
jelentéségére az egyik legerdsebb evidenciat a mar fentebb is emlitett psoriazisos betegekben
végzett klinikai viszgalatok adtak (43). Emellett a gatloszereket intenziven tesztelik rheumatoid
arthritisz, 1-es tipusu diabétesz mellitusz és autoimmun glomerulonephritisz esetében is, de
ezidaig ezeken a teriileteteken csak in vitro sejtes vagy allatkisérletes kedvezo eredményeket
irtak le (57). Az elsOdlegesen a kozponti idegrendszert érintd betegségek kozott elsdként
sclerosis multiplexben meriilt fel a Kv1.3 gatlas terapias jelentOsége. A betegség
allatmodelljében és betegek periférids vérmintaiban is kimutattdk, hogy a mielinhiivelyt

pusztitd autoreaktiv T-limfocitdk igen magas Kvl.3 expresszioval birnak (58, 59). A
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neurodegenerativ betegségek koziil mind Alzheimer- mind Parkinson-kérban felvetették a
korosan aktivalodott mikroglidkon megndvekedett szamban talalhaté Kv1.3 kdzponti szerepét,
ezaltal a gatlas potencialis terdpids jelentdségét (60). A Kv1.3 gatlasa csokkentette az amiloid
vitro kisérletekben, illetve az Alzheimer-kor in vivo egérmodelljében (61, 62). In vitro sejtes,
valamint in vivo egérkisérletekkel, valamint posztmortem betegmintdk vizsgéalataval
kimutattak, hogy Parkinson-korban az aggregalt a-szinuklein hatdsara a mikroglidk koérosan
aktivalodnak, ami soran megnd a felsziniikon a Kv1.3 expresszdja, tovabba a Kv1.3 ioncsatorna
aktivitasa kozvetleniil kapcsolatba hozhaté a mikrogliak gyulladasos citokintermelésével,
amely végiil a dopaminerg neuronok pusztulasadhoz vezet. Ezt az is alatamasztja, hogy a
csatorna gatlasaval a mikroglidk citokintermelése csokkenthetd, és allatmodellekben a
neuronpusztulas  mérsékelhetd  (63). Daganatos  megbetegedésekben mind a
plazmamembranban, mind pedig a mitokondrium bels6 membranjdban talalhaté Kvl.3
gatlasaval, utobbit a daganatsejtek apoptozisdnak fokozasaval hozzak 6sszefiiggésbe. Szamos
daganatos betegségben sikertilt kimutatni a Kv1.3 gatlasanak antiproliferativ és proapoptotikus
hatasait in vitro sejt- vagy allatmodellekben, ezek koziil a legelérehaladottabb kutatasok
melanoma, pancreas ductalis adenocarcindma és B-sejtes kronikus limfocitas leukémia

esetében vannak (64, 65).

I./4. A Hv1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna szerkezete, kapuzasa és élettani szerepe

A humén fesziiltségkapuzott protoncsatorna (Hvl) szerkezete egyediilallo a
fesziiltségkapuzott ioncsatornak kozott. Szemben a fentebb bemutatott 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 mitkddnek fesziiltségszenzorként, valamint felelnek a fiziologias
koriilmények kozott a citoplazmabol kifelé iranyuld protonvezetd utvonalként, ugyanis
hianyzik beldliik a fentebb bemutatott S5-S6 hélixek altal formalt klasszikus PD (66, 67) (3.
abra). A dimerizacioért az alegységek C-terminalisan intracellularisan elhelyezkedd hélix
felelos. A csatorna tovabbi sajatsaga, hogy aktivitasat a membranpotencial és a pH egyarant
szabalyozza. Amikor a sejtmembran depolarizaloédik, vagy amikor megnd a citoszolban a
protonkoncentracid, tehat a citoszol savasodik vagy ellentétesen, az extracellularis tér

lugosodik, a protoncsatorna aktivalédik (66-69). A membranpotencidl érzékeléséért az S4
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szegmentumban talalhatdo harom pozitivan tolttt arginin aminosav felelds (R205, R208 és
R211) (70), amelyek depolarizacio hatasara a membran sikjabol kifelé mozdulnak el hasonldéan
a Kv csatorndknal bemutatottakhoz. Az intracellularis pH érzékeléséért az S2-S3 linkeren
talalhato H168 tehetd feleldssé, mig az extracellularis pH-t a H140 és H193 aminosavak
fesziiltségérzékeny arginin aminosavak aktudlis allapota révén indukalt konformaciovaltozasok
kooperativ modon hatarozzak meg a csatorna vezetd, azaz nyitott, vagy nem vezetd, azaz zart
allapotat (68, 71). A Hv1 nem inaktivalodo csatorna, igy esetében nem beszélhetiink inaktivalt
kapuzasi allapotrol (72). A dimer csatornaban mindkét alegységben talalhato egy protonvezetd
utvonal. A két alegység kozott szoros kooperativitds figyelheté meg a protonvezetés
tekintetében, ugyanis a dimer csatorna csak akkor képes a protonok vezetésére amennyiben
mindkét alegység aktivalodott (69, 73, 74). Kiilonleges sajatossdgai miatt a protonvezetés
mechanizmusat részleteiben tanulmanyoztak. A protonvezetés az ugynevezett Grotthuss
mechanizmussal irhato le, amelynek lényege, hogy a H™ ionok nagyrészt egy, a VSD-ben
végigfutd vizmolekulak és aminosavak kozotti hidrogénkdtések révén formalt ,,vizvezetékben”
(water wire) haladnak, majd a csatorna ,,szaraz részeihez” érve, ahol ez a vizvezetékszer
struktura megszakad, a megfelelé aminosav-oldallancok id6leges protonacitja révén torténik a
protonok mozgasa (75-77). A protoncsatorna igen szelektiv H" ionokra. Ebben kulcsfontossagt
szerepe van az Sl szegmentumban talalhaté D112 aminosavnak, valamint az S4
szegmentumban talalhat6é egyik arginin aminosavnak (R211 vagy R208) (78, 79), amelyek

egyiitt egy sziikiiletet formalnak a protonvezetd utvonalban (80).

3. dbra: A monomer human Hv1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna szerkezete
Az abran a human Hyl protoncsatorna egyik alegysége keriilt feltiintetésre a csatorna magmagneses rezonancia
(NMR) struktaraja alapjan (PDB: 50QK, AlphaFold: AF-Q96D96-F1) (81). Az abran az S1-S2-S3 (vilagoskék),
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valamint az S4 (s6tétkék) helikalis szegmentumok lettek részleteikben feltiintetve. A jobb szemléltetés kedvéért a
fehérje N-termindlis részét teljes egészében nem abrazoltuk, mig a C-terminalisan, intracelluldrisan elhelyezkedd,
dimerizacioért felelds hélixnek (sziirke) csupan a kezdeti aminosavait tiintettiik fel. Sarga szinnel jel6ltiik az S4
hélixen talalhato, fesziiltségérzékelésben résztvevo arginineket (R205, R208, R211). Piros szinnel keriilt
kiemelésre a protonszelektivitds szempontjabol meghatarozo aszparagin aminosav (D112). A protonvezetés
szempontjabol meghatarozé aminosavak zolddel keriiltek feltiintetésre (V109, 1146, L147, F150, V177, V178).
Az dbra a PyMol program segitségével késziilt.

A Hvl szamos humén sejttipusban megtaldlhatd, amelyekben elsésorban két {6
sejtfunkcidoban van kiemelt szerepe. Egyrészt, a Hv1-en keresztiil megvaldsuld, citoplazmabol
kifelé torténd protonvezetés biztositja a toltéskompenzaciot a NADPH-oxidaz megfeleld
miikodéséhez, ami ezaltal nélkiilozhetetlen a reaktiv oxigéngyokok termelésének
fenntartasdhoz. Ezaltal a Hv1 csatornat dsszefiiggésbe hoztak a neutrofil granulocitdk oxidativ
burst folyamataval és ezen sejtek baktériumok elleni védekezésével (82-84), a B-limfocitak
antitesttermelésével (85), szivizomsejtekben a CO2 transzportmedialt eltavolitasaval (86), a
mieloid eredetli szuppresszor sejtek immunszuppressziv aktivitasaval (15) és a T-limfocitak
kiilonb6zo effektor funkcidival is (87). Makrofagokbeli fiziologias szerepét a kovetkezo, 1.5.
fejezetben targyaljuk részleteiben. A ROS-termelés szabalyozasan tul a Hv1 altal kozvetitett
protonkiaramlas masik f0 feladata az intracellularis pH szabalyozasa. Az intracellularis pH
fiziologias tartomanyon beliil tartasa gyakorlatilag minden sejtfunkcidhoz elengedhetetlen. A
Hv1 kulcsfontossagli ebbdl a szempontbol, mivel a protonok gyors €és hatékony kidramlasat
biztositja a citoplazmat akut médon savasité folyamatok, mint példaul az immunsejtekben
megfigyelhetd oxidativ burst vagy a rosszindulatu sejtek Warburg-effektusa soran (88). Ennek
megfelelden korabban kimutattdk, hogy a csatorna hianya vagy gatlasa savasodast idéz eld
Jurkat T-limfocitakban (16), izolalt nem aktivalt és aktivalt egér T-limfocitakban (87), huméan
spermiumokban (89), kutya kamrai szivizomsejtekben (86), egér dorzalis gyoki ganglion
eredetli neuronokban (90), egér és human mikroglia sejtekben (17), emlétumoros (19, 91, 92),
kolorektalis karcinoma (93) és glioblastoma multiforme sejtekben (18). A Hvl funkcionalis
hianya altal kivaltott koros savasodas a legtobb esetben a sejtek életképességének
csokkenésével jart egyiitt. Ilyen Osszefiiggést azonban kordbban nem vizsgaltak
makrofdgokban. Mig néhany tanulmany mar felvetette a Hvl expressziojat és fiziologias
szerepét a makrofagok fagoszomaiban (94, 95), a csatorna gatlasanak hatasait még nem
tanulmanyoztak lizoszomakban, amely organellumok a kiilonb6zd, sejthaldlhoz vezetd
utvonalak fontos komponenseinek tekinthetok (96, 97). A citoplazmatikus és a lizoszomalis
pH-valtozasokhoz kapcsolodd molekularis mechanizmusok nagyon 0Osszetettek és jelenleg
hidnyosan ismertek (97, 98), illetve ezek tisztazdsa meghaladja a jelen disszertacio kereteit. Az

intracellularis pH szabalyozasan keresztiil a Hv1 csatornédknak kiemelt jelentdsége van tovabba
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még a spermiumok motilitasa és kapacitacidja szempontjabol (84, 89, 99) vagy a korion eredetii

mezenhimalis dssejtek migracidja €s matrixtermelése tekintetében is (100).

L./5. A makrofagokrdl altalaban, a Hv1 ioncsatorna szerepe makrofiagokban

Az immunsejtek az immunrendszer alapvetd sejtes elemei, kiemelt szerepiik van a
patogének elleni védekezésben, a karosodott €s daganatos sejtek eltavolitasaban €s a szovetek
homeosztazisanak fenntartasdban. Ezeket a sejteket két csoportba sorolhatjuk annak alapjan,
hogy a velesziilettett vagy a szerzett immunrendszer kialakitasadban vesznek részt. A
velesziiletett immunitas gyors, hatékony és nem specifikus valaszokat képes kialakitani,
legfontosabb sejtes elemei a granulocitak, monocitak és makrofagok, dendritikus sejtek és a
természetes Ol0sejtek. Ezzel szemben a szerzett immunitas sejtes elemei, a T-és B-limfocitdk
igen specifikus ¢és hosszantartdé immunitds kialakitisara képesek. Amennyiben az
immunrendszer egyes sejtjeinek funkcidja vagy a koztiik levé kommunikacio felborul, az
szamos betegség kialakulasahoz vezethet, igy az immunrendszer diszfunkcidja figyelheté meg
immundeficiencidkban, autoimmun és daganatos megbetegedésekben egyarant (101).

A makrofagok, a velesziiletett immunrendszer alapvetd tagjaiként igen plasztikus és
ki. A makrofagok a szovetekbe 1épé monocitakbol differencidlodnak. Altaldnossdgban a
makrofagokat M1, azaz klasszikus, illetve M2, azaz alternativ utvonalon polarizalt
alcsoportokba sorolhatjuk. Az M1 makrofagok polarizacidjat elsésorban a Tnl (1-es tipust
segitd limfocita) citokinek, példaul interferon-y (IFN-y), és Toll-like receptor ligandok, példaul
a bakteridlis lipopoliszacharid (LPS) aktivaljak. Az aktivalt M1 makrofagok
proinflammatorikus citokineket és mediatorokat termelnek, amely révén részt vesznek a
patogének és tumorok elleni védekezésben. Ezzel szemben a Tu2 (2-es tipust segité limfocita)
eredetli gyulladascsokkentd citokinek, példdul az interleukin-4 (IL-4), interleukin-13 (IL-13)
vagy interleukin-10 (IL-10) altal polarizalt M2 makrofagok inkabb a gyulladas feloldodaséaban,
az apoptotikus sejtek és tormelékek eltavolitdsaban €s a szoveti remodellingben vesznek részt
(102, 103). Bar a fenti dichotom osztalyozas terjedt el leginkabb az irodalomban, az utobbi
idében bizonyitast nyert, hogy az nagymértékben dnkényes és leegyszeriisiti a valos helyzetet,
ugyanis az M2 makrofagok tovabb oszthatok kiillonbozé funkcionalis alpopulaciokra. Ezaltal
az M1 és M2 fenotipusok ugy képzelhetok el, mint a lehetséges funkcionalis allapotok
kontinuuménak szélsségei, amelyek a mikrokornyezeti tényezoktdl fliggden dinamikusan
egymdasba alakulhatnak (104-106). Mindezek ellenére az MI1-M2 felosztds didaktikai

szempontbol tovabbra is elfogadott osztalyozasi keretrendszer, kiilondsen mivel a makrofagok

18



polarizaciojanak felborulasa gyakran Osszefiigg kiilonb6z0 betegségek kialakulasaval és
progresszidjaval. A makrofagpolarizacio egyensulyanak proinflammatorikus iranyba torténo,
M1 dominanciaval egyiitt jaré felborulasat 6sszefiiggésbe hoztak az atherosclerosis, az elhizas
és kiilonféle anyagcserezavarok, valamint autoimmun betegségek (példaul a Crohn-betegség, a
rheumatoid arthritisz, a sclerosis multiplex vagy az autoimmun hepatitis) esetén megfigyelhetd
fokozott gyulladasos folyamatokkal. Ezzel szemben az M2 tulsuly hozzajarulhat az allergias
léguti gyulladasok és az asztma kialakuldsdhoz. A tumorokat infiltrald, normal esetben M1
fenotipusit makrofagok M2-szerli, ugynevezett tumorasszocialt makrofagokka torténd
atalakulasa gatolhatja a rosszindulati daganatos sejtek immunsejtek altali felismerését és
elpusztitasat. Ezért a makrofagpolarizacié egyensulyanak befolyasolasa potencialis terapias
célpontnak tekintheté ezekben a betegségekben. Igy a polarizaciot szabalyozé tényezdk és a
folyamatban résztvevo fehérjék szerepének megértése kiemelt orvosbiologiai jelentdséggel bir
(105, 107).

A Hvl alapvetd szerepe széles korben dokumentdlt human makrofagokban. Egér
peritonealis makrofagokban mar régen leirtdk a membranpotencial és a pH altal szabalyozott
hatékony protonvezetd utvonal jelenlétét, amelyrdl feltételezték, hogy hozzéjarul a citoplazma
lugositasahoz, ezaltal védelmet nyujtva az ezen sejtek aktivaciojaval és mikrobiocid
mechanizmusaival egyiitt jaro intracellularis savasodassal szemben (108). Hasonl6 Hvl
ionaramokat taldltak a THP-1 huméan monocita eredetli sejtvonalbol forbol-12-mirisztat 13-
acetat (PMA) segitségével differencialt, nem polarizalt makrofagokban is (109). A Hvl
ioncsatorndnak az oxidativ burst folyamat soran nélkiilozhetetlen kompenzacios
toltésmozgasban jatszott feltételezett szerepével Osszhangban egér csontvelobdl szarmazo
makrofagokban a csatorna Zn?* altali gatlasanak hatdsara csokkent a PMA és tumor nekrozis
faktor-o (TNF-a) altal indukalt tartos ROS termelés mértéke (110), mig a csatorna genetikai
hidnya a fagoszomak késleltetett savasodasat és a sejtek alacsonyabb ROS termelését
eredményezte (95). Tovabba, a Hvl-et genetikai okbol nem tartalmazo egér csontvelbol
szarmazo makrofagok alacsonyabb ROS termelés mellett csokkent védelmet mutattak a
Histoplasma capsulatum intracelluléris, gombas korokozé altal okozott fertdzéssel szemben
(111). Emellett huméan periférids monocita-eredetii makrofagokban a Hvl Zn**-kel torténd
gatlasa modositotta a fagoszomalis pH savasodasat, illetve kimutattak azt is, hogy a csatorna
feltételezhetéen hozzajarul az M1 és M2 utvonalak mentén polarizalt makrofagok eltérd

fagoszomalis pH szabalyozasdhoz és ROS-termeld képességéhez (94).
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I./6. A Hv1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna gatloszerei, a gatlas terapias jelentosége

A Hvl1 ioncsatorna esetében eddig szamos gatloszert irtak le, ezek kozott vannak ionok,
kismolekulaju és peptidtipusu gatloészerek egyarant. Az alabbiakban ezeket szeretném roviden
bemutatni, a legnagyobb hangsulyt fektetve a kisérleteinkben is hasznalt Hv1 gatloszerekre. A
4. abra a dolgozatban bemutatott legfontosabb Hv1 gatloszereket, és az azok kotédésében
résztvevo kulcsfontossdgl aminosavakat 0sszegzi.

A Zn*" a Hvl ioncsatorna aspecifikus gatloszerének tekinthetd, az elsé leirt Hvl
inhibitor az irodalomban, félmaximalis gatlé koncentraciéja pM-os nagysagrendii (66, 112).
Kimutattak, hogy a Zn?" a csatorna zart allapotaban kotédik, csokkentve a csatorna nyitasi
valoszinliségét, stabilizdlva annak nem vezeté allapotat (113). A Zn?>* gatld hatasa fiigg az
extracellularis pH-tol, mig az intracellularis pH esetében ilyen dsszefiiggést nem irtak le, ami
arra utal, hogy a protonok és a Zn?* kozott kompeticio 1ép fel az extracellularis kotéhelyek irant
(112, 114). Az S3-S4 hélixeket O0sszekotd extracellularis hurkon taldlhaté két hisztidin
aminosav, a H140 and H193 bizonyitottan meghatarozo szerepii a csatorna Zn>*-medialt gatlasa
tekintetében (113, 115-117). Erdekes, hogy a monomeren beliil a két hisztidin igen tavol
helyezkedik el egymastol, mig a dimerek esetében az egyes alegységek megfelel6 aminosavai
latszolag kedvezobb sztérikus helyzetbe keriilnek. Amikor a H140 and H193 aminosavakat
kiilonb6zd kombinaciokban elmutaltak tandem dimereken azt talaltak, hogy a Zn?* gatlé hatasa
csak abban az esetben érvényesiilt, amennyiben mindkét monomer legalabb az egyik
kulcsfontossagh hisztidint tartalmazta. Ez arra utal, hogy a vad tipustt Hv1 csatorndban a Zn**
H140 ¢s H193 aminosavak altal meghatarozott kotohelyét a két monomer egyiittesen hatarozza
meg, nem pedig egy monomeren beliil helyezkedik el (114, 117).

A kismolekulaja Hv1 gatloszerek koziil a guanidinium-alaptl vegyiiletek maig az egyik
legjelentdsebb csoportnak szdmitanak. A 2-guanidinbenzimidazolrdl (2GBI) kimutattak, hogy
szemben a Zn?*-kel, a nyitott csatorndhoz kétédve gatolja azt. A kotShely intracellularisan
helyezkedik el, a D112, F150, S181, és R211 aminosavak formaljak azt (118, 119). Mivel a
vegylilet erésen polaros, nem képes atjutni a membranon, igy csak intracellularisan
alkalmazhatd, ami jelentdsen korlatozta gyakorlati hasznositasat (118, 120). Ezt oldottak fel a
2GBI egyik modositott verzidjanak kifejlesztésével, az 5-kloro-2-guanidinbenzimidazollal
(CIGBI), ami képes a kotohelyet a membran extracellularis oldala feldl is elérni és az
alapvegyliletnél nagyobb affinitassal képes kotddni a csatorndhoz (119). Jovébeli terapias
alkalmazhatosagat némileg limitalja, hogy egy Gjabb tanulmany szerint a CIGBI a Hv1 mellett
mas ioncsatorndkat is gatol, igy nem tekinthetd szelektiv gatloszernek (121). Kedvezo

tulajdonsagai és nagy affinitdsa miatt viszont mai napig a CIGBI-t hasznaljék a legszélesebb
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korben a Hvl farmakologiai gatlasdra, valamint a csatorna funkcidjanak és bioldgiai
jelentoségének kisérletes vizsgalatara (15-17, 19, 86, 89, 100, 122, 123). A HIF (3-(2-amino-5-
metil-1H-imidazol-4-i1)-1-(3,5-difluorofenil)-propan-1-on) egy masik guanidinium-alap
HIF a 2GBI-hez és CIGBI-hez hasonléan a nyitott allapotbeli kotohelyéhez kotddve a
protonaram gatlasat eredményezi, mig a nehezebben hozzaférhetd zart allapotbeli kdtohelyén
keresztiil neheziti a csatorna aktivalhatosagat (124, 125).

Szamitogépes szimulaciok eredményeként sziiletett meg a szintén kismolekulaja
YHV98-4 (N-(4-klorofenil-2-(3-0x0-3,4-dihidro-benzotiazin-2-acetamid) neviit Hv1 gatldszer,
ami intracellularis, de a guanidinium-vegyiiletektdl eltérdé kotohellyel rendelkezik (1155, F161,
és S219) ¢és érdekes modon a csatorna zart €s aktivalt allapota kozotti koztes, intermedier
allapotaban képes kotddni (90, 126). Tobb a klinikumban széles korben alkalmazott
kismolekul4ju gyogyszerrdl is kimutatték, hogy aspecifikus modon képes a Hy1-et gatolni. igy
tobbek kozott az antipszichotikumként alkalmazott haloperidol és klorpromazin (127), valamint
a klozapin és olanzapin (128) esetében is leirtak Hv1 gatld hatasokat. A lokalis anesztézidban
hasznalt lidokain és a bupivakain szintén aspecifikusan gatoljak a protoncsatornat. Ezek gyenge
bazikus sajatsagii vegyiiletek, amelyek a membranon torténd atjutasukat kovetden
intracellularisan képesek protonokat megkdtni, ezaltal novelve a sejten beliilli pH-t.
Valoszintsithetden ez eredményezi ezen gydgyszermolekuldk aspecifikus Hv1-t gatlo hatasat,
ugyanis ahogy azt fentebb is bemutattuk, az intracellularis pH novekedése gatolja a csatorna
miikodését (129). A nem guanidinium-alapt kismolekul&ju gatloszerek koziil kiemelendd még
tobb, a csatornat a zart allapotdban stabilizald gatloszer, ugymind az Oxophench (130), a
PNX61442 (131), a ,,13-as molekula” (132), bar ezen esetekben a gatlas molekularis
mechanizmusa kevéssé feltart és kevesebb kisérletes eredmény is sziiletett alkalmazasukkal.
Viszonylag 1j iranyt jelent az 5-fenil-2-aminoimidazol-alapti Hv1 gatloszerek megjelenése,
amelyeket a nyitott csatornan a 2GBI kotéhelyen végzett szamitdgépes szimulaciok
eredményeként fejlesztettek ki (133).

A kismolekulaji Hvl inhibitorok melletti mésik csoport a peptidtipust gatldoszerek
csaladja. Az AGAP (antitumor analgézias peptid) a Buthus martensii skorpid toxinja. Mutalt
valtozata, az AGAP W38F a zart allapoti csatorndhoz kotddik, a deaktivalt allapotban
stabilizalva az S4 hélixet. KotOhelye részben atfedést mutat a Zn>*-ével, mindkét esetben a
H140 and H193 aminosavak szerepe kiemelkedd, az AGAP kotése viszont a Zn?*-kel szemben
nem mutat pH fliggést (134). A Corza6 (C6) egy szintetikus peptid, amelynek alapkovei harom
poktoxinban talalhatd peptidbdl szarmaztathatdak (84, 135). A kotéhelye, bar az S3-S4 hurkon
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talalhat6, kiilonbozik az eléz6 peptid kotdhelyétdl, ugyanis a V187, E192, H193, E196, L200
aminosavak alkotjak (135). A Hvl dimerhez kooperativ mddon kotddik, aminek hatdsara az
sokkal pozitivabb membranpotencialok mellett aktivalodik. A Hanatoxin (HaTx) talan az egyik
legismertebb poktoxin, a Grammostola rosea tarantulabol nyerték ki. Elséként a Kv
ioncsatorndkon kifejtett gatlo hatdsat és annak hatdsmechanizmusat irtak le részleteiben (136).
A toxin extracellularisan alkalmazva azonban gatolja a Hv1 aramot is azaltal, hogy a VSD
hogy egyarant kotodik a sejtmembranhoz és az ioncsatornahoz. Kotésében meghatarozo a D185

aminosav, amit mutagenezis segitségével bizonyitottak (137).

| Zn?* és AGAP |
Corzab
H193 J / 2GBI \

\5196 i
Hanatoxin />—N
N \>—NH2
D185 bk
CIGBI
H,N
o N />7NH2
YHV98-4 \@ N
N

4. abra: A human Hvl1 fesziiltségkapuzott protoncsatorna legismertebb gatldszerei és azok kotodési helyei
Az 4bran a humdn Hv1 protoncsatorna egyik alegysége keriilt feltiintetésre a csatorna NMR struktirdja alapjan
(PDB: 50QK, AlphaFold: AF-Q96D96-F1) (81). Az abran az S1-S2-S3 (vildgoskék), valamint az S4 (sotétkék)
helikalis szegmentumok lettek részleteikben feltiintetve. A Zn?** és az AGAP peptid kotddéséért felelds
aminosavak piros, a 2GBI és CIGBI kotddéséért felelés aminosavak sotétkék, a Corza6 peptid kotodéséért felelds
aminosavak narancssarga, a Hanatoxin (PDB:1D1H, (138)) kotdédéséért felelés aminosav sotétzold, mig az
YHV98-4 kotddéséért felelés aminosavak khaki szinnel lettek jeldlve. Az abra Hyl-et és Hanatoxint bemutato
része a PyMol program segitségével késziilt. A 2GBI, CIGBI és YHV98-4 kémiai szerkezetét a ChemDraw
program segitségével abrazoltuk.

Ahogy az a fentebbiekbdl is latszik, bar eddig szamos kiilonbozo peptid- ¢és
kismolekuldju inhibitort irtak le, amelyek képesek a Hvl iondramat gatolni (101, 139), a
guanidintartalmu vegyiiletek, kiilonsen a CIGBI, még mindig a legszélesebb korben hasznalt
Hv1 gatlészernek szamit (15-17, 19, 86, 100, 119, 122, 123, 131), ezért ezt a vegyiiletet

alkalmaztuk mi is a dolgozatban bemutatott kisérleteink soran.
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Ahogy azt az el6z0 fejezetben bemutattuk, a Hv1 alapvetd celluléris funkcioi a ROS-
termelés és az intracellularis pH szabdlyozasa. Szdmos olyan patologias allapot ismert,
amelyekben a protoncsatorna tulzott miikodése kulcsfontossagu szereppel bir, ezaltal szelektiv
gatlasaban jelentds terapias potencial rejlik. A teljesség igénye nélkiil tobbek kozott a ROS-
taltermelés mérséklése révén a Hv1 gatlasa terapiasan kedvezo lehet akut tiidokarosodas (140),
ischeamids stroke (141, 142), agy- és gerincveldsériilések (143-145), valamint periférias
neuropatids és gyulladasos eredetii fajdalom (90, 146) esetében is. Mivel az immunsejtekben is
széles korben expresszalodik, tobb autoimmun korképben felvetették gatlasanak terapias
relevanciajat, amelyek koziil legjelentdsebb a sclerosis multiplex esetében torténd esetleges
alkalmazhatosaga (147, 148). Neurodegenerativ korképekben a Hv1 altal is vezérelt ROS-

tultermelés hozzéajarulhat a mikrogliak koros aktivalasahoz és gyulladasos citokintermeléséhez
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rosszindulati daganat, igy példaul emlérdk (19, 91, 92), kolorektdlis karcinoma (93),
glioblastoma multiforme (18) vagy leukémiak (131, 150) esetében is felvetették. Ezen tul a Hv1
szerepe kiemelkedo lehet a daganatsejtek migracidja és metasztazis képzése tekintetében (91),
valamint mikddése hozzajarul a daganatsejtek koriili extracellularis kornyezet savasodasahoz
is, ami tobbek kozott elnyomja a daganatellenes immunvalaszt (88), amelyek tovabb
hangsulyozzék a gatlas esetleges tumorellenes terapias potencialjat.

A Hvl-en keresztiili protonkiaramlds farmakologiai gétlasa a kialakuld komplex
intracellularis pH-szabalyozési zavar révén sejthalalhoz vezethet, ami ezéltal hozzajarulhat a
Hv1 gatloszerek akar kedvezd terdpids, akar, amennyiben azok nem megfeleléen specifikusak
az adott célsejtekre, potenciadlis mellékhatasainak kialakitdsdhoz egyarant. A csatorna
blokkolasa kiilonbozd sejttipusokban, tobbek kozott Jurkat T-limfocitdkban (16), korion
eredetli mezenhimalis Ossejtekben (100), aktivalt egér mikroglia sejtekben (17), mieloid eredeti
szuppresszor sejtekben (15), illetve emlétumoros (19) és glioblastoma multiforme
sejtvonalakban (18) csokkent életképességet eredményezett. Bar, ahogy azt az el6z6 fejezetben
is bemutattuk, a Hvl expresszidja viszonylag jol dokumentalt a makrofagokban, gatlasanak a
polarizalt sejtek életképességére gyakorolt hatasat korabban nem vizsgaltak. A gatlas
kovetkeztében bekovetkezd esetleges csokkent életképesség és az M1-M2 sejtek kozotti
homeosztatikus egyenstly felborulasa nagymértékben hatassal lehet a makrofagokhoz
kapcsolodo, fentebb is leirt fiziologias €s koros folyamatokra, ezaltal tovabb arnyalva a jovoben

terapiasan alkalmazott Hv1 gatloszerek kedvezo és mellékhatasait egyarant.
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I./7. A fébb membranbiofizikai paraméterek, mérésiik és bioldgiai jelentéségiik
bemutatasa

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a lipidek befolyasolhatjdk a transzmembran
fehérjék, igy az ioncsatorndk miikddését direkt modon, azaz ligandszerti lipid-fehérje kotodés
révén, valamint a membrdnok biofizikai tulajdonsdgainak megvaltoztatisan, azaz indirekt
mechanizmusokon keresztiil (1, 2). Az utdbbi paraméterek Iényegében a membran
alkotoelemeinek molekularis elrendezddéséhez, azok struktraralis rendezettségéhez
kapcsolodnak, igy azokat alapvetden a kettésréteg lipidosszetétele hatarozza meg. El6
sejtekben a legszélesebb korben vizsgalt harom f6 biofizikai paraméter a sejtmembran
fluiditasa, hidracidja és dipodlpotencialja és bar mindegyikiik rendezettséggel kapcsolatos
tulajdonsagnak tekinthetd, egylittes vizsgalatuk mégis tobbletinformaciot hordoz, mert a
sejtmembran szerkezeti szervezddését kiilonb6z6 szempontokbol jellemzik. Elméleti
megfontolasok, illetve munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a harom tényezd a
lipidkettésrétegek kiillonbozo mélységben elhelyezkedd rétegeinek szerkezetét irjale (151-153)
(5. abra). Bar ezek a paraméterek 1ényegileg dsszefiiggenek egymassal, és az altaluk jellemzett
membranrégiok feltehetden részben atfedik egymast, didaktikai okokbol a jelen disszertacioban
teljesen elkiiloniilt entitasnak tekintjiik oket.

A membran fluiditdsa, amelyet sziikebb értelemben a membran alkotoelemeinek
mozgasi, elsdsorban rotacids szabadsagaként definialunk, elsésorban a sejtmembran belso,
lipidoldallancokat tartalmazoé hidrofob magjaban 1évo strukturalis rendezettséget jellemzi, mig
sejtmembran kozponti és a hatarfeliileti régiok kozotti, atmeneti rétegérdl ad informaciot (5.
abra A panel). El6 sejtekben a két paramétert leggyakrabban a lokalis mikrokdrnyezetre
érzékeny fluoroforok segitségével vizsgalhatjuk. A fluiditds meghatarozasara a helyi
mikroviszkozitasra érzékeny probak, igy a TMA-DPH (4'-(trimetil-ammonio)-difenil-
mérése alkalmas (154-158). A hidracié mértékének tanulmanyozasa ezzel szemben az
ugynevezett szolvatokrémids probakkal, leggyakrabban a Laurdan-nal (6-dodekanoil-N,N-
dimetil-2-naftilamin) torténik (5. abra B panel). Ezen festékek emisszios spektruma ugyanis
eltolodik a lokalis kdrnyezet hidrofobicitasa fliggvényében, amely a hidracioval negativ
korrelaciot mutatd generalizalt polarizacié meghatarozasaval kvantifikalhato (154-156, 159-
161). A két legelterjedtebben hasznalt proba koziil a TMA-DPH hidrofil trimetil-ammonium

membranrégiok rendezettsége hatarozza meg (162), mig a Laurdan emisszidos spektruma

24



elsdsorban a foszfolipidek glicerolrégioja ala beagyazddo, fluoreszcenciaért felelds régiojat
koriilvevé vizmolekulak mennyiségére érzékeny (163). A membranfluiditas €s -hidracio altal
tiikrozott belsé rendezettség kiilonbdz6 mechanizmusokon keresztiil befolyasolhatja a fehérjék
milkodését. Irodalmi adatok alapjan tobbek kozott modosithatjdk a konformaciovaltozasok
sebességét vagy befolyasolhatjak bizonyos fehérjekomformerek relativ stabilitasat a hidrofob
mismatch és a rugalmas csatolds (agynevezett ,elastic coupling”) elmélete szerint, valamint a
sejtmembran vastagsaganak, rugalmassaganak és spontan gorbiiletének megvaltoztatasan
keresztiil (151, 153). A fluiditas és hidracio ilyen hatasait kordbban felvetették kiilonféle
transzmembran fehérjék, igy mechanoszenzitiv ioncsatornék (3, 164), receptor tirozin-kinazok
(165, 166), a nikotinerg acetilkolin receptor (167) vagy a metabotrop glutatmatreceptor esetén
(168).

Az altalunk vizsgalt hdrom membranbiofizikai paraméter koziil a legkevésbé ismert a
dipolpotencial, mely a membrant alkoto lipidek, illetve a membranhoz asszocialt vizmolekulak
intramolekularis dip6lusainak nem véletlenszerii orientacioja miatt keletkezik a membran-viz
hatarfeliileten, amely elrendezédés egy nagy, a hagyomdanyosan ismert transzmembran
potencialénal joval nagyobb elektromos eréteret generdld pozitiv intramembran potencial
kialakulasahoz vezet (5. abra A panel) (2, 169, 170). Elé sejtekben a dipélpotencidl
nagysaganak valtozasai els6sorban a membranba agyazodo fesziiltségérzékeny fluoroforokkal
kovetheték nyomon azt kihasznalva, hogy ezen festékek fluoreszcencia paramétereit jelentds
mértékben befolyasolja a dipdlpotencidlbol eredd helyi elektromos erdtér erdssége. A
leggyakrabban alkalmazott ilyen festék a di-8-ANEPPS (1-(3-szulfonatopropil)-4-[B[2-(di-n-
oktilamino)-6-naftil]vinil]piridinium betain) (5. dbra B panel), amely haszndlata az
elektrokromos Stark-effektuson alapul. A fluorofor gerjesztési spektruma ugyanis jelentOsen
eltolodik az intramembran elektromos erdtér fiiggvényében ¢€s ezaltal a két hullamhosszon
torténd gerjesztést kovetden mért emittalt intenzitasainak aranya pozitiv korrelaciét mutat a
dipdlpotencidl nagysagaval (171-175). A dipdlpotencial altal keltett elektromos erdtér és a
membranfehérjék toltdtt vagy poldris oldallancainak kdlcsonhatasa jelentésen modosithatja a
fehérjék kiilonféle konformaciés allapotainak egymdshoz viszonyitott relativ stabilitasat,
ezaltal eltolhatja az egyenstlyt a kiilonb6z6 funkcionalis aktivitassal biro allapotok kozott,
amely végso soron a fehérje funkcidjanak megvaltozasahoz vezethet (2, 176). Ilyen hatasokat
kiilonféle fehérjék esetén is leirtak. fgy kimutattak példaul, hogy a dipdlpotencial nagysaga
korrelal a Na*/K* pumpa (177), valamint a P-glikoprotein (178) transzport aktivitasaval, illetve

az ErbB receptor tirozin-kinazok (171), valamint a G-fehérjéhez kapcsolt szerotonin receptorok

------
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5. abra: A sejtmembran Kiilonb6z6 rétegeinek biofizikai tulajdonsagait jellemzo fobb paraméterek és azok
mérésére hasznalt festékek.

(A) A bioldgiai membranok strukturalis szervezédésének leirasara hasznalt harom f6 biofizikai paraméter a
fluiditas (z6ld szinnel), a hidracid (rézsaszin szinnel) és a dipdlpotencial (narancssarga szinnel), amelyek a
membranok rendezettségét eltérd szempontbol és kiilonbozé mélységben jellemzik. (B) Ezen tulajdonsagok
vizsgalata €16 sejtekben elsGsorban kornyezeti paraméterekre érzékeny fluoroforokkal és fluoreszeencia alapt
mérési modszerekkel lehetséges. Az erre a célra leggyakrabban alkalmazott festékek, illetve azok jellegzetes
fluoreszcencia paramétere a harom tényez6 esetén rendre a TMA-DPH fluoreszcencia anizotropiaja, a Laurdan
generalizalt polarizacidja (GP) ¢és a di-8-ANEPPS gerjesztési ardnya (Rex, 4s8514). Ezen paraméterek
spektrofluorimetria soran vizsgalhatok, mig utobbi festék kedvezObb spektralis tulajdonsagai révén konfokalis
mikroszkopia soran is tanulmanyozhatd. Az abran a kis kék pontok a membranba kiilonb6z6 mélységig behatold
vizmolekuldkat jelolik. Az egyes membranbiofizikai paraméterek méréséhez hasznalt festékek szerkezetét a
ChemDraw programmal készitettiik.

I./8. A ceramidok membranbiofizikai jellegzetességei

Ahogy fentebb is emlitettiik, a membranok szervezddését és ezaltal az ahhoz kapcsolodo
biofizikai paramétereket els6sorban azok lipidosszetétele hatarozza meg. Bar a
kettdsrétegekben talalhaté foszfolipidek képezik a membranok alapvetd struktirajat, a
biofizikai tulajdonsagok szempontjabol kiemelt jelentdséggel birnak egyéb lipidek. Ezek koziil
talan a legfontosabb a koleszterin szerepe, amely egyrészt specialis Osszetétellel és szerkezettel
bir6, koleszterinben dus mikrodomének, tigynevezett lipidtutajok képzddését medialva fontos
a membranok lateralis heterogenitasanak létrejottében. Masrészt pedig altalanossagban fokozza
a kettosrétegek rendezettségét, igy csokkenti a fluiditast €s hidraciot, illetve ndveli a
dipolpotencialt (1, 2). A membranok lateralis szervezddését, valamint biofizikai tulajdonsagait
azonban egy¢b lipidek, igy kiilonféle (gliko)szfingolipidek is jelentdsen befolyasoljak. A

ceramidok a legegyszeriibb szerkezetli szfingolipidek, amelyekben a szfingozin bézishoz
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amidkdtéssel kapcsolodik egy zsirsav. Mivel a molekuldhoz nem kapcsolodik egyéb polaris
csoport, mint példaul a szfingomielinek esetén, jellegzetes tulajdonsaguk, hogy nagyon kicsi
feji régioval, ennek koszonhetden pedig rendkiviil kiilonleges biofizikai jellemzokkel
rendelkeznek, kiilondsen, mivel egyidejileg szdmos hidrogénkdtést alakithatnak ki a
szomszédos, altaldban szintén ceramidtipusu lipidekkel. Ennek kdszonhetden specialis
membrandoméneket, ugynevezett ceramidplatformokat hozhatnak létre (180, 181), amelyek
(pato)fiziolodgiai jelentdségérdl még a késdbbiekben lesz sz6 (I1./12. fejezet). A ceramidok a
membranok biofizikai jellemzoit is kiilonleges modon befolyasoljak. Kis feji régiojuk révén
ugyanis ezen molekulak rendkiviili tulajdonsadgokkal birnak, amelyek kozé tartozik, hogy
extrém mértékben hidrofobak, a molekulak nagy siiriségli pakolodasat teszik lehet6ve, illetve
a membranok spontdn negativ gorbiiletét facilitdljak (182). Ezzel 6sszhangban kiilonbozo
lipidosszetételit modellmembranokban és kiilonféle mérési modszerekkel is kimutattak, hogy a
ceramidok jelenléte nagyban, a koleszterinhez képest is jelentésebb mértékben fokozza a
kett6srétegek molekularis rendezettségét (183). EI6 sejtekben is azt talaltak, hogy a ceramidok
termelddésének novekedése a ceramid-szintdz enzim fokozott expresszidja vagy bakteridlis

szfingomielindzzal valo kezelés altal noveli a TMA-DPH és egyéb rendezettségre érzékeny

crer

crer

A membrant alkotd €s annak szervezodését meghatarozé lipidek egy masik jelentds
csoportjat képezik a glikoszfingolipidek. Ezen csoport legegyszeriibb szerkezetli tagjai és
egyben a bonyolultabb formak prekurzorai a gliikkozilceramidok, amelyekben a ceramid vazhoz
egy glik6z molekula kapcsolodik. A glikoszfingolipidek altalanos tulajdonsaga, hogy a
sejtmembran lipidtutaj mikrodoménjeiben dusulnak és részt vesznek azok szervezésében is
(185-189). Els6sorban a koleszterinnel valo preferencialis kdlcsonhatasuk révén hozzajarulnak
a szegregalt lipidtutajok kialakuldsahoz, valamint altalanossagban fokozzak a kettdsrétegeket
alkoté lipidek rendezettségét. Modellmembranokban ugyanis azt figyelték meg, hogy a
gliikozilceramidok jelenlétében novekedett a molekularis rendezettségre érzékeny fluoroforok
anizotropiaja, azaz a csokkent a fluiditdas mértéke (187, 190). Hasonloé valtozasokat figyeltek
meg €106 sejtekben is. A gliikozilceramidok felhalmozddasanak hatasara ugyanis a sejtmembran
Laurdan-nal torténd jelolését kovetden a festék generalizalt polarizacidjanak emelkedése, azaz
(190), mind pedig THP-1 monocita eredeti makrofagokban (155). Utobbi sejtekben
kutatocsoportunk korabban azt is kimutatta, hogy a di-8-ANEPPS gerjesztési aranya, azaz a
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sejtmembran dipolpotencialja is megnd a glitkozilceramidok magasabb szintje esetén (172).
Osszességében tehdt az irodalomban fellelhetd eredmények tobbsége azt timasztja ala, hogy
mind a gliikkozilceramidok, mind pedig a ceramidok fokozzak a bioldgiai membranok
rendezettségét, bar modellmembranokban végzett 6sszehasonlitd elemzések mar felvetették,
hogy a két lipid hatasaiban, illetve kiillondsen azok mértékében akar jelentds eltérések is

lehetnek (187, 188), amelyeket azonban €16 sejtekben még nem vizsgaltak.

1./9. A ceramidok fesziiltségkapuzott kaliumcsatornakra kifejtett elektrofiziologiai hatasa

Korabbi vizsgalatokban a ceramidok altalanossagban gatlo jellegii hatasokat fejtettek ki
a Kv szupercsalad kiilonboz6 tagjaira, igy tobbek kozott a Kv1.5 (191), Kv2.1 (191, 192) és a
Kv11.1 ioncsatornak esetében is (193-196). Ezek a tanulméanyok azonban jellemzden a
csatornak alapvetd elektrofizioldgiai paramétereire gyakorolt hatasok leirdsara korlatozodtak,
a részletes molekularis mechanizmusok vizsgalata nélkiil. Ezen feliil a gliikozilceramidok
ioncsatornakra gyakorolt hatdsai gyakorlatilag teljesen ismeretlenek. Korabbi eredmények
alapjan a membranban talalhaté ceramidok gatlo hatast gyakorolnak a Kv1.3 ioncsatornara
azaltal, hogy 1) gatoljak a patch-clamp technikéval mért teljes sejt aramokat; ii) csokkentik a
csatorna nyitasi valdsziniiségét anélkiil, hogy befolyasolnak az egyedi csatorna
vezetOképességet (197, 198); valamint iii) az egyensulyi aktivaciot jellemz6 konduktancia-
fesziiltség gorbe (G-V) jobbra torténd eltolodasat eredményezik, ami révén a csatorna nyitasa
a pozitivabb membranpotencial értékeken kovetkezik be. (199). Annak ellenére, hogy ezek a
jelentds funkcionalis valtozasok jol dokumentaltak, a membranban taladlhaté ceramidok
hatasanak mechanizmusa jorészt feltaratlan. Nem ismert, hogy a ceramidok elektrofiziologiai
hatasai a Kv1.3 ioncsatorna mely molekularis szerkezeti elemén keresztiil érvényesiilnek,
tovabba az sem tisztdzott, hogy a membranban felhalmozddé ceramidok indirekt,
membranbiofizikai paraméterek modositasan keresztiil kifejtett hatdsai milyen mértékben
jarulnak hozza a csatorna miikdodésének modositdsdhoz. Ezen informaciok megismerése mind
a ceramidok hatdsmechanizmusanak, mind a Kv1.3 ioncsatorna kapuzasanak, mind pedig a

kiilonb6z0 patologias allapotok alaposabb megértése szempontjabol is kiemelt jelentoségliek.

I./10. Lipidek hatasmechanizmusanak vizsgalata: a lipidek ioncsatornakon beliili
tamadaspontjanak meghatarozasa kételektrédas voltage-clamp fluorimetriaval

Az altalunk alkalmazott kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF) az
elektrofiziologiai és fluoreszcencian alapuldé technikdk egyediilallo kombindcioja.
Kiilonlegessége, hogy lehetdvé teszi a VSD és a PD mozgasanak egyidejii nyomon kdvetését a

teljes kapuzasi folyamat sordn. El6bbit ugy érhetjiik el, hogy a VSD extracellularis részén
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talalhat6 S3-S4 linker régioba pontmutacidval 1étrehozott ciszteinhez egy ciszteinre specifikus
fluoreszcens festéket kapcsolunk. Depolarizacio soran az S4 hélix kifelé mozdul a membran
sikjabol, amit a festék kvantumhatasfokanak megvaltozasa révén a fluoreszcens jel
intenzitasvaltozasaval tudunk detektalni. Ekdzben a PD mozgasat a hagyomanyos patch-clamp
technikahoz hasonléan az ionaramok mérésével monitorozhatjuk (200). Ezért a TEVCF
kivételes lehetdséget kindl a lipidek Osszetett hatdsmechanizmusanak vizsgélatara, kivaltképp
annak megvalaszolasara, hogy a csatorna melyik doménje a ceramidok -elsddleges
intramolekularis célpontja: vagyis hogy ezek a sejtmembranban akkumulalodo lipidek a VSD-
t vagy a PD-t célozzak-e meg komplex elektrofiziologiai hatasuk kifejtéséhez (2, 9)? Korabbi
kisérleteinkben kutatocsoportunk a TEVCF alkalmazasaval a membranban talalhato szterolok
gatlo hatésait, illetve azok intramolekuldris célpontjait vizsgalta kiilonb6z6 Kv csatornakon.
Kutatocsoportunk kimutatta, hogy ezen szterolok gatld hatasukat a Kv1.3 és Kv10.1 csatornak
VSD-jének modositasa helyett valoszintisithetden kdzvetleniil a PD-t célozva fejtik ki (201). A
kisérleteken alapulé modell alapjan a szterolok a PD miikodését gatolhatjak azaltal, hogy az
aktivacié soran kozvetleniil gatoljak a porus nyitasat. Ezen kovetkeztetést tamasztotta ala a
mérések soran tapasztalt, a szterolok hatasara megfigyelhetd lassul6 aramaktivacios kinetika, a
jobbra tolodott G-V gorbe, a csdkkent dramamplitidé és az alacsonyabb egyedi csatorna
konduktancia. A mérések soran az egyedi csatornak nyitasi valosziniiségében, vagy a VSD
mozgasat jellemzd fluoreszcens jel egyensulyi aktivacidjaban (fluoreszcencia intenzitas-
fesziiltség gorbe, F-V gorbe) és kinetikdjaban nem volt megfigyelhetd szignifikans valtozas.
Ilyen vagy hasonl6 kisérletes eredmények a membranban taldlhaté ceramidokkal kapcsolatban

azonban még nem sziilettek.

I./11. Lipidek hatasmechanizmusanak vizsgalata: A direkt és indirekt lipidhatasok

Amig a TEVCF értékes informaciot szolgaltat a lipidek ioncsatorndkra kifejtett
hatasainak intramolekularis célpontjat illetden, a tovabbi kisérleteink soran hasznalt,
fluoreszcencian alapulé technikdk és a membran-mikrokornyezetre érzékeny fluoroforok
segitségével a membran biofizikai tulajdonsagaiban torténd valtozasokat is detektalhatjuk.
Ezaltal tovabbi betekintést nyerhetiink a hatdsmechanizmusba ugy, hogy a sejtmembranban
felhalmozodd ceramidok és gliikkozilceramidok indirekt, a sejtmembran biofizikai
tulajdonsagainak megvaltoztatasan keresztiili hatésait is tanulmanyozni tudjuk (2, 156, 172,
174). Ahogy azt korabban is bemutattuk, a membranok biofizikai jellemz6i szorosan
Osszefliggenek az azokban talalhatdé lipidek molekuléris elrendezédésével, amelyet

leggyakrabban harom rendezettséghez kapcsolodd paraméterrel jellemeznek: ezek a membran
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fluiditasa, a hidracidja és dipolpotencialja, amelyek a kettosrétegek kiilonb6z6é mélységi
rétegeiben 1évo szerkezeti elemek rendezettségét irjak le (2, 151-153) (5. abra). Ezen
jellemzoket a membranlipidek mennyisége €s mindsége alapvetéen befolyasolja. Példaul mind
a ceramidok, mind a gliikozilceramidok megndvekedett szintjét kordbban a membran
kisérletek alapjan (155, 158, 184, 190). Figyelembe véve a membranok biofizika tulajdonsagai
¢s a membranban talalhato6 fehérjék mitkodése kdzotti szoros kapcesolatot (1, 2), felmeriil annak
a lehet6sége, hogy a membranban talalhatd ceramidok és gliikozilceramidok indirekt
mechanizmusokon keresztiil, a membranban zajlo szerkezeti atrendezédések modositasaval
befolyasolhatjak az ioncsatorna mikoddését a kapuzas soran. A csatorna aktivacids kapuzasa
soran bekovetkezd konformacidvaltozasok ugyanis, ahogy azt az 1. abra is mutatja, éppen
ezekben a membranrégiokban zajlanak.

A membranlipidek kvalitativ és kvantitativ valtozéasai képesek modositani a membran
biofizikai paramétereit, amelyek indirekt mechanizmusokon keresztiil befolyasolhatjdk a
csatorna szerkezeti atrendezddéseit, ezaltal az aktivacids kapuzast is (1, 2). Irodalmi adatok
szerint példaul a megvaltozott membranfluiditas és -elaszticitds befolyasolhatja kiilonb6zo
ioncsatornak, koztik a Piezo ¢és a térfogatszabalyozott anioncsatornak (VRAC)
mechanoszenzitiv miikodését (3, 164), a magasabb dipdlpotencial Kv csatornakban
modosithatja a fesziiltségérzékelést (202) vagy akadalyozhatja a porus mozgasat (201), mig a
membranban a csokkent fluiditas és lateralis stressz a nagy konduktanciaju kaliumcsatorna
(BK) zart allapotanak kedvez, ami az egyedi csatorndk alacsonyabb nyitasi valdszintiségéhez
vezet (203, 204). Ezzel 6sszhangban kimutattdk, hogy a szfingomielindz indukalta endogén
ceramidtermelés a Piezol csatorna inaktivacios tulajdonsaganak elvesztését valtja ki
endotélsejtekben, ami elsdsorban a membrannal kapcsolatos indirekt hatasokbol ered, lehetové

téve a csatorna tartos aktivalasat és ezaltal hozzajarulva a vérnyomas szabalyozasahoz (205).

I./12. A ceramidok szintézise, patofiziologiai jelentésége, szerepiik a sejthalil soran

Bar a membranlipideket sokaig pusztan szerkezeti elemeknek tekintették, mara mar
kidertilt, hogy a molekulacsalad szamos tagja ,,bioaktiv” vegyiilet, azaz mennyiségiik kiilonféle
stimulusokra adott valaszként jelentésen megvaltozik és ez kdvetkezményesen kiillonbozo
célmolekulak szintjét és aktivitasat befolyasolja. Azaz tulajdonképpen ezek a lipidek a
sejtfunkcidkat szabalyozo halozatok elemeiként, jelatviteli molekulakként viselkednek (206,
207). Ezen lipidek ko6zé tartoznak mas szfingolipidek mellett a ceramidok is. Ennek

megfeleléen a ceramidok ¢és altalanossagban a szfingolipidek mennyisége fiziologias
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koriilmények kozott rendkivill szigoruan szabalyozott, amelyért szamos enzim, illetve
kiilonb6zé intracellularis organellumot (endoplazmas retikulum, Golgi, lizoszémak,
mitokondriumok és maga a plazmamembran) érint6 kompartmentalizacios és
transzportfolyamat bonyolult hal6zatanak dsszehangolt mitkodése felelds. Leegyszerisitve, a
szfingolipid metabolizmus kdézponti vegyiiletei a ceramidok, amelyek a t6bbi, bonyolultabb
szdrmaz€k (példaul ceramid-foszfatok, szfingomielinek, szfingozinok ¢és szarmazékaik,
gliikozilceramidok és bonyolultabb gangliozidok) alapjat képezik. A ceramidok képzddése
torténhet de novo szintézis soran foleg szerin és palmitoil-CoA felhasznalasaval, amely egyben
a szubsztratoknak a szfingolipideket érintd metabolikus itvonalakba torténd belépési pontjat is
jelenti, valamint a komplex szfingolipidek lebomlasa, egyfajta recirkulacio, ujrahasznositas
soran. A ceramidokat pedig kiilonféle kinaz, illetve szintdz enzimek alakitjak at a bonyolultabb
szarmazékokka, valamint ceramidazok hidrolizaljak szfingozinna (189, 206-209).

Fiziologias koriilmények kozott a fenti enzimek aktivitasa ugy viszonyul egymashoz,
hogy a ceramidok szintjét csokkentd folyamatok dominalnak a termeléssel szemben, igy
altalaban ezen molekuldk eleny€sz6 mennyiségben vannak jelen a sejtmembranban, jellemzden
a teljes membranlipid-tartalom kevesebb, mint 1%-at teszik ki. Bizonyos aktivacios szignalok
hatasara azonban a termelés és lebontas pontosan szabalyozott egyensulya eltolodik az elébbi
iranyaba, ami a ceramidok felhalmozddasahoz vezet. Ezt kivalthatjak kiilonféle stresszhatasok,
igy a TNF-0, az ionizal6 sugdrzas vagy citotoxikus vegyiiletek. Ezen ingerek ugyanis a ceramid
termeléséért felelos enzimek aktivacidjahoz vezetnek. Ezen enzimek ko6zé tartozik a de novo
szintézis sebességmeghatarozé 1€pését katalizalo, féleg az endoplazmas retikulumban talalhato
szerin-palmitoiltranszferaz (SPT), illetve az elsdsorban a plazmamembranban és a Golgiban
talalhatod neutralis (NSM) és a foleg az endolizoszomalis rendszerbe, illetve kisebb mértékben
a plazmamembranba lokalizalédé savas szfingomielindz (ASM). Utobbi két enzim a
membranokban fizioloégiasan is nagy mennyiségben eléforduld és egyben a leggyakoribb
szfingolipideknek tekinthetd szfingomielineket bontja ceramidda és foszfokolinna (152, 206,
209). Mindharom enzim k6zds jellemzdje, hogy aktivitasuk erdsen fiigg a lokalis pH-tol (210-
212) (6. abra).
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6. abra: A C16-ceramid és C16-gliikozilceramid szerkezete és termelésiik fobb 1épései.

A ceramidok két f6 Gtvonalon keresztiil termelddhetnek a sejtben. Az egyik ttvonal a szfingomielin lebontasa a
savas vagy neutralis szfingomielinaz altal, a masik a de novo t6bblépcsés szintézisiik szerinbol és palmitoil-KoA-
bol, amely folyamatnak a legfontosabb, sebességmeghatarozd enzime a szerin-palmitoil-transzferaz. A
ceramidokbdl a gliikozilceramid-szintaz allitja el6 a gliikozilceramidokat. Az abran a kisérletekben alkalmazott
Cl6-ceramid és C16-gliikozilceramid szerkezetét tiintettiik fel.

A ceramid mennyisége tobbszorosére ndhet a membranokban az SPT, az NSM vagy az

crer

crer

proteinekhez megvaltoztatva azok aktivitasat, amint azt korabban kimutattdk a PP1 és PP2A
csaladba tartozo protein foszfatazok (PP) ¢€s a foszfolipaz D esetén, ami végiil a szdmos
jelatviteli folyamatban szerepld protein kinaz B, C és ezrin fehérjék miikodését és
megvaltoztathajta (189, 206). Masrészt a ceramidok korabban mar emlitett asszociacios
tendenciagja révén specidlis Osszetétellel ¢és szerkezettel rendelkezd, Ugynevezett
ceramidplatformokat alakithatnak ki. Ezekr6él a membran mikrodoménekrdl ismert, hogy
rendkiviil fontosak a membran lateralis szervezddése szempontjabol (181). Kimutattak példaul,
hogy az NSM aktivacidja altal kivaltott ceramidtermelés és platformképzddés szerepet jatszik
fejlodés és a neurodegeneracioé soran (213). Emellett megfigyelték, hogy szamos, sejthalalhoz
vezetd inger, igy a TNF-a, Fas, CD40, LPS, az integrin elvesztése, oxidativ stressz, UV fény,
ionizaldé sugarzas, valamint kiilonféle kemoterapeutikumok, mint a ciszplatin, gemcitabin,
felhalmozodasat és platformok képzodését indukalja. Ezek a mikrodomének viszont
kompartmentalizaljak a transzmembran receptorokat és mas, jelatviteli folyamatokban szerepld

.....

pedig fontos az apoptodzis, nekroptozis, nekrozis, sejtoregedés, autofagia és az endoplazmas
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retikulum stressz indukcioja, valamint a sejtciklus leallitasa soran szamos sejttipus esetén (181,
209).

Ezzel Osszhangban sokféle patologias allapotban felvetették a ceramidok, illetve
szintjiik terapias modositasanak jelentOségét. A ceramidok sejthaldlhoz vezetd, valamint a
sejtciklust leallité folyamatokban jatszott szerepével Osszhangban példaul azt talaltak, hogy
kiilonféle tumoros sejtekben a normalisnal alacsonyabb a ceramidok szintje és fokozott a
ceramidazok aktivitasa, illetve kiterjedten vizsgaljak utobbi enzimek gatlasanak terapias
lehetdségét (152, 206, 209). Emellett kimutattak a ceramidok magasabb szintjét elhizasban és
metabolikus szindroémaban, valamint in vivo tanulmanyok alapjan ennek szerepe lehet az
inzulin rezisztencia ¢és a 2-es tipusu cukorbetegség kialakulasaban is, illetve az SPT inhibitorok
kedvezden befolyasolhatjak ezen allapotokat (214, 215). A ceramid megndvekedett szintje
hozzéjarulhat a neuronok pusztulasahoz ¢s a kronikus gyulladas kialakuldsdhoz Alzheimer-
korban és egyéb neurodegenerativ korképekben is, mig a ceramid metabolizmusanak
befolyasolasa terapias lehetdséget jelenthet ezen megbetegedésekben (216, 217).

A ceramidokhoz képest bonyolultabb szfingolipidek eldbbiektdl abban kiilonboznek,
glikoszfingolipidek esetén szénhidratcsoportok kapcsolodnak. Utdbbi csalad legegyszerlibb
tagjait képezik a gliikozilceramidok, amelyek a tovabbi, komplex szénhidratcsoportokat
tartalmazé formdk, mint a gangliozidok eldalakjai is egyben. A gliikozilceramidok a
ceramidokbol képzddnek oly mddon, hogy a ceramid-gliikoziltranszferdz vagy mas néven
gliikozilceramid-szintaz egy gliikkozt illeszt a ceramid C1 pozicioban talalhato
hidroxilcsoportjahoz, majd azok tovabbi Iépésekben komplex glikoszfingolipidekké
alakulhatnak. A gliikozilceramidok ceramidokka torténé lebontasat a gliikozilceramid-f3-
gliikozidaz vagy mas néven B-gliikkocerebrozidaz (GBA) végzi (189, 206, 207, 218). Bar a
gliikozilceramidok a legtobb sejt- és szovettipusban sokkal nagyobb mennyiségben fordulnak
elé a cellularis membranokban, mégis Ujabb kisérletes eredmények alapjan ,,bioaktiv
kandidansnak™ tekinthetok. A gliikkozilceramidok és mas glikoszfingolipidek nagy affinitast
mutatnak a membranban taldlhaté koleszterin molekuladk irant, ugyanis el6bbiek viszonylag
nagy hidrofil feji csoporttal rendelkeznek, igy lateralis kapcsolédasuk soran a lényegében
hidrofil fej nélkiili, er6sen hidrofob koleszterin hatékonyan képes kitdlteni a hidrofob farki
régiok kozotti teret. Ezaltal a molekulak szoros pakolodasa johet 1étre, amely a rigid lipidtutaj
mikrodomének képzodésének alapfolyamatat képezi. Ezzel Gsszhangban ismert, hogy a
glikoszfingolipidek a lipidtutajokban dasulnak ¢és azok szervezésében, biofizikai

tulajdonsagainak meghatarozasaban ¢és a kiilonféle fehérjék ezen mikrodoménekbe torténd
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fiziologias, mind patologias koriilmények kozott (185-189).

A gliikozilceramidok fiziologias szerepével Osszhangban ismert, hogy az ezen
molekulak lebontasa szempontjabol legfontosabb enzim, a lizoszomalis B-gliikocerebrozidaz
(GBAT) defektusa ¢és a szubsztrat felhalmozodésa révén alakul ki a leggyakoribb lizoszomalis
tarolasi betegség, a Gaucher-kor. A betegség leginkabb a kézponti idegrendszer sejtjeit €s a
makrofagokat érinti és a glitkozilceramidok megndvekedett mennyisége a neuronok fokozott
ER stresszével, neuorotoxikus behatasokkal szembeni nagyobb érzékenységével ¢és
pusztulasaval, valamint a pro- és antiinflammatorikus citokinek kozotti egyensuly megbomlasa
miatt kronikus gyulladasos folyamatok megjelenésével jellemezhetd (218, 219). Az is ismert,
hogy a GBAI1l alulmikddése és a gliikozilceramid felhalmozddasa a Gaucher-korral
patogenetikai szempontbdl sok hasonldsagot mutatd neurodegenerativ betegség, a Parkinson-
kor fontos rizikofaktora és feltételezések szerint patofizioldgiai tényezdje lehet (220, 221).
Emellett szamos daganatban kimutathatdé a gliikozilceramid-szintaz talmikodése, amely a
gliikozilceramid mennyiségének megnovekedésén keresztiil serkentheti a tumorok
novekedését, attétképzését és a multidrog rezisztencia kialakuldsat a foszfoinozitid 3-
kinaz/protein kindz B és mitogén-aktivalt protein kinaz fehérjék altal medialt jelatviteli
utvonalak miikodésének megvaltoztatasa révén. Emellett a megvaltozott gliikozilceramid
szinteknek szerepe lehet a daganatokhoz tarsuld kronikus gyulladas, fokozott oxidativ stressz
¢s metabolikus eltérések kialakulasaban is (218, 222). Bar mint lathatd, mind a ceramidok, mind
pedig a gliikozilceramidok szintjének eltérései bioldgiailag relevans médon megvaltoztathatjak
kiilonféle fehérjék, igy végsd soron a kiilonbozo sejtfunkciok mkodését is, ezen vegyiiletek
ioncsatornakkal kialakulo esetleges kolcsonhatasai még feltaratlanok. Ezek felderitése azonban
szamos korkép esetén hozzajarulhatna akar a betegségek jobb megértéséhez, akar pedig 0j

terapias lehetoségek felderitéséhez is.
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II. CELKITUZESEK

Ahogy azt a bevezetésben is bemutattuk, a fesziiltségkapuzott ioncsatornak és a lipidek
kozotti kapcsolat igen Osszetett. Egyrészt aktivacidjukkor az aktivacids kapu nyitadsaval jaro
jelentds konformacids valtozasok a kdrnyezd lipid molekuldk szoros egyiittmiikodésével
zajlanak. Ez lehetOséget teremt arra, hogy a lipidek mind ligandszerii, direkt molekularis
kolesonhatasok révén, mind pedig indirekt, a lipidek altal meghatarozott membranbiofizikai
tényezokon keresztiil befolyasoljak a csatornak miikodését. Mig bizonyos membranlipidek,
leginkabb a koleszterin fesziiltségkapuzott ioncsatorndk kapuzasara kifejtett hatasai és azok
mechanizmusa széles korben dokumentalt, sokkal kevesebbet tudunk a membranban talalhato
ceramidok, koztiik a C16-ceramid (Cer) és kiilondsen a gliikozilceramidok, igy példaul a C16-
gliikozilceramid (GlcCer) fesziiltségkapuzott ioncsatornak aktivacios kapuzasara gyakorolt
hatasairdl és azok mechanizmusarol. A kapcsolat kétiranyasagat jelzi, hogy nemcsak a
ceramidok képesek a fesziiltségkapuzott ioncsatornakra hatni, hanem a fesziiltségkapuzott
ioncsatorndk aktivitdsa is képes lehet a ceramidok szintjét mddositani azok szintézisének,
illetve lebontasanak befolyasolasan keresztiil. Mivel a ceramidszintézist a sejten beliil pH-
szenzitiv enzimek végzik, igy kézenfekvo, hogy a Hv1 protoncsatorna aktivitasa a sejten beliili
pH egyenstlyanak médositasa révén képes lehet befolyasolni a sejtek ceramidszintjét. Ahogy
a bevezetésben is részleteztiik, a ceramidok szintjének sejten beliili ndvekedése pedig szdmos,
akar fiziologias, akar patofiziologias folyamat elindulasahoz vezethet, tobbek kozott
befolyasolhatja a sejtek életképességét. Szintén ismert, hogy a Hv1 gatlas altal okozott komplex
intracellularis pH-szabalyozasi zavar tobb sejttipus esetében is egyiitt jar a sejthalal
folyamatainak beinditasaval (15-19). A Hvl gatlds és a ceramidszint novekedésének

kapcsolatat és annak részleteit azonban még nem sikeriilt tisztdzni egyik sejttipusban sem.
A disszertacioban bemutatott kutatasok igy két kérdéskor koré csoportosultak:

1. A disszertdacioban ismertetett elsd kutatdsunk f6 célja az volt, hogy modern elektrofiziologiai
és membranbiofizikai modszerekkel vizsgaljuk, hogyan moédositia a membranba dagyazodo C16-

ceramid és Cl16-gliikozilceramid a Kvl.3 ioncsatornak aktivacios kapuzasat.

Ennek érdekében célunk volt, hogy i) megvizsgaljuk ezen lipidek elektrofizioldgiai
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,
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membranbiofizikai paraméterek megvaltozasa altal kdzvetitett hatasok hozzajarulasat az egyes
lipidek hatdsmechanizmusahoz. A Xenopus laevis oocita expresszios rendszert és exogén C16-
cermid és C16-gliikozilceramid toltéseket alkalmazé kételektrodas voltage-clamp fluorimetrids
méréseink soran azokat a fo elektrofiziologiai paramétereket hataroztuk meg, amelyek ezen
ceramidok iondramra kifejtett hatasait irjak le (7. abra lila négyzet). A VSD mozgasat
monitorozd fluoreszcens jel valtozasanak vizsgalata pedig lehetové teszi ezen lipidek
intramolekularis célpontjanak feltarasat betekintést nyljtva a hatdsmechanizmusba (7. abra
kék négyzet). Azt, hogy a ceramidok hatasai tekintetében mennyire jatszanak szerepet a lipidek
szintjének valtozasabol fakado indirekt hatasok, a Cer és GlcCer toltések membranbiofizikai
hatasainak vizsgalataval jellemeztiik kinai horcsdg ovarium (CHO) sejteken. Ehhez olyan
festékeket alkalmaztunk, amelyek spektrofluorimetrias vagy konfokalis mikroszkopos mérések
soran a membran kiilonb6z6 rétegeiben képesek jellemezni a membranbiofizikai valtozasokat,
igy karakterizalva a legbels6 rétegekben a fluiditas (zolden satirozott teriilet), majd a hidracio
(pirosan satirozott teriilet), mig a legkiils6, membran viz-hatarfeliileten a dipolpotencial

(narancssargan satirozott teriilet) eltéréseit.

ODO "0 Jejo]elo]o] Dipélpotencial
B B R SN Hidracio

A Fluiditas
ic. . ik i ik s

7. abra: A disszertacio elso célkitiizése a membranba agyazodé C16-ceramid és C16-gliikozilceramid Ky
ioncsatornak aktivaciés kapuzasara kifejtett elektrofiziologiai hatasainak és azok mechanizmusianak
vizsgalata.

A kétféle ceramid elektrofiziologiai hatasainak vizsgalatara kételektrodas voltage-clamp fluorimetria segitségével
kontroll esetekben és a membran ceramidtoltését kovetden meghataroztuk a porus aktivaciojat jellemzd
paramétereket (lila négyzet). Az iondramok mérésével egyiddben rogzitett, a VSD mozgasat leiro, fluoreszcens
jelet jellemz6 paramétereknek meghatarozasaval betekintést nyerhetiink a ceramidok hatasmechanizmusaba
meghatarozva azok intramolekularis célpontjat. A mechanizmus tovabbi feltarasanak érdekében azt, hogy a kétféle
ceramid hatésai tekintetében mennyire jatszanak szerepet az ezen lipidek szintjeinek valtozasabol fakadé indirekt
hatasok, a Cl6-ceramid és C16-gliikozilceramid membranbiofizikai hatasainak vizsgalataval jellemeztiik,
karakterizalva a lipidtoltések hatasait a membrant kiilonboz6 mélységben jellemzdé fluiditas, hidracio és
dipdlpotencial tanulmanyozasaval.
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2. A disszertacioban ismertetett mdasodik kutatisunk f6 célja az volt, hogy vizsgaljuk a Hyl
ioncsatorna gatlasa hogyan befolydsolja human polarizalt makrofagok életképességet, és

feltarjuk a ceramidok szerepét a folyamatban.

Ennek érdekében célunk volt, hogy i) aramlasi citometria segitségével human THP-1
monocitoid sejtvonal eredetli, polarizalt makrofagok esetén megvizsgaljuk, hogy a Hvl
iondram CIGBI 4ltali gatlasa hogyan befolyasolja a sejtek életképességét; ii) a kiillonbozo
iranyban polarizalt sejtek membranbeli ceramidszintjeinek meghatarozasa révén
meghatarozzuk, hogy a Hv1 iondram gatlasa hogyan befolyasolhatja a sejtekben a pH-érzékeny
ceramid szintézist; valamint iii) bizonyitsuk a csatorna gatlasa kapcsan fellépd életképesség-
csokkenés és a ceramidszintek valtozasa kozti direkt kapcsolatot azaltal, hogy megvizsgaljuk,
hogy a csatorna gatlasaval egyidejileg a ceramidszintézis gatlasa képes-e kivédeni a

makrofagok ¢életképességbeli valtozasait (8. abra).

Makrofag sejt

(i
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®
Ceramid szintetizalé enzim
aktivacidja
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Ceramid
felhalmozoédasa
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8. abra: A disszertacié masodik célkitiizése az volt, hogy vizsgaljuk, hogy a Hv1 ioncsatorna CIGBI altali
gatlasa hogyan befolydsolja humin polarizalt makrofigok életképességét, és a mechanizmus feltarasa
érdekében vizsgaljuk a ceramidok szerepét a folyamatban.

Mivel a Hyl protoncsatorna aktivitasa révén képes protonokat kijuttatni a citoplazmabol, miikodése fontos
meghatarozoja a sejtek kiilonbozé kompartmentjeiben uralkodé pH-egyenstlynak. Kézenfekvd ezaltal, hogy
gatlasa igy mind a citoplazmatikus, mind pedig a lizoszomalis pH befolyasolasa révén képes lehet a pH-szenzitiv,
ceramidot szintetizalé enzimek aktivitdsat modositani, ami a ceramid szintjének emelkedése révén sejthaldlhoz
vezethet. Annak ellenére, hogy a Hyl ioncsatorna fontos szerepet tolt be human makrofadgok miikddésében,
korabban nem vizsgaltak, hogy az ioncsatorna farmakologiai gatlasa sejthalalhoz vezet-e ezen sejtekben, illetve a
mechanizmusban részt vesz-¢ a ceramid felhalmozddasa.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

IIL./1. Ceramidok elektrofiziolégiai és membranbiofizikai hatiasainak tanulmanyozasara
alkalmazott sejtek, expressziés rendszerek, molekularis biologia

A kiilonb6z6 ceramidok elektrofiziologiai hatdsainak tanulmanyozasa soran human
Kv1.3 (KCNA3, Uniprot B2RA23) A309C mutans csatornat alkalmaztunk, amire az
egyszerliség kedvéért az eredmények bemutatasa soran Kv1.3 ioncsatornaként hivatkozunk.
talalhat6, amelyrdl korabban kutatécsoportunk bebizonyitotta, hogy optimalis a TEVCF
mérések szamara, ugyanis a mutacié nem befolyasolja a csatorna kapuzasat, a bevitt cisztein
specifikus jelolése pedig megfeleld fluoreszcens jel-zaj aranyt eredményez a TEVCF mérések
soran (201). A pontmutaciot korabban a pBSTA vektorban levé vad tipust csatornabol
kiindulva allitotta el6 a munkacsoport (QuikChange; Agilent, Santa Clara, CA Egyesiilt
Allamok), a mutécié sikerességét a plazmid szekvenalasaval igazoltik. A csatornat kodold
mRNS szintéziséhez a mutans csatornat kodolo plazmidot egy helyen hasité HindIII enzimmel
linearizaltuk, majd az Invitrogen mMESSAGE mMACHINE T7 Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) segitségével mRNS-sé irtuk at. Az mRNS-
eket az injektalasig -80 °C-on taroltuk a kelvinatorban.

A TEVCEF Kkisérletekhez a Xenopus laevis afrikai karmosbéka oocitakat az EcoCyte
Bioscience-t6l (Dortmund, Németorszag) szereztilk be. A petesejteket 30-50 nl ~1 pg/ul
mRNS-sel injektaltuk, majd 18 °C-on 1-3 napig ND93-ban inkubaltuk, amely 93 mM NaCl-t,
5 mM KCI-t, 1,8 mM CaClz-ot, 1 mM MgCl-ot, 5 mM HEPES-t és 50 mg/l Gentamycin-t
tartalmazott, az oldat pH-jat pedig 7,4-re allitottuk. Az oldatok elkészitéséhez hasznalt dsszes
vegyszert a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) cégt6] vasaroltuk.

A ceramid és glitkozilceramid t6ltések hatdsdra a membranbiofizikai paraméterekben
bekovetkezd valtozadsokat CHO sejtvonalon vizsgaltuk. A sejtvonalat az American Type
Culture Collection-tl (Manassas, VA, Egyesiilt Allamok) szereztiik be és a specifikacioknak
megfeleléen tenyésztettilk. A spektrofluorimetrids mérésekhez a 80-90%-0s konfluenciat
mutat6 sejteket tripszin kezeléssel valasztottuk fel, mig a konfokalis mikroszkdpiahoz a sejteket

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

IIL./2. A sejtmembran ceramid és gliikozilceramid toltése
A ceramid és gliikozilceramid toltésekhez 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-t6l (Alabaster, AL, Egyesiilt
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Allamok) szereztiik be. A lipideket kozvetleniil abszolut etanolban oldottuk fel, a kezelések
soran az etanol legfeljebb 0,5%-0s végkoncentracidban volt jelen. A Cer és GlcCer tdltéseket
40 puM koncentracioban 24 oran keresztil végeztik ugy, hogy a lipideket ND93-ban
(elektrofiziologidhoz) vagy médiumban (spektrofluorimetridhoz és mikroszkopidhoz)
higitottuk. A CHO sejtekben végzett életképességmérések soran egyeb toltési koncentracidkat
is alkalmaztunk. Az inkubacié 18 °C-on tortént az oocitak, mig 37 °C-on a CHO sejtek
esetében. Az altalunk alkalmazott lipidtoltési koncentraciok és kezelési iddtartamok

Osszhangban vannak szamos kozelmultbeli tanulmanyban hasznaltakkal (223-225).

IIL./3. Kételektrodas voltage-clamp fluorimetria (TEVCF)

A TEVCF kisérletekhez az oocitdkat 30 percig jégen 10 uM 2-((5(6)-tetrametil-
rodamin)karboxi-amino)-etil-metantioszulfonattal (TAMRA-MTS, Toronto Research
Chemicals, Toronto, ON, Kanada) jeloltiikk. A festéket egy depolarizald oldatban higitottuk,
amely 110 mM KCI-t, 1,5 mM MgCh-ot, 0,8 mM CaClz-ot, 0,2 mM EDTA-t és 10 mM
HEPES-t tartalmazott, pH-ja 7,1-re volt beallitva. 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 ivegkapillarisokbdl (Harvard Apparatus, Kent, Egyesiilt
Kiralysag) haztuk, ellenallasuk 2-3 MQ volt. A mérések soran kiilsd oldatként a mérdkamraban
NDB93 oldatot alkalmaztunk, mig a pipettadkban 3 M KCI oldatot hasznaltunk belsé oldatként.
A méréseket szobahdomérsékleten végeztiik.

A TEVCEF soran az oocitak membranpotencialjanak beallitdsat €s az ionaramok mérését
Oocyte Clamp OC-725C erésitével (Warner Instruments, Hamden, CT, Egyesiilt Allamok)
végeztiik, mig a fluoreszcens jelek intenzitasat egy Nikon Eclipse FNI mikroszkdpra (Nikon,
Tokio, Japan) szerelt 40x, 0,8-NA CFI Plan Fluor Nikon vizimmerzios 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 szirdt 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) illesztéegységgel digitalizaltuk. Az éabrakon a
fluoreszcencia gorbék egyedi mérések soran nyert Gauss-sztrovel filterezett, atlagolas nélkiili

adatokat mutatnak.
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I11./4. A TEVCF adatok elemzése

A Kv1.3 ioncsatorndn végzett TEVCF mérések soran az ionaramok ¢és fluoreszcens jelek
mérése esetén a mintavételezés 5 kHz frekvenciaval tortént 1 kHz-en torténd szlirés mellett. A
fluoreszcens jelek nagysagat a AF/F szazalékos aranyaban fejeztiik ki, ahol AF a fluoreszcens
jel amplitidojanak valtozasa, F pedig az adott tartoéfesziiltségen mérhetd fluoreszcencia
alapvonalat (baseline) jeloli. A fotokioltds okozta torzitd hatasok kikiiszobdlése érdekében a
kiilonb6z6 membranpotencidlokon nyert fluoreszcencia adatokbol kivontuk a fesziiltségfiiggd
valtozasokat nem mutat6 alapvonalbeli fluoreszcencia intenzitas atlagos értékét. Ezt kvetden
az Fnom-V gorbék eldallitasahoz a fluoreszcens jelek egyenstlyi komponenseit normaltuk a
maximalis intenzitasra €s a kapott értékeket a tesztpotencial fiiggvényében abrazoltuk.

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

ugy hataroztuk meg, hogy az alabbi egyenletet

G ( _V—Erev)

VX X(1—-e 25

J = {xXGmap (1)
(1—6 ZS)XW

1+e

illesztettilk az [-V gorbékre, amely kombindlja a Goldman-Hodgkin-Katz rektifikacidt a
Boltzmann-fesziiltségfiiggéssel. A képletben V a fesziiltséget, I az aramerdsséget jelenti, és a
fiiggvény szabad paraméterei a maximalis konduktancia (Gmax), az egyensulyi potencial (Erev),
valamint a Boltzmann-fiiggvény félaktivacios fesziiltsége (Vi) és meredekségi egylitthatoja
(k). A 25-0s szam a Goldman-Hodgkin-Katz egyenletbdl az egyetemes gazallando és abszolut
hémérséklet szorzatanak, illetve az ion toltésének és a Faraday-allando szorzatanak hdnyadosa
mV-ban mérve. Ezt kdvetden az adott tesztpotencidlok esetén a normalt Gnorm értékeket minden

sejt esetén az alabbi fiiggvény alapjan szamitottuk ki:

GV) = % 2)

1+e k

Itt a G(V) az adott tesztpotencialon szamitott konduktanciat, V az aktualis 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 oocitdkban méretiiknél fogva nem ismerjiik adott belsé oldat alkalmazasa
mellett az intracelluléris kdliumkoncentraciot, igy az egyensulyi potencial értékét sem.

Az ionaramok aktivacios idéallanddinak meghatarozasahoz az aramgorbék emelkedd

szakaszara egykomponens, elsofoku, exponencialisan emelkedo fiiggvényt illesztettiink:
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t
I=1I,x (1 - e‘fakt) +C 3.)

ahol [ az dramamplitido, lo a maximalis dramamplitido, Tk az aktivacios idéallando, C pedig
egy konstans, nem id6fiiggd aramkomponens. A fluoreszcens jeleknél a gyors (Takif) és lassu
(takts) komponensek aktivacios idéallandodinak meghatarozasadhoz a kdvetkez6 kétkomponenst,

exponencialis fliggvényt illesztettiik a mért adatokra:

_ t __t
I=1Ipr X <1 —e Taktrf) + Iys X <1 —e TaktrS) +C 4.
Az Frorm -V gorbéket az alabbi Boltzmann-fiiggvény illesztésével szamszerusitettiik:
1
y= V13 (5.)
1+e  k

¢és a Vi és k értékeket hataroztuk meg az egyedi sejtek illesztéseibdl.

A Cer ¢és GlcCer kezelések aramamplitidokra gyakorolt hatasainak vizsgéalatdhoz +40
mV-os depolarizalé impulzusok altal kivaltott csticsaramokat hataroztunk meg, amiket a
szivargasi arammal korrigaltunk. Ezt kovetden ezeket az értékeket sejtenként a kontroll oocitak
szivargassal korrigadlt aramainak adott napi atlagara normaltuk, ezaltal a kapott relativ
aramamplitidok mentesek az ionaramok 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.

II1./5. A sejtmembran fluiditasanak és hidracidjanak vizsgalata

crcr

crer

dodekanoil-N,N-dimetil-2-naftilamin =~ (Laurdan)  generalizalt = polarizaciojat  (GP)
szamszerusitettiik a korabban leirt médon (156, 174). A TMA-DPH-t és a Laurdant a Sigma-
Aldrich-t6l vasaroltuk. A kontroll, illetve 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel 24 d6ran keresztiil,
37°C-on kezelt CHO sejteket tripszinezés €s mosas utan Hank’s pufferben 10 uM TMA-DPH-
val vagy 2 uM Laurdan-nal jeloltiik 20 percig szobahdmérsékleten. A TMA-DPH-val jelolt
sejteket mosas nélkiil 10° /ml koncentraciora higitottuk Hank’s pufferben, mig a Laurdan-nal
festett sejteket egyszer mostuk és 10° /ml koncentracioban Hank’s pufferben reszuszpendaltuk.

A megfelelé fluoreszcencia paramétereket Fluorolog-3 spektrofluorométerrel (Horiba Jobin
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Yvon, Edison, NJ, Egyesiilt Allamok) mértiik oly modon, hogy a kiivettatarté hdmérsékletét
keringtetett vizfiirdével 37 °C-ra allitottuk be.
es gerjesztés és 430 nm-en torténd fluoreszcencia intenzitas mérés utan a kovetkezo képlet

szerint:

— lyy—Glyn (6 )
Iy +2Gly, ’

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 =1w (7.)

Ihn

amelyben Inv €s Inh a horizontdlisan polarizalt fény altal torténd gerjesztés utan a fluoreszcencia
vertikalis és horizontalis komponense.

A Laurdan fluoreszcens festéket 350 nm-en gerjesztettiik, €s emisszidjat az emisszios
spektrum két tartomanyédban, 435 nm-en (Ibie) és 500 nm-en (Ired) detektaltuk. A Laurdan

fluoreszcencia generalizalt polarizaciojat (GP) a kovetkez6 képlet szerint szamoltuk ki:

GP — Iptue—Ired (8)

Iptuetlred

IIL./6. A sejtmembran dipélpotenciiljanak meghatarozasa

A sejtmembran  dipolpotencidljanak nagysagdban bekovetkez6  valtozasok
szamszerusitésére a  di-8-ANEPPS  (4-(2-[2-[6-(dioktilamino)-2-naftalinil]etenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium bels6é s6) fesziiltségérzékeny fluorofor hasznalataval és a konfokalis
mikroszkoppal végzett gerjesztési aranyméréses vizsgalatot alkalmaztuk a korabban leirtak
szerint (171, 172). A di-8-ANEPPS fluorofort a Thermo Fisher Scientific-tdl szereztiik be. A
konfokalis mikroszkopos mérések soran a 8-lyuku feddlemez alju kamrdkban novesztett
kontroll, illetve 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel 24 6ran keresztiil 37 °C-on kezelt CHO sejteket
mosas utan 2 uM di-8-ANEPPS-szel jeloltiik 20 percig szobahdmérsékleten. A mosés utan a
sejtek kozépsikjarol LSM880 konfokalis 1€zerpasztazd mikroszkoppal (Carl Zeiss AG, Jena,
Németorszag) felvételeket készitettiink 37°C-on. A di-8-ANEPPS-t 458 nm-en ¢s 514 nm-en
gerjesztettiik, és a kibocsatott fluoreszcencia intenzitasat 584 és 686 nm kozott mértik (Ibwe és
Ired @ 458 nm-es, illetve 514 nm-es gerjesztés utdn). A kvantitativ képelemzés soran a
felvételeket membran és nem-membran pixelekre valasztottuk szét egy erre a célra készitett

vizfeltoltéses algoritmussal, a MATLAB (MathWorks, Natick, MA, Egyesiilt Allamok)
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felvételeken kizarélag a sejtmembran pixelek adataibol szamitottuk ki a dipolpotencial
nagysagaval pozitivan korrelal6 fluoreszcencia-intenzitas arany (Rexe = Ibiue / Irea) atlagértékeét,

a hattérintenzitasok kivondsa utan minden egyes kép esetén.

I11./7. A sejtmembranban talalhaté ceramid és gliikozilceramid mennyiségének vizsgalata

A sejtmembran ceramid tartalmaban a Cer €s GlcCer hatasara bekdvetkezd valtozasok
szamszerusitéséhez a 24-lyuku platen novesztett kontroll, illetve 40 pM Cer-rel vagy GlcCer-
rel 1, illetve 24 oran keresztiil 37 °C-on kezelt CHO sejteket tripszinezés s mosas utan jeloltiik
15B4 anti-ceramid antitestekkel (Sigma-Aldrich) 60 percig szobahdmérsékleten, majd mosas
utan 20 percen at szobahdn Alexa Fluor 647 fluoroforral konjugalt anti-egér [gM masodlagos
antitestekkel (Thermo Fisher Scientific). A gliikozilceramid mennyiségének meghatdrozésa
soran ennek alternativdjaképpen a fentiek szerint kezelt sejteket hasonlo koriilmények kozott
anti-gliikozilceramid els6dleges (Glycobiotech, Kukels, Németorszag), majd Alexa Fluor 647
fluorofoérral konjugélt anti-nytl IgG masodlagos antitestekkel (Thermo Fisher Scientific)
jeloltiik. Ezutan mindkét esetben mosast kovetéen NovoCyte 3000RYB aramlasi citométerrel
(ACEA Biosciences, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok) mértik az egyedi sejtek
fluoreszcencia intenzitasat 640 nm-en torténd gerjesztést kovetden 660/20 nm-es emisszios
savsziird alkalmazasaval. Az FCS Express programban (De Novo Software, Los Angeles, CA,
Egyesiilt Allamok) végzett kvantitativ elemzés soran az FSC-SSC szérasképen kapuzott,
normal morfologiat mutatd sejtek atlagos fluoreszcencidjat hataroztuk meg minden minta

esetén, majd normaltuk a kezeletlen, kontroll mintak esetén kapott atlagértékekre.

IIL./8. A ceramid és gliikozilceramid kezelések CHO sejtek életképességére gyakorolt
hatasanak vizsgilata Aramlasi citometridval

A Cer és GlcCer kezelések sejtek életképességére gyakorolt hatasainak vizsgalatahoz
24-lyuku platen novesztett CHO sejteket kezeltiink 5 és 160 uM kozotti koncentraciokban
alkalmazott Cer-rel, illetve GlcCer-rel 24 6ran keresztiil 37 °C-on. Pozitiv kontrollként 1 6éran
at tartd 0.5% Triton X-100 kezelést hasznaltunk. A kezelések utan 0sszegyiijtottiik mind a
kezelések soran felvalt, szuszpenzidban levd, mind pedig a tripszines emésztéssel felvalasztott
sejteket, majd mosas utdn a nekrozis detektalasdra jeloltiik azokat 1:1000 higitasban
alkalmazott Sytox Green Dead Cell Stain (Thermo Fisher Scientific) festékkel, illetve az
apoptozis azonositasara 1:20 higitasban alkalmazott Alexa Fluor 647 fluoroforral konjugalt
annexin V (Thermo Fisher Scientific) markerrel 15 percen at, szobahdomérsékleten. Ezutan

NovoCyte 3000RYB aramlasi citométerrel mértiik az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat.
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A Sytox Green fluoreszcencia intenzitasat 488 nm-es gerjesztést kovetden 530/30 nm-es
emisszios savsziirvel detektaltuk, mig az Alexa Fluor 647 fluorofor jelét 640 nm-en torténd
gerjesztést kovetden 660/20 nm-es emissziods savszird alkalmazasaval mértiik. Az adatelemzés
soran FCS Express programban szamszerlsitettiik a mindkét markerre negativ, €élének
tekinthetd sejtek Osszes sejthez viszonyitott aranyat minden minta esetén (lasd lentebb a 9.

egyenletet).

.....

A human akut monocitas leukémiabol szarmazo THP-1 sejtvonalat az American Type
Culture Collection cégtol szereztilk be és a specifikacioknak megfelelden tenyésztettiik. A
THP-1 sejteket 24 o6ran keresztiill makrofagokkd differencialtattuk forbol-12-mirisztat-13-
acetattal (PMA; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 10 ng/ml végkoncentracioban, hogy elérjiik a
megfeleld differencialodast és minimalizaljuk a nem specifikus génexpresszids valtozasokat
(226, 227), amit 24 6ras nyugalmi id6szak kovetett PMA hianyaban, hogy biztositsuk az igy
kialakitott makrofagok nyugalmi allapotban levé differencialt makrofag (MO makrofag)
fenotipusat (226, 228). Az M0 makrofagokat ezt kovetoen 24-48 6ran keresztiil 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
makrofagokkd 20 ng/ml interleukin-4 (IL-4; Thermo Fisher Scientific) és 20 ng/ml interleukin-
13 (IL-13; Thermo Fisher Scientific) segitségével, egy széles korben alkalmazott protokoll
szerint (229-232). Minden kezelést 37° C-on végeztiink.

IL/10. A CD markerek plazmamembran-expresszidojanak elemzése polarizalt
makrofiagokban

A 6-lyuku platen novesztett differencialt és polarizalt THP-1 makrofagokat mostuk és
szobahdmérsékleten 5 percig Accutase-zal (Sigma-Aldrich) kezeltiik, hogy a letapadt sejteket
kiméletesen felvalasszuk a sejtek ¢letképességének veszélyeztetése nélkiill (233). A
sejttenyészté médiummal torténd leallitas €s mosas utan a sejtek Fc-receptorait 20 percig
blokkoltuk humén FcR blokkol6 reagenssel (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Németorszag), amelyet 10 pg/ml koncentracioban alkalmaztunk. Ezt kdvetden a sejteket a
kovetkezo antitestek egyikével jeloltiik: FITC-konjugalt anti-CD64 (4 ug/ml koncentracidban),
Alexa Fluor 647-konjugalt anti-CD71 (4 pg/ml), FITC-konjugélt anti-CD80 (4 pg/ml), PE-
Cy5-konjugalt anti-CD86 (1 pg/ml), PE-konjugalt anti-CD206 (0,5 pg/ml). Minden antitestet
a Thermo Fisher-t6l szereztiink be és 20 percig szobahémérsekleten alkalmaztunk. Mosas utan

az egyedi sejtek fluoreszcencia-intenzitasat NovoCyte 3000RYB aramlasi citométerrel mértiik
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a kovetkez6 hullamhosszisagu gerjesztés és emisszios sziirok alkalmazasa mellett: FITC - 488
nm ¢és 530/30 nm; Alexa Fluor 647 - 640 nm és 660/20 nm; PE-Cy5 - 561 nm ¢és 660/20 nm;
PE - 561 nm és 586/20 nm. Az FCS Express programban végzett adatelemzés sordn minden
egyes mintara kiszamitottuk az FSC-SSC pontdiagramon normal morfologiat mutato, legalabb
10000 sejt atlagos fluoreszcencia-intenzitdsat. Az antitestek nemspecifikus kotédésének
hidnyat alatamasztottadk a megfeleld fluoroférokkal konjugalt egér IgG1l ¢és IgG2b kappa
izotipus kontroll antitestekkel (Thermo Fisher) azonos kisérleti koriilmények kozott nyert

adatok.

III./11.Ioncsatorna gatlészerek polarizalt makrofagok életképességére gyakorolt
hatasanak vizsgilata Aramlasi citometridval

24-lyuku platen a THP-1 sejteket a fentiek szerint makrofagokkd differencialtattuk és
polarizaltuk, majd 24 o6ran keresztiil a sejtek médiumaba adagolt ioncsatorna gatloszerekkel
kezeltiik. A CIGBI (5-kloro-2-guanidinobenzimidazol; Sigma-Aldrich) esetében 16 és 256 uM
Vm?24 skorpiétoxin (Alomone Labs, Jeruzsalem, Izrael), 20 nM tetradotoxin (TTX; Alomone
Labs), 1 mM tetractilammoénium (TEA®; Sigma-Aldrich), vagy 1 mM (névleges
koncentracioju) ZnClz (Sigma-Aldrich) jelenlétében inkubdltuk. A CIGBI altal kivaltott
toxicitassal szemben a ceramid termelését gatld elokezelések potencialis védOhatasanak
vizsgalatdhoz 1 pM myriocint, 2 pM GW4869-et (N,N'-Bisz[4-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-
il)fenil]-3,3'-p-fenilén-bisz-akrilamid dihidroklorid) vagy 5 pM ARC39-et (1-aminooktan-1,1-
diil)bisz(foszfonsav) adtunk a polarizalt MO, M1 és M2 makrofagokhoz 30 perccel a CIGBI
alkalmazasa elott. Az €letképes sejtek aranyat a munkacsoportunk altal korabban leirtak szerint
(173, 174) a kdvetkezdképpen szamoltuk:

kettds negativ sejtek szama

életképes frakci6 = " r—
0sszes sejt szama

)

Az ¢letképes sejtek frakcidjanak vizsgalatanal Osszegytijtottik a feliilluszot, amely a
tenyésztoedény felszinérdl felvalt sejteket tartalmazta és 6sszekevertiik 6ket az Accutase-zal
felvalasztott adherens sejtekkel. Ezt a sejtszuszpenziot Sytox Green Dead Cell Stain (Thermo
Fisher Scientific) és Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V (Thermo Fisher Scientific) festékkel
jeloltiik 1:1000, illetve 1:20 higitasban annexin k&to pufferben 15 percig szobahémérsékleten.
Ezt kovetoen a mérések a korabbi III./8. pontban bemutatottak szerint zajlottak. Mintanként

legalabb 10000 egyedi sejt fluoreszcencia intenzitasat mértiik NovoCyte 3000RYB aramlasi
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citométerrel. A Sytox Green ¢és az Alexa Fluor 647 fluoroforokat 488, illetve 640 nm-en
gerjesztettiik és az emittalt intenzitasokat 530/30, illetve 660/20 emisszids sziirokkel mértiik.
Az adatelemzés soran a Sytox Green ¢és annexin V kettds negativ életképes sejtek frakciojat

minden egyes minta esetében az FCS Express segitségével szamoltuk ki.

II1./12. A Hv1 expresszié meghatarozasa polarizalt makrofigokban

A 12-lyukt plateben differencialt és polarizalt THP-1 makrofagokat mosas utan
Accutase-zal felvalasztottuk, majd 20 percig jégen metanollal (Sigma-Aldrich) fixaltuk. A
0,1%-0s Triton X-100-ban (Sigma-Aldrich) torténd permeabilizalds utan a sejteket huméan FcR
blokkolo reagenssel és 5% BSA-val blokkoltuk 30 percig szobahdmérsékleten. Ezt kvetden a
sejteket anti-Hv1 antitestekkel (5 ug/ml, PA5-24964, Thermo Fisher Scientific) jeloltiik 60
percig szobahdmérsékleten, majd mosas utan 1:500 higitasban alkalmazott Alexa Fluor 647-
konjugalt kecske nyulellenes IgG antitestekkel (Thermo Fisher Sicentific) 30 percig
szobahdmérsékleten (19). Minden lépést 1% BSA-t és 0,1% Triton X-100-at tartalmazo
oldatban végeztiink. Az egyes sejtek fluoreszcencia intenzitasat NovoCyte 3000RYB 4ramlasi
citométerrel mértilk 640 nm-es gerjesztéssel €s 660/20-as emisszids savszirdvel. A kiértékelés
soran az FSC-SSC plotokon normal morfologiat mutaté legalabb 10000 sejt atlagos
fluoreszcencia intenzitdsdt szdmoltuk ki minden egyes mintdban FCS Express-ben. Az
els6dleges antitest nemspecifikus kotédésének hianyat az azonos kisérleti koriilmények kozott
alkalmazott nytl IgG izotipus kontroll antitesttel (Thermo Fisher) kapott adatok is

alatamasztottak.

II1./13. A CIGBI polarizalt makrofiagok plazmamembranban talilhaté ceramid szintjére
gyakorolt idofiiggé hatasanak elemzése

24-lyuku plateben a THP-1 sejteket makrofagokkd differencialtattuk és polarizaltuk a
fentiek szerint, majd ezt kovetden 1, 4 vagy 18 oran keresztiil 50 vagy 100 uM CIGBI-vel
kezeltiik, amelyet a sejtek médiumahoz adagoltunk. Mosast, Accutase-zal torténd felvalasztast
¢és a fentiek szerinti FcR blokkolast kovetoen a kezelt és kontroll MO, M1 ¢és M2 sejteket 4
pg/ml koncentracioban alkalmazott ceramidellenes antitesttel (Sigma-Aldrich) jeldltik 60
percig szobahdmérsékleten, amit mosas €s 20 perces festés kovetett 4 pg/ml Alexa Fluor 647-
konjugalt kecske egérellenes IgM antitesttel (Thermo Fisher Scientific), szobahémérsékleten
végzett festéssel. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitdsat NovoCyte 3000RYB aramlési
citométerrel mértiik 640 nm-es gerjesztéssel és 660/20-as emisszids savsziirvel és az FCS

Express programban minden egyes mintaban legalabb 10000 az FSC-SSC plotokon normal

c sy
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nemspecifikus kotddésének hianyat alatamasztottadk a megfeleld fluoroforral konjugalt egér
IgM izotipus kontroll antitestekkel (Thermo Fisher) azonos kisérleti koriilmények kozott nyert

adatok.

I11./14. Statisztikai elemzés

A disszertaci6 abrain az adatok atlagat £ SEM 4abrazoltuk, és az adott elemzésekben
szereplO fliggetlen mintdk szamat (n) az dbraaldirasokban jeldltiik. Minden elektrofiziologiai
kisérletet legalabb 4 kiilonbozé békabol szarmazd n darab oocitan végeztik. A
spektrofluorometria soran a harom fiiggetlen kisérletbdl nyert n fiiggetlen minta mindegyike
koriilbeliil 100000 sejtet tartalmazott. A ceramidtoltéses kisérleteknél a konfokalis
mikroszkopos elemzés soran minden kezelés esetén 6t fliggetlen kisérletbdl szarmazo n szami
képet rogzitettiink, amelyek felvételenként atlagosan 30-40 sejtet tartalmaztak. A makrofagok
vizsgalatat célzo konfokalis mikroszkopos méréseknél az eredmények 6t fiiggetlen kisérletbol
nyert n egyedi sejtb6l szdrmaznak. Az aramlasi citométerrel végzett méréseknél a legalabb
harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo n fliggetlen minta mindegyike legalabb 10000 sejtet
tartalmazott. A statisztikai elemzés soran a p értékeket Tukey-féle HSD-teszttel (honestly
significant difference) hataroztuk meg, amennyiben az elézetes ANOVA analizis sordn a
csoportok kozott szignifikdns kiilonbségeket kaptunk. Az eltéréseket akkor tekintettiik
szignifikansnak, ha p <0,05-nek adédott (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001, ****p <0,0001).
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IV. EREDMENYEK

IV./1. A Cer és a GlcCer hatdsa a Kv1.3 ioncsatorna porusdoménjének és fesziiltségszenzor
doménjének egyensulyi aktivacidjara

A TEVCF mérésekhez ugyanazt a kisérleti elrendezést alkalmaztuk, amelyet korabban
a koleszterin hatdsmechanizmuséanak vizsgalatara (201). Kisérleteink soran olyan mutans Kv1.3
csatornat fejeztettliink ki Xenopus laevis afrikai karmosbéka oocitakban, amely extracellularis
S3-S4 linker szekvencidjaban egy pontmutacioval bevitt ciszteint tartalmazott (A309C). Az igy
bevitt cisztein a csatorna S4 hélixének tetejéhez kozel, a VSD-ben helyezkedik el. Korabban
munkacsoportunk kimutatta, hogy ez a mutans csatorna a vad tipustt Kv1.3 ioncsatorna alapvetd
elektrofiziologiai tulajdonsagait mutatja. A VSD mozgasanak vizsgalatahoz a pontmutéacioval
bevitt ciszteint a ciszteinre specifikus MTS-TAMRA-val jeloltiikk, ami korabbi munkank
alapjan szintén nem okoz valtozast a Kv1.3 elektrofiziologiai paramétereiben (201). Méréseink
soran a TEVCF segitségével egyidejlileg rogzitettiik az iondramokat, ami alapjan az aram-
fesziiltség (I-V), majd konduktancia-fesziiltség (G-V) gorbéket hataroztuk meg, tovabba kiilon
rogzitettiik a fluoreszcens jeleket, ami alapjan a relativ fluoreszcencia intenzitas valtozas-
fesziiltség (AF/F-V) gorbéket hataroztuk meg -140 és +40 mV kozotti tartoményban 10 mV-
onként emelkedd depolarizalé impulzusokat alkalmazva. A depolarizald impulzusok soran az
oocitakat -100 mV-os tartofesziiltségrol 250 ms-ig depolarizaltuk az adott tesztpotencialra 30
masodpercenként (9A abra bal felsé panel). A reprezentativ aram- és fluoreszcenciagorbék a
9A abra jobb felsd és also paneljein lathatok. A 9B abran az Fnorm €s a Gnorm atlagértékeit +
SEM ébrazoltuk a tesztpotencidlok fliggvényében, majd a pontokra Boltzmann-fiiggvényt
illesztettiink. Az From-V €s Gunom-V gorbék félaktivacios fesziiltség értékeit (Vin) és
meredekségi egylitthatdit (k) az egyedi sejtek illesztéseibdl hataroztuk meg (9C-F abra). Mivel
a VSD aktivacidja mar a pdrus nyitasanal negativabb membranpotencial értékeknél is
megfigyelhetd, az Fnorm-V g0rbék negativabb tesztpotencidlokon jelennek meg a Gnorm-V
gorbékhez képest mar kontroll koriilmények kozott is (ennek megfelelden a kontroll sejtekben
az Fnorm-V gorbe esetében a Vip =-42,5+ 1,0 mV n = 12, mig a Gnorm -V gorbék esetében a
Vi =-254+1,2mV,n =12 volt).
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9. abra: A Cl6-ceramid (Cer) és a Clé6-gliikozilceramid (GlcCer) hatasa a Kvl.3 fesziiltségfiiggo
aktivaciojat jellemzoé egyensulyi kapuzasi paramétereire.

(A) A fluoreszcens jelek és az iondramok egyensulyi aktivaciojanak meghatarozasahoz az A309C mutéciot
hordoz6 Kv1.3 ioncsatornakat Xenopus laevis oocitakban expresszaltattuk, majd MTS-TAMRA-val jeloltik. A
kontroll oocitakat és a 24 oran keresztil 40 pM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt sejteket -100 mV-os
tartopotencialrol 250 ms-ig, -140 és +40 mV kozotti tesztpotencialokra depolarizaltuk 10 mV-os 1épésekben, 30
masodpercenként. Az abran a fesziiltségprotokollok (bal felsé panel), a kivaltott reprezentativ ionaramok (jobb
fels6 panel) és a fluoreszcens jelek (alsé panel) lathatoak. (B) A normalt fluoreszcencia intenzitas (Fnorm) €s a
normalt vezetoképesség (Grorm) értékek atlagat + SEM értékeit n = 10-12 sejtben hataroztuk meg, és az alkalmazott
tesztpotencial fiiggvényében abrazoltuk (Fnom-V €s Gnom-V gorbék). Az abran feltiintetett szaggatott Fnom-V,
valamint folytonos Gnom-V gorbék az adatpontokra legjobban illeszked6 reprezentativ Boltzmann-fiiggvényeket
mutatjak. (C-F) Az Frorm-V €s a Gnorm-V gorbékbdl n = 10-12 egyedi sejtben meghatarozott félaktivacios fesziiltség
(V12) és meredekségi egyiitthato (k) atlagos értékei + SEM lettek az oszlopdiagramokon abrazolva. A csillagok
(*) a kontrollhoz, vagy a Cer-rel és GlcCer-rel kezelt sejtek egymashoz képest szignifikans kiilonbségeit jelezik
(p <0,05, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt).

Ezeket a paramétereket olyan oocitdkon is meghataroztuk, melyeket eldzéleg 24 6ran
keresztiil 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezeltiink, majd az eredményeket Osszevetettiik a
kontroll, kezelés nélkiili sejtek megfeleld értékeivel. A kontrollhoz képest a Cer a VSD
mozgasat jellemzd Fnorm-V gorbe jobbra tolddasat idézte eld, mig a GlcCer esetében ez a hatés
az Fnorm-V gorbéken nem volt megfigyelheto (9B abra). Az Fnorm-V gorbék valtozasait a gorbék

félaktivacios fesziiltség (Viz) értékeinek meghatarozasaval szamszerisitettik. A kontroll
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sejtekhez képest (V12 = -42,5 £ 1,0 mV, n = 12) a Cer-rel kezelt sejtekben a félaktivacios
fesziiltség értéke szignifikansan pozitivabb iranyba tolodott el (Viz2 =-35,7 £ 0,9 mV, n = 10,
p <0,0001), ezzel szemben a GlcCer-rel kezelt oocitak félaktivacios fesziiltsége statisztikailag
nem kiilonbozott (Viz =-42,7+£ 0,7 mV, n= 11, p = 0,9824) (9C abra). Ezzel szemben mind
a Cer, mind a GlcCer kezelés hatasara a porus nyitasanak fesziiltségfiiggését jellemz0 Gnorm-V
gOrbe jobbra tolodott (9B dbra), amit a Gnorm-V gorbék félaktivacios fesziiltség értékeinek
jelentds valtozasa is mutatott. A kontroll sejtekhez képest (Viz = -25.4 + 1,2 mV, n = 12)
szignifikansan pozitivabb értékeket tapasztaltunk mind a Cer-rel (V12 =-17,1 £ ,3 mV, n =
10, p = 0,0013), mind pedig a GlcCer-rel (Vi2=-18,2+ 1,9 mV, n =11, p < 0,0038) kezelt
sejtek esetében (9D abra). Méréseink alapjan nem észleltiink szignifikans valtozasokat a
gorbék meredekségét jellemz6 k értékekben sem az Frorm-V gorbék esetében (k = 16,8 £ 0,4, n
= 12 a kontroll mintdkban vs. k=17,7+ 0,4, n= 10, p = 0,2658 a Cer kezelés utan; és k=17,4
+0,4,n=11,p=0,5167 a GlcCer esetében), sem pedig a Gnorm-V gorbék esetében (k = 9,6 +
0,5, n =12 a kontrollokban vs. k= 11,5 £ 0,9, n = 10, p = 0,0907 a Cer esetében; ¢s k =9,8 £
0,5,n=11,p=0,9698 a GlcCer esetében) (9E-F abra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
bar a két lipid hasonlo hatassal van a pérusdomén mozgasara és mindkettd a csatorna aktivacios
kiiszobét pozitivabb membranpotencial értékek iranyaba tolja el (amit az egyensulyi aktivaciot
jellemzd Gnorm-V gorbék jobbra tolddasa mutat), addig csak a Cer gyakorol ugyanilyen hatéast
a VSD egyensulyi aktivaciojara (melyet a Cer jelenlétében mért Frorm-V gorbe jobbra tolodasa

mutat), mig a GlcCer a VSD helyett elsddlegesen a porusdoménen fejti ki hatasat.

IV./2. A Cer és a GlcCer hatdsa az ionaram és a fluoreszcens jel aktivacios kinetikajara
Ezutan a Cer és a GlcCer hatasat vizsgaltuk a VSD aktivacidjanak €s a porus nyitdsanak
kinetikdjara a 9A abran bemutatott pulzusprotokoll alkalmazasaval. A csatorna porusanak
nyitasat jellemzd aramaktivacios kinetika vizsgalatakor a -10 és +40 mV kozotti
tesztpotencialok altal kivaltott aramokat elemeztiik, amelyek felszalld szarara egykomponensii
exponencialis fliggvényeket illesztettiink (10A dabra), majd az aktivacids kinetikat a Takt
aktivacios iddallanddval jellemeztik. Mind a Cer, mind a GlcCer kezelés lassabb
aramaktivacios kinetikat eredményezett. Ezt a -10 mV-os tesztpotencidlon mért normalt
reprezentativ aramgorbék bemutatasaval szemléltetjiik, amelyeken jol lathatéan az ionaram
aktivacioja mind a Cer-rel, mind a GlcCer-rel kezelt oocitdk esetében lassabb volt a kontroll
sejtekhez képest (10B abra). Az egyedi sejtekben mért ionaramok aktivacios idéallanddinak
(takt) statisztikai elemzése azt mutatta, hogy a Cer szinte minden alkalmazott tesztfesziiltségen

a kontroll sejtekhez képest szignifikdnsan magasabb tak értékeket eredményezett. Ezzel
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szemben a GlcCer altal okozott take ndvekedés jellemzden a statisztikai szignifikancia hataran

volt és csak -10 és 0 mV tesztpotencialokon mutatott szignifikans novekedést (10C abra).
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10. abra: A C16-ceramid (Cer) és a C16-gliikozilceramid (GlcCer) kezelés hatasa a Kv1.3 aramaktivacios
kinetikajara.

(A) A Xenopus laevis oocitakban torténd mérést kovetden az ionaramokra, amelyeket -100 mV-os
tartofesziiltségrol -10 és +40 mV kozotti tartomanyban 10 mV-os 1épésekben megvalositott 250 ms hosszisagu
depolarizalé impulzusokkal valtottunk ki 30 masodperces idokozokkel, elséfoki exponencidlis fiiggvényt
illesztettiink. (B) A panel a -10 mV-os depolarizacio altal kivaltott reprezentativ, normalt ionaramokat mutatja be
kontroll sejtek, valamint 24 6ran keresztiil 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt oocitak esetében. (C) Az n = 10-
12 sejt esetében a -10 és +40 mV kozotti tesztpotencialok altal kivaltott ionaramok aktivacios idéallandoinak (taxe)
meghatarozasahoz az aramokat els6foku exponencialis fliggvénnyel illesztettiink, végiil az atlagértékeket + SEM
abrazoltuk. A csillagok (*) az adott tesztpotencialon a kontroll sejtekhez képest szignifikans kiilonbségeket jelzik
(p <0,05, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt).

Ezzel egyidejlileg elemeztiik az adott tesztpotencidlokon mért fluoreszcens jelek
eredményeivel Osszhangban a fluoreszcens jelek aktivacidja esetében két komponenst
kiilonithettiink el: megfigyeltiink egy gyors komponenst, amely az amplitado tobb mint 85%-
at tette ki, és egy kisebb amplitiddju lasst komponenst (201). Ennek megfeleléen a
fluoreszcens jel aktivacios kinetikajat két exponencialis tag 0sszegét tartalmazé fiiggvénnyel
lehetett jol illeszteni (11A abra). A lipidek hatasainak elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy az
aram aktivacios kinetikajaval ellentétben csak a Cer lassitotta a fluoreszcens jel aktivacids
kinetikajat a kontrollhoz képest, amit a -10 mV tesztpotencidlon mért normalt reprezentativ
fluoreszcencia gorbék is jol mutatnak. Ezzel ellentétben, a GlcCer-rel t6ltott oocitadkban nem
figyeltink meg ilyen valtozasokat (11B abra). Ezekkel 0sszhangban, amikor mindkét
komponens aktivacios idéallanddjat kvantitativan elemeztiik, azt talaltuk, hogy a Cer kezelés
mind a gyors (Takef) mind a lassi (takts) komponens aktivacios idéallandoit ndvelte. A

valtozasok statisztikailag szignifikansak voltak mindkét idéallando esetében szinte mindegyik
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vizsgalt tesztpotencidlon. Ezzel szemben a GlcCer kezelés nem eredményezett szignifikans
valtozast a fluoreszcens jel egyik aktivacios iddallandojanak értékében sem a vizsgalt
tesztpotencidlokon (11C abra). Méréseink soran a két komponens amplitiddjanak aranya nem

valtozott egyik kezelés hatasara sem.
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11. abra: A Clé6-ceramid (Cer) és a Cl6-gliikozilceramid (GlcCer) hatasa a Kv1.3 fesziiltségszenzor
doménjének aktivacios Kinetikajara.

(A) A Xenopus laevis oocitakban torténd mérést kovetdéen a VSD mozgasat leird fluoreszcens jelek illesztése,
amelyeket a 10. abrahoz hasonld fesziiltségprotokollal valtottunk ki, két exponencialis tagot tartalmazo
fliggvénnyel tortént. (B) A panel a -10 mV-os depolarizaci6 altal kivaltott reprezentativ, normalt fluoreszcens
jelgorbéket mutatja be kontroll sejtek, valamint 24 o6ran keresztiil 40 pM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt oocitak
esetében. (C) Az n = 10-12 sejt esetében a -10 és +40 mV kozotti tesztpotencialok altal kivaltott fluoreszcens
jelek aktivacios id6allanddinak (t.) meghatarozasahoz a fluoreszcens jelgorbéket kétkomponensi, telitésbe futo,
exponencialis fiiggvénnyel illesztettiik, végiil az atlagértékeket + SEM abrazoltuk. A csillagok (*) az adott
tesztpotencialon a kontroll sejtekhez képest szignifikans kiilonbségeket jelzik (p < 0,05, ANOVA, majd Tukey-

féle HSD teszt).

Az a megfigyelés, hogy a Cer mind a VSD aktivacio, mind a porusnyitas kinetikajat
lassitotta, mig a GlcCer csak az utobbit modositotta, aldtdmasztja azt a hipotézisiinket, amelyet
a Kvl1.3 egyenstlyi aktivacios paramétereinek (Gnorm-V €s Fnorm-V gorbék) vizsgalata alapjan
felvetettiink, miszerint a Cer kozvetlenill képes a VSD-n keresztiil hatni, mig a GlcCer

elsddlegesen a PD-t befolyasolja anélkiil, hogy a VSD miikodését mddositana.

IV./3. A Cer és a GlcCer hatasa a Kv1.3 aramamplitadéjara

Kisérleteink kovetkezd 1épésében megvizsgaltuk a Cer és GlcCer toltések hatdsat a
Kv1.3 aramok amplitidoéjara Xenopus laevis expresszios rendszerben. Méréseink soran a
sejtkapacitasra vonatkozd informacié hidnyaban nem hataroztuk meg az aramsuriségeket,
azonban azonos mennyiségli Kv1.3 mRNS injektalasat kovetden, ugyanazon a napon végeztiik

el az iondramok mérését a kontroll és kezelt esetekben, ahogy azt korabbi munkank soran is
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tettiik (201). Altalanossagban elmondhat6, hogy a mért ionaramok amplitidoja ~ 30-40 %-kal
csokkent a kezelt sejtekben minden vizsgalt tesztfesziiltségen (12A abra). A kiértékelés soran
a +40 mV-os depolarizal6 impulzusok altal kivaltott aramokat normaltuk az azonos napon mért
kontroll sejtek atlagara (1,000 + 0,041, n = 14). A statisztikai elemzés soran kimutattuk, hogy
az igy normalt dramamplitido értékek szignifikdnsan csdkkentek mind a Cer (0,637 £ 0,036, n
=12,p<0,0001), mind a GlcCer (0,707 £ 0,044, n =12, p <0,0001) tltés hatasara (12B abra)
a kontroll sejtekhez képest. Az dramamplitidok nem kiilonboztek szignifikansan a Cer-rel és

GlcCer-rel kezelt oocitak kozott (p = 0,4658).
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12. abra: A C16-ceramid (Cer) és a C16-gliikozilceramid (GlcCer) hatasa a Kv1.3 aramamplitidora.

(A) Az abra 9. abran bemutatott fesziiltségprotokoll altal kivaltott reprezentativ aramgdrbéket mutat, amelyeket
ugyanazon a napon mértiink kontroll, valamint 24 6ran keresztiil 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt Xenopus
laevis oocitakban. (B) A +40 mV-os depolarizal6 impulzusok altal kivaltott &ramamplitidokat n = 12-14 kontroll,
Cer-rel és GlcCer-rel kezelt sejtben a kontroll sejtek aktudlis mérési napjan meghatdrozott atlagara normaltuk,
majd az dbran ezeket a normalt atlagértékeket + SEM abrazoltuk. A csillagok (*) a kontrollhoz, vagy a Cer-rel és
GlcCer-rel kezelt sejtek egymashoz képest szignifikans kiilonbségeit jelzik (p < 0,05, ANOVA, majd Tukey-féle
HSD teszt).

IV./4. A Cer és GlcCer hatasa a membran fluiditasara és hidracidjara

A fenti elektrofiziologiai mérések eredményei azt mutatjak, hogy a Cer és a GlcCer
doménjein fejtik ki a hatasukat és igy valosziniileg eltérd mechanizmussal modulaljak a
csatorna mitkodését. Mig a TEVCF mérések azonositottdk a két lipid f6 intramolekularis
célpontjat, azaz a Cer esetében a VSD-t, a GlcCer esetében pedig a PD-t, ezek a kisérletek nem
szolgaltattak informaciét az indirekt lipidhatasok esetleges hozzdjarulasarol a
hatdsmechanizmushoz. Ezért indokolt a sejtmembran biofizikai paramétereinek vizsgalata,
amely tovabbi betekintést nyujthat a két lipid eltéré hatasmechanizmusaba. Bar korabban
leirtdk, hogy a Cer és a GlcCer hatassal lehet a lipidkettdsrétegek membranbiofizikai
tulajdonsagaira, az ilyen valtozasok alapos elemzése a sejtmembran kiilonb6zo rétegeiben, ahol

az ioncsatorna aktivacios kapuzas soran végbemend molekularis atrendezédése lejatszodik,
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nem tortént meg. Ennek vizsgalatara a sejtmembran kiilonb6z0 rétegeiben elemeztiik a
membran biofizikai paramétereinek valtozasat Cer és GlcCer toltést kdvetden. Méréseinket
CHO sejtvonalon végeztiik el, tekintettel arra, hogy a Xenopus laevis oocitdk méretiik, vitellin
membranjuk, valamint két, jelentésen eltéré erdsen pigmentalt, illetve nem pigmentalt
sejtpolusuk miatt nem alkalmasak jol reprodukalhaté fluoreszcencia alapti membranbiofizikai
mérésekre. Kisérleteinkben eldszor két, a sejtmembran molekularis rendezettségét jellemzo
paramétert, a fluiditast és a hidraciot vizsgaltuk. A sejtmembran fluiditasa a kettosréteg legbelso
hidrofob magjaban (13A dbra, zold téglalap), mig hidracidgja a mag és a membran-viz
hatarfeliilet kozotti rétegekben (13A abra, rozsaszin téglalap) 1évé molekularis szervezodést

jellemzi (151-153).
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13. abra: A Cl6-ceramid (Cer) és a Cl6-gliikozilceramid (GlcCer) hatisa a membran fluiditisara és
hidraciéjara.

(A) A membran fluiditdsa és hidracidja két, molekularis rendezettséggel kapcsolatos paraméter, amelyek a
szervezOdést jellemzik a membran kozponti hidrofob magjaban, illetve az ezen kdzponti membranrégiok és a
membran-viz hatérfelillet kozotti régiokban. Mig a membran fluiditdssa a TMA-DPH fluoreszcencia
polarizacidjanak meghatarozasaval mérhetd. (B) A fluiditas vizsgalatahoz a kontroll és a 24 6ran keresztiil 40 uM
Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt kinai horcség ovarium (CHO) sejteket TMA-DPH-val jel6ltiik, majd a fluorofér
fluoreszcencia anizotropiajat spektrofluorometriaval hataroztuk meg. (C) A hidracié vizsgalatahoz a kontroll,
valamint a Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt sejteket Laurdan-nal jeldltiik, majd a festék generalizalt polarizaciojat
(GP) spektrofluorometriaval szamszertsitettiik. A TMA-DPH anizotropia és a Laurdan GP értékeit n =9 fiiggetlen,
egyenként koriilbeliil 100000 sejtet tartalmazo mintaban hataroztuk meg, a mérések atlagértékeit + SEM a B és C
panelen &brazoltuk. A csillagok (*) a kontrollhoz, vagy a Cer-rel és GlcCer-rel kezelt sejtek egymashoz képest
szignifikans kiilonbségeit jelzik (p < 0,05, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt).

A membran fluiditdsanak vizsgalatakor a kontroll, illetve 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-
rel toltott CHO sejteket TMA-DPH-val jel6ltiik, majd a fluorofér fluoreszcencia anizotropiajat
spektrofluoriméterrel kvantifikaltuk (156, 174). A kontroll sejtek TMA-DPH anizotropiajahoz
(0,283 + 0,002, n = 9) képest a Cer és GlcCer kezelések utan kapott értékek szignifikdnsan
magasabbak voltak (Cer esetében 0,300 + 0,002, n =9, p < 0,0001; GlcCer esetében 0,295 +
0,002,n=9,p<0,0001), ami a sejtmembran fluiditdsanak szignifikans csokkenésére utal (13B.
abra). A Cer-rel ¢és GlcCer-rel kezelt mintak TMA-DPH anizotropidja nem kiillonbozott

szignifikansan egymastol (p = 0,1092).
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a fluorofor generalizalt polarizacidjat (GP) spektrofluoriméter segitségével kvantifikaltuk.
(156, 174). A TMA-DPH-val jelolt mintaknal kapott eredményekkel 6sszhangban mind a Cer,
mind a GlcCer szintjének ndvelése magasabb Laurdan GP értékeket eredményezett, mint a
kezeletlen sejtek esetében (kontroll esetben 0,182 += 0,002, n = 9 vs. Cer esetén 0,202 + 0,003,
n =9, p<0,0001; és GlcCer esetén 0,192 £ 0,003, n =9, p = 0,0326) (13C abra). Ezek az
értékek a membran szignifikansan csokkent hidraciojara utalnak a Cer és GlcCer toltéseket
kovetden. Tovabba Osszehasonlitva a két kezelés hatasat azt talaltuk, hogy a Cer-rel kezelt
sejtek szignifikdnsan magasabb Laurdan GP értéket, azaz alacsonyabb hidraciot mutattak, mint
a GlcCer-rel kezelt sejtek (p = 0,0388).

Osszefoglalva, a Cer és a GlcCer hasonléan modositotta a sejtmembran belsd rétegeinek

rendezettségét, amit a méréseink sordn tapasztalt csokkent fluiditds és hidracio is alatdmaszt.

IV./5. A Cer és a GlcCer hatisa a membran dipoélpotencialjara

Kisérleteink kovetkezd 1épésében a Cer és GlcCer kezelések hatasat vizsgaltuk a
dipdlpotencidl nagysagara, amely a sejtmembran egy masik, a molekuldris rendezettséget
jellemz6 paramétere. A dipdlpotencial az elobbiekben bemutatott biofizikai paraméterekkel
ellentétben azonban a membran-viz hatarfeliilet molekularis szervezddését jellemzi (14A abra,
narancssarga téglalap). A dipolpotencial méréseink soran a kontroll, Cer-rel, illetve GlcCer-rel
kezelt CHO sejteket di-8-ANEPPS fluoroforral jeloltiik, és konfokalis mikroszkopidval
szdmszerusitettiik a festék gerjesztési aranyat, amely pozitivan korrelal a dipolpotencial
nagysagaval (171, 172, 175). A sejtek kozépsikjanak megfeleloen készitett felvételek
kvantitativ elemzése soran a sejtek plazmamembran pixeleit azonositottuk, és kizardlag ezen
pixelek adataibol hatdroztuk meg a di-8-ANEPPS gerjesztési ardnyat az adott képre
vonatkozoan (14B abra), igy ez a mddszer a korabban alkalmazott TMA-DPH- vagy Laurdan-

alapt technikakkal ellentétben szelektiven a sejtmembran rendezettségérol adott informaciot.
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14. abra: A C16-ceramid (Cer) és a C16-gliikozilceramid (GlcCer) hatasa a membran dipdlpotencialjara.
(A) A membran-viz hatarfeliileten, a molekularis dipolusok nem véletlenszerii orientacidja miatt keletkezd
dip6lpotencial a di-8-ANEPPS fesziiltségérzékeny fluorofor gerjesztési aranyanak konfokalis mikroszkopos
meghatarozasaval szamszer(sithetd. (B) A kontroll, illetve 24 6ran keresztiil 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt
kinai horcség ovarium (CHO) sejteket di-8-ANEPPS-sel jeloltiik. Az abran a sejtek kozépsikjaban késziilt
reprezentativ konfokalis mikroszkopos felvételeken a két kiilonbdzé hullamhosszon torténd gerjesztés utan mért
di-8-ANEPPS intenzitasok (a, b) és a pixelenként szamitott gerjesztési arany (c) lathat6. A kvantitativ képanalizis
soran a kutatocsoportunk altal irt, manudlis ,,vizfeltoltéses” (watershed) algoritmus segitségével azonositottuk az
egyedi sejteket (d), majd a sejtmembrannak megfeleld pixeleket (e). A reprezentativ felvétel a membranmaszk és
a rogzitett transzmisszios kép egymasra vetitését mutatja (f). (C) A panelen 6t fliggetlen kisérlet soran nyert 20
egyedi kép di-8-ANEPPS gerjesztési aranyanak atlagértékeit £ SEM abrazoltuk a kiilonbozo kezelések esetén.
kezelésenként dsszesen 600-800 sejtet. A csillagok (*) a kontrollhoz, vagy a Cer-rel és GlcCer-rel kezelt sejtek
egymashoz képest szignifikans kiilonbségeit jelzik (p < 0,05, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt). (D) A
reprezentativ hisztogramok a di-8-ANEPPS gerjesztési arany pixelenkénti eloszlasat mutatjak a kontroll
mintakban, valamint a Cer-rel és GlcCer-rel kezelt mintak esetén.

Meéréseink soran a kontroll sejtek plazmamembranjanak atlagos di-8-ANEPPS
gerjesztési aranya (0,620 £ 0,003, n = 20 kép, amelyek egyenként atlagosan 30-40 normal
morfologiat mutatd egyedi sejt adatait tartalmaztak) szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
GlcCer-rel kezelt sejteké (0,647 = 0,003, n = 20, p < 0,0001), ami arra utal, hogy a
plazmamembran GlcCer szintjének ndvekedése megemeli a dipdlpotencial nagysagat (14C

abra). Ezzel szemben a sejtmembranban felhalmozodd Cer némileg meglepd modon
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alacsonyabb di-8-ANEPPS gerjesztési aranyt eredményezett a kontroll sejtekhez képest (0,598
+ 0,003, n =20, p <0,0001), ami arra a varatlan eredményre utalt, hogy a megemelkedett Cer
szint hatasara lecsokken a sejtek dipolpotencialja. Ezek a valtozasok az egyes pixelek adatait
bemutatd reprezentativ di-8-ANEPPS gerjesztési arany hisztogramokon is lathatoak, ahol a
fenti eredményt a GlcCer ¢és a Cer hatdsara torténd jobbra, illetve balra tolddas szemlélteti a
kontrollhoz képest (14D abra). Tekintettel arra, hogy a dipolpotencial a fluiditashoz és a
hidraci6hoz hasonldan egy membranrendezettséggel kapcsolatos paraméter, altalanossagban az
varhat6, hogy mindharom egymassal parhuzamosan, kongruens modon valtozik, ahogyan azt a
GlcCer esetében megfigyeltiik. A di-8-ANEPPS gerjesztési aranymérése soran a Cer kezelést
kovetéen kapott eredményeink ennek fényében elsé pillantasra megleponek tiinnek és
feltehetden a Cer altal a membran-viz hatérfeliileten okozott robosztus szerkezeti atrendezodést

tiikkrozik, amire a késobbiekben, az eredmények megbeszélése soran még kitériink.

IV./6. A Cer és a GlcCer kezelések hatisa a CHO sejtek életképességére

Mivel ismert, hogy a sejtmembranban talalhaté ceramid felhalmozodasa a sejthalalhoz
vezetd folyamatok egyik komponense (182, 206), felmeriilhet, hogy az altalunk alkalmazott
kezelések az életképesség csokkentésén keresztiil is befolyasolhatjadk a kordbban vizsgalt
paramétereket. Ennek kizardsara megvizsgaltuk a Cer és GlcCer kezeléseknek a CHO sejtek
¢letképességére gyakorolt hatdsat és meghatiroztuk azt a maximalis kezelési koncentréciot,
amely még nem vezet a sejtek karositasahoz. E célbol a CHO sejteket 24 o6ran at kezeltiik
sejtek relativ hanyadat az Gsszes sejthez képest ugy, hogy a nekrotikus sejteket Sytox Green,
mig az apoptotikus sejteket Alexa Fluor 647 fluoroforral konjugélt annexin V markerrel
jeloltiik. Méréseink soran a 40 uM Cer még nem csokkentette a sejtek életképességét, csak 80
¢s 160 uM koncentracioban eredményezte a mindkét markerre nézve negativ, élonek tekinthetd
sejtek ardnyanak szignifikans csokkenését (15. abra). Ezzel ellentétben a GlcCer csak 160 pM
esetén novelte szignifikdnsan az elhalt sejtek aranyat, mig a lipidek szolubilizaldsara hasznalt
abszolut etanol a kisérletekben alkalmazottakkal ekvivalens koncentracidban nem okozott
érdemi hatast az €16 sejtek relativ hanyadara. Méréseink alapjan a sejtek életképességbeli
csokkenése kisérleteinkben nem jatszik szerepet ezen lipideknek sem a Kv1.3 elektrofiziologiai
paramétereire, sem pedig a membran biofizikai tulajdonsagaira gyakorolt hatasaiban az altalunk

alkalmazott kisérletes protokollok esetén.
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15. abra: A Cl6-ceramid (Cer) és a Cl16-gliikozilceramid (GlcCer) kezelések hatisa a CHO sejtek
életképességére.

A nekrotikus és az apoptotikus sejtek azonositdsahoz a kontroll, valamint a 24 6raig 10-160 uM Cer-rel vagy
GlcCer-rel, vagy a lipidtdltések soran alkalmazott koncentracioknak megfelelé koncentracioban abszolut etanollal
kezelt sejteket Sytox Green és Alexa Fluor 647-tel konjugalt annexin V markerekkel jel6ltiik. Pozitiv kontrollként
a sejtek egy csoportjat 1 oran keresztiil 0,5% Triton X-100 jelenlétében inkubaltuk. Az egyedi sejtekhez tartozo
fluoreszcencia intenzitas értékeket aramlasi citometridval mértiik, majd meghataroztuk a duplanegativ, €16 sejtek
relativ hanyadat az egyenként legalabb 10000 sejtet tartalmazd mintdkban. Az abran az egyes kezelési
koncentraciokhoz tartozo atlagértékeket + SEM tiintettiik fel, amelyeket n = 5 fiiggetlen kisérlet elemzésével
hataroztunk meg. A csillagok (*) a kontroll mintakhoz képest szignifikans kiilonbségeket jelzik (p < 0,05,
ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt).

IV./7. A Cer és a GlcCer kezelések hatasa a CHO sejtek plazmamembranjaban talalhato
ceramidok mennyiségére

Az altalunk alkalmazott lipidek, elsdsorban a Cer rossz vizoldhatésaga miatt az is
felmertilhet, hogy a kisérleteinkben az exogén lipidek kicsapddhatnak és esetleg nem képesek
beépiilni a sejtek membranjaba. Bar fenti kisérleteink azt mutattdk, hogy a sejttenyésztd
hossza tav szupplementacidja lecsokkentette a sejtek életképességét (15. abra), és igy
varhatéan beépiil a kezelt sejtek plazmamembranjaba, tovabbi méréseket végeztiink annak
alatdmasztasara, hogy a lipidek valoban bejutnak a célsejtekbe. E célbol CHO sejteket
kezeltiink 40 uM Cer-rel, illetve GlcCer-rel 1 és 24 6ran keresztiil, majd ezt kdvetden indirekt
immunfluoreszcens jelolés és aramlasi citometria segitségével megvizsgaltuk a ceramid és
gliikkozilceramid mennyiségének valtozasat a plazmamembranban a kezelések hatasara.

Eredményeink alapjan mig a Cer toltés jelentdsen megnodvelte a membran ceramidszintjét mind
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I, mind 24 ora kezelési id6 esetén, a GlcCer toltés nem eredményezett szignifikans
ceramidszint-emelkedést (16A abra). Ezzel szemben a plazmamembran gliikozilceramid
szintjének vizsgalatakor a GlcCer kezelés mindkét id6tartamban alkalmazva szignifikans
emelkedést eredményezett, mig a Cer toltés nem idézett eld szignifikans valtozast a
plazmamembranban 1év6 gliikozilceramid mennyiségében (16B abra). A rovid és hosszu tava
kezelés utan kapott eredmények Osszehasonlitdsakor azt talaltuk, hogy a 24 6ras toltés altal
eredményezett valtozasok mind a Cer, mind a GlcCer esetében szignifikdnsan nagyobbak
voltak, mint az 1 6rés inkubacid utan. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a sejtek exogén
Cer-rel vagy GlcCer-rel torténd kezelése a plazmamembran ceramid, illetve gliikozilceramid
szintjének hossza tavi emelkedését eredményezte, amely magasabb volt, mint a rovid tava
expoziciot kovetden. Tovabba az a tény, hogy a Cer hatasara a gliikozilceramid szintekben nem
figyelhetd meg relevans eltérés, valamint a GlcCer t6ltésre a ceramid szintek nem véltoznak,
arra utal, hogy nem torténik jelentés Cer-GlcCer atalakulds, ami egyben a ceramid-
gliikozilceramid metabolikus Gtvonalak erds kapcsolodasa miatt azok érdemi kompenzatédrikus

aktivalodasanak hianyat jelzi.
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16. abra: A C16-ceramid (Cer) és a C16-gliikozilceramid (GlcCer) kezelések hatasa a sejtmembran ceramid
és gliikozilceramid szintjeire.

A kontroll, valamint az 1 vagy 24 6raig 40 uM Cer-rel vagy GlcCer-rel kezelt CHO sejteket vagy anti-ceramid
antitesttel, majd AlexaFluor647-tel konjugalt kecske egérellenes IgM antitestekkel (A) vagy anti-gliikozilceramid
antitesttel, majd Alexa Fluor 647-tel konjugalt kecske nytlellenes IgG antitestekkel (B) jeldltik. Az egyedi
sejtekhez tartozd fluoreszcencia intenzitds értékeket dramlési citometridval mértiik, majd meghatdroztuk az
egyenként legalabb 10000 sejtet tartalmaz6 mintakban az atlagos fluoreszcencia intenzitas értékeket, amelyeket a
kezeletlen kontroll mintak atlagara normaltuk. Mindkét panelen a normalt fluoreszcencia intenzitasok atlagértékeit
+ SEM tiintettiik fel, amelyeket egyneként n = 8§ fiiggetlen minta elemzésével hataroztunk meg. A csillagok (¥) a
kontrollhoz, vagy az 1 és 24 oran keresztiil kezelt sejtek egymashoz képest szignifikans kiilonbségeit jelezik (p <
0,05, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt).

IV./8. THP-1-eredetii polarizalt makrofagok létrehozasa és validalasa

A human polarizalt makrofagok egyszerli, hatékony ¢€s jol reprodukalhatd kisérleti
modelljének létrehozédsa érdekében akut monocitas leukémiabol szarmazé THP-1 sejteket
differencialtattunk makrofagokkd a médium 24 oran keresztiili alacsony, 10 ng/ml-es
tenyésztéedény aljahoz tapadtak hasonloan a korabbi vizsgalatainkban megfigyeltekhez (155,
172), tovabba morfoldgiajuk is jelentésen megvaltozott, a makrofagokra jellemzoen csokkent
a nukleocitoplazmatikus aranyuk. Ezt kdvetden az MO fenotipus kialakitasa érdekében a PMA-
val differencialt sejteket tovabbi 24 6ran at sem PMA-t, sem mas aktivatorokat nem tartalmazo
médiumban pihentettiikk. Az igy 1étrehozott MO sejteket ezt kdvetden vagy a klasszikus M1
aktivacios utvonal szerint polarizaltuk LPS és IFN-y, vagy az alternativ M2 ttvonalon IL-4 és
IL-13 segitségével (229-232). Kisérleti modelliink validalasa érdekében a megfeleld fenotipus

kialakulasat 24 vagy 48 ora polarizaciot kovetden a kiillonboz6 makrofadgokra jellemzé CD
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markerek sejtfelszini expresszidos mintdzatanak aramlasi citometrias vizsgalataval teszteltiik
(17. abra).
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17. abra: Kiilonb6z6 makrofag differencidciés és polarizaciés markerek expresszidjanak aramlasi
citometrias hisztogramjai.

A THP-1 sejteket 24 oras, 10 ng/ml PMA kezelés soran makrofidgokka differencidltattuk, amit 24 6ras pihentetés
kovetett PMA hianyaban. Az M0 makrofagokka differencialtatott sejteket ezt kovetden 48 oOran keresztiil
polarizaltuk klasszikus M1 makrofagokka 100 ng/ml LPS ¢és 20 ng/ml IFN-y, illetve M2 makrofagokka 20 ng/ml
IL-4 és 20 ng/ml IL-13 kezelés alkalmazésaval. Accutase oldattal torténé felvalasztas és Fc-receptor blokkolas
utan a sejteket fluoroforral konjugalt, az dbracimeknek megfelelé antitestekkel jeloltiik. A mintanként legaldbb

CD markerek expressziojanak mértékét mutatjak (folytonos vonalak), az azonos kisérletes koriilmények kozott
alkalmazott izotipus kontroll antitestekkel jelolt (vastag szaggatott vonalak), illetve a nem jeldlt sejtekhez képest
(vékony szaggatott vonalak).

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban a 24 vagy 48 6ran keresztiil LPS-sel és IFN-y-val
kezelt THP-1-eredetii makrofagok az M1 aktivacio jellegzetes tulajdonsagait mutattdk, azaz a
CD64, CD80 ¢és CD86 sejtfelszini markerek szintje szignifikansan emelkedett, amihez nem
tarsult valtozas a CD206 expresszidjaban, ezek mellett pedig csokkent a CD71 expresszioja
(17. és 18. abra). Ezzel szemben az IL-4-gyel és IL-13-mal 24 vagy 48 oran keresztiil kezelt
sejtek M2-szerti CD marker expresszios profilt mutattak, aminek megfeleléen a sejtfelszini
CD71 és CD86 szintjei jelentésen megndvekedtek, a CD64 és CD80 expresszidjanak valtozasa
nélkiil. Ezen kivil az M2 sejtekre specifikus CD206 expresszidja is szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult, ami azonban csak 48 o6ra polarizacié utan jelentkezett. Mivel a CD
expresszidos mintdzatok erdsen hasonloak voltak 24 és 48 ora polarizaciot kovetden,
Osszességében megallapithatjuk, hogy az altalunk eldallitott M1 és M2 sejtek mar 24 ora
polarizacié utan a klasszikusan, illetve alternativ mddon aktivalt makrofagokra jellemzo

sejtfelszini CD expresszids profilokat (234, 235) mutattak, amelyet legalabb tovabbi 24 6raig,
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azaz a polarizacio kezdetétdl szamitott 48 oraig megoriztek. fgy a kovetkezé fejezetekben leirt

kisérleteket a polarizacio kezdetétél szamitott 24 és 48 ora kozott, stabilan polarizalt

makrofagokon végeztiik.
A 24 6ra polarizacié utan
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18. abra: Az M0, M1 és M2 THP-1 eredetii makrofagok sejtfelszini CD marker expresszios profilja.

A THP-1 sejteket 24 6ras 10 ng/ml PMA kezelés soran makrofagokka differencialtattuk, amit 24 6ras pihentetési
idészak kovetett PMA hianyaban. Az igy kialakitott MO makrofagokat ezt kdvetéen 24 (A) vagy 48 (B) oran
keresztiil polarizaltuk klasszikus M1 makrofagokka 100 ng/ml LPS és 20 ng/ml IFN-y kezelés, illetve M2
makrofagokka 20 ng/ml IL-4 és 20 ng/ml IL-13 kezelés soran. A sejtek Accutase oldattal torténd felvalasztasa és
Fc-receptor blokkolds utan a differencialt, majd kiilonb6z6 iranyokba polarizalt makrofagok sejtfelszini CD
marker expressziojat a megfeleld fluoroforokkal konjugalt antitestek és aramlasi citometria segitségével
vizsgaltuk. A kiértékelés soran meghataroztuk a mintanként legalabb 10000 normal morfoldgiaju egyedi sejt
fluoreszcencia intenzitasanak atlagat, amit az MO mintak atlagértékére normaltunk. Az n = 6 bioldgiai
replikditumban meghatarozott, normalt fluoreszcencia intenzitasokat és azok atlagértékeit = SEM abrazoltuk
mindkét panelen. A csillagok az MO mintakhoz képest szignifikans kiilonbségeket jelzik (*p < 0,05, **p < 0,01,
*H*%p < 0,0001, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt alapjan).

IV./9. A Hyl inhibitor CIGBI doézis- és polarizaciofiiggéen csokkenti a polarizalt
makrofagok életképességét

Annak tesztelésére, hogy a Hvl gatlasa befolydsolja-e a polarizalt makrofagok
¢letképességét, hasonloan kiilonbozo sejttipusoknal leirtakhoz (15-19, 100), a THP-1 eredetii

makrofagokat a fentiek szerint 24 6ran keresztiil polarizaltuk, majd a polarizal6 médiumot a
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csatorna széles korben alkalmazott gatloszerével, a CIGBI-vel egészitettiik ki (15-17, 19, 86,
100, 119, 122, 123, 131). A 24 o6ras CIGBI kezelést kovetden a kezelt és a kontroll sejteket
kiméletesen felvalasztottuk Accutase-zal, amir6l korabban kimutattak, hogy nem befolyasolja
a sejtek életképességét (233). Ezt kdvetden pedig Sytox Green fluoroforral a nekrotikus, Alexa
Fluor 647-konjugalt annexin V-vel pedig az apoptotikus sejteket jeldltiik, végezetiil pedig a
kett0s negativ, azaz ¢l6 sejtek aranyanak meghatdrozasara aramlési citometriat alkalmaztunk
(173, 174). Mindharom vizsgalt THP-1-eredeti makrofagpopulacioban a CIGBI dozisfliggden
csokkentette az €16 sejtek aranyat (19. abra). Figyelemre méltd, hogy a CIGBI al28 és 256
uM-os koncentraciokban alkalmazva, amelyeket szamos sejttipus esetén a Hy1 funkcioit feltard
tanulmanyokban széles korben hasznalnak (86, 89, 100, 122, 123), dramaian alacsonyabb
sejtéletképességet eredményezett. Eredményeink alapjan a kiilonbozé makrofagok
érzékenysége eltérd, ugyanis a legtobb vizsgalt koncentracional az M1 sejtekben kivaltott
¢letképesség-csokkenés szignifikansan magasabb, mig az M2 makrofagok esetében
szignifikansan alacsonyabb volt az M0 makrofagoknal megfigyeltekhez képest (az ilyen jellegli

szignifikans eltérések kettOskereszttel jelolve az abran).
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19. abra: A Hv1 ioncsatornat gatlo CIGBI dézisfiiggden csokkenti a polarizalt makrofagok életképességét.
A THP-1 sejteket 24 oras 10 ng/ml PMA kezelés soran makrofagokka differencialtattuk, amit 24 6ras pihentetés
kovetett PMA hianyaban. Az MO makrofagokka differencidltatott sejteket ezt kovetden 24 oran keresztiil
polarizaltuk klasszikus M1 makrofagokka 100 ng/ml LPS és 20 ng/ml IFN-y kezelés, illetve M2 makrofagokka 20
ng/ml IL-4 és 20 ng/ml IL-13 kezelés soran. A sejteket ezt kovetden 24 oran keresztiil 16 és 256 pM kozotti
koncentraciokban CIGBI-vel kezeltiik. A médiumban mar sz6, valamint az Accutase segitségével felvalasztott
sejtek Osszegylijtése utan jeloltiik azokat Sytox Green és Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V alkalmazasaval a
nekrotikus, illetve apoptotikus sejtek azonositasahoz. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat aramlasi
citometriaval mértiikk, majd az egyenként legalabb 10000 sejtet tartalmaz6 mintdkban meghataroztuk a kettds
negativ, azaz €16 sejtek relativ ardnyat, amit a kezeletlen, kontroll mintdkban meghatérozott atlagértékre
normaltunk. (A) A reprezentativ siirliségplotok a 128 uM-os CIGBI kezelés hatasat mutatjadk az M0, M1 és M2
makrofagok életképességére. (B) Az abran a kezelésenként n = 6 bioldgiai replikdtum esetében meghatarozott és
normalt é18sejt aranyok és azok atlagértékei + SEM keriiltek bemutatasra. A csillagok az adott sejttipuson beliili
kontroll mintdkhoz képest (*p < 0,05, ****p < 0,0001), mig a kettskereszt jelzés az MO sejtekhez képest
szignifikans kiilonbségeket jelzik adott CIGBI koncentraciok mellett #p < 0,05, ##p < 0,0001, ANOVA, majd
Tukey-féle HSD teszt alapjan).
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IV./10. A CIGBI a Hv1 ioncsatorna gatlasan keresztiil csokkenti a polarizalt makrofagok
életképességét

Annak alatdmasztaséara, hogy a CIGBI altal kivaltott sejtéletképesség-csokkenést a Hv1
gatlasa indukélja és nem a vegyiilet egyéb, makrofagokon talalhaté ioncsatornakra gyakorolt
nem specifikus, igynevezett ,,off-target™ hatasai (121), megvizsgaltuk mas relevans ioncsatorna
gatldszerek hatasat a THP-1-eredetii MO, M1 és M2 makrofagok életképességére. Méréseink
soran a Kv1.3 specifikus gatloszerét, a Vm24 skorpiotoxint (49), a fesziiltségkapuzott
natriumcsatornak specifikus gatloszerét, a tetrodotoxint (TTX) (236), az aspecifikus
kaliumcsatorna gatlo tetraetil-ammoniumot (TEA™) (237), és a Hv1 jol ismert nem specifikus
gatloszerét, a Zn?*-et (66) alkalmaztuk. A Vm24-et, a TTX-et, a TEA™-t és a Zn**-et az in vitro
funkcionalis vizsgalatokban leggyakrabban hasznalt koncentracioban alkalmaztuk. Ezekben a
kisérletekben a TTX nem befolyasolta a sejtek életképességét, a Vm24 és a TEA™ pedig csak
kisebb hatasokat eredményeztek, f6ként az M1 sejtekben. Ezzel szemben a Hv1 inhibitor Zn?*
a CIGBI hatasaihoz hasonléan figyelemre meéltd6 modon csokkentette a makrofagok

¢letképességét, kiilondsen az M1 sejtekben (20. abra).
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20. abra: Egyéb ioncsatorna gatloszerek hatasa a polarizalt makrofagok életképességére.
A 19. éabranal leirt modon differencialtatott M0, M1 és M2 makrofagokat 24 o6ran keresztiil 20 pM Vm24

modon, hogy a polarizaciés médiumot szupplementaltuk az inhibitorokkal. A médiumban mar 1sz6, valamint az
Accutase segitségével felvalasztott sejtek Osszegyiijtése utan jeloltiik azokat Sytox Green és Alexa Fluor 647-
konjugalt annexin V alkalmazasaval a nekrotikus, illetve apoptotikus sejtek azonositdsdhoz. Az egyedi sejtek
fluoreszcencia intenzitasat aramlasi citometriaval mértiik, majd az egyenként legalabb 10000 sejtet tartalmazo
mintakban kiszamoltuk a kettds negativ, azaz €16 sejtek relativ aranyat, amit a kezeletlen, kontroll mintdkban
kapott atlagértékre normaltunk. Az abran a kezelésenként n = 9 bioldgiai replikatum esetében meghatarozott és
normalt éldsejt aranyok és azok atlagértékei £ SEM keriiltek bemutatasra. A csillagok az adott sejttipuson beliili
kontroll mintakhoz képest (*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001), mig a kettGskereszt jelzés az MO sejtekhez
képest szignifikans kiilonbségeket jelzik adott gatloszer koncentraciok mellett (*p < 0,05, #p < 0,01, ##p < 0,000,
ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt alapjan).

Mig a Zn** 4ltal az M1 makrofagokon kivaltott hatés szignifikdnsan nagyobb volt, mint
az MO sejtekre gyakorolt hatas, az M1 és M2 kozotti kiilonbség a statisztikai szignifikancia
hataran mozgott (p=0,0678). A korabban bemutatott, CIGBI alkalmazasaval nyert eredmények
alapjan varhat6 lenne, hogy az M1 makrofagok érzékenysége lényegesen fokozott a Zn?* irant
az M2 sejtekhez képest, ugyanakkor eredményeink ezt nem igazoltak egyértelmtien. Ennek
hatterében az allhat, hogy a Zn?*-érzékeny fehérjék nagyon fontos szerepet jatszanak az M2
makrofagok miikodésében, igy a Zn>* kezelés a Hv1 gatlasan kiviil egyéb mas utvonalakon is

befolyasolhatja ezen sejtek életképességét (238).
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21. abra: A Hvl ioncsatorna expressziojanak aramlasi citometrias vizsgalata kiillonb6z6 utvonalon
polarizalt makrofagokban.

A 19. abranal leirt modon differencialtatott MO, M1 és M2 makrofagok Accutase oldattal torténd felvalasztasat,
fixalasat, permeabilizalasat és az Fc-receptorok blokkolasat kdvetden a kiilonb6z6 makrofagok Hy1 expresszidjat
indirekt immunfluoreszcens jeldléssel és aramlasi citometria segitségével hasonlitottuk Ossze. Az é&bran
bemutatott, mintdnként legalabb 10000 normal morfoldgidji egyedi sejt adatait tartalmaz6 reprezentativ
hisztogramok (folytonos vonal) demonstraljak a jel6lddés mértékét az azonos kisérletes koriilmények kozott
alkalmazott izotipus kontroll antitestekkel jelolt (vastag szaggatott vonalak), illetve a csak masodlagos antitesttel
jelolt sejtekhez képest (vékony szaggatott vonalak).

Mivel mindkét vizsgalt Hv1 gatldszer, a CIGBI és a Zn?>* egyarant nagyobb mértékben
csokkentette az M1 makrofagok életképességét, mint az M0 vagy M2 sejtekét (19. és 20. abra),
ezutan a megvizsgaltuk a Hvl expresszidjanak mértékét a kiilonbozé tGtvonalon polarizalt
makrofagokban dramlasi citometridval. A Hv1 gatloszerek nagyobb hatdsaval 6sszhangban az
M1 sejtekben szignifikdnsan magasabb Hv1 expressziot talaltunk, mint az MO sejtekben, mig a
Hv1 mennyisége az M2 sejtekben bizonyult a legalacsonyabbnak (21. és 22A abra). Az MO,
M1 és M2 makrofagok életképességének csokkenése és a Hv1 expresszioja kozott figyelemre
méltéan jelentOs, statisztikailag szignifikdns pozitiv korrelaciot taldltunk (22B 4bra).
Osszességében a mas relevans ioncsatorna gatlokkal kapott eredmények (20. abra), valamint a
Hv1 expresszio (21. és 22A abra) és a Hv1 gatlasa altal kivaltott sejtéletképesség-csokkenés
mértéke kozotti korrelacio (22B abra) meggy6zden alatamasztjak, hogy a CIGBI altal kivaltott
hatasokat valoszintileg ténylegesen a gatloszer Hv1 ioncsatornara gyakorolt gatlasa okozhatja,

nem pedig ,,off-target” hatasok.
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22. abra: A polarizalt makrofigok Hvl expresszidja pozitiv korrelaciot mutat a CIGBI altal kivaltott
életképesség-csokkenés mértékével.

(A) A 19. abranal leirt modon differencialtatott M0, M1 és M2 makrofagok Accutase oldattal torténd
felvalasztasat, fixalasat, permeabilizalasat és az Fc-receptorok blokkolasat kdvetden a kiilonbozé makrofagok Hy 1
expressziojat indirekt immunfluoreszcens jel6lés utan aramlasi citometria segitségével hasonlitottuk Gssze.
Mintanként legalabb 10000 normal morfologiaju egyedi sejt atlagos fluoreszcencia intenzitasat hataroztuk meg,
amelyet ezt kovetéen az MO mintdk atlagértékére normaltuk. A panel az n = 6 biologiai replikatumban
meghatarozott normalt fluoreszcencia intenzitasokat és azok atlagértékeit £ SEM mutatja. A csillagok az MO
mintakhoz képest szignifikans kiilonbségeket jelzik (¥p < 0,05, ****p < 0,0001, ANOVA, majd Tukey-féle HSD
teszt alapjan). (B) Az MO, M1 és M2 makrofagok esetében a 128 uM CIGBI kezelés altal kivaltott relativ
¢életképesség-csokkenés atlagos értékét (= SEM) abrazoltuk az MO sejtekre normalt atlagos Hy1 expresszio (+
SEM) fiiggvényében. A két paraméter kozotti korrelacié mértékét Deming-regresszios elemzéssel hatdroztuk meg,
amely az dbran feltiintetett p-érték alapjan szignifikans korrelaciot mutatott ki az életképesség-csokkenés és a Hy 1l
expresszid mértéke kozott.

IV./11. A CIGBI altal kivaltott életképesség-csokkenés a plazmamembran ceramid
szintjének idofiiggé emelkedésével jar egyiitt

Figyelembe véve a megndvekedett ceramidszint és a sejthalal kiilonb6z6 formai kozotti
ismert kapcsolatot (206, 209), valamint azt a tényt, hogy a ceramid sejten beliili termelodéséért
pH-érzékeny enzimek felelések (210-212), azt feltételeztik, hogy a sejtmembran
ceramidszintjének emelkedése hozzajarulhat a Hv1 ioncsatornat gatlo CIGBI ¢letképesség-
csokkentd hatasahoz. Ennek tesztelése érdekében eldszor a ceramid mennyiségének idofiliggd
valtozasait hataroztuk meg a korabbi munkank sordn mar alkalmazott ceramidellenes antitesttel

torténd jelolést kdvetden aramlasi citometria segitségével (23. abra).
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23. abra: A membran ceramidszintjének meghatirozasa aramlasi citometriaval.

A 19. ébranal leirt modon differencidltatott MO, M1 és M2 makrofagokat 18 6ran at 50 vagy 100 uM CIGBI-vel
kezeltiik. Accutase oldattal torténé felvalasztas és Fc-receptor blokkolds utan a sejteket ceramidellenes
antitestekkel, majd Alexa Fluor 647-konjugalt kecskében termelt egérellenes IgM antitestekkel jeloltik. Az egyedi
sejtek fluoreszcencia intenzitasat ezt kovetden aramlasi citometriaval hataroztuk meg, az dbran a mintanként

[y

bemutatasra. Az abra a fluoreszcencia intenzitas CIGBI hatasara (vastag folytonos vonal) bekdvetkez6 eltolodasat
szemlélteti a kezeletlen jelolt sejtekhez (vastag szaggatott vonalak), az azonos kisérletes koriilmények kozott
alkalmazott izotipus kontroll antitestekkel jelolt (vékony folytonos vonalak), illetve a csak masodlagos antitesttel
jelolt sejtekhez képest (vékony szaggatott vonalak).

Eloészor is dsszehasonlitottuk a kezeletlen sejtek ceramidszintjét €s azt talaltuk, hogy a
ceramid mennyisége a sejtmembranban szignifikansan magasabb volt az M1 sejtekben, mint az
MO vagy M2 makrofagokban (23. abra és 24A abra). Tovabba méréseink soran a CIGBI az
MO, M1 és M2 makrofadgokban is a plazmamembranban talalhatd ceramid szintjének jelent6s
idofliggd novekedését eredményezte és a legnagyobb relativ emelkedést az M1 sejtekben
tapasztaltuk 100 uM CIGBI hatasara (23. abra és 24B dbra). Ezek a kisérletek meggy6z6en
kimutattdk, hogy a Hv1 gatlasanak hatasara a plazmamembran ceramidszintje megndvekedett,
azonban nem szolgaltattak informdaciot arra vonatkozdan, hogy milyen molekularis

mechanizmus vezet a ceramid fokozott termelédéséhez a csatorna gatlasat kdvetden.
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24. abra: A CIGBI a polarizilt makrofigok plazmamembranjiaban talialhaté ceramid mennyiségének
ido6fiiggé emelkedését idézi elo, amely legkifejezettebb az M1 sejtekben.

A 19. 8branal leirt modon differencialtatott MO, M1 és M2 makrofagokat 1, 4 vagy 18 6ran 4t 50 vagy 100 pM
CIGBI-vel kezeltiik. Az Accutase oldattal torténd felvalasztast és az Fc-receptorok blokkolasat kovetden a sejteket
ceramidellenes antitestekkel, majd AlexaFluor647-konjugalt kecskében termelt egérellenes IgM antitestekkel
jeloltiik. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat ezt kovetden aramlasi citometriaval mértiik €s mintanként
kezeletlen mintak atlagos fluoreszcencia intenzitdsat ezt kovetéen normaltuk a kezeletlen MO makrofagokban
szamitott atlagértékre, majd az n = 6 bioldgiai replikatumban meghatarozott, normalt fluoreszcencia intenzitasokat
és azok atlagértékeit (= SEM) abrazoltuk. A csillagok az MO mintakhoz képest szignifikans kiilonbségeket jelzik
(*¥***p < 0,0001, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt alapjan). (B) Alternativaként minden egyes sejttipus
esetében az egyes mintak atlagos fluoreszcencia intenzitasat a kezeletlen, kontroll mintaban szamitott atlagértékre
normaltuk. Az abran az n = 6 bioldgiai replikatumban meghatarozott normalt fluoreszcencia intenzitasok
atlagértékeit (= SEM) abrazoltuk. A csillagok a kezeletlen kontroll mintdkhoz viszonyitott szignifikans
kiilonbségeket jelzik minden sejttipus esetén (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001, ANOVA,
majd Tukey-féle HSD teszt alapjan).

IV.J/12. A CIGBI altal Kkivaltott sejtéletképesség-csokkenést mérsékli a savas
szfingomielindz enzim egyidejii gatliasa

Amennyiben a plazmamembran megemelkedett ceramidszintje valoban hozzajarul a
Hvl gatlasa kovetkeztében kialakulo életképesség-csokkenéshez, akkor varhatéan a CIGBI
ezen hatasat a ceramid termelésének parhuzamos gatlasaval mérsékelni lehet. Mivel a ceramid
termelése elsdsorban de novo szintézis vagy a neutralis és savas szfingomielinazok aktivitasa

révén torténik (152, 206, 209), megvizsgaltuk ezen utvonalak gatloszereinek lehetséges

védohatasat. Nevezetesen a de novo szintézisben sebességmeghatdrozd szerin-
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palmitoiltranszferazt myriocinnal (239), a neutralis szfingomielinazt GW4869 hasznalataval
(225), a savas szfingomielinazt pedig ARC39-cel gatoltuk (240). Ezekben a kisérletekben a
THP-1-eredetli makrofagokat 30 percig eldkezeltiik ezekkel az inhibitorokkal, majd a
médiumot 24 6rara az MO és M2 sejtek esetében 100 uM, mig az M1 makrofagok esetében 50
uM CIGBI-vel egészitettiik ki, ezt kovetden pedig meghataroztuk az €16 sejtek aranyat a
korabbi kisérleteink soran alkalmazott mddon (19. abra). Korabbi megfigyeléseinkkel
Osszhangban a CIGBI nagymértékben csokkentette az életképességet az MO, M1 és M2
sejtekben egyarant (25A abra). Azonban amennyiben a CIGBI-t egyiitt alkalmaztuk az egyes
gatloszerekkel, azt tapasztaltuk, hogy a ceramidot termelé enzimek inhibitorai részleges
védelmet nyujtottak a CIGBI hatésai ellen. Mig a szerin-palmitoiltranszferazt gatlo myriocin és
a neutralis szfingomielindzt blokkold GW4869 altal kivaltott védohatasok biologiai
szempontbol elhanyagolhatoak voltak, addig a savas szfingomielinaz specifikus gatloszere, az
ARC39 szignifikansan mérsékelte a CIGBI altal kivaltott életképesség-csokkenést mindharom
sejttipusban, kivaltképp az M1 makrofagokban. Tovabba kimutattuk, hogy az ARC39 minden
makrofdg altipusban mérsékelte a plazmamembran ceramidszintjének a CIGBI hatasara
bekdvetkezd ndvekedését is (25B abra). Osszességében ezek az eredmények megerdsitették,
hogy a Hvl ioncsatorna gatldsa a sejtek ¢életképességének csokkenését a ceramidszint
emelkedésén keresztiil valtja ki, amely enzimatikusan elsGsorban a savas szfingomielinaz

aktivitasan keresztiil valésulhat meg.
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25. abra: A ceramid termelédését gatlé szerek védd hatiassal birnak a CIGBI altal kivaltott toxicitassal
szemben polarizalt makrofigokban

(A) A 19. abranal leirt modon differencialtatott MO, M1 és M2 makrofagokat 1 pM szerin-palmitoiltranszferaz
inhibitor myriocinnal, 2 pM neutralis szfingomielinaz inhibitor GW4869-cel vagy 5 uM savas szfingomielinaz
inhibitor ARC39-cel el6kezeltiik 30 percig, majd a kezel6oldatot 24 6ran at MO és M2 sejtek esetén 100 uM, mig
M1 makrofagoknal 50 pM CIGBI-vel egészitettiik ki. A médiumban mar 1sz6, valamint az Accutase segitségével
felvalasztott sejtek Osszegylijtése utan a mintat Sytox Green és Alexa Fluor 647-konjugalt annexin V markerekkel
jeloltiik a nekrotikus, illetve apoptotikus sejtek azonositasahoz. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat
aramlasi citometriaval mértiik, majd az egyenként legalabb 10000 sejtet tartalmazé mintakban meghataroztuk a
kettés negativ, azaz €16 sejtek relativ aranyat, amit a kezeletlen, kontroll mintdkban meghatérozott atlagértékre
normaltunk. Az abran a kezelésenként n = 12 bioldgiai replikatum esetében meghatarozott és normalt élésejt
aranyok és azok atlagértékei (= SEM) kertiiltek bemutatasra. A csillagok az adott sejttipuson beliil a kezeletlen,
kontroll mintdkhoz képest szignifikans kiilonbségeket jelzik (**p < 0,01, ****p < 0,0001), mig a kettdskereszt
jelzés a csak CIGBI-vel kezelt sejtekhez képest tapasztalt szignifikdns kiilonbségeket mutatja ¥p < 0,05, ##p <
0,0001, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt alapjan). (B) A fentiek szerint differencialt, pihentetett és polarizalt
THP-1 sejteket 5 uM ARC39-cel el6kezeltiik 30 percig, ezt kovetden a kezelGoldatot 24 6ran at MO és M2 sejtek
esetén 100 pM, mig M1 makrofidgoknal 50 uM CIGBI-vel egészitettiik ki. Az Accutase oldattal torténd
felvalasztast és az Fc-receptorok blokkolasat kdvetden a sejteket ceramidellenes antitestekkel, majd Alexa Fluor
647-konjugalt kecskében termelt egérellenes IgM antitestekkel jeloltiik. Az egyedi sejtek fluoreszcencia

atlagos fluoreszcencia intenzitasat hataroztuk meg. Minden egyes sejttipus esetében az egyes mintak atlagos
fluoreszcencia intenzitasat a kezeletlen, kontroll mintdban meghatdrozott atlagértékre normaltuk. Az dbran azn =
9 biolodgiai replikatumban meghatarozott normalt fluoreszcencia intenzitasok atlagértékeit (+ SEM) abrazoltuk. A
csillagok a kezeletlen, kontroll mintakhoz képest szignifikans kiilonbséget jelzik (*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p
<0,0001), mig a kettdskereszt jelzés a csak CIGBI-vel kezelt sejtekhez képest szignifikans kiilonbséget mutatja
(*p < 0,05, ##p < 0,0001, ANOVA, majd Tukey-féle HSD teszt alapjan).
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V. DISZKUSSZIO

V./1. A membranbeli C16-ceramid és C16-gliikozilceramid hasonlé elektrofiziologiai
hatasokat fejt ki a Kv1.3 ioncsatornira annak ellenére, hogy az intramolekuliris
tamadaspontjuk valdsziniileg kiilonbo6zik

Ahogy azt a bevezetésben is bemutattuk, mivel a Kv1.3 fesziiltségkapuzott ioncsatorna
aktivacioja jelentés konformaciovaltozasokkal, mind a VSD-t, mind pedig a PD-t alkotd
transzmembran szegmensek massziv molekularis atrendez6désével jar egyiitt, a
plazmamembran lipidosszetételében bekovetkezd eltérések jelentés modulald hatést
gyakorolhatnak a csatorna aktivacios kapuzasara (1. abra).

Ezzel Osszhangban kisérleteink soran eloszor a Cer és GlcCer kezelések
elektrofiziologiai hatasait vizsgaltuk a PD és VSD mozgasat reprezentald ionaramok és
fluoreszcens jelek egyidejii rogzitésével, amelyek segitségével meghatiroztuk a Kvl.3
porusnyitasat és VSD aktivacidjat jellemzd egyensulyi aktivacios és kinetikai paramétereket.
Méréseink soran a TEVCF technikat hasznaltuk a Cer és GlcCer kezelések altal kivaltott
elektrofiziologiai hatdsok leirasara és a lipidek intramolekuléris célpontjanak azonositasara
(200). Munkéankhoz az A309C pontmutdcioval rendelkezd Kv1.3 ioncsatornat hasznaltuk,
amely a vad tipusu csatornahoz hasonld elektrofiziologiai tulajdonsagokkal rendelkezik és
korabbi munkank alapjan optimalisan alkalmazhaté az MTS-TAMRA jeloléshez, igy a TEVCF
technikaval torténd mérésekhez (201). Kisérleteink soran mind a Cer, mind a GlcCer jobbra
tolta a porus egyensulyi aktivaciojat jellemzé Gnorm-V gorbéket, azaz a csatorna aktivacios
kiiszobének pozitivabb membranpotencialok fel¢ torténd eltolodasat eredményezte a
félaktivacios fesziiltségeket jellemz6é Vin értékek megegyez6 iranyt eltolodasaval
parhuzamosan (9. dbra). Tovabbd mindkét lipid jelentdsen lassitotta az dram aktivacios
kinetikajat, amit a magasabb tak id6allandok ¢€s a jelentdsen csokkent teljessejt iondramok
mutattak (10. és 12. abra). A kezeléseink hatasara megfigyelt eltérések relevanciajat mutatja,
hogy az ezen paraméterekben bekovetkezett valtozasok nagysagrendje hasonlo volt a korabban
a kutatocsoportunk altal ugyanebben a kisérletes rendszerben vizsgalt koleszterinre adott
valaszok nagysagahoz (201). A csatorna kapuzidsa soran bekodvetkez6 VSD mozgasok
vizsgalata soran a fluoreszcens jel tesztfesziiltségtol valo fliggésének elemzésekor azt talaltuk,
hogy a Cer az Fuom-V gorbék jobbra tolodasat eredményezte, hasonléan a Gnorm-V gorbéknél
megfigyelthez (9. abra). Ezzel parhuzamosan a VSD aktivacios kinetikdja is jelentdsen lassult,
amit a megndvekedett fluoreszcens jel aktivacios id6allandd értékek mutatnak (11. dbra). A

Cer-nél megfigyeltekkel szemben, a GlcCer esetében nem tapasztaltunk ilyen valtozasokat a
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VSD mozgast jellemzd paraméterek egyikében sem (9. és 11. abra). Osszességében a TEVCF
méréseink arra utalnak, hogy bar mind a Cer, mind a GlcCer kezelés altalanossagban gatld
hatést gyakorol a Kv1.3 aktivaciojara, pontos hatdsmechanizmusuk jelentdsen eltér egymastol,
mivel azok a csatorna kiilonbdz6 doménjein keresztiil hatnak. Nevezetesen, a Cer a csatorna
aktivacios kapuzasat elsédlegesen a VSD-re hatva modositja, mig a GlcCer kdzvetleniil a PD-
n keresztiil fejti ki hatasat.

A TEVCF mérések soran megfigyelt ceramid felhalmozodas indukalta valtozasok (a
Gnorm-V gorbe jobbra tolddasa, az aram aktivacios kinetikajanak lassulasa és az aramamplitado
csokkenése) dsszhangban vannak a ceramid Kv1.3 ioncsatornara kifejtett hatasait leir6 korabbi
eredményekkel (197, 198). Azt a megfigyelésiinket, hogy a ceramid kozvetleniil befolyasolja a
VSD mozgasat, egy korabbi tanulmany is alatdmasztja, amely kimutatta, hogy a ceramidok
képesek csokkenteni az egyedi Kvl.3 ioncsatorndk nyitasi valoszinliségét anélkiil, hogy
befolyasolnak azok egyedi vezetoképességét (198). A GlcCer kozvetleniil a PD-n keresztiil
megvaldsulo hatdsait alatdmasztja az a tény, hogy a GlcCer a vizsgalt aram- és fluoreszcens jel
paramétereket a koleszterinnel azonos mintdzatban modositja. Kordbban ugyanezt az A309C
Kv1.3 mutanst és TEVCEF kisérleti elrendezést hasznalva munkacsoportunk kimutatta, hogy a
membranban talalhat6é koleszterin mennyiségének novelése csokkent teljessejt ionaramokat,
lassult aramaktivalasi kinetikat és a Gnorm-V gOrbe szignifikans eltolodasat eredményezett,
anélkiil, hogy az Fnorm-V gorbére vagy a fluoreszcens jel aktivacios kinetikajara barmilyen
hatéssal lett volna. Ezek alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy a koleszterin a csatorna aktivacios
kapuzasara gyakorolt hatasat elsddlegesen a PD-t célozva fejti ki, anélkiil, hogy a VSD

mukodését modositana (201).

V..2. A Cl16-ceramid és Cl6-gliikozilceramid eltéré membranbiofizikai tulajdonsagai
magyarazhatjak azok Kv1.3 ioncsatornan beliili eltéré tamadaspontjat

A TEVCF mérések kimutattdk, hogy a Cer elsddlegesen a VSD-n , a GlcCer pedig
kozvetleniil a PD-n keresztiill hat (9-11. abra), ami arra utal, hogy a két lipid eltérd
hatasmechanizmussal, kiillonb6z6 intramolekularis célponttal befolyasolja a Kv1.3 kapuzasat.
Annak eldontésére, hogy a Cer és a GlcCer eltérd hatasmechanizmusahoz hozzajarulnak-e a két
lipid esetlegesen eltérd membranbiofizikai hatasai, ¢l6 CHO sejtekben vizsgaltuk a lipid
kezeléseket kovetd valtozasokat a sejtmembran rendezettségét jellemz6 biofizikai
paraméterekben.

Méréseink soran a membran kiilonb6z6 mélységli rétegeinek szerkezeti rendezettségét

s
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aranyanak szamszerisitésével vizsgaltuk. A plazmamembranban bekdvetkezé valtozasok
vizsgalatahoz rovid festési periodusokat és gyors mérési idoket alkalmaztunk a TMA-DPH-val
¢s a Laurdan-nal végzett spektrofluorimetrids méréseknél, hogy elkeriiljik a festékek
internalizacidjat, mig a di-8-ANEPPS-sel végzett vizsgalataink soran haszndlt kvantitativ
jeleket vizsgaljuk €s igy a dipolpotencial mértékét exkluziv modon csak ott hatarozzuk meg.
A membranbiofizikai méréseink soran megndvekedett TMA-DPH fluoreszcencia
anizotropia (13B abra) és Laurdan generalizalt polarizacié (13C abra) értékeket figyeltiink
meg a sejtmembran exogén Cer toltésének hatdsara, amelyek a sejtmembran csokkent
tanulmanyokkal, amelyekben azt talaltdk, hogy a membranban megnovekedett Cer
koncentraci6é altalanosan noveli a lipidkettdsrétegek molekularis rendezettségét. Ezen
megfigyelést modellmembranokban (241, 242) és €16 sejtekben is kimutattdk bakteridlis
szfingomielindzzal torténd kezelés sordn, tovabba a ceramid-szintaz enzim expresszidjanak
fokozasa révén, illetve Cer toltésre adott valaszként egyarant (158, 184). Ismert, hogy a GlcCer
noveli a rendezettséget modell lipidkettosrétegekben (187, 190), illetve fibroblasztokban és
makrofagokban a kémiailag indukalt GlcCer felhalmozddas csokkent fluiditast és hidraciot,
valamint emelkedett dipdlpotencialt eredményez (155, 172, 190). Méréseink sordn hasonlo
valtozasokat figyeltiink meg a CHO sejtek kiviilrdl torténd GlcCer toltésének hatasara (13. és
14. abra). Ezek a membranbiofizikai valtozasok egybecsengenek a korabban kutatdcsoportunk
altal megfigyelt, koleszterin altal okozott valtozasokkal (156, 174). Mindezekkel parhuzamosan
a GlcCer a Kvl.3 elektrofiziolégiai paramétereit is modositotta (9-12. abra), amelyek
figyelemre méltdéan hasonloak voltak kutatdcsoportunk korabbi, koleszterin toltést kovetden
ugyanazon kisérleti elrendezésben megfigyelt eredményeihez (201). Az a tény, hogy a GlcCer
¢s a koleszterin, két, szerkezetileg nem rokon lipid, Kv1.3-ra kifejtett elektrofiziologiai hatdsai
kozel azonosak voltak, arra utal, hogy a membran biofizikai tulajdonsagai, igy a fluiditas, a
hidracié és a dipdlpotencial hasonld valtozasai jelentésen hozzajarulhatnak ezen lipidek
hatasmechanizmusahoz, ami kiemeli az indirekt lipidhatasok fontossagat a csatornamiikodés
modulaciojaban. Kisérleteinkben a hidrofob régiot érintdé membranbiofizikai eltéréseket
tekintve a Cer altal kivaltott valtozadsok valamivel nagyobb mértékiiek voltak a GlcCer altal
okozottakhoz képest, a kettd kozotti kiilonbség a membranhidracié vizsgalatakor elérte a

statisztikai szignifikancia szintjét (13C abra).
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Bar a Cer ¢és a GlcCer kezelés hatasara a sejtmembran hidrofob belsé magjaban
eloidézett, fent leirt szerkezeti valtozasok nagyjabol hasonlonak mutatkoztak, a membran
dipdlpotencidljara gyakorolt hatdsuk Iényegesen kiilonbozott (14. abra). A GlcCer
felhalmozodasaval ellentétben a Cer kezelés alacsonyabb di-8-ANEPPS gerjesztési aranyt
eredményezett, ami a dipolpotencidl csokkenésére utal és igy a két lipid membran-viz
hatarfeliiletre gyakorolt 1ényegesen eltérd hatasara kdvetkeztethetiink. Ez a megfigyelés elsd
pillantasra meglepd lehet, tekintve a dipdlpotencial és a lipidek rendezettsége kozotti
esszencialis kapcsolatot (2, 176). A latszolagos ellentmondas magyarazata hipotézisiink szerint
a Cer molekulék kiilonleges szerkezete. A Cer hidrofil feji része ugyanis rendkiviil kicsi, sokkal
kisebb atmérdjli, mint a hidrofoéb farok szélessége, és az igy létrejovo sajatos, kup alak
strukturaja révén kiilonleges modon befolydsolhatja a molekularis szervezddést a membran-viz
hatarfeliileten. Specialis alakjabol addddan ugyanis a Cer jol kitolti a foszlipidek zsirsav
oldallancai kozotti tereket, ami a molekularis rendezettség nagymértékli novekedéséhez vezet
¢s kedvez a lipidkettosréteg spontan negativ gorbiiletének kialakulasaban (182, 243). Tovabba,
a diacilglicerinhez képest extra hidroxil csoportja miatt a Cer molekuldk feji csoportjai a
szfingomielin molekulak feji csoportjaival tobbszords hidrogénkotések olyan stirt
intermolekularis halozatat hozzak 1étre, amelyre mas tipust lipidek nem képesek (244, 245).
Ezen tilmenden molekularis dinamikai szimulaciok eredményei alapjan a Cer molekuldkhoz
vizmolekuldk nem képesek szorosan kotddni, csupan nagyon mobilis médon, igy nem
kovetkezik be a Cer feji csoportjainak mas lipidek esetén gyakran l1étrejovo rendezett hidracidja,
ehelyett azok jellemzbéen dehidralt allapotban talalhatok (182, 246). Kovetkezésképpen a
lehet a Cer jelenlétében és ez, tekintetbe véve, hogy a rendezett vizmolekulak jelentds
mértékben hozzajarulnak a dipolpotencial kalakulasdhoz (2, 176), végiil alacsonyabb
dipolpotencialt eredményezhet. Mindezek alapjan a di-8-ANEPPS-sel kapott eredményeink
arra utalnak, hogy a Cer toltés molekularis rendezettséget fokozo, dramai hatdsa a membran-

viz hatarfeliileten jelentdsen eltérhet a GlcCer vagy a koleszterin altal kivaltott hatasoktol.

V./3. A kisérletek soran alkalmazott ceramidtoltési protokollok alkalmazasanak okai

A sejtmembran lipidszintjeinek modositasa altalaban kétféle modon érhet6 el. Habar az
egyik megszokott metodus a lipid anyagcserében részt vevo enzimek aktivitasanak specifikus
inhibitorokkal, aktivatorokkal vagy magukkal az enzimek bevitelével torténd modulalasa,
amelyet gyakran tekintenek a leginkabb (pato)fizioldgiai szempontbdl relevans modszernek,

kisérleteinkben mi a masik modszert alkalmaztuk, amely soran a sejteket exogén moddon,
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kiviilrol toltottiik magukkal a lipidekkel. Dontésiink hatterében harom {6 indok allt: i) Jelen
kutatasunkban a Cer és GlcCer Kv1.3 ioncsatornara és membranbiofizikai paraméterekre
gyakorolt hatasainak 0sszehasonlitasa volt a f6 célunk. Bar a ceramidok esetében 1étezik egy
jol bevalt, gyors, szfingomielinaz enzimek aktivacidjan alapuld protokoll a membran Cer
szintjének novelésére (191, 197, 199, 205), a GlcCer esetében még nem irtak le ilyen gyors,
enzimatikus modszert. A legszélesebb korben hasznalt, a B-gliikocerebrozidaz enzimet gatlo
konduritol-B-epoxidot (CBE) alkalmazoé protokoll csak hosszu tavu (jellemzéen 72-96 oras)
inkubacié esetén vezet a gliikozilceramid felhalmozodasahoz (155, 172, 190). igy az
enzimmodositd kezelések nagymértékben eltéré idotartama miatt a szfingomielinazokkal ¢és a
CBE-vel kapott eredmények nem lennének sszehasonlithatoak. ii) Az egyes enzimek kiviilrél
torténd bevitelekor vagy az endogén enzimek aktivitdsanak modositasakor legalabb két hatas
jon létre: egyszerre valtozik a prekurzor szubsztrat €s a termék szintje is, ezért mindig kérdéses,
hogy a szubsztrat és a termék megvaltozott szintje milyen mértékben jarul hozza a megfigyelt
hatasokhoz. Ez a bizonytalansag kiilonosen jelentOs lenne a CBE kezelés esetében, amely az
altalunk vizsgalt GlcCer szintjét noveli, mig a Cer mennyiségét csokkenti. Tovabba, a
bakterialis szfingomielindz modulalé hatasait korabban mar leirtak Xenopus laevis oocitadkban
kifejezett Kv1.3 csatornara, azonban a hatdsokat a prekurzor szfingomielin csdkkenésének
tulajdonitottak, nem pedig a Cer tartalom emelkedésének (199). iii) Az olyan enzimatikus
kezelések, mint a szfingomielinaz aktivacio vagy a CBE altalaban nem lanchossz-specifikusak,
¢s figyelembe véve, hogy a kiilonb6z6 lanchosszisagl ceramidok membranbiofizikai hatasai
jelentésen eltéroek lehetnek (242), az eredmények értelmezése nehezebb lenne ezen
protokollok alkalmazasa esetén.

Vizsgalataink soran a sejteket 24 oran keresztiil, a sejtek életképességét nem befolyasold
legmagasabb koncentracioban (15. abra) kezeltiik a lipidekkel. Hasonl6 lipidtdltési protokollt
korabban mas tanulmanyokban is hatékonyan alkalmaztak (223-225). A ceramidszintek
emelésére szolgald toltési protokollunk sikeres volt, amit a kovetkezok bizonyitottak: i) A
sejtek életképessége dozisfiiggd modon csokkent a magasabb lipid koncentracioknal (15.
abra), ami 6sszhangban van azon korabbi irodalmi adatokkal, amelyek szerint a ceramidszintek
nagymeértékii emelkedése sejthalalt eredményez (182, 206). ii) A plazmamembran ceramid és
gliikozilceramid szintjét aramlasi citometria segitségével kvantifikaltuk anti-ceramid vagy anti-
gliikozilceramid antitestek alkalmazasaval, amelyek soran szignifikansan magasabb ceramid és
gliikozilceramid szinteket mutattunk ki a Cer, illetve GlcCer toltés hatasara, mint a kontroll
CHO sejtekben (16. abra). A lipidkezelések idGtartamanak 24 orat valasztottunk, mivel i) a 24

orés kezelés szignifikansan nagyobb emelkedést eredményezett, mint az 1 6rds kezelés (15.
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abra); és ii) a rovidebb inkubacioval szemben a hosszabb kezelés a membran recirkulacio
egyensulyanak beallasat eredményezheti, mig az 1 oras toltési protokoll esetén a kezelés
id6tartamahoz képest aranyosan hosszabb mérési idok nehezitenék az adatok értelmezését. A
lipidmetabolitok termelddése foként a hosszabb, de akar a rovidebb inkubaciods idejii kiviilrol
torténd lipidtoltések esetén is bekovetkezhet, ami akar zavarhatnd is a kisérletes
kovetkeztetéseinket. Bar ezt valoban figyelembe kell venni az eredményeink értelmezésekor,
véleményiink szerint ilyen jelentds, zavard6 metabolithatasok kizarhatok, mivel i) az
eredményeink jO Osszhangban vannak a Cer Kvl.3 és mas Kv csatorndkra gyakorolt
elektrofiziologiai hatasat vizsgalé, akar enzimatikus kezeléseket alkalmazod korabbi
tanulmanyokkal (191-198); ii) a ceramidtoltés dipolpotencialt csokkentd hatast eredményezett
(14. abra), mig mas szfingolipidektdl ennek ellenkezdje varhato; iii) a ceramid és a
gliikozilceramid metabolikus utvonalai kozotti erds 0sszekapcsoltsag miatt (206) amennyiben
jelentds, kompenzald anyagcesereutak aktivalodnanak, egy k6zos metabolit felhalmozddasanak
kellene bekovetkeznie, ami eredményeként hasonlo valtozasokat kellene tapasztalnunk a Cer
¢s GlcCer toltések utan is. Mi azonban mind a Kv1.3-ra, mind pedig a membranbiofizikai
tulajdonsagokra gyakorolt hatasokban kiilonb6z6 valtozasokat figyeltiink meg; végezetiil iv)
nem észleltiink emlitésre méltd ceramid felhalmozodast valaszul a GlcCer toltésre, és a
gliikozilceramid szintjében sem tortént valtozas a Cer toltés utan, még a 24 oras inkubacio
esetén sem (16. abra).

Els6 pillantasra a hosszu lancot tartalmazo C16-Cer-rel valo exogén toltés lehetdsége
ellentmondasosnak tlinhet, mivel a C16-Cer extrém hidrofobicitasa miatt ezen vegyiilet vizes
kozegben gyakorlatilag oldhatatlan (182). Mindazonaltal irodalmi adatok alapjan az altalunk
alkalmazott exogén toltési protokollrol altalanosan ismert, hogy sikeresen modositja a membran
ceramidszintjét (223-225). Bar a hosszu szénlancu ceramidok sejtekbe torténd felvételének
pontos mechanizmusanak feltarasa meghaladja jelen disszertacio kereteit, varhatd, hogy az
ilyen ceramidok eltérd, joval komplexebb modon juthatnak be a sejtekbe, mint a vizben old6do
rovid lancu (C2 vagy C6) tarsaik. Elképzelhetd, hogy a vizes kozegben képzodott oldhatatlan
ceramidrészecskék a sejtek felszinére lilepednek, és endocitozissal keriilnek a sejtbe, kiillonosen
a hosszu tava inkubacio esetén. Felmeriilhet az is, hogy kiilondsen a hosszi inkubacié a
ceramidok sejten beliili szfingozinna torténd esetleges lebomlasdhoz vezethet, ami révén a
ceramidtol eltérd, kiilonbozo szfingolipidek nagymértékben termelédhetnek megkérddjelezve
a kisérleteink kdvetkeztetéseit. Bar ez a forgatokdnyv nem zarhato ki teljes mértékben, az el6z6
bekezdésben targyalt szamos bizonyiték meggy6zden mutatja, hogy a Cer toltésre adott

valaszként valdban elsGsorban a membrdn ceramidszintje emelkedik meg. Ez azzal
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magyarazhat6, hogy 1) a felvett ceramidrészecskék elkeriilhetik az ilyen degradaciot; vagy ii) a
toltés és a kovetkezményes lebomlas révén a szfingozin mennyiségének névekedése reaktiv
modon aktivalhatja az endogén ceramidtermelést, amint azt korabbi megfigyelések mar
felvetették (247). Bar az oldhatosagi probléma miatt a Cer kezelésiink soran varhato effektiv
koncentracioja valdszinlileg az alkalmazott 40 uM alatt van, eredményeink azt mutatjak, hogy
a membran ceramidszintje jelent6sen megemelkedett a kezelésiinkre valaszul és vizsgalatunk
kovetkeztetései a ceramid hatdsaira vonatkozdan a pontos koncentracid ismerete nélkiil is

érvényesek kell, hogy legyenek.

V./4. Kisérleteink egyik fo limitacidja a direkt kolcsonhatasok vizsgalatanak hianya
Kisérleteink egyik f6 limitald tényezdje, hogy nem vizsgaltuk a Kv1.3 és a Cer vagy
GlcCer kozotti lehetséges direkt, ligandszerii kdlcsonhatasokat. Az a tény, hogy a koleszterin
¢s a GlcCer hasonlo valtozasokat okoznak a membran biofizikai tulajdonsagaiban és a csatorna
TEVCF mérésekkel meghatarozott elekrofiziologiai paramétereiben annak ellenére, hogy két
szerkezetileg teljesen kiillonbozo lipidrol van sz6, az indirekt hatasok dominans hozzajarulasat
tamasztja alé a lipidek hatdsmechanizmusat illetéen. A fentebb leirt membranbiofizikai hatasok
mellett a Cer eltérd intramolekularis célpontjat elvileg magyarazhatja a Kv1.3 VSD és a Cer
kozotti kozvetlen kotddés is. Ilyen kdzvetlen ceramid-ioncsatorna kdlcsonhatasokat leirtak
kordbban a Piezo2, a fesziiltségkapuzott anioncsatorna VDACI és VDAC2 csatornak
molekularis dinamikai szimulacioi soran (248, 249). Molekularis dinamikai szimulacioval
korabban hasonl6 specifikus ceramidkoté helyeket deritettek fel a Kvl1.1 csatornaban is,
amelyben a porus- és fesziiltségérzékeld domének kozotti hatarfeliileten talalhato hidrofob és
amfipatikus aminosavoldallancok egy, a ceramidmolekuldk megkdtésére alkalmas zsebet
képeznek a VSD kozvetlen szomszédsagaban. Ez a hely ugyanakkor a csatorna egy olyan
sajatos, sziikiiletszeri szerkezeti elemében talalhatd, amely unikalis az tgynevezett ,,non-
swapped” domén topologidgja révén (196). Tekintettel arra azonban, hogy a Kvl1.3 a
hagyomanyos domén topologiat mutatd (in. ,,domain-swapped”) szerkezettel rendelkezik, igy
a VSD-k és PD-k kozti tér konformécioja a Kv11.1-t6l alapvetden eltér, hasonld lokalizacioja
direkt ceramid kotés valosziniitlen a Kv1.3 esetében. Ezek ellenére a Kv csatorndkra gyakorolt
lehetséges direkt Cer vagy GlcCer hatasok pontos feltardsara a jovOben tovabbi vizsgalatok

sziikségesek.
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V./5. A Cl16-ceramid és C16-gliikozilceramid Kv1.3 ioncsatorna kapuzasara Kifejtett
hatasainak lehetséges modellje

A TEVCF méréseink alapjan a ceramid modositja a VSD mozgasat (9. és 11. abra),
ami végil gatlo hatast fejt ki a csatornan atfolyd iondramra (12. dbra). Ezzel egyidejiileg,
ahogyan azt a membran biofizikai paramétereinek valtozasai mutatjak, ez a membran-viz
hatarfeliileten torténd massziv szerkezeti atrendezodéssel jar egyiitt (14. abra). Mi lehet a
kapcsolat a két jelenség kozott, mi lehet a ceramid specifikus hatdsmechanizmusa? A
depolarizacio hatasara az aktivacios kapuzas soran az S4 hélixek pozitiv toltései a membran
sikjabol kifelé mozdulnak (1. dbra), ami a VSD és kovetkezésképpen a PD komplex
konformacios valtozasat eredményezi, amely végiil lehetévé teszi az ionok akadalymentes
aramlasat a csatornan keresztiil. Kisérleteinkben a Cer szignifikansan jobbra tolta az Frorm-V
gorbék Vi értékét (9. abra C panel), ami a VSD nyugalmi és aktivalt allapotainak energiaja
kozotti kiilonbség, azaz a kapuzas soran legydzendod szabadenergia akadaly novekedésére utal.
Ezzel parhuzamosan az Frorm-V gorbék meredekségi egyiitthatdja valtozatlan maradt (9. abra
E panel), ami viszont azt jelzi, hogy a csatorna kapuzasa soran a mozgd toltések effektiv szama
valtozatlan maradt. A fluoreszcens jel aktivacios idéallanddjanak novekedése ugyanakkor a
VSD mozgasanak lassuldsat jelzi (11. abra). Ezek a valtozasok Osszességében egy olyan
modellel magyarazhatok (26. abra), amely szerint a ceramid a molekularis rendezettség
jelentds novekedését idézi elé a membran legkiilsd, hatarfeliileti rétegében (14. abra), éppen a
zajlanak, azaz az S4 hélix legfelso részének membran sikjabol torténd, kifelé iranyuld cstszasa
is torténik (1. abra). Az ilyen mo6don megvaltozott membranszerkezet ezaltal gatld hatast fejt
ki a VSD mozgasara, ami a csatorna vezetOképességének gatlasaban csucsosodik ki. Ezzel
Osszhangban Shaker V478W mutansban a G-V gorbe hasonld iranyu véltozasai mellett
csokkent ion- és kapuzasi aramokrol, valamint a kapuzasi toltés-fesziiltség (Q-V) gorbe jobbra
tolodasarol szamoltak be, amelynek meredekségi tényez6i nem valtoztak a ceramid szintet
noveld szfingomielindz C kezelés hatasara (199). Az abban a tanulmanyban javasolt modell
szerint a szfingomielin ceramiddé torténd atalakuldsa soran a foszfatcsoportok elvesztése az
ellentdltések elvesztéséhez vezet, amelyek egyébként megkdnnyitenék a kapuzads soran a
pozitiv toltések mozgasat. Ez azonban nem zarja ki a mi elméletiinket sem, mivel a ceramid
megjelenése jelentés membranbiofizikai hatasokkal is jar és a két tényezo egyiittesen jarulhat
hozza a ceramid VSD-re gyakorolt hatasdhoz. Elméletileg az is elképzelhetd lehetne, hogy a
ceramid valojaban elsdsorban a poruson keresztiil hat, ami egy forditott csatolasi folyamat soran

visszahat a VSD-re, mivel a porusnyitas soran az aktivacids kapu mozgasa ugyanezen, legkiilsd
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membranrétegben torténik, csak éppen az intracellularis oldalon. Ez a forgatokonyv azonban
valosziniitlen, mivel korabbi, egyedi csatornak vezetOképességét €s nyitasi valosziniiségét
meghataroz6 mérések nem mutattak valtozast az egyedi vezetoképességben, csak az egyedi
csatorna nyitasi valosziniiségének csokkenését mutattak ki ceramidra adott valaszként, ami
szintén a VSD elsddleges részvételére utal a PD-re gyakorolt hatasok helyett (198). Masrészt a
GlcCer altal a membran-viz hatarfeliileten eldidézett molekularis rendezettségben bekovetkezo
valtozasok, bar feltehetéen ugyanabba az iranyba hatnak, valdsziniileg nem elég nagyok ahhoz,
hogy a VSD mozgasat megvaltoztassak, igy ez a lipid csak a Kv1.3 porusnyitasat befolyasolja
(26. abra).
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26. abra: A C16-ceramid (Cer) és a C16-gliikozilceramid (GlcCer) elektrofiziologiai és membranbiofizikai
hatasainak 6sszegzése.

A Xenopus laevis oocitakban torténo kételektrodas voltage-clamp fluorimetria méréseink segitségével kimutattuk,
hogy mig a sejtek Cer (piros nyilak) és GlcCer (kék nyilak) toltése hasonld hatdsokat fejt ki a csatorna
poérusdoménjén (PD), addig egyediil a Cer modositja a csatorna fesziiltségszenzor doménjét (VSD) jellemzd
paramétereit, ami arra utal, hogy el6bbi valoszinileg elsédlegesen a PD-n, mig utdbbi a VSD-n keresztiil fejti ki
hatéasat. Ezzel parhuzamosan a CHO sejtek Cer és GlcCer toltése hasonléan valtoztatja a membranrendezettséget
a mélyebb rétegekben, ezt jelzi a fluiditas és hidracié hasonld iranyl valtozasa. A Cer viszont a membran-viz
hatarfeliileten jelentkezd dipolpotencialt ellentétes modon befolyasolja, amely részben magyarazhatja a GlcCer-
tol eltérd hatasmechanizmusat.

V./6. A Hvl protoncsatorna gatlasa csokkenti a human THP-1-eredetii polarizalt
makrofagok életképességét

Tekintettel arra, hogy a Hvl gatlasa terdpids potenciallal birhat kiilonb6z6 human
patologias allapotokban, igy neuroinflammatorikus és daganatos betegségekben, a kiilonb6zo
utvonalon polarizalt makrofagok életképességére gyakorolt hatasok felderitése donto
fontossagu a csatorna gatloszereinek mind terapias, mind pedig lehetséges mellékhatasai

szempontjabol. Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a Hvl CIGBI-vel, egy
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guanidiniumtartalmu vegyiilettel torténd gatlasa hogyan befolyasolja a polarizalt makrofagok
¢letképességét. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CIGBI, a Hvl legszélesebb korben
hasznalt inhibitora, az in vitro funkcionalis tesztekben leggyakrabban hasznalt
koncentraciokban alkalmazva csokkenti a THP-1-eredetii polarizalt makrofagok életképességét
¢s az M1 makrofagok fokozott érzékenységet mutatnak a vegyiilettel szemben az MO és
kiilonosen az M2 sejtekhez képest (19. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy a CIGBI
els6sorban a Hv1 gatlasan keresztiil valtja ki ezt a hatast, mivel 1) az M0, M1 és M2 makrofagok
CIGBI iranti érzékenysége szoros pozitiv korrelaciot mutat a sejtek Hvl expresszidjanak
mértékével, illetve a csatornat legmagasabb mennyiségben kifejez6 M1 makrofagok a
legérzékenyebbek a vegyiilet irant (22. abra); ii) mas, a makrofagok mikddésében relevans és
a CIGBI altal potencialisan szintén blokkolt ioncsatorndk gatloszerei nem okoznak érdemi
életképesség-csokkenést (20. abra); illetve iii) a Zn?*, egy masik nem specifikus Hv1 inhibitor,
hasonldan befolyésolja a kiilonbozden polarizalt makrofagok életképességét, mint a CIGBI (20.
abra). A disszertacioban nem részletezett kisérleteinkben emellett kimutattuk, hogy a CIGBI a
cellularis pH-szabdlyozés komplex zavarat idézi eld, amely a citoplazma elsavasodéasaban és a
lizoszomak lagosodasaban nyilvanul meg. Ezen pH-valtozasok pedig végiil a membranokban
talalhatdé ceramidok felhalmozdédasat eredményezik (24. abra). A ceramidszintek
emelkedésének a CIGBI altal kivaltott életképesség-csokkenésben jatszott alapvetd szerepét
bizonyitja, hogy az M0, M1 és M2 makrofagokban is hatékonyan enyhithetd, ha a sejteket
elokezeljiik ARC39-cel, a pH-érzékeny savas szfingomielinaz enzim specifikus inhibitoraval
(25. abra). Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy polarizalt makrofigokban a Hv1
gatlasa polarizaciofiiggd modon a sejtek életképességének csokkenéséhez vezet, amely egy, a
dolgozatban nem részletezett komplex pH-szabalyozasi zavar és az annak kovetkezményeként
kialakul6 ceramid felhalmozodas miatt kdvetkezik be, és a folyamatban elsddleges jelentdsége
van a pH-érzékeny savas szfingomielinaz aktivitasanak (27. abra). Tekintettel arra, hogy a pH-
egyensuly felboruldsa és a ceramid ebbdl ered6 felhalmozodasa varhatéan a Hvl gatlasara adott
altalanos valaszreakcionak tekinthetd, a Hv1 gatloszereket alkalmazo in vitro funkciondlis
vizsgalatok eredményeinek értelmezése soran mindenképpen figyelembe kell venni, hogy ezen

inhibitorok potencialisan csokkenthetik a vizsgalt sejtek életképességét.
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27. abra: A Hv1 gatlasa altal kivaltott életképesség-csokkenés lehetséges molekuldris mechanizmusa
Fiziologias koriilmények kozott a Hyl ioncsatornan keresztiil megvaldosulo, sejtplazmabol kifelé torténd
protonaramlas védelmet nyujt a sejtek szamara az intracellularis aciddzissal és az ebbdl kdvetkezd sejthalallal
szemben. A Hvy1 farmakologiai gatldsa azonban a sejt egészére kiterjedd, komplex pH-diszregulaciot eredményez,
amely a citoplazmatikus és lizoszomalis kompartmenteket is érintve, elsésorban a savas szfingomielinaz aktivitasa
révén a ceramid tultermeléséhez és kdovetkezményesen a sejtek halaldhoz vezet.

V./7. A kisérleteink soran alkalmazott THP-1-alapu polarzialt makrofagmodell elényei

A disszertacioban ismertetett kisérleteink sordn a polarizalt M1 és M2 makrofagok
human THP-1 monocita sejtekbdl differencialtatott makrofagokon alapulé modellrendszerét
hasznaltuk. A THP-1-eredetli makrofagokat gyakran alkalmazzak az orvosi kutatasokban a
legkiilonb6zébb célokra (250, 251). Munkank soran a korabbi tanulmanyainkhoz hasonléan
(155, 172) elészor THP-1 sejteket differencialtattunk makrofagokkd PMA, a protein kinaz C
aktivatora segitségével. A differenciacio soran a vegyiiletet alacsony, 10 ng/ml koncentraciéban
alkalmaztuk, hogy fenntartsuk a makrofagok masodlagos polarizacios ingerekre valo
érzékenységét, magasabb PMA ddézisok ugyanis olyan nemkivant génexpresszids valtozasok
indukciojat eredményezhetik, amelyek M1-szerii fenotipus kialakuldsahoz vezethetnek (226,
227). Az igy nyert differencialt makrofagokat ezt kdvetden tovabbi 24 6ran at PMA-t nem
tartalmazé médiumban pihentettiik, hogy biztositsuk a sejtek primer human monocitakbol
szarmaz6 makrofagokéhoz leginkabb hasonlito, MO fenotipusat és megorizziik plaszticitasukat
a masodlagos ingerek altal kivaltott polarizacio irant (226, 228). A differencidlt MO
makrofagokat ezt kdvetden LPS és IFN-y segitségével klasszikus M1, illetve IL-4 és IL-13
segitségével alternativ Utvonalon aktivalt M2 makrofagokka polarizaltuk. Bar korabban

aggalyok meriiltek fel a THP-1-eredetli makrofagokkal kapott eredmények transzlacids
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korlataival kapcsolatban, foként az alternativ polarizacidos utvonalak esetében, azokat
Osszességében tovabbra is széles korben alkalmazzak és altalanosan elfogadott, egyszer(,
megfeleld, megbizhat6 és bioldgiailag relevans modellrendszernek tekintik (252-254). Ennek
oka, hogy szamos eldnyds tulajdonsaggal rendelkeznek, amelyek kozé tartozik konnyl és
biztonsagos felhasznalhatésaguk ¢és tarolasuk, tisztasdguk, jo polarizalhatésaguk, a
sejtfenotipus variabilitdsanak mértékét minimalizald6 homogén genetikai hétteriik, valamint
human eredetiik, amely révén elkeriilhetok az egérmodellekkel kapott eredmények human
atliltethet6ségével kapcsolatos, az emberi és az egér immunrendszer kozotti jelentds
kiilonbségekbdl ered6 problémak (250, 251). Mindezekkel 6sszhangban kisérleteink soran,
egyéb, hasonld polarizacios protokollokat alkalmazo tanulmanyokhoz hasonloan (229-232),
sikeresen eldallitottunk M1 és M2 fenotipusra jellemzé CD expresszios profillal rendelkezd
THP-1-eredetli makrofagokat (234, 235). A sejtekben ugyanis az LPS és IFN-y altal kivaltott
polarizaci6 soran az M1 markerek, mint a CD64, CD80 és CD86, mig IL-4 és IL.-13 hatasara
az M2 markerek, mint a CD71 és CD86 magasabb expresszidjat mutattuk ki (18. abra). Utobbi
esetben tovabba a CD206, egy hagyomanyos M2 marker megndvekedett mennyisége is
megfigyelhetd volt, bar csak a késébbi idopontokban. Noha a CD206 késleltetett megjelenése
elso pillantasra arra is utalhatna, hogy az M2 modelliink nem megfelel6, ez inkabb annak
tulajdonithatd, hogy a sejteket az aramlasi citometrias analizishez Accutase oldattal
valasztottuk fel a sejttenyésztd edény aljarol. Kordbban ugyanis megfigyelték, hogy az
Accutase alkalmazasa mesterségesen csokkenti bizonyos markerek, példaul a CD163 vagy a
CD206 sejtfelszini mennyiségét, mikdzben az antigénprezentacids markerek, példaul a CD80
vagy a CD86, illetve az FcyR markerek, példaul a CD64 expresszidjat nem befolyasolja (255).
Ez magyarazatot adhat arra, hogy méréseink soran az M2 sejtekben 24 dras polarizacio esetén
a CD206 szintje nem emelkedett szamottevoen (18. abra). Ezen hatrany ellenére vizsgalataink
soran végig az Accutase-t hasznaltuk a makrofagok felvalasztasara, amely kiilondsen az
¢letképesség elemzése soran volt Iényeges, mivel alkalmazidsa nem idéz eld jelentds
polarizacios és expresszios valtozasokat, mint a tripszines emésztés, valamint nem vezet
csokkent életképességhez, mint az EDTA vagy a sejtkaparas (233). CD marker analizisiink
eredményei Osszességében arra utalnak, hogy a polarizalt makrofagok fenotipusai kialakulnak
mar 24 ora utan és legalabb 48 oraig fenn is maradnak, azaz stabilnak tekinthet6k kisérleteink
idStartama alatt. Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy megfeleléen szem eldtt tartva
lehetséges korlatait, a human THP-1-eredetii makrofagokon alapulé kisérleti modelliink

alkalmas a Hv1 funkcionalis jelentdségének vizsgalatara polarizalt makrofagokban.
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V./8. A CIGBI a Hv1 protoncsatorna gatlasan Kkeresztiil fejti ki az életképességet csokkent6
hatasat

Vizsgalataink sordn tehat azt talaltuk, hogy a Hv1 inhibitor CIGBI dozisfiiggden csokkentette
az MO, M1 és M2 fenotipusit THP-1-eredetli makrofagok életképességét (19. abra), és a
csatorna biologiai funkcidit elemzd sejtes vizsgalatokban széles korben alkalmazott
koncentraciokban (15, 86, 89, 100, 122) a sejtek dont6 tobbségének pusztulasat eredményezte.
Nemrégiben a CIGBI szelektivitasanak vizsgalata soran azonban kideriilt, hogy ez a vegyiilet
kiilonb6z6 fesziiltségkapuzott kalium- és natriumesatornak, igy a Kv1.1, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5,
Kv10.1, Kv11.1, Navl.4 és Nav1.5 miikodését is befolyasolja (121). Ez felveti a kérdést, hogy
a CIGBI makrofagok életképességére gyakorolt hatasat valoban a Hvl gatlasa eredményezi,
kiilonosen, mivel a fenti csatornak fontos szerepet jatszanak a makrofagok fagocitdzisanak,
bizonyiték is alatdmasztja azonban, hogy a CIGBI ténylegesen a Hvl-en és nem egyéb
ioncsatornan keresztiil fejti ki hatasat: 1) El6szor is, a makrofagokban kifejezodd egyéb,
relevans ioncsatornak gatloszerei nem modositottak jelentés mértékben a sejtek életképességét
a funkcionalis vizsgalatokban jellemz6en hasznalt koncentraciokban (20. abra). ii) Masodszor,
a Zn*", egy masik Hvl gatloszer (66), a CIGBI-hez hasonldan csokkentette a polarizalt
makrofagok életképességét (20. abra). iii) Harmadszor, a CIGBI hatdsainak mértéke jol
korreldlt a Hvl expresszios szintjével. Nevezetesen, a legnagyobb Hvl csatornaszammal
jellemezhetd M1 makrofagok voltak a leginkabb, mig a legalacsonyabb expresszioval
rendelkezd M2 sejtek a legkevésbé érzékenyek a CIGBI irant (19. és 20. abra). A Hvl M1
makrofagokban altalunk is megfigyelt nagyobb mennyisége €s jelentésége 6sszhangban van az
irodalmi adatokkal. Korabban kimutattak ugyanis, hogy az M1 citokin TNF-a-val végzett 24
vagy 48 oras kezelés jelentdsen megnovelte a protonaramok expresszidjat egér csontvelébol
szarmaz6 makrofagokban (110). A GM-CSF, egy masik M1 citokin, szintén fokozta a Hvl
expressziojat STAT3- és STATS-fiiggd modon ezekben a sejtekben (111). Ezzel 6sszhangban
az LPS-r6l és az IFN-y-rol ismert, hogy aktivaljak a NADPH-oxidazt (257, 258), ami viszont
azt eredményezheti, hogy az M1 sejtek miikodése nagyobb mértékben fligghet a megfeleld
protonaramlastol, amelyet elsdsorban a Hvl biztosit. Ez pedig a csatorna fokozott
expressziojahoz, igy a sejtek megnovekedett CIGBI iranti érzékenységéhez vezethet az M1
makrofagokban. Tovabba human periférias monocita eredetii M1 makrofagokban megfigyelték
azt is, hogy a Hvl Zn?" altali gatlasa a pH oszcillacié megsziinéséhez és a fagoszomak tartds
lugosodasdhoz vezetett, mig az M2 sejtekben csak csekély hatast gyakorolt a fagoszémak gyors

savasodasara (94). Az M2 makrofagok altalunk tapasztalt csokkent CIGBI iranti
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érzékenységével 0sszhangban egér csontveld eredetli makrofagokban nemrégiben kimutattak,
hogy az IL-4 modulélja a Zn?>" homeosztazist azaltal, hogy metallotionein- és Zn-export-fiiggd
ndvekedést valt ki a labilis Zn**-poolban, ami a csatorna fokozott gatlasan keresztiil feltehetden
alacsonyabb Hv1 konduktanciat eredményezhet (238). iv) Negyedszer, a CIGBI altal kivaltott
¢s a Hvl gatlas altal kozvetitett toxicitds a sejtekben egyiitt jart a pH-szabalyozas kiterjedt

zavaraval, ez utdbbit a dolgozatban nem mutattuk be.

V./9. A Hyl gatlasa révén létrejovo életképesség-csokkenés kulcsfontossagu 1épése a pH-
szenzitiv enzimek altal szintetizalt ceramidok felhalmozodasa

Mivel a ceramidot termel6 enzimek aktivitasa erdsen pH-fliggd (210-212), feltételeztiik,
hogy a pH-szabalyozasi zavar hatdsara ezen enzimek aktivitasa kozotti egyensuly felborulhat,
ami a ceramidok fokozott termeléséhez vezethet és ez a Hvl gatlasa altal kivaltott sejthalal
folyamataban fontos tényez6 lehet. Ezt a feltételezést tamasztotta ala, hogy a CIGBI-re adott
valaszként idofliggé emelkedést figyeltink meg a membranban talalhaté ceramid
mennyiségében (24. abra). Erdekes modon méar CIGBI kezelés nélkiil is magasabb ceramid
szinteket taldltunk M1 makrofagokban az MO és M2 sejtekhez képest, ami a neutralis és
klasszikus M1 polarizacio tipikus jellemz6i is egyben (259-261). Az eleve magasabb
ceramidszint viszont egyben fokozhatja az M1 makrofagok ceramid-taltermelésre vald
hajlamat is és igy hozzdjarulhat e sejtek Hv1 gatlok altal kivaltott életképesség-csokkenéssel
szembeni nagyobb érzékenységéhez. Ezen tilmenden, hogy egyértelmilen bizonyitsuk a
ceramid szint emelkedésének okozati szerepét a folyamatban, megvizsgaltuk a ceramidot
termeld enzimek potencialis hozzajarulasat specifikus inhibitorok segitségével. Ehhez a szerin-
palmitoiltranszferazt myriocinnal (239), a neutralis szfingomielinazt GW4869-cel (225), a
savas szfingomielinaz pedig ARC39-cel (240) gatoltuk. A vizsgalt inhibitorok koziil az ARC39
jelentds védelmet nytjtott a CIGBI altal kivaltott sejthalallal szemben, 50-70%-kal csdkkentette
ugyanis a Hvl gatlé altal indukalt toxicitast, valamint a ceramid felhalmozodasat a

plazmamembranban, foként az M1 sejtekben (25. abra).

V./10. Altalanos osszefoglalis, eredményeink biolégiai relevanciija

A disszertacioban ismertetett eredményeink alapjan a sejtmembran C16-ceramid (Cer)
¢s Cl6-gliikozilceramid (GlcCer) toltése gatlo jellegli hatést fejt ki a Xenopus laevis oocitakban
kifejezett Kv1.3 ioncsatorna aktivacios kapuzasara. TEVCF mérések soran kimutattuk, hogy
bar mindkét lipid jobbra, azaz pozitivabb membranpotencialok felé tolja a csatorna egyensulyi

aktivaciojat jellemzé Gnorm-V gorbét, lassitja az aram aktivacios kinetikajat és csokkenti az
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aram amplitidojat, ezek a lipidek valdszinlileg kiilonb6z6 molekularis mechanizmusokon
keresztiil fejtik ki hatasukat, amelyeket a VSD mozgasat nyomon kovetd fluoreszcens jel és a
PD-t jellemz6 ionaramok parhuzamos mérése révén kiilonithetiink el. Eredményeink alapjan a
Cer hatasat a VSD-n fejti ki, amit a fluoreszcens jel egyensulyi aktivacidjat jellemz6 Fnorm-V
gorbék Gnorm-V goOrbékkel parhuzamos jobbra toldodasa és a fluoreszcens jel aktivacios
kinetikdjanak lassulasa mutat. Ezzel szemben a GlcCer nem idéz el§ ilyen valtozasokat, ezéltal
els0sorban kozvetleniil a PD-re hat. A kétféle ceramid komplex membranbiofizikai hatasait a
lipidkettosréteg harom kiilénb6zé mélységi rétegében a fluiditasra, hidraciora és
dipolpotencialra gyakorolt hatasok szamszerisitésével vizsgaltuk. Kisérleteink soran
kimutattuk, hogy bar mindkét lipid hasonlé6 modon valtoztatja meg a membran szervez6dését a
Cer dramai valtozasokat indukal a membran-viz hatarfeliileten, ami a Cer t6ltés hatasara
bekovetkezo lecsokkent dipolpotencialban nyilvanul meg. Ez utobbi elsore varatlan eredmény
paradox mddon egy erdsen rendezett helyi mikrokdrnyezetre utalhat, amely az aktivacios
kapuzas soran a VSD atrendezddése, konformaciovaltozasa ellen hathat a hatarfeliileti
régioban.

A ceramidok Kv ioncsatorndk aktivaciés kapuzasara kifejtett hatdsainak
tanulmanyozasa, valamint a potencialis indirekt, membranbiofizikai hatadsok feltarasa a
folyamatban biologiai jelentdséggel bir. Szamos betegségben megvaltozik ugyanis a
membranok ceramid és gliikkozilceramid szintje, ami jelentésen befolyasolhatja az ioncsatornak
mukodését, hozzajarulva akar a koros allapotok patomechanizmuséhoz is. Példaul a ceramidok
megemelkedett mennyiségét és patofiziologiai jelentéségét széles korben leirtdk a sziv- és
érrendszeri, valamint neurodegenerativ rendellenességekben (12-14), mig a ceramidok szintje
¢s termelése csokken kiilonféle tumorokban, ami hozzajarul az apoptdzissal szembeni
rezisztenciagjukhoz (152, 262). Masrészt a gliikozilceramidok koérosan felhalmozdédnak
Gaucher- ¢és Parkinson-korban, valamint emelkedett szintjiik hozzajarulhat tumorokban a
multidrog-rezisztencia kialakulasahoz (10, 11, 206). A koros allapotokban megfigyelt
jelentdségiik mellett azonban ezeknek a lipidek alapvetd €lettani szerepet is tulajdonitanak. A
ceramidok jellemzéen nagyon alacsony mennyiségben talalhatok a sejtmembranban, de
bizonyos stressz stimulusok, igy a TNF-a, ionizal6 sugarzas és szamos kemoterapias gyogyszer
hatasara mennyiségiik nagymértékben megn6, ami eldsegiti a sejthalal kiillonb6z6 formaihoz,
igy autofagidhoz, mitofagidhoz, apoptozishoz ¢s az Oregedéshez vezetd jelatviteli
mechanizmusok beindulasat (182, 206). Ezzel szemben a gliikozilceramidok meglehetdsen

nagy mennyiségben vannak jelen a sejtmembranban ¢és fontos elemek a lipidkettdsrétegek
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lateralis szervezOdésében (155, 218). Tekintettel arra, hogy a Kv csatornak gyakorlatilag az
Osszes fent leirt koros allapot és sejtfolyamat fontos szerepldi, a megvaltozott lipid szintek és a
Kv csatorndk konduktiv funkcidiban megjelend eltérések kozotti kapcesolat feltarasa jelentds
mértékben segitheti ezen rendellenességek jobb megértését és egyben 1j molekularis célpontok
azonositasat €s terapias megkozelitések kifejlesztését.

A disszertacio masodik részében a Hvl gatlds hatdsat vizsgaltuk polarizalt human
makrofagok életképességére. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a CIGBI, a Hv1 ioncsatorna
maig is a legszélesebb korben alkalmazott gatloszere, bioldgiailag relevans dozisokban,
dozisfiiggben csokkenti a human THP-1-eredetli polarizalt makrofagok életképességét.
Eredményeink alapjan a kiilonb6zé utvonalon polarizalt makrofagok CIGBI irdnti
érzékenysége kiilonbozik: az M1 sejtek bizonyultak a legérzékenyebbnek, mig az M2
makrofagok a legkevésbé érzékenynek a vegylilet irant. Azaltal, hogy a Hvl ioncsatornat
szintén gatlo Zn®>* hasonl6 hatasokat okozott, tovabba ezzel parhuzamosan a makrofagok
esetében relevans egyéb ioncsatorndkat blokkold szelektiv gatloszerek nem csokkentették
jelentdsen a sejtek €letképességét, kisérleti bizonyitékot szolgaltatunk arra is, hogy ez a CIGBI-
indukalt életképesség-csokkenés valodsziniisithetden tulnyomorészt a Hvl gatlasan keresztiil
valésul meg, amely a sejtmembran ceramidszintjének emelkedéséhez vezet. Tovabba
kisérleteink soran bizonyitottuk a ceramidok kulcsfontossagu szerepét a Hvl gatlas altal
kivaltott életképesség-csokkenésben, ugyanis kimutattuk, hogy a CIGBI hatdsai jorészt
kivédhetoek az ARC39 vegyllettel, amely szelektiven gatolja a pH-érzékeny savas
szfingomielinaz aktivitdsa révén bekovetkez0 ceramidtermelést. A témaban sziiletett
kozleményilinkben szerzotarsaim kisérletei tovabba igazoltdk, hogy a sejtek csokkent
¢letképességéhez jelentdsen hozzajarul a pH-egyensuly komplex zavara, amely mind a
citoplazmatikus, mind a lizoszomalis kompartmenteket érinti. Ezeket a kisérleteket viszont a
dolgozatban részleteiben nem targyaljuk, ugyanis azok nem tekinthetdk sajat eredményeimnek.

Eredményeink orvosi relevancidja abbol a ténybdl fakad, hogy a Hvl gatlok
alkalmazasa nagyon igéretesnek tlinik a ROS-tultermeléssel és az ehhez kapcsolodod
gyulladédsos immunaktivacioval és koros proliferacioval osszefiiggd kiilonbozd patologias
allapotokban. A mikroglidkban példaul a Hvl altal kozvetitett protonkiaramlas alapvetd
fontossagu a ROS-t termeld NADPH-oxidaz toltésaramléssal jard aktivitasabol eredd acidozis
ellensulyozésadhoz. Ennélfogva a Hv1-medialt protonkidramlés lehetdvé teszi a fokozott ROS-
termelés fenntartasat, amely dont6 szerepet jatszik a neuroinflammatorikus folyamatokban és
az ebbdl kovetkezé neuronpusztulasban (149). Ennek megfeleléen egér betegségmodellekben

a Hv1 funkcionalis hianya csokkentette a neuronok elhaldsat, az agykarosodast és a motoros
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deficitet ischeamias stroke-ban (141, 142), az agyi artéridk szikiilete altal kivaltott
fehérallomany-karosodast (263), a demielinizaciot cuprizon vagy lizofoszfatidilkolin altal
kivaltott sclerosis multiplex modellekben (147, 148), valamint a neuronalis apoptozist és
piroptozist, funkcionalis karosodast és fajdalom iranti talérzékenységet traumas agy- és
gerincvelO-sériilés modellekben (143-146). Tovabba a dorzalis gydki ganglionok periférias
szenzoros neuronjaiban a csatorna farmakologiai gatlasa mérsékelte a gyulladasos fajdalmat és
a morfium altal kivaltott analgetikus toleranciat és hiperalgéziat (90). Ezek a vizsgalatok a Hv1
gatlok jotékony alkalmazhatosagara utalnak a neuroinflammatorikus folyamatokkal 6sszefiiggd
patologias allapotokban. Figyelembe véve a mikroglia sejtek és a makrofagok kozotti
funkcionalis hasonlosagokat, a Hv1 gatldsa altal kivaltott életképesség-csokkenés kisérleteink
soran felderitett molekularis mechanizmusa a fent leirt kedvezd hatasokhoz is hozzajarulhat. A
jovoben azonban a Hv1 blokkoldk fenti indikaciokban torténd alkalmazasakor figyelembe kell
venni azok makrofagok funkcidira gyakorolt lehetséges karos hatasait is. A rosszindulata
tumorok a betegségek egy masik olyan csoportjat alkotjak, amelyben a Hvl gatlok
potencidlisan kedvezden hasznalhatok lehetnek. A gyorsan proliferalé daganatos sejtek
altalaban enyhén depolarizaltak és acidotikusak a benniik gyakran megfigyelhetd, Warburg-
effektusnak nevezett jellegzetes metabolikus eltolodas miatt. Raadasul ezek a sejtek jellemzoen
fokozott mennyiségben fejezik ki a Hvl csatornat, ami rendkiviil elényos, ugyanis hatékony
modot biztosit a protonok sejtplazmabol torténd eltavolitasara. Ez a mechanizmus igy védelmet
nyujt az intracellularis acidozissal szemben és egyben savas extracellularis mikrokdrnyezetet
hoz létre, amely kedvez az extracelluldris matrix lebontasanak, megkonnyitve az invaziot és
hozzajarulva az immunrendszeri aktivacid elkeriiléséhez is (88). A Hvl tulexpresszidja
kovetkezetesen Osszefiigg a betegség sulyossagaval és rossz prognozisaval kiilonféle
daganatokban, igy emldrakban (92) és kolorektalis karcindmaban is (93). Ezzel 6sszhangban a
Hvl siRNS-indukalt downregulacidja gatolta emldrak, kolorektalis karcindma és mieloid
késleltette novekedésiiket tumoros xenotranszplantditumokban egerekben (91-93, 131). A
csatorna farmakologiai gatlasa is igéretesnek tiinik, mivel a Zn>* kezelés csokkentette a human
emldraksejtek életképességét mind egyrétegli, mind haromdimenzids szferoid kulturakban (19).
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
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daganatos sejtek immunrendszerrel szembeni védekezéséhez. Ezeket a lehetséges hatasokat a
jovoében tanulmanyozni sziikséges, ami ugyanis ramutathat arra, hogy a Hvl blokkolok
alkalmazasahoz személyre szabott, szelektiv, tumorsejteket célzo megkdzelitésre van sziikség.
Osszességében eredményeink alapjan a Hv1 gatlok csdkkentik a humén polarizalt makrofagok

¢letképességét, amit ezen inhibitorok mind szandékolt, mind pedig kdros hatdsainak

tekintetében figyelembe kell venni.

91



VI. 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 els6é 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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VII. SUMMARY

The relationship between voltage-gated ion channels and lipids is bidirectional. On the
one hand, ion channels are transmembrane proteins, therefore, major structural rearrangements
resulting in activation are subject to modulatory actions by the lipids of the cell membrane. On
the other hand, ion channels can influence numerous cellular processes, thereby indirectly fine-
tuning cellular lipid levels. Although ceramides play very important physiological and
pathophysiological roles, their potential interactions with voltage-gated ion channels have not
been previously studied in detail.

In the first part of the dissertation, we investigated how C16-ceramide (Cer) and C16-
glycosylceramide (GlcCer) influence the activation gating of the Kv1.3 ion channel. Using two-
electrode voltage-clamp fluorimetry, we found that following exogenous loading of the cells,
both lipids exert similar, inhibitory effects on parameters characterizing the channel’s pore
domain (PD), while only Cer has a similar effect on voltage-sensor domain (VSD) movement.
These suggest that the two lipids have distinct intramolecular targets within the ion channel,
namely Cer primarily targets the VSD, while GlcCer the PD. Using environment-sensitive
fluorophores and fluorescence-based methods, we demonstrated that while Cer and GlcCer
similarly increase molecular order in the inner hydrophobic regions of the lipid bilayer, Cer
uniquely induces a strong molecular rearrangement at the membrane-water interface, where,
during depolarization, the S4 segment of the VSD, containing positively charged amino acids,
slides outward from the plane of the membrane. This distinct membrane biophysical effect may
explain the unique mechanism of action of Cer, which differs from that of GlcCer, by primarily
targeting the VSD.

In the second part of the dissertation, we demonstrated using flow cytometry that the
most widely used Hv1 proton channel inhibitor, 5-chloro-2-guanidinobenzimidazole (CIGBI),
reduces the viability of polarized macrophages derived from human THP-1 cells at biologically
relevant doses, with M1 macrophages being the most sensitive and M2 cells the least sensitive
to effects of the compound. The specific effects of CIGBI mediated by Hvl inhibition are
indicated by the fact that the sensitivity of polarized macrophages correlates well with the Hv1
expression levels of the cells. Furthermore, among other ion channel inhibitors relevant to
macrophages, only Zn?*, another Hv1 inhibitor, exhibited similar effects. Our results also
highlight that inhibition of the channel results in excessive ceramide production via the action

of the pH-sensitive acidic sphingomyelinase, which eventually culminates in cell death.
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