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I. El0sz6

Az utdbbi években altalanosan elfogadotta valt nézet a bioldgiai membranokra mar nem csupan
Htérelvalasztd™, passziv hatarold elemekként tekint, hanem elismeri, s6t, fokuszba helyezi a
membrant alkotd lipidek transzmembran fehérjék szerkezetére, funkcidjara gyakorolt aktiv
szerepét, melynek hatterében a kozvetlen lipid-fehérje kolcsonhatasok mellett a lipidek
membranok strukturalis szervezddésére gyakorolt hatasa all. A membran szerkezetét leird
biofizikai paraméterek kozil a membranfluiditas, illetve -hidracio viszonylag széles kdérben
ismert és vizsgalt, a harmadik alapvetd biofizikai tulajdonsag, a dipdlpotencial, illetve annak
biologiai jelentésége azonban még jorészt feltdratlan. Ezen korlilményeknek és
paradigmavaltasnak koszonhetden keriilt kutatdsunk fokuszdba a dipodlpotencial, valamint
bioldgiai relevancidjanak vizsgalata.

A dipolpotencial nagysagat els6sorban a membranok lipidosszetétele hatdrozza meg, mely
mind az intracellularis membranrendszerek kdzott, mind egy adott membranrendszeren bell
heterogenitast mutat, ezaltal varhato, hogy a dipolpotencial nagysaga is jelentdsen eltérd lehet
a kiilonb6zé szubcellularis  kompartmentumokban, illetve a kiilonféle membran
mikrodoménekben is. A dipdlpotencial egy Ujabb dimenziot ad a lipid-fehérje kdlcsdnhatasok
értelmezése terén — kiegészitve a kozvetlen receptor-ligand kdlcsonhatdsok elméletét egy
elektromos er6tér altal modulalt, indirekt hatassal.

A dipdlpotencidlt kordbban elsdsorban modellmembranokon vizsgaltak, késdbb specidlis,
mikrokdrnyezeti paraméterekre, foleg a lokélis elektromos erdtér nagysagara érzékeny
fluoroforok kifejlesztésével €16 sejtek plazmamembranja is tanulmanyozhatova valt, azonban
az egyes membranalkotok aranyanak (pl. koleszterin) megvaltozasa kdvetkeztében kialakuld
eltéréseket még in vitro sem deritették fel részletesen, illetve az intracellularis organellumok,
membranrendszerek is eddig 1ényegében feltérképezetlenil maradtak.

A dipdlpotencial kisérletes modositasara rendelkezésre allo modszerek szama is er6sen limitalt,
tovabba a leggyakrabban alkalmazott eljarasok jellemzdéen exogén, az €lé szervezetben meg
nem jelend vegylileteken alapulnak. Kivételként emlithetd a fiziologias koriilmények kozott is
jelen levd koleszterin dipdlpotencidlt noveld hatdsa, azonban ezzel ellentétes hatdsu, €16
sejtekben is eléforduld és a dipolpotencidl nagysaganak kisérletes csokkentésére alkalmas,
fiziologias molekulat még nem irtak le.

A dipdlpotencidl mérése sem tekintheté megoldottnak €16 sejtekben — az ,,aranystandard”
spektrofluoriméteres modszer egyedi sejtek vizsgalatat nem teszi lehetdvé, mig a konfokalis

mikroszkopos eljarasok altalanossagban lassuak és munkaigényesek. Ezek miatt jelentds igény



mutatkozik egy nagy ateresztOképességl, egyedi €16 sejtek vizsgalatdra alkalmas
mérémodszerre — amely célra kézenfekvé az aramlasi citométer alkalmazasa. Eddig azonban
nem volt ismert erre a célra megfeleld fluorofodr, illetve nem publikaltak a szakirodalomban
ilyen merési modszert.

Disszertaciomban az eldbbiekben felvetett problémakat megvélaszolva mutatom be PhD
kutatasaim soran kapott eredményeimet, egydttal ramutatva a dipdélpotencidl — mint a sejtek

funkcioit alapvetden befolydsolo tényezo — jelentdségére.



I1. A doktori értekezés elozményei, bevezetés
I1/1. A transzmembran szemlélettdl az intramembran régiokig

Az eukaridta sejtek membranrendszereinek, a velik kapcsolatos folyamatoknak és azok
biologiai relevancidjanak feltérképezéséhez megkeriilhetetlen a membran szervezddésével
kapcsolatos jellemzOk, igy a membranpotencialok részletes ismerete. A rendelkezésre allo
vizsgalomodszerek fejlédésével a széles korben ismert transzmembran potencial mellett
leirasra kerilt két masik potencial, a feluleti, illetve a dipolpotencial is.

A héarom kozil legkevésbé ismert és karakterizalt dipdlpotencialt a membranban talalhatd
szterolok, foszfolipidek és a membranhoz asszocialt, interfacialis vizmolekulak molekularis
dipdlusainak nem véletlenszerii rendez6désébol szarmaztatjuk. Nagysaga modellmembranokon
végzett mérések és in silico szimulaciok alapjan 150-450 mV kdzétt van oly modon, hogy a
dipdlpotencial elektromos gradiense minddssze kb. 1 nm-es hatotavolsagban figyelheté meg,
kovetkezéskeépp az altala 1étrehozott elektromos erdtér 2-3 nagysagrenddel meghaladja a
transzmembran és feliileti potencialok altal generalt erdterek nagysagat.

A dipdlpotencialra tekinthetiink az intramembran régiora lokalizal6dd és annak strukturélis
szervezOdését jellemz6 tulajdonsagként is, hasonloan a hidréciohoz es a fluiditashoz, hiszen
nagysagat elvéalaszthatatlanul meghatarozza a lipid kettésréteg molekularis Osszetétele és a
vizmolekulak jelenléte, illetve rendez6dése. EIméleti megfontolasok alapjan tekinthetiink a
harom paraméterre a sejtmembran eltérd ,,mélységét” jellemz6 tulajdonsagként is: utdbbi kettd
a kettdsréteg belsd, hidrofob részérdl, mig a dipdlpotencial a felszin kozeli régiok szerkezetérdl
nyujthat kvantitativ informéaciot, ily médon a dipdlpotencial feltardsa egyben kozelebb vihet
benniinket a membranok szervezédésének, illetve az indirekt lipid-fehérje kdlcsonhatasok

alaposabb megértéséhez is.

11/2. A dipolpotencial nagysagat meghatarozo tényezok és kisérletes novelésének

lehetoségei

A dipolpotencial nagysagat alapvetden meghatarozé — es Kisérletes korilmények kozott
befolyasolhatd — tényez6 a membranok Osszetétele: elsdsorban az alkotdé foszfo- és
szfingolipidek tipusa, bizonyos telitetlen vagy telitett zsirsavak jelenléte, azok koncentracioja,
valamint a koleszterin és szarmazékainak mennyisége.

A dipolpotencial nagysaganak kisérletes novelése fokent a szterolok membranokba torténd

inkorporacidjaval torténik. Erre a célra elsésorban az eddig leirt leghatékonyabb szarmazékot,



az emberi szervezetben fiziologias korilmények kozott nem megtalalhatd 6-ketokolesztanolt
(6KC) alkalmazzak mind modellmembranokban, mind pedig €16 sejtek esetén. Mivel a
koleszterin, illetve az egyéb szterolok erdteljesen hidrofob vegyiiletek, a sejtek ezen anyagokkal
torténd kezelése specialis vivoanyagokkal lehetséges. Erre a célra specialis ciklikus
oligoszacharidok, a ciklodextrinek kinalnak megoldast, amelyek kdzil mind in vitro, mind in
vivo a leghatékonyabbnak a véletlenszeriien metilalt (metil-B-ciklodextrin, MBCD) szdrmazék,

illetve ennek szterollal prekomplexalt formaja adddott.

11/3. A dipolpotencial kisérletes csokkentésének lehetoségei

A dipdlpotencidl hatékony csokkentésére Kkisérletes tapasztalatok alapjan hossz( ideig
kizardlagosan egy, a természetben is el6forduld flavonszarmazék, a phloretin kinalt lehet6séget.
A sejtek koleszterintartalmat csokkentd statinokkal, illetve ciklodextrinekkel torténd
kezelésekkel kapott eredmények részben ellentmondasosnak voltak, részben pedig a vegyiletek
toxikusnak bizonyultak. Ezen kezelések fizioldgias alternativajat jelenthetik bizonyos
zsirsavak, altalanossagban a tébbszordsen telitetlen ©-3 és w-6 zsirsavak, példaul a-linolénsav
(ALA) vagy y-linolénsav (GLA), melyek &ltalanossagban a koleszterinnel ellentétes hatasokat
gyakorolnak a membranbiofizikai paraméterekre, azonban dipolpotencialra gyakorolt

hatasaikat ¢16 sejtekben ezidaig még nem vizsgaltak.

11/4. A dipolpotencial meghatarozasa élo6 sejtek esetében

A dipdlpotencial meghatarozasa — intramembran potencialrol 1évén sz6 — annak elméleti
definiadldsa Ota nehézségekbe Utkdzott. A kvantitativ jellemzésére alkalmazott technikék,
agymint a krio-elektronmikroszkopia, atomeré6 mikroszkopia, vibracios Stark-effektus
spektroszkopia vagy molekuléaris dinamikai szimuldcios modszerek €16 sejtek esetében nem,
vagy csak korlatozottan alkalmazhatok. A probléma megoldéasat a fesziltségérzékeny
fluoroférok jelentették, ezen csaladon belll is az Ugynevezett gyors szenzorok, melyek
elektronszerkezete megvaltozik az elektromos er6tér nagysdgénak fliggvenyében. A
legkorabban leirt csoport, a 4-p-aminosztiril-1-piridinium szarmazékok mikodése az
elektronszerkezet megvaltozasaval jard elektrokromos hatason, masnéven Stark-effektuson
alapszik, melynek kovetkeztében megvaltozik a molekula gerjesztési és emisszios spektruma.
A dipdlpotencial mérésére széleskoriien hasznalt di-8-ANEPPS nevii fluorofor gerjesztéses
ardnyméréses eljaras soran alkalmazhat6: a molekulat két kiilonbozé hulldmhosszon gerjesztve,
azonos hullamhossz-tartomanyban detektalva az emittalt fotonokat, a két esetben mérhet6

fluoreszencia intenzitasok hanyadosa erételjes korrelaciot mutat a dipdlpotencial nagysagaval.
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A dipdlpotencial meghatarozasanak ujabb lehet0ségét biztositjadk a nemrégiben karakterizalt 3-
hidroxiflavon (3-HF) szarmazékok, melynek biofizikai alapjat a fluoroférok gerjesztett
allapotaban bekdvetkezO, ugynevezett gerjesztett allapotil intramolekularis protontranszfer
(,,.Excited State Intramolecular Proton Transfer” — ESIPT) reakcid képezi. Az ESIPT reakcio
hatdsara kétféle gerjesztett allapot, a normal (N*) és tautomer (T*) forma jon létre, melyek
betoltottségét a molekulat koriilvevd lokalis elektromos erdtér, igy a dipolpotencial nagysaga
alapvetéen meghatarozza. Az N* és T* festékpopulacioknak megfeleléen az emisszios
spektrumban két jol elkiilonitheté emisszios sav figyelheté meg, igy a fluorofor alkalmazhato
emisszids ardnymeéréses eljaras segitsegével a dipdlpotencidl meghatarozasara — nagysaga
ugyanis az N*/T* arannyal negativ, illetve a T*/N* arannyal pozitiv korrelaciot mutat.

Az F66 alkalmas lehet &ramlasi citométeres mérési technikakhoz, azaz egyedi sejtek nagy
ateresztOképességii elemzéséhez, amelyet azonban korabban még nem vizsgaltak, valamint
kedvezd spektralis tulajdonsagai révén kombinalhatd lehet egyéb, konvenciondlis

fluoroforokkal is.

11/5. A Kiilonb6z6 cellularis membranok eltéré osszetétele és dipolpotencialja

A dipdlpotenciallal — illetve altalanossagban a membranbiofizikai paraméterekkel —
kapcsolatos kutatasok €16 sejtekben eddig a plazmamembran vizsgéalatara fokuszaltak, az
intracellularis organellumok lipid kettdsrétegeirdl, azok strukturalis szervezddésérdl azonban
sokkal kevesebbet tudunk. Szamos tanulmanyban felvetették, hogy a szekrécids, endocitotikus
atvonal organellumai, valamint a mitokondriumok membranjainak lipidosszetétele markansan
eltérhet egymastdl, azonban rendkivil keveset tudunk arrél, hogy ez megnyilvanul-e ezen
membranok biofizikai tulajdonsagainak funkcionalis jelentdséggel bird kiilonbségeiben €16, ép
sejtekben — az egyes organellumokban tapasztalt eredményeket egymassal 6sszehasonlitd

elemzés pedig ¢16 sejtek esetében még egyéaltalan nem tortént meg.

11/6. A dipolpotencial bioldgiai relevanciaja és a sejtpenetral6 peptidek

A sejtmembran lipidosszetételének megvaltozasaval jar6 korképek, peldaul a
hiperkoleszterinémia kiillonbozé formai, a csokkent koleszterin-, azonban emelkedett 7DHC
szinttel jaré Smith-Lemli-Opitz szindroma, kilonféle neurodegenerativ betegségek, bizonyos
tumorok vagy a Gaucher-kér pontos patomechanizmusanak megértéséhez, a potencialis
terapids célpontok azonositdsahoz elengedhetetlen a betegség szempontjabol relevans
molekulak kolcsonhatasainak megertése. A membrangsszetétellel egyutt megvéaltozo biofizikai
tulajdonsadgok patofiziologiai jelent6ségét egyre tobb bizonyiték tdmasztja ala, amelynek
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hatterében a transzmembran fehérjék szerkezetének és miikodésének befolyasolasa, igy végsd
soron a kiilonb6z6 sejtfunkciok modulécidja all.

Az intramembran régidoban érvényesiilé dipolpotencidl elsdsorban a fehérjék transzmembran
doménjére hatva befolyasolhatja azok funkciojat a toltott, illetve polaris aminosavakra
gyakorolt hatasok révén, a kiilonboz6 konformacios allapotok stabilitasanak és ezdltal a
proteinek funkcionalis aktivitasanak modulalasaval.

A dipdlpotencial biologiai relevanciajat az els6, kozel 50 évvel ezel6tti emlitését kovetden
szamos tanulmany hangstlyozza kiilonféle transzmembran doménnel rendelkezé fehérjék
esetében. Viszonylag hamar leirtak a dipdlpotencial nagysaganak hatasat kilénféle bakterialis
ionoférok asszociaciojara és konduktanciajara; molekularis dinamikai szimulaciok kimutattak
a hERG kéliumcsatorna kapuzésara, aktivacios és deaktivacios folyamataira gyakorolt hatésait,
a kismolekulaju csatornamodulatorok vizsgalata soran pedig azt talaltak, hogy a vegyiiletek
hatékonysagat meghatarozza azok dipélusmomentuma és igy varhatéan a dipdlpotencialra
kifejtett hatasuk is.

Fentiekkel 6sszhangban munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy a dipdlpotencial
valtoztatdsa hozzajarulhat a koleszterin és a 7DHC Kv1.3 és Ky10.1 feszultségkapuzott
kaliumcsatornak kapuzasara gyakorolt gatl6 hatasaihoz, illetve magyarazhatja, hogy a ceramid
¢s gliikozilceramid miért gatolja eltérd hatdsmechanizmussal és kiilonb6z6 intramolekularis
tdmadasponton hatva a Kv1.3 kapuzasat és feszlltségérzékenységét.

A dipdlpotencial az aktiv transzporterek mitkodését is modulalhatja, igy ezen fehérjecsalad
egyik legszélesebb korben vizsgalt tagja, a Na*/K* ATPaz kapcsan pozitiv korreléciét talaltak
a membranok dipolpotencidljanak nagysaga és a fehérje aktivitasa kozott. A daganatok
glikoprotein (Pgp) vizsgalata soran is tobb tanulmany igazolta a transzportfolyamat aktivitasa
és a dipolpotencial nagysaga kdzotti pozitiv korrelaciot.

A jelatviteli folyamatok soran kdzponti szerepet jatszo kilonféle transzmembran receptorok
esetén is kimutattak a dipolpotencial jelentdségét: az ErbB fehérjék esetében a dipolpotencial
nagysaganak novelése példaul fokozza a receptorok dimerizacidjat, klaszterizacibjat és
kovetkezményesen a daganatos proliferacidban fontos jelatviteli utvonalak beinduldsat, mig a
dipdlpotencial csokkentése eltér6 hatasokkal bir.

Korabban kimutattak azt is, hogy a dipdlpotencial nagysaga modositja gyogyszermolekulak, -
amiloid és mas peptidek membranhoz kotddését és a kettdsrétegeken torténd atjutasanak
hatékonysagat. Utdbbiak kozul kiemelt figyelmet érdemelnek az Ggynevezett sejtpenetrald

peptidek (,,cell-penetrating peptides”, CPP), melyek igéretes alternativat jelenthetnek az
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egyebként a sejtmembran szempontjabdl impermeabilis vegyuletek — kiilonboz6 gyogyszerek,
peptidek, DNS és RNS — nem toxikus intracellularis transzportjara. A szallitott anyagok CPP
altal medidlt bejuttatdsanak direkt, azaz a plazmamembranon térténé kozvetlen permeacion
alapuld, illetve endocitotikus mechanizmusa is magaban foglalja a membranokkal vald
kolcsonhatast — kovetkezésképp a dipdlpotencidl, illetve az abbdl szarmazo elektromos erétér
nagysaga befolyasolhatja ezen folyamatok hatékonysagat. Kutatdcsoportunk nemrégiben
kimutatta, hogy a dipdlpotencial phloretin, valamint a koleszterinszintet csokkentd atorvastatin
altal kivaltott csokkenése a CPP-k sejtekbe torténé megnovekedett felvételét, illetve kiilondsen
az endolizoszomalis rendszerb6l vald fokozott kiszabadulasat eredményezi. Ezek alapjan
megalapozottan feltételezhetd, hogy a CPP-k felvétele és a dipdlpotencial kdzotti kapcsolat
alaposabb karakterizdlasa, valamint 1j, fizioldgias, a dipdlpotencial értékét csokkentd
vegylletek felderitése hozzajarulhat a CPP-k bejutasat, azaz végs6 soron a hordozott terapias
hatassal bird6 molekuldk aktivitidsanak fokozdsat eredményezd kezelési modszerek &€s

protokollok felkutatasdhoz és optimalizalaséhoz.



II1. Célkitiizések

A dipdlpotencial megismerését kiilondsen €16 sejtekben nagyban megneheziti a rendelkezésre
allo modszerek igencsak sziikos tarhaza, mint azt a bevezet6 fejezetben targyaltuk.

Az alapkutatasokat, ezaltal reményeink szerint a késObbiekben majd a klinikai mintak
elemzését is elosegitendd célul thztiikk tehat ki egy uj, aramlasi citometrids mérési modszer
kidolgozésat és optimalizalasat, mely a kedvezd spektralis tulajdonsadgokkal rendelkezd F66
fesziiltségérzékeny fluorofor hasznalatan alapszik és lehetdvé teszi nagyszami, €16, egyedi sejt
vizsgalatat, a mintdkban esetlegesen eléforduld alpopuléciok elkiilonitésének lehetdségével.
Maodszerunk altalanos alkalmazhatosagat alatdmasztandd celunk volt tovabba azt tobb
kiilonb6z6é sejtvonalon validdlni, illetve bizonyitani, hogy az valdban elssorban a
dipdlpotencial nagysagat kvantifikalja.

A dipdlpotencidl kiilonbozé patologias allapotokban betoltdtt szerepének megértéséhez
elengedhetetlen eldszor is az abban bekovetkez6 esetleges valtozasok sejtfunkciokra gyakorolt
hatasainak megismerése. A dipolpotencialt csokkent6 fiziologias vegyiiletet ismereteink szerint
azonban eddig nem irtak le, igy célunk volt egy erre alkalmas kezelési mod felderitése is.

A sejtpenetral6 peptidek a molekularis terapia egy egyelore kevéssé karakterizalt, de rendkiviil
igéretes szegletét képezik, mivel segitségiikkel lehetdség adodik kiilonb6z6 — egyébkent a
plazmamembran szempontjabdl impenetrabilis — molekulak citoszolba vagy kuldnféle
organellumokba torténd bejuttatasara. A dipdlpotencial hatasat tudomasunk szerint ezidaig csak
kevés tanulméany vizsgalta ezen peptidek felvételére, azonban kordbbi eredmények mar
felvetették, hogy a dipdlpotencial kisérletes csdkkentése segitheti azok sejtbe jutasat — a
zsirsavak ilyen hatdsat azonban egyaltalan nem ismerjik, igy célunk volt ezen lipidek
lehetséges kedvezd hatasainak felderitése.

A sejtekben taldlhaté kilonféle organellumok membranosszetételében megfigyelhetd
kilonbségek szamos esetben ismertek — azonban €16 sejtek esetében ezen eltérések molekularis
rendezettségre gyakorolt hatasa jorészt feltaratlan, amelynek oka az intracellularis membranok
jellemzéinek komparativ tanulmanyozasara alkalmas technikak hianya. Munkank soran ezért
celunk volt egy uj, kénnyen alkalmazhatdé mddszer optimalizalasa, amelynek segitségével
lehetségessé¢ valik a plazmamembran és a kiilonboz6 intracellularis organellumok
kettosrétegeinek 0Osszehasonlitd elemzése ép, €16 sejtekben és ezaltal feltarhatok az egyes
kompartmentumok kozotti kiilonbségek, illetve a késdbbiekben a kiilonféle patologias

allapotokban kialakulo eltérések is.
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V. Anyagok és modszerek
IV/1. Alkalmazott sejtvonalak

A munkank sorén alkalmazott §sszes sejtvonalat, azaz a JY Ebstein-Barr-Virussal transzformalt
human limfoblasztoid, a THP-1 human monocitoid, az adenovirussal immortalizalt és az
SV40T-antigént kodol6 génnel transzfektalt HEK-293T human embrionélis vese, az SKBR-3
human emld adenokarcinéma, a HeLa human cervix adenokarcinéma és az SH-SY5Y human
neuroblasztoma eredetli sejteket a gyartd uUtmutatasainak megfeleléen tenyésztettik. Az
aramlési citométeres és spektrofluoriméteres Kisérletek soran a kiindulasi sejtszdmok ugy
kerultek kivalasztasra, hogy az egyes mosasi lépések varhatd veszteségei utan legalabb 150 000
sejt maradjon egy-egy mintaban. A konfokalis mikroszkdpos mérésekhez a sejteket kb. 80%-

os konfluencia eléréséig novesztettilk 8-lyuku, fedélemez alju sejttenyészté kamrakban.

IV/2. Alkalmazott vegytiletek és reagensek

A sejtek dipdlpotencialjanak megvaltoztatasara 6-ketokolesztanolt és phloretint, illetve az ezek
gyors sejtmembranba épuléséhez Pluronic F-127 nem-ionos detergenst alkalmaztunk. A
sejtmembran szteroltartalmanak megvaltoztatasahoz a 6KC, koleszterin és 7DHC MBCD-vel
alkotott komplexeit hasznaltuk, a szterolok relativ témege minden komplexben 5% kordil volt.
A zsirsavak hatadsanak tanulmanyozasahoz telitett sztearinsavat (SA), tobbszordsen telitetlen -
3 a-linolénsavat (ALA) és a tobbszorosen telitettlen -6 y-linolénsavat (GLA) alkalmaztunk.
A dipdlpotencial mérésére di-8-ANEPPS, illetve F66 fluoroférokat hasznaltunk. A
sejtmembran fluiditasanak vizsgalatihoz TMA-DPH-t, a membranhidracié meghatarozasahoz
PY3174 fluorofort alkalmaztunk. A sejtek életképességének vizsgalata soran Sytox Green és
Alexa Fluor 647-konjugélt annexin V fluoroférokkal végeztik a jeldlést. Az intracellularis
organellumok vizualizaci6jahoz CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0-t, CellLight™ Golgi-RFP,
BacMam 2.0-t, LysoTracker™ Deep Red-et, illetve MitoTracker™ Deep Red FM-et
hasznaltunk. A kalibraciés pH oldatok alkalmazasa soran az intra- és extracellularis pH

kiegyenlitését valinomicin és nigericin segitségével biztositottuk.

IV/3. A sejtmembran 6sszetételének és dipolpotencialjanak médositasa

Kisérleteink soran az uj méresi modszerunk validalasa és a korabban publikalt eredményekkel
valé Osszehasonlithatdsag érdekében a THP-1 és JY sejtek membranjanak dipolpotencialjat
6KC segitsegéevel noveltik, csokkentésére pedig phloretint alkalmaztunk kiilonb6zo

koncentraciokban. A két vegyiilet sejtmembranba torténd beépiilésének gyorsitasara €s ezaltal
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az inkubacids id6 leroviditésére a kezeléseket Pluronic F-127 detergens jelenlétében végeztik.
A fenti vegyuletek az alkalmazott koncentraciokban korabbi méréseink alapjan nem
befolyasoljak érdemben sem a sejtek életképességét, sem pedig a nyugalmi transzmembran
potencial értékét.

A sejtmembran szteroltartalmanak moddositasara sejtjeinket 60 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten 6KC, koleszterin (CHOL) és 7-dehidrokoleszterin (7DHC) MBCD-vel
alkotott komplexeivel normal Ringer oldatban kilénb6z6 koncentraciok mellett. Kontrollként
sejteket.

A kiilonb6z6 zsirsavak hatasanak vizsgalatahoz a THP-1 és JY sejteket 48 Oran at telitett SA-t,
tobbszordsen telitetlen ®-3 ALA-t és tdbbszordsen telitetlen -6 GLA-t kiilonbozd

koncentracidkban tartalmazd médiumokban inkubaltuk.

IV/4. A sejtmembréan dipolpotencialjanak meghatarozasa di-8-ANEPPS és
spektrofluorimetria segitségével

A kezeletlen, illetve a fenti modon kezelt THP-1 és JY sejteket mosas utan di-8-ANEPPS-sel
jégen jeldltik, majd mosast kovetden a mérést kozvetleniil megel6zéen a mintakat 37°C-ra
melegitettilk. A méréseket Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel végeztiik Ugy, hogy a mintatartd
klvettakat 37°C-os vizfiird6 segitségével tartottuk allando hémérsékleten. A dipdlpotencialban
bekovetkezd valtozasok detektalasara gerjesztési spektrumot rogzitettiink: a mintakat mérés
soran 5 nm-es szélességii tartomanyban gerjesztettiik ugy, hogy a gerjesztési hullamhosszt 380
és 550 nm kozott 1 nm-es lepéskozzel folyamatosan valtoztattuk, mig az emissziot allandé
hullamhosszon, 660 nm-en detektaltuk. Irodalmi adatok alapjan a dipdlpotencial nagysaga
pozitivan korrelal a 410 és 440 nm kozott, valamint a 490 és 520 nm kozétti tartoményban
torténd  gerjesztést kovetéen detektalhatd fluoreszcencia intenzitasok integraljainak

hanyadosaval.

IV/5. A sejtmembran dipolpotencialjanak meghatarozasa F66 és aramlasi citometria
segitségével

A kezeletlen, illetve a fenti médon kezelt THP-1 és JY sejteket mosas utan jégen F66-tal
jeloltik, majd mosast kovetéen a mérést kozvetleniil megeldzéen a mintdkat 37°C-ra
melegitettiik. Az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat FACS Aria Il aramlasi citométerrel
vizsgaltuk 37°C-on. A mintakat 405 nm hullamhosszusagu lézerrel gerjesztettik, majd az F66
altal emittalt intenzitast a fluorofér N* és tautomer T* gerjesztett allapotainak megfeleléen
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rendre 480/20 nm-es, valamint 585/42 nm-es savsziirék segitségével detektaltuk. Az adatok
elemzését FCS Express szoftverrel végeztik. A dipolpotencidl meghatarozédsdhoz az FSC-SSC
strtiségplotokon végzett kapuzassal kivalasztottuk a normél morfologiat mutatod, €élonek
tekinthetd sejteket, majd az egyedi sejtekben kiszdmitottuk az N*/T* emisszios arany
hanyadosat, végul pedig mintanként meghataroztuk az arany atlagos ertékét. Korabbi adatok

alapjan az N*/T* emisszi0s arany negativan korredl a dipdlpotencial nagysagaval.

IV/6. A sejtek életképességének meghatarozasa

Az altalunk alkalmazott, dipolpotencialt és sejtmembran-0sszetételt modositd kezelések
esetleges citotoxicitasat vizsgalandd a kontroll, illetve a fent leirt modon kezelt THP-1 és JY
sejteket Sytox Green, illetve Alexa Fluor 647 fluoroforral konjugalt annexin V markerekkel
jeloltiik un. annexinkdtd pufferoldatban, szobahén. Az egyedi sejtek vizsgalatat ezt kovetden
NovoCyte 3000RYB aramléasi citométerrel végeztiik. A gerjesztéshez, illetve az emittalt
intenzitdsok detektaldsdhoz a Sytox Green esetében 488 nm-es hullamhosszisagu lézert és
530/30 nm-es savsziir6t, mig az Alexa Fluor 647-annexin V esetében 640 nm-es
hulldmhosszusagu lézert és 660/20 nm-es savsziirt alkalmaztunk. Az adatelemzést ebben az
esetben is az FCS Express szoftver segitségével végeztiik, amely soran valamennyi minta esetén
kiszamitottuk a mind a Sytox Green, mind pedig az annexin V markerre nézve negativ, él6

sejtek ardnyat az 6sszes sejthez képest.

IV/7. A sejtmembran fluiditdsanak meghatarozasa TMA-DPH és spektrofluorimetria

segitsegével

A sejtmembran fluiditasanak meghatarozasahoz a szakirodalomban leginkabb elfogadott
modszernek megfelelen a kezeletlen, illetve a fenti modon kezelt THP-1 és JY sejteket mosas
utan Hank’s pufferben szuszpendaltuk, TMA-DPH-val jeloltiik szobah6n, majd mosas nélkiil a
mérést kozvetleniil megel6zéen a mintakat 37°C-ra melegitettik. A méréseket Fluorolog-3
spektrofluoriméterrel végeztik Ugy, hogy a mintatartd kiivettakat ebben az esetben is 37°C-0s
vizfurd segitségével tartottuk allando homérsékleten. A TMA-DPH fluoreszcencia
anizotropidjat (r) az alabbi képlet segitsegevel szamitottuk ki 352 nm-es hullamhosszon torténd
gerjesztést kovetéen 430 nm-es hullamhosszon végzett detektéalassal:
_ Joy = Gl
L, + 2G1,,
ahol Iw a fluoreszcencia vertikalis, mig lvn a horizontlis komponensét jelenti vertikalisan

polarizalt fénnyel torténd gerjesztést kovetden, G pedig a mérdmiiszerre jellemzd korrekcios
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egyutthatd, mely a rendszer horizontalis és vertikalis polarizacioju fotonok detektalasaban
észlelhetd eltérd érzékenységét hivatott korrigalni. Kiszamitasa a
G = Ih_”
Ihh
keéplet segitségével torténik, ahol In és Inn rendre a vertikalis és horizontalis fluoreszcencia

intenzitdsok horizontélisan polarizalt fotonokkal torténd gerjesztést kovetden.

-z =z

= z=7

megfeleléen kezelt THP-1 és JY sejteket mosas utan PY3174 fluoroforral jeloltiik szobahon,
majd mosast kovetéen LSMS880 konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkoppal felvételeket
készitettiink a sejtekrél a kozépsikjuknak megfeleléen. A gerjesztést 488 nm-es
hulldmhosszusagu lézerrel végeztiik, mig az emissziot két hullamhossz-tartomanyban, 500 és
540 nm (lkek), valamint 630 és 735 nm (lpiros) kOzOtt detektaltuk. Az elkészilt felvételek
kvantitativ elemzéséhez a Matlab szoftvert alkalmaztuk. A képfeldolgozas soran egy, a
munkacsoportunk altal kordbban kidolgozott vizfeltoltéses (Un. ,,watershed”) algoritmus
segitségével azonositottuk a plazmamembrannak megfeleld régiokat, majd kizardlag ezen
forditottan aranyos generalizalt polarizacié (GP) értékét az egyedi pixelekben az alabbi képlet
segitségével:
GP — Ixek — Ipiros
Ixek + Ipiros
ahol lkex és lpiros @ fentebb definidlt hullamhossz-tartomanyokban a hattérrel korrigalt,

plazmamembran pixelekben mért fluoreszcencia intenzitasok. Ezt kovetden szamitottuk ki a

plazmamembran pixelek adataibdl a felvételeken a GP atlagos értékét.

IV/9. A penetratin szintézise és jelolése fluoroférokkal

A penetratint manudlisan allitotta elé kollaboracids partneriink, Dr. Mandity Istvan
(Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag) TentaGel R RAM polisztirén PEG
kopolimer gyantan a szilardfazisu Merrifield standard Fmoc technikaval. Az utols6 arginin
észtert vagy 5(6)-karboxinaftofluoreszcein (NF) N-szukcinimidil észtert konjugaltunk. A
reakcio végbementét Kaiser teszttel ellendriztiik, melyet kovetden a vegyiiletet leoldottuk a

gyantérol. Filtraciot és hideg dietil-éterrel valo precipitaciot kdvetden a nyers terméket C18-as
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oszlopon tisztitottuk preparativ forditott fazisi HPLC eljarassal, majd liofilizaltuk. Az igy
kapott végtermék tisztasagat C18-as analitikai oszloppal, forditott fazisi HPLC eljarassal
teszteltik és az 95% folottinek adddott. A jeldlt peptidek jelenlétét Bruker elektrospray

ionizacids tomegspektrometridval erdsitettiik meg.

IV/10. A penetratinok felvételének és endolizoszomalis felszabadulasanak vizsgalata

aramlasi citométerrel

A penetratinok felvételének és endolizoszomalis felszabadulasanak vizsgalatara a THP-1 és JY
sejteket SA-t, ALA-t vagy GLA-t tartalmaz6 médiumban inkubaltuk, majd FACS Aria lll
aramlési citométerrel vizsgaltuk Ugy, hogy a mérés eldtt kozvetlentil 5 uM AFDye532-
penetratint és 5 UM NF-penetratint pipettdztunk a sejtekhez és azonnal mérni kezdtiik az egyedi
sejtek fluoreszcencia intenzitasait. A gerjesztési hullamhosszok és a detektalasi tartomanyok az
AFDye532-penetratin esetében 488 nm és 530/30 nm, mig az NF-penetratinnal 561 nm és
670/14 nm voltak. Minden minta esetén a mérés kdzvetlenul a penetratinok hozzaadasat
kovetden kezdddott és 15 percen keresztiil zajlott allandd, 37°C-os hémérsékleten, amelyet
temperalt mintatartd segitségével biztositottunk.

Az adatok elemzését el0szor FCS Express segitségével végeztik. Az FSC-SSC
stiriségplotokon kapuzott normal morfologidju, é16 sejtek idékorrelalt fluoreszcencia intenzitas
adatait exportaltuk, majd egy erre a célra készitett Matlab algoritmus segitségével kiszamitottuk
azok 10 masodperces iddablakkal vett mozgdatlagait, illetve azok hanyadosat. Az AFDye532-
penetratin a sejtbe keriilt penetratin teljes mennyiségérdl szolgaltat informaciot, mig az NF-
penetratin az endolizoszomalis rendszerbdl kikeriilt, nem savas kdzegben talalhatd penetratin
mennyiségét jelzi, kdvetkezésképp az NF/AFDye532 hanyados értékébdl az endolizoszomalis
felszabadulas mértékére kdvetkeztethetiink. Az elemzeés soran a fluoreszcencia intenzitasokat a
kontroll mintak elsd id6ablakban mért értékére normaltuk, majd ezt kdvetden szdmitottuk ki a

fluoreszcencia intenzitds aranyokat a normalt értékekbdl.

IV/11. A sejtek jel6lése intracellularis organellum markerekkel és a dipélpotencialra

szenzitiv F66 fluoroforral

Az endoplazmas retikulum és a Golgi jelolésehez a 8-lyuku fed6lemez alji kamrakban
novesztett SKBR-3, HeLa és SH-SY5Y sejteket CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0, illetve
CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0 reagensekkel transzdukaltuk. A lizoszomékat
LysoTracker™ Deep Red, mig a mitokondriumokat MitoTracker™ Deep Red FM segitségével

vizualizaltuk. Az intracellularis organellumok dipodlpotencialjanak meghatdrozasahoz kettds
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jelolési protokollt alkalmaztunk: a sejteket 24 6ran keresztil inkubaltuk 10 nM F66-tal, amelyet
a sejttenyésztd médiumba adagoltunk, biztositva a fluorofor megfeleld dusulasat az
intracellularis membrénokban, majd a plazmamembran egyértelmi azonositasanak érdekében
az inkubacio utolso 10 percében tovabbi 10 nM F66-ot adtunk a sejtekhez. Az F66 spektralis
tulajdonsagai pH-fliggésenek elemzésekor az utobbi jeldlést, illetve a konfokalis mikroszkdpos
felvételek készitését 5,5 és 7,5 kozotti pH értékkel rendelkez6 kalibracios puffer oldatokban
végeztilk, amelyek 10 uM valinomicint és 10 uM nigericint tartalmaztak. Utobbi két vegyiletet

az extra- és intracellularis pH kiegyenlitése érdekében alkalmaztuk.

IV/12. A cellularis membranok dipolpotencialjanak meghatarozasa F66 és konfokalis

mikroszkédpia segitségével

A fentebb leirt modon kezelt és jelolt SKBR-3, HeLa és SH-SY5Y sejtek kdzépsikjanak
megfeleléen LSM880 konfokalis lézerpasztazd mikroszkdppal konfokalis felvételeket
készitettlink. A dipolpotencial meghatarozasahoz az F66 fluorofdrt 405 nm-en gerjesztettik, az
emissziot pedig a festék normal N* és tautomer T* gerjesztett allapotainak megfeleléen rendre
463-527 nm és 543-589 nm tartomanyokban detektaltuk. Ugyanezen sejteken szekvencialisan
az intracellularis organellumok azonositasahoz alkalmazott GFP-t 488 nm-en, az RFP-t 543
nm-en, a Deep Red fluorofort pedig 633 nm-en gerjesztettiik, mig az emissziét rendre a 495-
550 nm-es, 570-640 nm-es, illetve 650-735 nm-es sdvokban detektaltuk.

Az elkészult felvételek kvantitativ elemzéséhez a Matlab szoftvert hasznaltuk. A
plazmamembrannak megfelelé pixelek azonositdsdhoz, illetve egy, az intracellularis régiot
kijelold maszk létrehozdsdhoz a munkacsoportunk altal irt, kézi kijelolésti vizfeltdltéses
algoritmust alkalmaztuk. Az organellumok azonositdsahoz az intracellularis régio pixeleinek
adott markerhez tartozé fluoreszcencia intenzitasat vizsgaltuk. Ugynevezett ,maximum
entropia” algoritmus segitségével, manudlis ellendrzést kovetden meghataroztunk egy
hatarértéket, mely folott az adott pixelt a vizsgalt organellumhoz tartozoként definialtuk, majd
minden pixelben a hattérintenzitasok levonasa utan kiszamitottuk a dipolpotencial nagysagaval
pozitiv korrelaciot mutatd F66 T*/N* aranyt és meghataroztuk az arany median értekét minden
egyes egyedi sejt esetén kilon-kilon a plazmamembrannak, illetve az adott organellum
membranjanak megfelel6 pixelek adataibol. A kiilonbozé intracellularis régiok kozotti relativ
kilonbségek elemzése céljabdl kiszamitottuk az adott organellumok membréanjaban az F66
T*/N* emisszios arany medianjanak az ugyanazon sejt plazmamembranjaban kapott median

aranyra normalt értéket.
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1V//13. Statisztikai elemzés

A spektrofluorimetria, illetve dramlasi citometria soran legalabb 6t (n) fiiggetlen kisérletbdl
nyert adatokat elemeztink. Az aramlasi citométerrel végzett mérések sordn minden fiiggetlen
kisérletben mintanként legalabb 20 000 sejtet elemeztink, mig a spektrofluorimetrids mintak
atlagosan 150 000 sejtet tartalmaztak. A szterol-MBCD komplexekkel végzett kisérletekben a
kapott értékeket az ekvivalens mennyiségii nativ MBCD-vel kezelt mintakra, mig zsirsavak
esetében az etanolos kontrollokkal kapott értékekre normaltuk. A PY3174 generalizalt
polarizacidjanak konfokalis mikroszkopos vizsgalatakor a kiilonb6zo kezelések esetében 6t
flggetlen Kkisérletben készilt n=20 egyedi kép atlagos generalizalt polarizacios ertékeit
elemeztiik. Minden kép 10-15 normal morfol6giaju sejtre vonatkoz6 adatokat tartalmazott,
kezelésenkent dsszesen 200-300 sejttel. A cellularis membranok dipdlpotencialjanak vizsgélata
sorén ot fiiggetlen kisérletbél szarmazo, n=107-154 normal morfoldgiju egyedi sejt median
F66 T*/N* emisszios aranyertékeit elemeztuk.

A statisztikai elemzések soran a p értékeket altalaban Tukey-féle HSD-prébaval szamitottuk,
amennyiben el6zetes ANOVA elemzés soran a csoportok kozotti hatasokra nézve szignifikans
kilénbségeket kaptunk. Az cellularis membranok dipdlpotencialjanak vizsgalata soran a
plazmamembran és az adott organellum F66 aranyainak dsszehasonlitasakor a p értékeket
Welch-féle t-probaval szamitottuk. A kilonbségeket akkor tekintettlik szignifikdnsnak, ha p <

0,05-nek adddott. A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism programban végeztiik.
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V. Eredmények és diszkusszio
V/1. A phloretin és a 6-ketokolesztanol dip6lpotencialra gyakorolt hatasa

Az (j, aramlasi citometrias dipolpotencial mérési eljarasunk kidolgozasahoz és validalasdhoz
referenciakent a szakirodalomban erre a célra leggyakrabban hasznalt di-8-ANEPPS fluorofort
alkalmaztuk egy altalanosan elterjedt spektrofluorimetrias eljaras, valamint a dipélpotencial
modositasara leggyakrabban alkalmazott vegyiletek, a phloretin és a 6KC segitségével. A
molekuldk membranba torténd beépiilését Pluronic F-127, egy hidrofil, nem ionos detergens
jelenlétében torténd inkubacioval segitettiik el6. Méréseink sordn a korabbi irodalmi adatokkal
Osszhangban azt talaltuk, hogy a 6KC dozisfiiggden novelte az emisszios spektrum két sz€lsd,
alacsonyabb (410-440 nm) és magasabb (490-520 nm) hullamhosszUsagu tartomanyaiban mért,
integralt fluoreszcencia intenzitasok aranyat (Rexc, di-s-anepps), azaz a dipélpotencial értékét
mindkét altalunk vizsgalt sejtvonalban, THP-1, illetve JY sejtekben egyarant. A phloretin ezzel
ellentétest hatast gyakorolt, azaz dozisfiiggden csdkkentette az excitacios aranyt, azonban az itt
tapasztalt eltérés — bar statisztikailag szignifikansnak bizonyult — jelentésen kisebb volt a 6KC
altal okozott valtozasokhoz képest.

Az F66 fluorofor alkalmazhatdsigat alatamasztandd THP-1 és JY sejteket a fentiekhez
hasonléan 6KC-val és phloretinnel kezeltiink kiilonbozé koncentraciokban, majd jelolést
kovetden aramlasi citométerrel meghataroztuk a fluorofor normal N* és tautomer T* gerjesztett
allapotainak megfeleld tartomanyokban (rendre 470-490 nm és 564-606 nm) mért
fluoreszcencia intenzitasainak aranyat (Rem, res n+T+), mely forditottan aranyos a dipolpotencial
nagysagaval. Korabbi, di-8-ANEPPS-sel kapott eredményeinkkel ¢sszhangban azt talaltuk,
hogy a 6KC dozisfiiggéen, szignifikansan csokkentette az Rem, Fes N7+ aranyt mindkét vizsgalt
sejtvonal esetében, mely a dipdlpotencidl ndvekedését jelzi. Bar a phloretin mindkét esetben
ndvelte az Rem, re6 N+/7+ aranyt, azaz csokkentette a dipdlpotencialt, azonban a véaltozas JY

sejtvonal esetében nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

V/2. Kiilonbo6z6 szterolszarmazékok dipolpotencialra gyakorolt hatasa

A dipdlpotencial nagysagat alapvetden befolydsolja a sejtmembranban taldlhatd szterolok,
elsésorban a koleszterin mennyisége, igy kézenfekvd volt mddszeriink validalasa kiilonb6zo
szterolok (7DHC, CHOL és 6KC) MPBCD-vel alkotott komplexeivel torténé kezelések
segitségével. Korabbi, elsésorban modellmembranok tanulmanyozdsa soran nyert adatok
alapjan mindharom szterol képes ndvelni a dipolpotencial nagysagat. Spektrofluorimetrias
méreseink ezen irodalmi adatokkal 6sszhangban azt mutattak, hogy mindharom szterol
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dozisfiiggé modon novelte az Rexc, di-s-anepps €rtékét, azaz a dipdlpotencidl nagysagat. A
leghatékonyabb szdrmazéknak a 6KC bizonyult, ezt kovette a CHOL, majd a 7DHC mindkét
vizsgalt sejtvonal esetében, azaz a THP-1 és JY sejtekben azonos eredményeket kaptunk.

A kezeléseket megismételve F66-tal torténd jelolést kovetéen aramlasi citométerrel is
elvégeztik meéréseinket. Mindkét sejtvonal esetében — a di-8-ANEPPS-sel kapott
eredményeinkkel teljes 6sszhangban — valamennyi szterolszarmazék dézisfiiggden ndvelte a
dipolpotencial nagysagat, mely az Rem, Fes N+T+ arany csokkenésébdl lathato és a szterolok

hatékonysagbeli sorrendje is azonosnak adddott.

V/3. Kiilonbozé zsirsavak dipolpotencialra gyakorolt hatasa

THP-1 és JY sejtekben a tobbszordsen telitetlen -3 ALA, az o-6 GLA és telitett analdgjuk, az
SA hatasara bekovetkezo valtozasokat tanulmanyoztuk. A sejteket az adott zsirsavat kiillonb6zo
koncentracidban tartalmazé médiumban inkubaltuk 48 éran keresztul, majd meghataroztuk a
dipdlpotencial nagysagat mind a referenciaként alkalmazott spektrofluorimetrias, mind az Uj
aramlasi citometriés eljaréssal.

Azt talaltuk, hogy az ALA kezelés dozisfiiggéen csokkentette a dipolpotencial nagysagat —
mely az Rexc, di-s-anepps csOkkenésébdl lathato — mind a THP-1, mind a JY sejtvonalak esetében.
Az SA esetében ezzel ellentétes moédon kissé emelkedett Rexc, di-s-anepps értékeket talaltunk,
mely a dipdlpotencial novekedésére utalhat, azonban az altalunk leirt valtozdsok nem
bizonyultak statisztikailag szignifikansnak egyik sejtvonal esetében sem. Varakozasainkkal
ellentétben a GLA hataséra az Rexc, di-s-aNepps, azaz a dipolpotencial szignifikansan emelkedett
mind THP-1, mind pedig JY sejtekben.

A fentebb targyalt zsirsavakkal torténd kezelések hatasat megvizsgaltuk az Gjonnan kidolgozott
aramlasi citometrias moddszerink segitségével is. A referenciamddszerrel egybevago
eredményeket kaptunk mindkét vizsgalt sejtvonal esetében. Mind THP-1, mind pedig JY
sejtekben ugyanis az ALA doézisfiiggden, szignifikdnsan novelte Rem, Fes N1+ aranyt — azaz

csokkentette a dipdlpotencial nagysagat —, mig a GLA es SA ezzel ellentétest hatast fejtett ki.

V/4. Szterolok és zsirsavak sejtek életképessegére, valamint a sejtmembran fluiditasara

és hidraciojara gyakorolt hatasai

Azt a lehet6séget kizarandd, hogy az F66 N*/T* emisszios aranydban altalunk megfigyelt
eltérések esetlegesen a sejtek karosodasanak tulajdonithatdk, teszteltiik a fenti kezelések
életképessegre gyakorolt hatasat Sytox Green nekrozis és Alexa Fluor 647-tel konjugalt

annexin V apoptozis markerek segitségével. Aramlasi citométerrel nyert eredményeink alapjan
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a sejtmembran Osszetételét modosito, altalunk alkalmazott kezelések a legnagyobb
koncentraciokban sem befolyasoltdk a kettds negativ, azaz ¢l6nek tekinthetd populécid aranyat,
vagyis a sejtek életképességét THP-1 és JY sejtekben sem.

Vizsgaltuk azt is, hogy az F66 N*/T* emisszids arany valtozasai hatterében allhatnak-e a
membranok fluiditdsdnak a kezelések altal kivaltott eltérései. Ennek tanulméanyozésara a
kontroll és kezelt THP-1 és JY sejteket TMA-DPH-val jeloltik és spektrofluoriméter
membranok fluiditdsdnak mertékével. Mindkét sejtvonal esetében azt tapasztaltuk, hogy az
altalunk alkalmazott maximalis dozisban a CHOL és 7DHC szignifikdnsan emelte az
anizotrdpia mértékét, azaz csokkentette a fluiditast, mig a 6KC esetében tapasztalt valtozas nem
mutatkozott szignifikansnak. A véaltozasok egymashoz viszonyitott mértéke tehat jelentésen
kiloénbozott a  vegylletek dipdlpotencialra gyakorolt hatdsainak vizsgalata esetén
megfigyeltekhez képest. A zsirsavak kdzll az ALA szignifikansan csokkentette az anizotropiat,
mig sem az SA, sem a GLA nem valtoztatta azt szignifikans mértékben.

Vizsgaltuk a kezelések membranhidraciéra gyakorolt hatdsat is. Ehhez a sejteket PY3174
fluorofarral jel6ltik, mely irodalmi adatok alapjan a lokalis hidrofobicitas mértékére érzékeny
proba és kedvezod spektralis tulajdonsagai révén megbizhatdé modon alkalmas konvencionalis
mikroszkoppal torténd mérésekre. Konfokalis mikroszkopia és kvantitativ képanalizis
segitségével szamszerisitettiik a festék generalizalt polarizacidjat, amely ardnyos a lokalis
mikrokornyezet hidrofobicitasaval, azaz negativ korrelaciot mutat a hidracido mértékével. A
mérések soran mindkét vizsgalt sejtvonal esetében egybevagd eredményeket kaptunk, a
szerolszarmazekok ugyanis novelték a generalizalt polarizacio mértékét: leginkabb a 6KC,
annal kisebb mértékben a CHOL és legkevésbé a 7TDHC. A zsirsavak koziil az SA kismértékil,
pozitiv irdnyu eltérést okozott, mig mind a GLA, mind az ALA ezzel ellentétes hatast mutatott,
szignifikansnak mutatkozott, kivéve a JY sejtekben a 7DHC és SA kezelések &ltal okozott
hatasok nagysagat.

V/5. A sejtmembran dsszetételét megvaltoztatd kezelések altal a vizsgalt fluoroférok

spektralis paramétereiben okozott valtozasok kdzotti korrelacio mértéke

s

Ujonnan leirt aramlasi citometrias eljarasunknak a dip6lpotencial mérésére vald
alkalmazhatdsagat alatamasztando, a kiilonb6z6 kezeléseket kovetden az F66 N*/T* emisszios
aranyanak tanulményozésa soran kapott eredményeinket Osszevetettik a referenciakent

alkalmazott spektrofluorimetrias eljarassal és di-8-ANEPPS fluorofor gerjesztési aranyanak
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vizsgalataval kapott adatainkkal. A linearis regresszios analizissel kapott R? és p értékek igen
erds, pozitiv, statisztikailag szignifikans korreldciot mutattak modszereink kozott mindkét
vizsgélt sejtvonal esetében, mely igazolta az Gjonnan kidolgozott eljarasunk alkalmazhat6sagat
a dipolpotencial nagysaganak meghatarozasara.

Fenti eredményeinket alatamasztja az F66 N*/T* emissziés arany és a TMA-DPH
fluoreszcencia anizotropia kapcsolatdnak vizsgélata, ugyanis e kettd kozott nem talaltunk
érdemi korreldciot, amely egyértelmiien cafolja a membranfluiditdsban bekdvetkezd valtozasok
jelentds szerepét az F66 emisszids spektrumanak a sejtmembran 0sszetételét megvaltoztato
kezelések altal kivaltott eltéréseiben.

A dipolpotencidl és a membranhidracié kapcsolatat vizsgalva ugyanakkor az F66 N*/T*
emisszios ardny és a PY3174 generalizalt polarizacidja kozott erételjes és statisztikailag
szignifikans pozitiv korrelacié adddott, mely aldtdmasztja a két membranbiofizikai jellemzd

korabbi tanulméanyok altal is felvetett szoros dsszefliggését.

V/6. Zsirsavakkal torténé elékezelés hatasa a dipoélpotencial koleszterin altal kivaltott

novekedésére

Megvizsgaltuk a koleszterin és a zsirsavak kombinalt hatasat a dipolpotencial nagysagara az
altalunk leirt aramlasi citometrias eljarassal. A sejteket elokezelésként ALA-val, GLA-val,
illetve SA-val dusitott médiumban inkubaltuk 48 éran keresztiil, majd CHOL-lal kezeltik.

Eredményeink alapjan az ALA-val torténé elékezelés mindkét vizsgalt sejttipus esetében
szignifikansan mérsékelte a koleszterin dipdlpotencialt ndveld hatasat, mig mind az SA, mind
a GLA fokozta a CHOL kezelés dipdlpotencialt emel6 hatasat — bar ezen esetekben a valtozasok

nem minden esetben érték el a statisztikailag szignifikans kiilonbség mértékét.

V/7. A zsirsavak hatésa a penetratin cellularis felvételére és endolizoszomalis

kiszabadulasara

A sejtpenetrald peptidek (CPP-k) igéretes terapias lehetOséget jelentenek a sejtek szamara
egyébként impermeabilis molekulak citoszolba és intracellularis kompartmentumokba torténd
bejuttatasara. A CPP-k bejutdsdnak mechanizmusaiban, vagyis a plazmamembranon at torténd
kozvetlen transzlokacioban, valamint az endocitozishan és az azt koveté endolizoszomalis
felszabadulasban is szerepet jatszanak a membrannal torténd elektrosztatikus kdlcsonhatasok,
kovetkezésképpen mindkét utvonal hatékonysagat befolyasolhatja a dipdlpotencial, illetve az

abban bekovetkez6 valtozas. Ezzel 6sszhangban megvizsgaltuk az ALA, GLA és SA hatasat a
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penetratin, egy kationos CPP felvételének ¢és endolizoszomalis rendszerbdl torténd
felszabadulasanak hatékonysagara.

Aramlési citométeres mérések soran azt talaltuk, hogy a vizsgalt zsirsavak egyike sem
befolyasolta szignifikans mértékben az AFDye532-konjugalt penetratin normalt fluoreszcencia
intenzitasat, azaz a sejtek teljes penetratin felvetelét, a kontroll sejtekkel 6sszehasonlitva. Ezzel
szemben az »-3 tdbbszordsen telitetlen ALA és a dipolpotencial altala kivaltott csokkenése
kdvetkeztében jelentésen ndvekedett a pH-érzekeny NF-konjugalt penetratin fluoreszcencia
intenzitasa a sejtekben, vagyis a penetratin citoplazmaba val6é bejutasanak mértéke, mig a
teljesen telitett SA és az -6 tObbszordsen telitetlen GLA, amelyek inkabb emelik a
dipolpotencialt, nem véltoztattdk érdemben azt. Ezekkel p&rhuzamosan az NF/AFDye532
hanyados értékét, azaz a penetratin endolizoszomalis kiszabadul&sat jelent6sen, szignifikans
mértékben novelte az ALA, mig az SA és GLA ebben a paraméterben sem mutatott szignifikans
hatast. Ezen eredményeink megerdsitik, hogy a dipdlpotencial nagysaga befolyasolja a CPP-k
felvételének hatékonysagat elsésorban az endolizoszomélis kiszabadulas fokozéasa révén és
hangsulyozzdk az ®-3 tobbszordsen telitetlen zsirsavak dipolpotencialt csokkentd hatasat,

illetve annak sejtélettani jelentOségét.

V/8. A dipdlpotencial heterogenitasa az intracellularis membranrendszerekben

Az é16 sejtek membranrendszereinek lipiddsszetételének nagyfokd heterogenitasabdl varhatdan
kdvetkezik, hogy azok dipdlpotencialja is eltér egymastol. Ennek alatamasztasara elsé 1épésben
a fentebbi kisérletekben a dipdlpotencial meghatarozasara megbizhatéan alkalmazhat6 F66
fluorofor és kettés jelolési protokoll segitségevel vizsgaltuk SKBR-3 sejtek cellularis
membranjait konfokalis 1ézerpasztazd mikroszkopia és kvantitativ képelemzés soran.

Eredményeink alapjan az F66 T*/N* emisszids arany, vagyis a dipdlpotencial nagysaga nagy
variabilitast mutatott a cellularis membranokban: a plazmamembranban, valamint a sejt
periférias régioiban elhelyezkedd membranokban ugyanis jelentésen nagyobbnak adddott a
belsébb membranokéhoz képest. A dipdlpotencial értékeinek eloszlasat vizsgalva tovabba a
plazmamembranhoz képest az intracellularis membranokban joval nagyobb heterogenitas
mutatkozott, utalva a kiilonféle organellumok kettdsrétegei kozott megfigyelheté érdemi

kilénbségekre.

V/9. A dipélpotencial nagysaga a lizoszémak membranjaban

Az intracellularis organellumok kdzotti specifikus eltérések tanulmanyozasa soran Kisérleteink

els6 részében a lizoszomalis membranok dipolpotencidljat hataroztuk meg a
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plazmamembranhoz viszonyitva. F66-tal torténd kettds jeloléssel parhuzamosan a sejteket
LysoTracker™ Deep Red jelenlétében inkubaltuk a lizoszomak vizualizacidja céljabol. A
konfokalis felvételek elemzése soran lizoszoméalis membrénnak azon pixeleket tekintettik,
melyek az intracellularis maszk altal kijel6lt régioba estek és egy altalunk meghatarozott
fluoreszcencia intenzitas-hatarértéket meghaladtak az organellum marker képen, majd
kiszamitottuk a dipolpotencial nagysagaval pozitiv korrelaciot mutatd F66 T*/N* emisszios
ardny median értékeét kilon-kilon a plazmamembrannak, illetve a lizoszomalis membranoknak
megfeleld pixelekben ugyanazon sejtben. SKBR-3 humén emldétumor sejtekben azt
tapasztaltuk, hogy a lizoszdmak esetében szamitott F66 T*/N* arany szignifikdns mértékben
alacsonyabb volt a plazmamembranhoz képest, mely alacsonyabb dipdlpotenciélra utal az
elébbiek esetén. Bar logikusnak tiinik, hogy a plazma- és a lizoszomalis membranok kozotti
kiilonbség barmely tipusu sejt altalanos tulajdonsaga lehet, két egymadstdl Iényegesen eltérd
sejtvonalban is elvégeztiink hasonld méréseket, hogy alatdmasszuk ezt a feltételezést. Teljesen
hasonl6 eredmenyeket kaptunk mind HeLa human cervixkarcindbma, mind pedig SH-SY5Y

human neuroblasztéma sejtekben is.

V/10. A dipolpotencial nagysaga a Golgi-membranrendszerben

Az intracellularis membranrendszerek vizsgalatat a Golgi-készulék membranjaival folytattuk.
Ehhez a sejteket F66-tal torténd kettds jelolés mellett CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0
markerrel transzdukéltuk. A sejtek kozépsikjanak megfelelden konfokalis 1ézerpasztazo
mikroszkop segitségével felvételeket készitettink az F66 fluorofor N* és T* allapotainak
megfeleld emisszids tartomanyokban, illetve a Golgi-membrant jel6l6 RFP tag-nek megfeleld
beéllitasokkal. A plazma- és Golgi-membrannak megfeleld régiokat a lizoszomak vizsgalatanal
ismertetett modon azonositottuk. Méréseinket ugyanazon a harom sejtvonalon (SKBR-3, HeLa,
SH-SY5Y) végeztiik, mint a lizoszomak vizsgalata esetén és mindharom esetben azt
tapasztaltuk, hogy a Golgi-membranokban a dipdlpotencial 1ényegesen alacsonyabb, mint a

plazmamembranban.

V/11. A dipolpotencial nagysaga az endoplazmas retikulum membranjaban

Kovetkezd 1épésben a szintén a szekrécids uUtvonalhoz tartozéd endoplazmas retikulum
membranjanak vizsgalataval folytattuk kisérleteinket. F66-tal torténé kettds jelolés mellett a
sejteket CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0 markerrel transzdukaltuk. Konfokalis
lézerpasztazd mikroszkop segitsegével a Golgi-membranok vizsgalatdhoz hasonloan

felvételeket készitettiink a sejtek kozépsikjdban az F66 fluorofér N* és T* allapotainak
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megfeleld emisszids tartomanyokban, illetve az endoplazmas retikulum membranjat jel616 GFP
tag-nek megfeleld beallitdsok mellett. A plazmamembrannak és az endoplazmas retikulum
membranjanak megfeleld régiokat szintén a korabban ismertetett modon jeloltiik ki. Méréseink
soran azt talaltuk, hogy az endoplazmas retikulum membranjanak esetében szamitott F66
T*/N* arany szignifikansan kisebb volt a plazmamembranhoz képest, mely alacsonyabb

dipdlpotenciélra utalt mindharom sejtvonalban, azaz SKBR-3, HelLa és SH-SY5Y sejtekben is.

V/12. A dipolpotencial nagysaga a mitokondriélis membranokban

Kisérletsorozatunk utolsé 1épéseként vizsgalat ala vettiik a mitokondrialis membranokat is. Az
F66-tal torténd kettds jelolés mellett a lizoszomaknal leirtakhoz hasonlé mddon a sejteket
MitoTracker™ Deep Red-del inkubaltuk és konfokéalis lézerpasztaz6 mikroszkoppal
felvételeket készitettlink a sejtek kdzépsikjaban az F66 N* és T* allapotainak, illetve a
mitokondrialis membrant jel6l6 Deep Red fluorofornak megfeleld beallitasokkal. A plazma- és
mitokondrialis membranoknak megfelelé régiokat a felvételeken a fentebb leirt modon
azonositottuk. A korabbi megfigyeléseinkhez hasonldan ezen méréseink sorén is azt talaltuk,
hogy a plazmamembranhoz képest alacsonyabb dipdlpotencialt tikrozve az F66 T*/N* arany
szignifikansan kisebb volt minden vizsgalt sejtvonal esetén a mitokondriumok membranjaiban,
igy SKBR-3, HeLa és SH-SY5Y sejtekben is.

V/13. Az intracellularis organellumok membranjaiban mérheté dipolpotencial

nagysaganak dsszehasonlitasa

Az egyes, fentebb vizsgalt organellumok membranjaiban mért dipdlpotencial nagysaganak
Osszehasonlitdsdhoz az organellumok membranjai esetén szamitott median F66 T*/N*
aranyokat normaltuk az adott sejt plazmamembranjabol szamitott median értékekre minden
egyes sejt esetén. Ezzel a lépéssel az egyes meérések, illetve sejtek kozti kilonbségeket
kiiszoboltlik ki és meghatarozhatova valtak az egyes kompartmentumok kozotti relativ
kilonbségek. A mért eredményeket ezzel a mddszerrel elemezve azt talaltuk, hogy a
dipdlpotencial nagysaga a plazmamembrantol az endoplazmas retikulum membranjaig a
szekrécids/endocitotikus ttvonal mentén befelé csokkend gradienst mutatott.

A legmagasabb F66 T*/N* emisszios aranyt, azaz dipolpotencialt, a plazmamembranban
talaltuk, mely a lizoszomak > Golgi > endoplazmas retikulum Utvonalon csokkent minden
vizsgalt sejttipusban. Az egyes organellumok kozti kulénbségek mindharom sejtvonalban
szignifikansnak adodtak egy kivételtdl, a HeLa sejtek esetében az endoplazmas retikulum és a

Golgi membranjai kozti eltéréstdl eltekintve. A mitokondridlis membranokban mért F66 T*/N*
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arany nagysaga SKBR-3 és HelLa sejtek esetében a lizoszomak membranjaihoz hasonlénak

adodott, mig SH-SY5Y sejtek esetében azoktdl szignifikdns mértékben magasabb volt.

V/14. Az F66 T*/N* emisszios arany pH-fliggése

Az F66 mukodési elvére (gerjesztett allapotti intramolekularis proton transzfer reakcio)
tekintettel felmer(lt, hogy a fluorofér T*/N* emisszids aranyaban fentebb leirt kiilénbségek —
kiléndsen a savas kemhatasu lizoszdmak esetében — a fluorofor pH-érzékenységének tudhatok
be. Ennek tesztelésére SKBR-3 sejteket kiilonbozé pH-ju kalibrécios pufferekkel kezeltink
valinomicin és nigericin jelenlétében, ezen vegyiiletekkel biztositva, hogy az extracellularisan
alkalmazott kalibraciés oldatok és az intracellularis tér kozott megtorténjen a pH
kiegyenlitdése. A sejteket ezzel parhuzamosan F66-tal jeloltik, majd konfokalis
mikroszkdppal felvételt készitettiink a sejtek kdzépsikjaban a fluorofér tautomer T* és normal
N* gerjesztett allapotainak megfeleld beallitasokkal. Kvantitativ képelemzés sorén a korabban
ismertetett modon azonositottuk a membranpixeleket, majd kiszamitottuk a dipolpotencial
nagysagaval pozitivan korrelal6 F66 T*/N* emisszios aranyt, mely az altalunk vizsgalt, 7,5 és
5,5 koz6tti pH tartomanyban nem mutatott szignifikans eltéréseket.
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V1. Uj megallapitasok, Gj eredmények

1. A munkéank sordn kidolgozott, F66 fluoroféron alapulé aramlési citometrids modszer
alkalmazhaténak bizonyult a dipolpotencial megbizhatd, jol reprodukélhatd
meghatarozasara tobb, kiillonb6z6 sejtvonal és dipOlpotencidlt, membrandsszetételt

modositd kezelés esetében is a referenciamddszerrel torténd dsszehasonlitas alapjan.

2. A Kisérleteink soran vizsgalt szterolszarmazékok, azaz a koleszterin, 6-ketokolesztanol és
7-dehideokoleszterin esetében igazoltuk azok dipolpotencialt ndveld hatdsat €16 sejtek

esetében is és feltartuk a szterolok hatékonysaga kozotti relativ kilonbségeket is.

3. Kilonféle zsirsavak dipdlpotencialra gyakorolt hatdsanak vizsgalatakor azt talaltuk, hogy
a telitett sztearinsav és a tobbszordsen telitetlen m-6 y-linolénsav novelte, mig az -3 a-
linolénsav csokkentette azt. Utdbbi vegyulet képes volt kombinalt kezelések sorén a
koleszterin hatasat is ellensulyozni. Fentiek alapjan az ®-3 a-linolénsav igeéretes,

fiziologias alternativat jelenthet a dipdlpotencial kisérletes csokkentésére.

4. Az ®-3 o-linolénsav, illetve az altala el6idézett dipolpotencial-csokkenés fokozta egy
sejtpenetral6 peptid, a penetratin cellularis felvételét, elsésorban annak endolizoszomalis

felszabadulasat, hangsulyozva a dipdlpotencial-csdkkentés bioldgiai relevanciajat.

5. Munkank soran sikerrel adaptaltunk egy, az F66 fluorofoéron alapuld kettds jelolési
protokollt, melynek segitségével konfokalis mikroszkopos képalkotassal kimutattuk, hogy

az intracellularis membranrendszerek dipélpotencialja nagyfokd heterogenitast mutat.

6. Azintracellularis membranrendszerek egyes alkotdinak dipolpotencialjat F66 és specifikus
organellum-markerek  segitségével = meghataroztuk és  Osszehasonlitottuk  a
plazmamembranéval — valamennyi vizsgalt sejtalkotd, igy a lizoszéma, Golgi-késziilék,
endoplazmas  retikulum és  mitokondriumok membréanjainak  dipdlpotencialja
alacsonyabbnak adodott a plazmamembranéhoz képest, melyet €16 sejtekben eddig nem

igazoltak.

7. Konfokalis mikroszkopos eljarasunk komparativ analizist is lehetévé tett, igy az egyes
sejtalkotok dipdlpotencialjanak nagysagat 6ssze tudtuk hasonlitani. Eredményeink alapjan
a dipdlpotencial a szekrécids/endocitotikus utvonalon ,befelé” haladva csokken a
lizoszéma > Golgi-készulék > endoplazmés retikulum sorrendben. A mitokondrialis
membranokban mérhetd dipolpotencial nagysaga a lizoszomakéhoz adodott hasonlonak.
Fenti eredményeink tobb, egymastol nagyban kiilonb6z6 human sejtvonal esetében is

egybevagtak, igy altalanos szabalyszertiséget sejtetnek.
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VI1. Osszefoglalas

A sejtmembrant alkotd foszfolipidek, szterolok és az ahhoz asszocialt hatérfelileti
megismerését nagymértékben hatraltatja az €16, egyedi sejtek vizsgalatara alkalmas mérési
modszerek, valamint a nagysaganak kisérletes csokkentésére hasznalhatd, fiziologidsan is
el6forduld vegyiiletek hidnya. Ezért a disszertacié elsé felében bemutatott munkank soran
kidolgoztunk és optimalizaltunk egy, a dipolpotenciélra szenzitiv F66 fluorofor emisszios
spektrumaban bekdvetkezd eltolodads vizsgalatan alapuld, nagy ateresztOképességli aramlési
citrometrias eljarast, mellyel nagyszamu, egyedi, €16 sejtrol nyerhetiink kvantitativ informaciot
a dipolpotencial nagysagarol. Mddszeriink alkalmazhatosagat tobb, kiilonbozé sejtvonal és
kezelés segitségével, illetve a dipdlpotencial tanulmanyozasara leggyakrabban hasznalt és
leginkabb elfogadott mddszerrel torténd Osszehasonlitidssal tdmasztottuk ald. Vizsgalataink
soran emellett €16 sejtekben igazoltuk kiilonbozd szterolszarmazékok, igy a 6KC, 7DHC és
koleszterin dipolpotencialt noveld hatasat. Ezen kiviil mddszeriinkkel kiilonbozo telitett és
tobbszordsen telitetlen zsirsavakkal torténd kezelések hatasat vizsgalva kimutattuk, hogy az a-
linolénsav, egy -3 tébbszdrdsen telitetlen zsirsav, mely a human sejtek membranjaban élettani
korialmények kozott is megtalalhato, képes volt csokkenteni a dipdlpotencial nagysagat, mig a
telitett sztearinsav és — érdekes modon — az ®-6 tobbszordsen telitetlen y-linolénsav is ezzel
ellentétes hatast fejtett ki. Az a-linolénsav ezen kedvezd hatasa megfigyelhetd volt koleszterin
jelenlétében is, ellenstlyozva utdbbi hatasat. A kezelések altal a dipdlpotencialban kivaltott
valtozasok bioldgiai relevanciajat egy sejtpenetralé peptid, a penetratin felvételére, kiilénosen
endolizoszomalis felszabaduldsara gyakorolt hatasaval bizonyitottuk.

Az F66 kedvezd spektralis tulajdonsdgainak koszonhetden kitlinden alkalmazhatd egyiitt mas
fluoroférokkal — igy fluoreszcens intracelluléris organellum-markerekkel is. Ezek alapjan a
disszertacidé masodik felében ismertetett munkank soran optimalizaltunk egy konfokalis
mikroszkopian és kvantitativ képanalizisen, illetve az F66 fluorofor emisszios aranymérésen
alapulé modszert, mellyel €16, egyedi sejtekben komparativ mddon tanulmanyozhatéo a
plazmamembran, illetve a kiilonbozd sejtszervecskék membranjainak dipolpotencialja. Uj
technikdnk segitségével tobb, egymastdl jelentdsen kiilonb6zé human sejtvonalban is
kimutattuk, hogy a dipdlpotencial nagysaga a plazmamembranban a legnagyobb, mig az
intracellularis membranrendszerekben a szekrécids/endocitotikus utvonalon ,befelé” haladva
csokken a lizoszoma > Golgi-késziilék > endoplazmas retikulum sorrendben. A mitokondrialis
membranokban mérhetd dipdlpotencidl nagysaga némileg varatlanul a lizoszoméakéhoz adodott

hasonlonak. Mddszeriink hasznos eszktz lehet azon organellumok azonositasara, amelyekben
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a megvaltozott lipidszintekkel jard betegségek soran patofizioldgiai szempontbol jelentds

membranbiofizikai valtozasok kovetkeznek be.
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