2006 marciusdban klonoztdk a régota keresett protoncsatorna-molekulat, mely egy
fesziiltségfliggd kaliumcsatorndhoz hasonld, de annak pdérusdoménjét nem tartalmazd fehérje. A
molekulat egérben kezdetben mVSOP-nak, kés6bb, az emberihez hasonléan, Hv1-nek nevezték el.

Megklonoztuk monocitakbol differencialtatott dendridikus sejtekbdl az emberi Hvl fehérje
cDNS-¢t, ¢s ellene siRNSeket terveztiink, melyek koziil 2 hatékonynak bizonyult COS-7 sejtben
heterolog modon tulexpresszaltatott, V5-epitop taggelt Hvl fehérjén. Ezen siRNSek atlagosan 1/3-
ara csOkkentették a Jurkat sejtek (human limfoma sejtvonal) endogén protonaramat. Eldallitottunk
tovabba Hvl ellenes siRNS klonokat stabilan kifejezd Jurkat klonokat, melyek koziil néhanyat
elektrofiziologiailag is teszteltiink. Ezek koziil egyben szintén az aramdenzitds mintegy 2/3-adaval
csokkent.

GST-fuziosfehérjét allitottunk elé az emberi Hvl intracellularis domainjébdl (N-termminalis
99 aminosav) poliklondlis antitest termeltetés céljara. A fuzidsfehérjével nyulakat immunizaltunk.
Az egyik immunizalt nyul szérumabol sikeriilt nagy affinitas Hv1 ellenes antitesteket izolalnunk.
A fazidsfehérjével tisztitott antitest (aHvI-N) Western-blotban (WB) alkalmazva ~32 kDa
magassagban erds jelet adott egyes fehérvérsejt tipusokban, mig ~70 kDa magassagaban
fagocitakban esetenként egy halvany csikot lehetett detektilni (a Hvl szamitott molekulastlya
~31,5 kDa). Megfeleléen eldkezelt (proteazgatlas) eozinofil €s neutrofil granulocitdkban, és
esetenként granulocita irdnyba differencialtatott PLB-985 sejtvonalban is a ~70 kDa magassagban
lathato csik a ~32 kDa-oshoz hasonld intenzitasiva valik. A nagyobbik molekula megfelel (1d.
lentebb) az irodalomban heterolog expresszids rendszerben kimutatott Hvl-dimernek. Az antitest
specificitasat igazoltuk V5-6s epitoppal jelzett Hvl-el transzfektalt Cos-7 sejtekben. A V5 ellenes
antitest ugyanazt a fehérjét (WB) és ugyanazokat a struktirakat (immunfluoreszcencia, konfokalis
lézermikroszkdpia) jelolte, mint az aHv1-N. Tovabba a protondram visszanyomasra hatékony
siRNS-t stabilan kifejezd Jurkat klénban a ~32 kDa-nél az aHv1-N jel6l6dés jelentdsen csokkent.

A Hvl molekula fehérjepartnerek szkrinelését immunoprecipitacioval, keresztkotési
reakciokkal, és a Hvl N-termindlisaval végzett ,,horgaszassal" is megkiséreltiik. A Hvl egyetlen
detektalt és azonositott fehérjepartnere maga a Hvl volt, mivel a molekula stabil homodimert is
alkot (Id. lentebb). Az eldzetes kisérletek alapjan stratégiat valtottunk, és az RNS interferencian
alapul6 tovabbi szkrinelés helyett a Hv1 protoncsatorna fehérje funkcionalis jellemzdinek és szoveti
kifejezddésének vizsgalatat helyeztiik eldtérbe.

Az antitestkészitmény segitségével immunofluoreszcens (IF) vizsgalattal kimutattuk emberi
vérkenetben (periférias vér), hogy a Hvl dontden granulocitdkban (eozinofil>neutrofil) és
monocitdkban van jelen, mig vordsvértestekben csak hattérnek tekintheté a jelolodés. Tovabba
limfocitdkban csak egy szubpopulacié festddik erdsen. A mieloid sejtekben ¢és B-sejtekben a
jelentds kifejezddést WB és qPCR technikakkal is sikeriilt igazolni. Az expresszid nagyon alacsony
szintjét T-limfocitdkban qPCR és WB, mig vordsvértestek membranjdban WB segitségével
igazoltuk. A fenti eredményeinket Osszefoglalva tehat mRNS és fehérje szinten a Hvl nagy
mennyiségben megtalalhatd fagocitozisra képes mieloid sejtekben illetve B-limfocitdkban. Nyugvd
periférias T-sejtekben és enyhén aktivalt T-sejtekre hasonlitd Jurkat sejtvonalban az expresszid
szintje rendkiviil alacsony (WB és részben qPCR), noha fesziiltségfliggd protondram mérhetd ezen
sejttipusokban (patch-clamp).

Tovabbiakban immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia segitségével azt vizsgaltuk,
hogy hogyan viszonyul egymashoz a Hv1 és gp91phox (avagy Nox2, a fagocitaoxiddz avagy phox
kozponti enzime) expresszidjanak mértéke, ill. elhelyezkedése. A gp91phox kifejezddését 7D5 jeli
monoklonalis egér hibridoma feliiliszojaval detektaltuk. Polimorfonuklearis sejtek esetén az aHv1-
N jelolés eozinofilekben bizonyult a legerdsebbnek. A neutrofilek jelolddése ennél altaldban
gyengébb, de meglehetdsen valtozd6 mértékii volt. 7D5-tel viszont neutrofileken tapasztaltunk
erdteljesebb  jelolodést. A kolokalizaci6 mértéke eozinofilekben bizonyult erdsebbnek.
Monocitakban az eozinofilekhez hasonl6an magas aHv1-N jelintenzitast és gyakori kolokalizaciot
tapasztaltunk. Limfocitdk kozil csak a sejtek egy része jelolodott (B-sejtek), de azok altaldban
mindkét antitesttel. Szérum opszonizalt zimozannal 6sszehozott granulocitakban 10 perc elteltével



fagoszomak kialakulasa tapasztalhatd, melyek falaban a Hv1-N és 7D5 nagyon hasonldé mintazatban
dusul. Western blot és konfokalis mikroszkopia segitségével kimutattuk, hogy a Hvl (a Nox2-vel
egyiitt) foként a neutrofilek granulumaiban talalhaté nyugvéd sejtekben. PMA-val aktivalt sejtek
esetén azonban mind a Hvl, mind a Nox2 massziv plazmamembran lokalizacidjat tapasztaltuk
szamos sejtben. Erdekes modon ezen sejtekben a sejtmag felbomlasa (apoptozis) is megfigyelhetd
volt. Fenti kisérleteink igazoljak, hogy a Hvl valoban jelen van a legtobb emberi fehérvérsejt
membranjaban, igy létrehozhat ott protonaramot. Az pedig, hogy a Hvl a fagoszoma falaban a
Nox2-vel egyiitt disul, igazolni latszik a neki tulajdonitott oxidazt timogatd szerepet.

A fagocitozis vizsgalatokat granulocita irdnyba differencialtatott vadtipusu és Nox2-hianyos
(X-CGD) PLB-985 human mieloid leukémia sejtvonalon is elvégeztiik. Hvl minden esetben a
fagoszoma faldban dusult, fiiggetleniil a funkcioképes Nox2 jelenlététol. PLB-985 sejtvonalon azt is
megfigyeltiik, hogy differencidlodas sordn a Hvl és Nox2-kiefejezd6dés parhuzamosan indukalodik.
A Hvl indukcidja normal Nox2 fehérje hidnyaban lassul. A maximalisan indukalhatd6 Hv1-szint
azonban X-CGD-s sejtekben nem tér el a vadtipustiakban tapasztalhat6tol. PLB-985-6s, Hv1-re
nézve knock-down klon segitségével kimutattuk, hogy stlyosan gatolt Hv1-kifejez6dés gatolja az
intenziv szuperoxid-termelést. Ugyanakkor azt is kimutattuk, hogy a Hvl massziv visszanyomasa
nem akadalyozza a NADPH-oxidaz alegységek intenziv kifejezodését. A fenti adatok alapjan
kijelenthetd, hogy a funkcionalisan szorosan kapcsolt Hvl ¢és Nox2 molekula kifejezddése
egymastol nagymértékben fliggetlen. A PLB klonokban mérhet6 protonaram denzitasa aranyos volt
a detektdlhatdo Hvl fehérje mennyiségével, megerdsitve, hogy a Hvl granulocitdkban is
elengedhetetlen a fesziiltségfiiggd protondramhoz.

Keresztk6td anyagok és/vagy nem ionizdldo detergens alkalmazasaval kimutattuk
fehérvérsejtekben és PLB-985-0s granulocitdkban, hogy a nativ Hvl mind monomer, mind
homodimer formaban kifejezédik. Granulocitdkban azt is kimutattuk, hogy a Hvl N-terminalis
ciszteinje képes diszulfidkotéssel stabilizalni a Hvl dimert, azonban intakt, nyugvo sejteken ez a
cisztein redukalt formaban van, és a dimerizacioban nem vesz részt. Erdekes modon ha a
granulocitak szabadgyok termelését PMA-val aktivaltuk, akkor sem sikeriilt ezen cisztein jelentds
oxidacigjat/diszulfid-képzését kimutatnunk. A PMA-val kivaltott aktivaci6 nem befolydsolta a
monomer vs. dimer ardnyt sem. A fenti kisérletek alapjan ugy tlinik tovabba, hogy magasabb rendi
Hv1 homomultimer (pl. tri- vagy tetramer) nem fordul eld jelentdés mennyiségben granulocitdkban
az éalatlunk vizsgalt koriilmények kozott.

Az eddig ismertetett eredményeink jelentds részét a PLoS ONE nevii, nyilt hozzaférési,
online lapban k6zoltiik 2010 végén.

Tovabbi munkdinkban megklonoztuk az egér Hvl-et (V5 és poly-His taggelt formaban) és
annak N-termindlis 99 aminosavat (GST fuzids fehérje forméjaban). Két nyulat immunizaltunk az
egér Hvl molekula (mHv1) N-termindlis peptidlancéaval. Az egyik nytl mHvl1 ellenes antitestek
termelésével valaszolt. A tovabbiakban az immunogén segitségével az anti-mHvl antitesteket
tisztitott formaban is eldallitottuk. Megvasaroltuk spermium és embrid forméjdban az mHv1 allélt
elrontott (KO) formaban tartalmazo egeret. Beallitottuk a vadtipust és elrontott mHv1 allél PCR
alapt kimutatasat genotipizalas céljabol. Kiils6 szolgaltatd (Biotalentum Kft., G6do61l6) segitségével
felélesztettiik heterozigdta formaban az mHv1-KO egértdrzset. Allathdzunkban azota homozigota-
KO (mHv1") egereket is eléallitottunk keresztezéses tenyésztés titjan. Vadtipusu és KO egerekbél
szarmaz6 szoveteken igazoltuk, hogy az anti-mHv1 készitménylink szelektiven detektalja az mHv1
molekulat Western blotban és egyes immunfluoreszcens vizsgalatokban.

Western blotban kimutattuk, hogy jelentés mennyiségi mHv1 fehérje termelddik egerekben
pl. fehér zsirszovetben, tiidoben és hugyholyagban, mig pl. sziv- és vazizomban, illetve barna
zsirszovetben a fehérje alig detektalhatd. Eddigi vizsgalataink alapjan a fehérzsirban a csatorna
dontdéen nem a zsirsejtekben, hanem egyes Un. stromasejtekben fejezddik ki. Higyholyagban mind
az urotéliumban, mind a denudalt hélyagfalban jelentés mennyiségti mHv1-et detektaltunk Western
blot eljarassal. Egyeldre kérdéses, hogy a holyagban pontosan mely sejttipus fejez ki az mHv1-et



(immunsejtek vagy egyéb). Remélhetdleg az immunfluoreszcens jeldlés optimalizalasaval erre is
valaszt kapunk majd.

Tovabbi kisérleteinkben a Hvl molekula fehérvérsejtek apoptdzisaban jatszott szerepét
vizsgaljuk. Ehhez részben a kordbban emlitett PLB-985 klonjainkon, részben a vadtipust és mHv1-
KO egerekbdl szarmazo B-limfocitakon ¢€s csontveléi makrofagokon végziink 6sszehasonlito
vizsgalatokat. Az apoptotikus sejteket propidium jodid jeldlés és morfologia alapjan azonositjuk.
Eddigi, eldzetes adataink alapjan a Hvl molekula csokkent kifejezddése, illetve hidnya eltéréen
befolyésolja az apoptotikus ratat spontdn, illetve indukalt (pl. szérummegvonas) apoptozis esetén.

A fentieken kiviil egér B-sejtek szuperoxid termelését vizsgaljuk vadtipust és Hvl hianyos
egerekben. Irodalmi adatok alapjan ugyanis mHv1-KO egerek B-sejtjeiben az indukalhat6 (B-sejt
receptor keresztkotése) szuperoxid-termelés jelent6sen csokken. Az irodalomban megjelent
interpretacioval ellentétben mi azt gondoljuk, hogy a csdkkenés hatterében teljesen mas
mechanizmusok allhatnak, mint a fagocitdk esetében. Vizsgalni kivanjuk, hogy B-sejtekben a
hianyz6 protoncsatorna miivi helyettesitése (gramicidinnel, vagy amfotericinnel) normalizélja-e a
szabadgyoOk-termelést, amint azt a fagocitdkban tapasztaltdk. Elézetes eredményeink alapjan
ugyanis a protoncsatorna cinkkel torténd gatlasa, a fagocitaktol eltérden, B-sejtekben nem okoz
jelentds csokkenést a szabadgyok-termelésben. Feltételezziik, hogy az mHv1 genetikai hidnya a B-
limfocitak fejlodését/miikodését sokkal alapvetdbben zavarja meg, mint a fagocitakét. Vizsgalatokat
kezdtiink annak tisztdzasara, hogy a B-sejtek szabadgyok-termelésének tamogatidsaban esetleg
kalium és kloridcsatornék is fontos szerepet jatszanak.

Végezetiil szisztematikus, kvantitativ vizsgalatokat kezdtiink annak tisztazasara, hogy
hogyan viszonyul egymashoz az egészséges emberekbdl szarmazd neutrofil és eozinofil
granulocitak oxidativ robbanasa, Nox2 és Hvl kifejez0dése. Véleményiink és eldzetes adataink
szerint ugyanis téves az vélekedés, hogy az eozinofil granulocitdk oxidaz expresszidja és 1égzési
robbandsa kifejezettebb, mint a neutrofileké. A hibas vélekedést szerintiink az okozza, hogy a
témaban felleheté adatok, nem humdn eredetiick, vagy ha mégis, akkor eozinofilidban szenvedd
emberekbdl szdrmaznak.

A fenti, még nem kozolt témak koziil a két utolso vizsgalata elérehaladott annyira, hogy egy,
maximum két éven beliil kézlemény formdjaban is nyilvanossagra hozhatova valik.



