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1.Bevezetés

Az utdbbi években altaldnosan elfogadotta valt nézet a bioldgiai membranokra mdar nem csupan
térelvalasztd”, passziv hatarold elemekként tekint, hanem elismeri, s6t, fékuszba helyezi a membrant
alkotd lipidek transzmembrdn fehérjék szerkezetére, funkcidjara gyakorolt aktiv hatdsat. A krio-
elektronmikroszkdpia, nagyfelbontdsu rontgenkrisztallografia és molekularis dinamikai szimulacids
moadszerek fejlédésének kdszonhetéen elsésorban a kdzvetlen lipid-fehérje kdlcsonhatasok szerepe
kerilt el6térbe, mig a holisztikusabb, a membranok biofizikai tulajdonsdgainak megvaltozdsa altal
medidlt, indirekt mechanizmusok fontossdgat is hangsulyozé szemléletméd ugyanakkor jellemz&en
hattérbe szorult. Szdmos tanulmdny aldtamasztja azonban utébbiak szerepét kiilénb6z6 ioncsatornak,
elsGdlegesen aktiv pumpak és ATP-kot6 kazetta (ABC) transzporterek, egyéb transzporterek, G-fehérje
kapcsolt receptorok, receptor-tirozinkindzok, valamint a membranokba inkorporalédd peptidek
esetében is, igy ezen mechanizmusok felderitése kulcsfontossagi a fehérjék funkcionalis
megértése kilondsen fontos lehet a membranok lipidosszetételének megvaltozdsdval patoldgids
allapotok, igy kiilonféle tumorok, metabolikus, neurodegenerativ és lizoszomalis taroldsi betegségek
esetén, hiszen ezen koérképekben a membranokban megjelend lipideltérések, illetve azok

koévetkezményei alapvet6 patogenetikai szereppel birhatnak.

A lipidek fehérjefunkcidkra gyakorolt indirekt hatdsainak hatterében az all, hogy a membranok
strukturdlis szervezdédése, amelyet leginkdbb azok lipidosszetétele hataroz meg, jelentésen
befolydsolja a transzmembran doménnel rendelkezd fehérjék szerkezetét, igy azok funkcionalis
aktivitasat is. A membran szerkezetét leird biofizikai paraméterek kozil a membranfluiditas, illetve
hidracié viszonylag széles kdrben ismert és vizsgalt, a harmadik alapvet6 biofizikai tulajdonsdg, a
dipdlpotencidl azonban még jérészt ismeretlen fogalom. A dipdlpotencidl bioldgiai jelent&sége is
lényegében feltdratlan, annak ellenére, hogy az utdbbi id6ében publikalt kisérletes eredmények és
elméleti megfontoldsok alapjan az intramembran kdélcsénhatasok meghatarozo tényezéje lehet. Ezen
kortilményeknek és paradigmavaltasnak koszonhetéen kerilt munkacsoportunk kutatasainak

fokuszaba a dipdlpotencidl, valamint bioldgiai relevancidjanak vizsgalata.

A dipdlpotencidl nagysagat elsésorban a membranok lipidosszetétele hatarozza meg, mely mind az
intracellularis membranrendszerek k6zott, mind egy adott membranrendszeren bellil heterogenitast
mutat — utébbira példaként emlithet6k a membranok lipidtutaj mikrodoménijei. Ezaltal varhatd, hogy
a dipdlpotencidl nagysaga is jelentdsen eltéré lehet a kiillonb6z6 szubcellularis kompartmentumokban,
illetve a kilonféle membran mikrodoménekben is. A dipdlpotencidl egy ujabb dimenziét ad a lipid-

fehérje kolcsonhatdsok értelmezése terén — kiegészitve a kozvetlen receptor-ligand kélcsénhatasok



elméletét egy elektromos er6tér altal moduldlt, indirekt hatdssal — és hozzajarulhat ahhoz, hogy

ugyanaz a fehérje eltéré aktivitassal birjon a kilonféle membranokban, illetve membranrégidkban.

A dipdlpotencidlt korabban elsGsorban modellmembranokon vizsgdltdk, kés6bb specialis,
mikrokornyezeti paraméterekre, f6leg a lokalis elektromos erétér nagysagara érzékeny fluoroférok
kifejlesztésével él6 sejtek plazmamembranja is tanulmanyozhatéva valt, azonban az egyes
membranalkotdk ardnyanak (pl. koleszterin) megvaltozasaval jaré eltéréseket még in vitro sem
deritették fel részletesen, illetve az intracellularis organellumok, membranrendszerek is |ényegében

feltérképezetlenil maradtak.

A dipdlpotencidl kisérletes mddositasara rendelkezésre allé6 médszerek szdma is erésen limitalt, ami
neheziti ezen membranbiofizikai paraméter tanulmdanyozasat. A leggyakrabban alkalmazott eljardsok
jellemzGen exogén, az él6 szervezetben meg nem jelen6 vegylleteken alapulnak. Bar kivételként
megemlithetd, hogy a fizioldgias kortilmények kozott is a sejtmembranban nagy mennyiségben jelen
levé koleszterin néveli a dipdlpotencial nagysagat, ezzel ellentétes hatasu, él6 sejtekben is el6forduld
és a dipdlpotencial nagysaganak kisérletes csokkentésére alkalmas, fizioldgids molekulat még nem

irtak le.

A dipdlpotencidl mérése sem tekinthet6 megoldottnak él6 sejtekben. Az ,aranystandard”
spektrofluoriméteres és konfokalis mikroszképos eljarasok hatranya, hogy elGbbi esetén az egyedi
sejtek nem vizsgalhaték, mig utébbi, bar ad informaciét az egyedi sejtekre vonatkozdan, lassu és
munkaigényes technika. Ezek miatt jelentGs igény mutatkozik egy nagy atereszt6képességli, egyedi él6
sejtek vizsgalatara alkalmas mérémaddszerre — amely célra kézenfekvé az dramlasi citométer
alkalmazasa, eddig azonban nem volt ismert erre a célra megfeleld fluorofdr, illetve nem publikaltak a

szakirodalomban ilyen mérési mddszert.

Disszertacidmban az el6bbiekben felvetett problémakat megvalaszolva mutatom be PhD kutatasaim
soran kapott eredményeimet, egyuttal ismertetem az altalunk kidolgozott Uj méréstechnikai
lehetdségeket, amelyek segitségével a dipdlpotencial — mint a sejtek funkcidit alapvetéen befolyasold

tényez6 — jelentGsége a tovabbiakban még részletesebben tanulmdnyozhatd.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A transzmembran szemlélett6l az intramembran régiokig

Az eukaridta sejtek membranrendszereinek, a vellk kapcsolatos folyamatoknak és azok bioldgiai
relevancidjanak feltérképezéséhez megkeriilhetetlen a membran szervez6désével kapcsolatos
jellemzdk, igy a membranpotencidlok részletes ismerete. A rendelkezésre allé vizsgdlomddszerek
fejlédésével a széles korben ismert transzmembran potencial mellett leirasra kerllt két masik

potencidl, a feliileti, illetve a dipdlpotencial is (1. abra) (1-4).
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1. dbra: A membranpotencidlok triumviratusa és a dipélpotencial nagysagat leginkabb

meghatdrozé tényezék
(A) A jelenleg elfogadott altaldanos nézet szerint az ered6 membranpotencial (fekete) a transzmembran
(piros), a fellleti (zold) és a dipdlpotencial (kék) szummacidja révén alakul ki. A transzmembran
potencialt a mobilis ionok eltéré6 megoszlasa és permeabilitasa, mig a feliileti potencidlt a felszini
toltések inkomplett neutralizaciéja hozza létre. (B) A dipdlpotenciadlt a membranban, illetve az ahhoz
asszocidltan talalhatd intramolekularis dipdlusok hozzak létre. Ezek kozll a legjelent6sebbek a
foszfolipidek feji és karbonil csoportjainak, a szteroloknak, valamint az ezekhez és a membrdn
felszinéhez asszocidlt vizmolekuldknak a dipolaros szegmentumai, amelyek nem véletlenszerd,
rendezett térbeli orientacidja révén jon létre a dipdlpotencidl. Az dbra a (1) kozlemény 2. és 3. dbraja
alapjan késziilt.

Felileti —
potencial

A transzmembran potencial két, az adott membran altal elvalasztott kompartment kozott jon létre
toltéssel rendelkezd ionok (elsGsorban Na*, K* és CI) koncentracidgradiense, illetve eltéré
transzmembran permeabilitdsa altal, fenntartasaban pedig elsGsorban az adott ionokra szelektiv
ioncsatorndk funkcionalis aktivitdsa jatszik alapveté szerepet. Eukariota sejtek esetében
altalanossagban az intra- és extracellularis térrészek kozott értelmezzik (bar példaul a mitokondrialis
vagy lizoszomalis transzmembran potencidlnak is fontos funkciondlis szerepe van), nyugalmi értéke
sejttipustdl fliggden jellemzben az intracellularis oldal fel6l nézve -80 és -40 mV kozott valtozik. A
felllleti potencialt ezzel szemben a membran-viz hatarfeliilet kdzelében, a vizes fazisban toltéssel

rendelkez6 — és nem neutralizalt — ionok, valamint kémiai csoportok negativ toltése hozza létre.



Nagysaga a membran felszine és az azt koriilvevd oldat kozott mérve 30 mV korili értéknek adddik (2,

3).

A harmadik, legkevésbé ismert és karakterizalt dipdlpotencidlt a membranban talalhatd szterolok,
foszfolipidek és a membranhoz asszocialt, interfacialis vizmolekuldak molekularis dipdljainak nem-
random rendez6désébdl szdrmaztatjuk. Nagysaga modellmembranokon végzett mérések és in silico
potencialja pozitiv a vizes fazisokhoz képest. Fontos megjegyezni, hogy mig példaul a transzmembran
potencidl a membrdn két oldala kozott, azaz a kettGsréteg teljes vastagsagan, kb. 5-10 nm-es
tdvolsagon keresztiil jon létre, a dipdlpotencidl gradiense ennél joval kisebb, kb. 1 nm-es
hatétavolsagban figyelhetd meg. Ennek eredményeképpen az utébbi dltal étrehozott 108-10° V/m-es
elektromos erStér — ami az elektromos potencidl térbeli derivaltja — rendkivil nagy, 2-3
nagysagrenddel meghaladja a transzmembrdn (2,5 x 107 VV/m) és feliileti potencialok altal (10° V/m)

generalt er6terek nagysagat (2-4).

Bar a fentiekbdl lathatd, hogy a dipdlpotencidl Ilényegében egy elektromos potencial, emellett egy, az
intramembran régidra lokalizal6dé és annak strukturalis szervezédését jellemzd tulajdonsag is egyben,
igy az alaposabb megértéséhez kénytelenek vagyunk a méretbeli nagysdgrend elemzésén felil
szemléletmddot is valtani. A dipdlpotencial nagysdgat ugyanis elvdlaszthatatlanul meghatarozza a lipid
kett6sréteg molekularis 6sszetétele és a vizmolekuldk jelenléte, illetve rendez8dése, igy az egyuttal a
membran szerkezetét leird biofizikai paraméternek is tekinthetd, hasonléan a membranfluiditdshoz és

-hidraciéhoz (5-8).

A sejtmembran fluiditdsa (vagy ellentétes szemszogh&l nézve viszkozitdsa) a membrant alkotd
molekuldk mozgasi, elsésorban forgdsi szabadsaga, amely a pakolddasi slrliségtdl és a kornyezet
hémérsékletétdl fligg. Mig utdbbit bioldgiai rendszerekben szigordan szabalyozottnak és allanddnak
tekintjuk, a pakolddasi s(ir(iség nagyfoku dinamikus valtozatossagot mutat els6sorban a lipidosszetétel
figgvényében. Példaként emlithet6k a sejtmembran lipidtutaj régidi, melyek fokozott
koleszterinkoncentraciéjuk révén csokkent fluiditasu, azaz gatolt mozgasi szabadsaggal rendelkez6
terlileteket képeznek, hozzajarulva ezzel az eukaridta sejtek plazmamembranjat jellemzé6 lateralis
heterogenitashoz. Munkacsoportunk kordbbi eredményei alapjan a lipidtutaj régidkban a
dipdlpotencial nagysaga is eltér az egyéb sejtmembranbeli régidokhoz képest. A sejtmembran hidracidja
mértékét. Bizonyos értelmezések szerint ezen molekuldk nem csupan olddszerként vannak jelen,

hanem a membran alapvetd strukturajanak kialakitasaban is jelent6s szerepiik van, tobbek kdzott a



kett6sréteg vastagsdganak, fazisatmeneti hémérsékletének, permeabilitdsanak, illetve a

membranfehérjék funkcidjanak befolyasoldsa révén (5-9).

Bar a fenti harom membranbiofizikai paraméter, azaz a fluiditas, hidracié és dipdlpotencial
elvalaszthatatlanul dsszefligg a molekuldk szerkezeti rendez6désével, azaz egymassal is, a szerkezeti
szervez6dést eltér6 néz6pontbdl irjak le. Ezzel 6sszhangban elméleti megfontolasok alapjan
tekinthetlink rdjuk a sejtmembran eltéré ,mélységét” jellemzé tulajdonsagként is: el6bbi kett6 a
kett&sréteg bels6, hidroféb részérél, mig a dipdlpotencial a felszin kozeli hidrofil régidk szerkezetérdl
nyujthat kvantitativ informacidt, ily mdédon a dipdlpotencidl feltardsa egyben kozelebb vihet
benniinket a membranok szervez6désének, illetve az indirekt lipid-fehérje kdlcsonhatdsok

megértéséhez is (5, 8, 10).

2.2. A dipdlpotencial nagysagat meghatarozoé tényezdk és kisérletes ndvelésének

lehetGségei
A dipdlpotencidl nagysagat alapvet6en meghatdrozé — és kisérletes korilmények kozott

befolydsolhatd — tényez6 a membranok dsszetétele: elsGsorban az azt alkotd foszfo- és szfingolipidek
tipusa, bizonyos telitetlen vagy telitett zsirsavak jelenléte, azok koncentracidja, valamint a koleszterin

és szarmazékainak koncentracioja.

A foszfolipidek dipdlpotencialra gyakorolt hatasanak vizsgalata soran azt taldltak, hogy amennyiben
azonos farokrésszel, azonban kilonb6z6 feji csoporttal rendelkez6 foszfolipidekbdl képeztek
modellmembrdnokat, az eltéré6 foszfatidilcsoportoknak koszonhetéen jelent6s kiilonbség
tapasztalhaté a dipdlpotencial nagysagaban (11). Molekularis dinamikai szimuldcidk soran — korabbi
kisérletes megfigyelésekkel 6sszhangban — kimutattdk a glicerol vazban taldlhato éter és észter kbtések
jelentGségét is: az észter kotések jelenléte novelte a dipdlpotencidl nagysagat (12). Hasonlo
mddszerekkel végzett elemzés soran az is nyilvdnvaldvd valt, hogy a zsirsavlancban jelenlévé
kett6skotések szerepe sem elhanyagolhatd, azok jelenléte ugyanis csokkenti a dipdlpotencial
nagysagat (13). Emellett az is kiderilt, hogy a (gliko)szfingolipidek szintje is befolydsolja a
dipdlpotencial értékét, hiszen példaul mig a gliikozilceramid felhalmozddasa jelentésen noveli azt (10,
14), a ceramid szintjének emelkedése meglepé mddon — valdszinlileg a membranhoz asszocidlt
vizmolekuldk mennyiségének csdkkentése révén — alacsonyabb dipdlpotencidlhoz vezet (10). A fentiek
mellett a dipdlpotencial nagysagat alapvetéen meghatdrozza a membranokban taldlhatoé koleszterin
mennyisége, ugyanis — elsGsorban modellmembranokban végzett mérések, valamint molekularis
dinamikai szimuldcidk alapjan — a koleszterin mennyiségének ndvekedésével a dipdlpotencial értéke is
jelentésen emelkedik, mig a koleszterin kivonasara nagysaga csokken (15-19). A koleszterinnel rokon

szterolvegylletek esetében is hasonld jelenség figyelhet6 meg — a szerkezetileg alig kilonb6z6 7-

10



dehidrokoleszterin (7DHC, 5,7-kolesztadien-3f-ol) és 6-ketokolesztanol (6KC, 3B-hidroxi-5a-kolesztan-
6-on) jelenlétében modellmembranokban szintén a dipdlpotencidl nagysdganak novekedésérdl
szamoltak be és utébbi esetén a koleszterinhez képest jelentésebb emelkedés mutatkozott (15, 20). A
szterolok hatasaban tapasztalhatd kiilonbségek, mivel kémiai szerkezetikbSl 6nmagdban nem
kovetkezne (2. dbra), a molekuldk lipid kettésrétegbe torténd inkorporacidjanak eltéré maodjaval

magyarazhatdk, amint arra a kés6bbiekben még visszatériink.

CH CHy
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| CH
GKC HC | H W)
P 1 H X H
HO' ' W
H D
_ CHy CHy
§e~~en,
CHOL HC ;‘ H
H|H
HO” ’
HaC.._~_~_-CHs
HC
A~Q_AH CH3
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H_] H

2. abra: A 6-ketokolesztanol (6KC), a koleszterin (CHOL) és a 7-dehidrokoleszterin (7DHC) kémiai
szerkezete

A disszertacidban ismertetett kisérletek sordan hasznalt hdrom szterolszarmazék, a 6KC, a CHOL és a
7DHC kémiai szerkezetét vizsgalva azok k6zott csupan néhany csoportban taldlunk killonbséget —a 6KC
esetén egy extra ketocsoport, mig a 7DHC-nél egy extra kettés kotés —, azonban a dipdlpotencidl
nagysagdara gyakorolt hatdsuk kozott dramai eltérések mutatkoztak modellmembranokban végzett
kisérletek, illetve molekularis dinamikai szimuldciékon alapuld vizsgdlatok soran. Ezen kilonbségek
hatterében a kismértékben eltérs szerkezetbdl fakado kilonb6z6 dipdlusmomentum és membranbeli
orientacié, valamint a membran-viz hatarfellleten elhelyezked6 vizmolekuldk rendez6désére
gyakorolt eltéré hatasok allhatnak.

A dipdlpotencial nagysaganak kisérletes valtoztatasa a membranok lipidosszetételének modositasaval
lehetséges. A novelés tekintetében viszonylag egyszer(ibb a helyzet, ugyanis — ahogy fentebb
emlitettiik — a szterolok magasabb szintje a kordbban leirtaknak megfelel6en a dipdlpotencial
emelkedését eredményezi. Ennek megfeleléen a dipdlpotencidl novelése f6leg a szterolok
membranokba torténd inkorporacidjaval torténik. Erre célra elsésorban az eddig leirt leghatékonyabb
szarmazékot, az emberi szervezetben fizioldgias koriilmények kozott nem megtaldlhatd 6KC-t
alkalmazzadk mind modellmembranokban, mind pedig él6 sejtek esetén — a 6KC hasznalata lIényegében
a dipdlpotencial novelésének ,aranystandard”, legelterjedtebben hasznalt mddjanak tekintheté (14,

21-24).

Mivel a koleszterin, illetve az egyéb szterolok er6teljesen hidrofob vegyiiletek, a sejtek ezen
anyagokkal torténé kezelése specialis vivbanyagokkal lehetséges. A bioldgiai membranokban talalhaté

szterolok mennyisége hatékonyan megvaltoztathato ciklodextrinekkel (CD-k), amelyek leggyakrabban
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hét a-1,4-D-glikopirandz egységbdl (BCD-k) felépiil6, lireges, csonkakup alakiu szerkezetet alkotd,
belsd hidroféb és kilsé hidrofil feltilettel rendelkezd ciklikus oligoszacharidok (3. abra A panel) (5, 25,
26). A BCD-k vizoldhatd, nem kovalens inkluziés komplexeket hoznak létre vizben egyébként rosszul
oldddo, hidroféb anyagokkal, példdul kilonbozé gydgyszerekkel és szterolokkal, igy el6szeretettel
haszndljdk azokat kilénféle gydgyszerformulacidkban vivéanyagként (25, 27). Ennek megfelel6en az
Ures BCD-k, azok kozil is kulondsen a leggyakrabban alkalmazott és egyben leghatékonyabb
szarmazék, a véletlenszerlien metilalt szarmazék (MBCD), képesek arra, hogy hatékonyan kivonjak a
koleszterinmolekuldkat a biolégiai membranokbdl, ezért széles korben alkalmazzak &ket a
membranban taldlhaté koleszterin mennyiségének kisérletes csokkentésére (3. abra B panel) (5, 28,
29). Masrészt prekomplexalt formaban, a szterolokkal téltott MBCD hatékonyan képes a sejtmembran
szteroltartalmat megndvelni, amint azt kordbban a koleszterin, a 7DHC és a 6KC esetében is kimutattak
(24, 29-31). Ezeknél az alkalmazasoknal azonban fontos szem el6tt tartani azt, hogy a prekomplexalas
folyamata sordn, illetve a kisérletes inkubacid alatt kialakuld egyensulyban a nativ, Gres MBCD és az
MPBCD-szterol komplexek keveréke jon létre. Emiatt a sejtek kezelése sordn két folyamat zajlik
egyszerre: azaz az Ures MBCD ,kiszedi” a membranokbdl a koleszterint, mig a prekomplexalt MBCD
noveli a membrdnban taldlhatd szterolok mennyiségét. Ennek eredményeként a CD alkalmazott
koncentracidja, a komplexben |évé szterolok relativ mennyisége, valamint a membranokban talalhaté
koleszterin kezdeti szintje egylttesen hatdrozzak meg a kezelés végeredményét. A kisérletekben
kontrollként célszeri tehat Gres MBCD-vel torténé kezelést alkalmazni, olyan CD koncentracio mellett,
amely megegyezik az MBCD-szterol komplexekben taldlhatd CD mennyiségével és az utdbbi kezelések

hatasat az Gires MBCD esetén tapasztaltakra normalni (24, 29, 30).
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3. dbra: A metil-B-ciklodextrin (MBCD) szerkezete és kdlcsonhatasa a membranokban talalhaté
koleszterinnel
(A) A metil-B-ciklodextrin (MBCD) hét darab a-1,4-D-gliikopirandz egységhbdl felépiilé csonkakup alaku
ciklikus oligoszacharid. A kiilsé hidrofil felszin, illetve belsé hidroféb lreg alkalmassa teszi, hogy vizes
kozegben hidroféb anyagokkal, igy kilonféle gydgyszermolekulakkal és szterolokkal szolubilis
komplexet alkosson. (B) A lipid kett&srétegben taldlhatd koleszterin és az MBCD molekuldk kozotti
kolcsdnhatas a kovetkez6 fébb |épésekben torténik: két, gylirlis szerkezetli MBCD vizes kdzegben
dimert alkot (1.), amely a kettGsréteg-viz hatarfellilethez el6szor délt (2.), majd arra meréleges (3.)
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orientaciéban rogzil. Ezt kovetbéen egy, a membranban taldlhatd koleszterin molekula mintegy
,belecsuszik” és bezarddik a dimer hidrofdb lregébe (4.) és a komplex végiil levalik és eltavolodik a
membrantdl (5.). Az dbra a (5) kdzlemény 1. és 2. dbraja alapjan késziilt.

2.3. Adipdlpotencial kisérletes csokkentésének lehet§ségei

A dipdlpotencial hatékony csokkentése joval nehezebb feladatot jelent. Mesterségesen elGallitott,
egymashoz nagyon hasonlé szerkezet(i hidroféb kationok és anionok modellmembranokon keresztiil
torténd permeabilitdsanak Osszehasonlitdsa sordn leirtdk, hogy egy, a természetben is el6forduld
flavonszdrmazék, a phloretin (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxi-fenil)-1-propanon) hatdsara a két
hidrofdb ion penetracidos képessége kozotti kilonbség lecsdkken, amely arra utal, hogy a kationnal
szemben permeacios gatat képz6 dipdlpotencidl nagysaga is jelentésen alacsonyabba valik (32).
Modellmembranokban végzett NMR spektroszkdpids mérések alapjan a vegyilet hatdsdnak
hatterében a molekula membrdnban torténd rogzilése allhat, ugyanis dipdlusmomentuma a
dipdlpotenciallal ellentétes iranyban all, valamint megvaltoztathatja a membranhoz asszocialt
hatarfellleti vizmolekuldak mennyiségét és térbeli rendez6dését (33). A phloretin dipdlpotencialt
csokkenté hatdsat a késGbbiekben megeréGsitették egyéb modellmembranokban, valamint é16
sejtekben is, bar a legtobb esetben a valtozasok mértéke alacsonynak bizonyult (14, 21-23). Ennek

ellenére tovabbra is a phloretin a leginkdbb elfogadott dipdlpotencialt csokkentd vegyiilet.

A dipdlpotencial nagysaga és a membrdanok koleszterintartalma kdzotti szoros 6sszefliggés és korabbi
eredmények alapjan a dipdlpotencial csdkkentésére alkalmas lehet a sejtek koleszterintartalmat
csokkentd statinokkal torténé kezelés is, azonban a kisérletes adatok némileg ellentmondasosak (17,
34) és a statinok sem tekinthet6k az él6 szervezetben el6forduld, teljes mértékben fizioldgias
alternativanak. A kordbban mar emlitett ciklodextrinek a koleszterint kivond hatasuk révén képesek a
dipdlpotencialt is csokkenteni (16, 17, 19, 35) és bar altalanossagban jol toleradlhatd vegyiletek,
haszndlatukat bizonyos esetekben limitalja, hogy féleg hatékonyabb szarmazékaik hemolizist

okozhatnak (28, 36-38).

A fenti vegylletekhez képest sokkal fizioldgidsabb alternativat jelenthetnek bizonyos zsirsavak.
Altaldnossagban a tobbszordsen telitetlen w-3 és w-6 zsirsavak, példaul a-linolénsav (ALA) vagy y-
linolénsav (GLA) (valamint szarmazékaik, mint az eikozapentaénsav és dokozahexaénsav, illetve az
arachidonsav) a koleszterinnel ellentétes hatast gyakorolnak a membranbiofizikai paraméterekre:
novelik a lipid kett&srétegek fluiditasat (39-41) és hidracio fokat (42), valamint csokkentik a kett&sréteg
vastagsagat és fokozzak a hajlitasi rugalmassagukat (41, 43). Mindezek alapjan varhatd, hogy a
dipdlpotencial nagysagat is befolyasolhatjak, azonban ezt a hatast él6 sejteken eziddig még nem

vizsgaltak.
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2.4. A dipdlpotencial meghatarozasa él§ sejtek esetében

A dipdlpotencial meghatarozasa — intramembran potencialrdl Iévén sz6 — annak elméleti definidlasa
Ota nehézségekbe (itkozott. A kvantitativ jellemzésére alkalmazott technikak, ugymint a krio-
elektronmikroszképia (44), atomerd mikroszkdpia (45), vibracids Stark-effektus spektroszkdpia (46)
vagy molekularis dinamikai szimulacidos maddszerek (47-49) él6 sejtek esetében nem, vagy csak

korlatozottan alkalmazhatok.

A probléma megolddsat a fesziltségérzékeny fluoroférok jelentették, ezen csalddon belil is az
ugynevezett gyors szenzorok, melyek elektronszerkezete megvaltozik az elektromos erétér hatdsara,
10°-10° s id8skalan. Ezzel szemben a ,lassu” szenzorok a kompartmentek kézti megoszlas vagy
dimerizacid révén megvaltozé fluoreszcens tulajdonsagaik altal tiikrézik az erétér véltozasat 1-103 s

id&skalan (50).

A gyors fesziiltségszenzorok legkorabban leirt és legigéretesebb csoportjat a 4-p-aminosztiril-1-
piridinium szdrmazékok képezték (51). Esetilkben az elektronszerkezet megvaltozasaval jard
elektrokrémos hatas, masnéven Stark-effektus kovetkeztében megvaltozik a molekula gerjesztési és
emisszidés spektruma is. Transzmembran vagy dipdlpotencidl meghatdrozdsara azon vegyiiletek
bizonyultak alkalmasnak, melyek elektronszerkezete a molekula elmozduldasa nélkil is képes
atrendez6dni. A probdk egyes potencidlokra vald érzékenységét a molekula membranban vald
elhelyezkedése hatarozza meg (52). Ezek a molekuldk ugyanis a membran sikjara meréleges pozicidban
rogziilnek, azaz az elektromos erétér vektor irdanyaval parhuzamosan helyezkednek el, mely elény6s a
Stark-effektus maximalizalasa szempontjabdl. A dipdlpotencidl vizsgdlatara kedvezébbnek bizonyult a
gerjesztési spektrum vizsgdlata: a magasabb térer6sség, azaz pozitivabb potencidlok esetében
alacsonyabb hulldmhossztartomanyok felé torténd (azaz kék irdnyu), mig a kevésbé pozitiv potencidlok
esetében hosszabb tartomanyok felé torténé (azaz voros iranyu) eltolddas figyelheté meg (53). Bar az
emisszios spektrumban is altaldnossagban hasonlé — komplementer — valtozasok figyelhet6k meg,

azonban azok joval érzékenyebbnek bizonyultak egyéb paraméterekre — elsGsorban a fluiditas

........

A sztirilszarmazékok kozil a leggyakrabban, kezdetben elsGsorban a transzmembran potencial
mérésére hasznalt di-4-ANEPPS (4-(2-[6-(dibutilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium belsé so6) tovabbfejlesztett és a dipdlpotencidl mérésére széleskoriien
alkalmazott valtozata a di-8-ANEPPS (4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium belsé sé) nevl fluorofér. Szerkezetébdl, a molekula membranba torténd
rogzitéséért felelSs, a kordbbi szarmazékokhoz képest hosszabb szénlancaibdl adéddan a fluorofér

merevebb, illetve az elektronok elmozduldsukkor hosszabb utat tesznek meg, mely altal kedvezéen né
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az elektrokrémos effektus az egyéb zavard tényezdk erdsodése nélkil (55). A fluorofér emellett
lassabban internalizalddik, illetve az egyéb szarmazékoknal kedvezSbb jel-zaj arannyal is rendelkezik
(56). A dipdlpotencial mérésére gerjesztéses aranyméréses eljaras soran alkalmazhatd. A molekulat
két hullamhosszon (spektralis tulajdonsagai alapjan optimalisan 460 és 520 nm koril) gerjesztve
azonos hullamhosszon (580 nm folott) detektalva az emittalt fotonokat, a két esetben mérheté
fluoreszencia intenzitdsok hdnyadosa a magasabb térer6sség kovetkeztében, az gerjesztési
spektrumban bekovetkez6 kék irdnyu eltolédas

(4. abra) miatt erételjes pozitiv korrelacidét mutat a dipdlpotencial nagysagaval (22).
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4. abra: A di-8-ANEPPS gerjesztési spektrumanak valtozasa a dipdlpotencial fliggvényében
THP-1 sejtek di-8-ANEPPS fluorofdrral torténd jeldlése utdan spektrofluoriméterrel gerjesztési
spektrumot rogzitettiink kontroll (fekete) és a dipdlpotencidl nagysagat novel6 6-ketokolesztanollal
(piros) torténé kezelést kovetSen. A gerjesztés hulldmhosszat 380 és 550 nm kozott valtoztattuk, mig
az emissziét 670 nm-en detektaltuk. A reprezentativ spektrumokon jol megfigyelheté a molekula
gerjesztési spektrumanak a magasabb dipdlpotencidl kovetkeztében az alacsonyabb hulldmhossz-
tartomanyok irdnyaba torténd eltolddésa.

A di-8-ANEPPS-et részletesebben vizsgalva felfedezték, hogy a gerjesztéses ardnymérés sordn az
emissziot 580 nm folotti tartomanyban detektalva az ardny magasabbnak adddott, mint 670 nm folott.
Az 580 nm folott mért gerjesztési arany értékét emellett érdemi mértékben befolydsolta a membran
fluiditdsa is — a fazisatalakulasi hémérséklet alatt a h6mérséklet névelésével emelkedett, mig az
olvadasi pont fol6tt tovabb emelve csokkent. Hasonlé jelenséget 670 nm fol6tti detektalds esetében
nem figyeltek meg — ekkor valdszinlileg az a festékpopulacid vizsgalhatd, mely a gerjesztett allapot
legalsé energiaszintjén helyezkedik el, igy kevésbé érzékeny a festék membranban torténd
,elmozdulasara”. A fluiditds zavard hatasanak kiklszobolése érdekében célszerl tehat ebben a

magasabb hullamhossz-tartomanyban vizsgalni a fluorofdrt (21).

Szintetikus modellmembranokon végzett mérések tovabbi bizonyitékkal szolgaltak a di-8-ANEPPS
dipdlpotencidl mérésében vald alkalmazhatdsagardl. Ezek alapjan a fluorofér fotont kibocsato része

épp a membran azon régidjaban helyezkedik el, ahol a dipdlpotencial hatdsa a legkifejezettebb,
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ugyanakkor a fellileti potencial kis hatdtavolsaga miatt mar nem érvényesiil, a transzmembran
potencidl pedig kisebb elektromos er6tere révén nem képes jelent6s hatast gyakorolni (15).
Mindezekkel 6sszhangban él6 sejtek esetében jelenleg a di-8-ANEPPS hasznalatdn és a gerjesztéses
aranymérésen alapulé mddszer tekinthetd a dipélpotencial legelfogadottabb mérési médjanak mind
spektrofluorimetrias (11, 15, 21, 22, 30, 34, 57, 58), mind pedig mikroszkdpos technika (10, 14, 23, 59)

alkalmazasaval.

A fluoroférok emisszids spektrumdnak vizsgdlata soran fontos el6ny, hogy — mivel elegendd a
festékeket egy hullamhossz-tartomanyban gerjeszteni — a gerjesztéses ardanyméréses eljarassal
szemben egyidejlileg két detektorral torténhet az emittdlt intenzitdsok mérése (60). A di-8-ANEPPS
emisszids spektrumanak vizsgalata sordan azonban jelent6s varianciat taldltak a hémérséklet és
gerjesztési hullamhossz valtoztatdsakor, melyet a szomszédos molekuldk dipdljainak atrendezédésével
magyaraztak. Ezdltal kiderilt, hogy a di-8-ANEPPS — és egyéb sztirilszarmazékok — esetén a megfigyelt,
emisszids spektrumot érinté valtozdsokat egyéb membranbiofizikai tényez6k is befolydsoljak, emiatt
pedig ezek a molekuldk nem alkalmasak a dipdlpotencidl meghatdrozasara megbizhatd és

reprodukalhaté médon emisszids aranymérés sordn (61).

A dipdlpotencidl meghatdrozasdnak uUjabb lehet6ségét biztositjdk a nemrégiben karakterizalt 3-
hidroxiflavon (3-HF) szarmazékok, melyek koz6s tulajdonsaga, hogy emisszids spektrumuk jelentGsen
megvaltozik a membranlipidek mennyiségének, illetve a membranok biofizikai tulajdonsagainak
modosuldsa esetén. Ezek a festékek a membranban hidrofil csoportjaiknak kdszonhetéen a viz-
membran interfacidlis régidoban helyezkednek el, ahol hosszu szénldncuk rogziti Sket és korldtozza
mobilitasukat (62). KésGbbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy a 3-HF szdrmazékok egy alcsoportja

alkalmazhatd lehet a dipdlpotencial meghatarozasara.

Ennek biofizikai alapjat a fluoroférok gerjesztett allapotdban bekovetkezd, ugynevezett gerjesztett
allapotu intramolekularis protontranszfer (,Excited State Intramolecular Proton Transfer” — ESIPT)
reakcid képezi, amelynek hatdsara kétféle gerjesztett allapot, a normal (N*) és tautomer (T*) forma
jon létre. Ezen festékek emisszids spektrumaban igy két jol elkilonithet6 emisszids sav figyelhetd meg,
amelyek a kétféle allapotnak feleltethet6ék meg. A két, egymastdl jelentésen kilonbozé
dipélusmomentummal rendelkezé allapot relativ betoltottségét a fluorofért korulvevs lokalis
elektromos ergtér jelentésen befolyasolja: mig a T* forma elektroneloszlasara nincs jelentGs hatasa,
addig az N* forma esetében ennek ellentéte tapasztalhatd, ez utdbbi forma sokkal nagyobb
dipélusmomentumanak kdszonhetGen. Az N* gerjesztett allapot T*-hez viszonyitott relativ stabilitasat,
kovetkezésképp a két populdcionak megfeleld emittalt fotonok relativ intenzitast is nagymértékben

befolydsolja a lokalis elektromos erGtér nagysaga. Az N* gerjesztett allapot esetében emellett a
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sztirilszarmazékoknal tapasztalt elektrokrémos effektus is megfigyelhet6, azaz az ESIPT reakcid
elektrokrémosan is modulaltnak tekintheté. Fentiek alapjan a 3-HF szarmazékok igéretes
vegylletcsoportnak tlintek a membréanbiofizikai paraméterek vizsgalata szempontjabdl, kiilondsen
mivel a szénldnc hosszlUsdganak befolyasoldsaval konnyen valtoztathatd a membrdnban torténé

rogziilés mélysége is (63).

A szarmazékok modellmembranokban tortén6 részletes Osszehasonlitd vizsgalata alapjan a
dipdlpotencidl meghatdrozdsdra legmegbizhatdbb valtozatnak az N-[3-(40-dihexilamino-3-hidroxi-
flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammodnium, bels6 sé (F66) bizonyult. Ezen
mérések soran modellmembranokat jeloltek kiilonb6z6 3-HF fluoroférokkal a dipdlpotencialt novel6
6KC jelenlétében vagy anélkil, majd emisszids ardnyméréses eljarast alkalmaztak — azaz a
fluorofdrokat egy adott hulldmhosszon gerjesztve az N*és T* savok intenzitdasanak aranyat mérték. A
vizsgalatok sordn az F66 mutatkozott a legérzékenyebb és legmegbizhatébb varidnsnak — az
eredmények flggetlennek mutatkoztak a fellileti potencidl nagysagatol, valamint 5-9 kozotti
tartomanyban a kornyezeti pH-tdl is. A kisérleti eredmények alapjan az F66 alkalmazhaténak bizonyult
a dipdlpotencidl meghatdrozdsdra mind spektrofluoriméteres, mind konfokalis |ézerpdsztadzd
mikroszkdpos maddszerekkel — s6t, a di-8-ANEPPS-hez képest nagyobb szenzitivitassal —, ugyanis az
N*/T* arany egyértelm(i negativ korrelaciét mutatott a dipdlpotencial nagysagaval (5. abra) (14, 16,
64, 65). A dipdlpotencial emisszids ardnyméréssel torténé meghatarozasa pedig kiilonosen igéretesnek
tlint, hiszen ezdltal lehet6ség adddik aramldsi citométer alkalmazasara, azaz egyedi sejtek nagy
ateresztGképességl elemzésére, amelyet azonban kordbban még nem vizsgaltak. Emellett az F66
masik jelent6s el6nye, hogy kedvez6 spektrdlis tulajdonsagai (UV kozeli tartomanyban torténd

gerjeszthet6ség) altal j6l kombinalhaté lehet egyéb, konvencionalis fluoroférokkal.

0,010 -
Magasabb
dipélpotencial

Alacsonyabb

0,005 | dipélpotencial

Normaélt fluoreszcencia intenzitas

450 500 550 600 650

Emisszids hulldmhossz (nm)

5. dbra: F66 emisszios spektrumanak valtozasa a dipdlpotencial fliggvényében
THP-1 sejtek F66 fluorofdrral torténd jeldlése utdn spektrofluoriméterrel emisszids spektrumot
rogzitettlink kontroll (fekete) és 6-ketokolesztanollal (piros) torténé kezelést kbvetSen. A festéket 405
nm-en gerjesztettilk, az emittdlt intenzitdsokat pedig 450 és 650 nm kozott detektdltuk. A
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reprezentativ spektrumokon jél megfigyelhet6 a festékre jellegzetes két, jol elkllonilt emisszids
tartomany — amelyek kozil az alacsonyabb hulldmhossztartomanyud a normal (N*), mig a magasabb
tartomanyld a tautomer (T*) gerjesztett allapotnak feleltethet6 meg. A 6-ketokolesztanol altal
eredményezett magasabb dipdlpotencial kovetkeztében az N* allapot relativ stabilitdsa, igy
betoltottsége, és az ehhez tartozé sav relativ fluoreszcencia intenzitdsa alacsonyabba vélik a T*
allapothoz képest.

2.5. Akilonbozé cellularis membranok eltérd 6sszetétele és dipdlpotencialja

A kordbban leirtaknak megfelel6en a dipdlpotencidlt alapvetéen meghatdarozza a membranok
lipidosszetétele. Ezzel 6sszhangban kordbban munkacsoportunk kimutatta, hogy nagysaga jelentds
heterogenitast mutat a plazmamembranban, igy az ott taldlhato, jellegzetes 6sszetétellel rendelkezd,
koleszterinben és szfingolipidekben gazdag lipidtutaj mikrodoménekben értéke jelent6sen magasabb,
mint az egyéb membranrégidkban (14, 16). Osszességében elmondhatd, hogy a dipdlpotenciallal —
illetve altalanossagban a membranbiofizikai paraméterekkel, igy fluiditassal, hidracioval — kapcsolatos
kutatasok él6 sejtekben eddig a plazmamembran vizsgalatara fdkuszaltak, az intracelluldris
organellumok lipid kett&srétegeirdl, azok strukturalis szervez6désérdl azonban sokkal kevesebbet

tudunk.

Ez annak ellenére van igy, hogy az egyes intracellularis kompartmentumok membranjai egymastdl
kiilonboz6 lipidosszetétellel, és ezaltal feltehetéen egyedi membranbiofizikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A szekrécids utvonalon bellil példaul az endoplazmds retikulum és a Golgi-apparatus
membranjairdl altaldban azt feltételezik, hogy alacsony pakolddasi slrlségliek, mivel koleszterinben
és komplex szfingolipidekben szegények —mig a plazmamembran ezzel szemben a fokozott mechanikai
stabilitas érdekében nagy mennyiségben tartalmazza ezeket a lipideket. Az endocitotikus Utvonal
mentén a korai endoszdmak membranjanak Osszetétele varhatéan hasonlit a plazmamembran
Osszetételéhez, mig a lizoszdmakat a koleszterin alacsonyabb mennyisége és tobb jellegzetes lipidfajta
jelenléte jellemzi. A mitokondridlis membranok pedig olyan egyedi lipideket tartalmaznak, mint a

kardiolipin vagy a foszfatidilglicerol, amelyekhez altaldban alacsony koleszterintartalom tarsul (66-68).

Bar kalonféle lipidomikai vizsgalatok bizonyitékot szolgaltattak ezekre a jellegzetes Osszetételbeli
eltérésekre, tobbnyire nem vilagos, hogy ezek megnyilvanulnak-e (és ha igen, milyen médon) az élég,
ép sejtek membranbiofizikai tulajdonsdgainak megvaltozdasaban. A kiilénb6z6 intracellularis
organellumok membranjainak ilyen paramétereit csak szdorvanyosan vizsgaltdk, példaul az
endoplazmas retikulum (69, 70), a Golgi-apparatus (71), a lizoszémak (72) vagy a mitokondriumok (73,
74) esetén izolaltan, a kilonféle kompartmentumokat altaldban nem 6sszevetve egymadssal.
Kovetkezésképp ezeknek a jellemz6knek — és ezaltal a dipdlpotencidlnak — az atfogd és 6sszehasonlitd

elemzése még nem tortént meg az él6 sejtekben.
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2.6. A dipdlpotencidl bioldgiai relevanciaja és a sejtpenetrald peptidek

A sejtmembran lipidosszetételének megvaltozasaval jaré kérképek pontos patomechanizmusanak
megértéséhez, a potencidlis terapias célpontok azonositdsdhoz elengedhetetlen a betegség
szempontjabdl relevans molekuldk kdlcsonhatdsainak megértése. A kérképekre példaként emlithet6k
a hiperkoleszterinémia kiilénb6z8 formai (familiaris, diétdval vagy egyéb korképekkel asszocialt) és az
egyéb metabolikus kérképek (75-77), a csokkent koleszterin-, azonban emelkedett 7DHC-szinttel jaré
Smith-Lemli-Opitz szindroma (78), kiilonféle neurodegenerativ betegségek (79, 80), bizonyos tumorok
(6, 81-83) vagy a B-gliikocerebrozidaz enzim defektusa révén a glikozilceramid felhalmozddasaval

jellemezhet6 Gaucher-kor (84, 85).

Ezen patoldgids allapotokban a membrandsszetétel eltérései miatt jelentésen megvaltozhatnak a lipid
kettGsrétegek biofizikai tulajdonsagai is, amely patofizioldgiai szempontbdl is fontos lehet, hiszen
egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald a sejtmembrdn, és kilonésen az abban taldlhatd lipid
komponensek aktiv szerepét a transzmembran fehérjék szerkezetének és miikodésének, igy végsé
soron a kilonbozd sejtfunkcidok szabalyozasiban. Altaldnossagban a lipidek kozvetlen receptor-
ligandszerd kolcsonhatasokon és/vagy kozvetett mechanizmusokon, azaz a membranok biofizikai
paramétereinek valtozasain keresztiil befolyasoljak a fehérjék szerkezetét és funkcionalis aktivitasat.
Bar a lipidek direkt kot6dés altal kifejtett hatasai a nagy felbontdképességli rontgen-krisztallografias
és krio-elektronmikroszképos technikdk, valamint a molekularis dinamikai szimuldciés mddszerek
révén viszonylag intenziven kutatott témat képviselnek napjainkban, az indirekt mechanizmusok joval
kevésbé ismertek és sokkal inkabb elhanyagolt teriiletnek szamitanak annak ellenére, hogy szdmos
fehérje esetén leirtak azok szerepét (7, 86, 87). Az ilyen jelleg(i tanulmanyok alacsony szama legaldbbis
részben Osszefliggésbe hozhatd azzal a ténnyel, hogy é16 sejtekben a membranbiofizikai paraméterek

vizsgalatdra alkalmas modszerek szama és alkalmazhatdsaga limitalt.

A membranok biofizikai tulajdonsagai kozll taldn a leginkdbb rejtélyes paraméter a dipdlpotencial,
amely —intramembran potencidlrél Iévén szé — elsGsorban a fehérjék transzmembran doménjére hatva
befolydsolhatja azok funkciéjat. A fehérjék ugyanis jellemzGen tobbnyire egyenetlen toltéseloszlassal
birnak, igy a dipdlpotencidl altal kialakuld hatalmas elektromos erdtér fontos szerepet jatszhat a
toltott, illetve polaris aminosavakra gyakorolt hatdsok révén a kiilonb6z6 konformacids allapotok

stabilitasanak és ezaltal a proteinek funkcionalis aktivitasanak szabalyozasaban (2, 7, 88).

A dipdlpotencidl létére, illetve annak fontos bioldgiai szerepére el6szér koézel 50 éve publikalt

eredmények utaltak. Ellentétes toltésli, de nagyon hasonld szerkezettel bird hidroféb anionok és

< sz

hogy el6bbiek sokkal hatékonyabban képesek atjutni a lipid kett&srétegeken. Ezek alapjan vetették fel
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egy, a hidrofdb kationok permeabilitdsat gatlé pozitiv elektromos barrier, a dipdlpotencial létét,
amelyrél elméleti megfontolasok alapjan hamar belattdk, hogy a membrant alkoté lipidek, illetve az

azokhoz asszocialt vizmolekuldk dipéljainak rendezett térbeli orientacidja alakitja ki (89-91).

A kés6bbiekben kiderllt, hogy a dipdlpotencidl nagysaga szamos transzmembran doménnel
rendelkezé fehérje mikodését befolydsolhatja. A membranfehérjék egyik, a dipdlpotencidl altal
modulalt csoportjat képezik az ioncsatornak. Viszonylag hamar leirtak ugyanis, hogy a dipdlpotencidl
nagysaganak flggvényében megvaltozik kilonféle bakteridlis ionoférok asszociacidja és
konduktancidja is (92). Emellett molekuldris dinamikai szimulacidk soran azt mutattak ki, hogy a hERG
kaliumcsatorna esetén a transzmembran és a dipdlpotencial kozott dinamikus kdlcsénhatas all fenn,
amely hatdst gyakorol a csatorna kapuzasara, valamint aktivacidos és deaktivacids folyamataira.
Kilénb6z6 kismolekuldju csatornamodulatorok vizsgalata soran azt talaltdk, hogy a vegylletek
hatékonysagat meghatdrozza azok dipélusmomentuma (93). A fentiekkel 0Gsszhangban
munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy a dipdlpotencidl valtoztatdsa hozzajarulhat a
koleszterin és 7DHC Ky1.3 és Ky10.1 fesziltségkapuzott kdliumcsatorndk kapuzasara gyakorolt gatlé
hatdsaihoz (31), illetve magyarazhatja, hogy a ceramid és gliikozilceramid miért gatolja eltéré
hatdsmechanizmussal és kiilonb6z6 intramolekularis tAmadasponton — a fesziiltségszenzor, illetve a

pérusdoménen — hatva a Ky1.3 kapuzasat és fesziiltségérzékenységét (10).

Az ioncsatornak mellett a dipdlpotencidl az aktiv transzporterek miikddését is moduldlhatja. Az aktiv
transzportfolyamatok kapcsan a legszélesebb korben vizsgdlt Na*/K* ATPaz kinetikajanak
tanulmanyozasa sordn viszonylag hamar felmerilt az intramembran toéltések szerepe (94). Ezzel
0sszhangban a kiilonb6z6 eml6sfajok vesesejtjeibdl izolalt transzporterek esetében pozitiv korrelaciot
talaltak a membranok dipdlpotencidljanak nagysaga és a Na*/K* ATPaz aktivitdsa kozott (95). A jelenség
hatterében feltételezett mechanizmussal kapcsolatban a kés6bbi vizsgdlatok soran kapott
eredmények alapjan azt feltételezték, hogy a dipdlpotencial a pumpa okkludalt és szabad allapotainak
stabilitasat eltér6 médon befolyasolja és ezen keresztiil médositja annak aktivitasat (96). Egy masik
ATPaz, a daganatok kemoterdpidval szemben mutatott rezisztencidjaért felelés egyik aktiv
transzporter, a P-glikoprotein (Pgp) vizsgalata soran is tobb tanulmany igazolta a transzportfolyamat

aktivitasa és a dipdlpotencial nagysaga kozott pozitiv korrelaciot (58, 97).

A transzportereken kivil azonban mas fehérjék, igy a jelatviteli folyamatok soran kdzponti szerepet
jatszd kulonféle transzmembran receptorok esetén is kimutattdk a dipdlpotencidl jelentGségét.
Munkacsoportunk nemrégiben a receptor tirozinkindz csalddba tartozd ErbB fehérjék aktivacidjat
vizsgalva példaul azt taldlta, hogy a dipdlpotencial nagysaganak 6KC-val torténd novelése a

transzmembran doménen hatva — a ligand iranti affinitas csokkentése ellenére — fokozza a receptorok
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dimerizaciojat, klaszterizaciojat és kovetkezményesen a daganatos proliferacidban fontos jelatviteli
utvonalak beinduldsat is, mig a dipdlpotenciadlt csdkkentd phloretinnel torténé kezelés esetén
jellemzéen eltéré hatdsok figyelhet6k meg. Ennek hatterében az dllhat, hogy a dipdlpotencidl
csokkenésének hatdsara lecsokken a transzmembran domének kozott Iétrejové aktiv dimer forma
relativ stabilitasa, illetve megnd a receptor aktivacidjat gatld, pozitivan téltott aminosavakban gazdag
juxtamembran doménnek az intracelluldris kindz domén gatlasat eredményez6 bedgyazddasa a
membranban (23).”. Hasonlé mddon a dipdlpotencidl nagysaga Osszefliggést mutat bizonyos G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok, igy a szerotonin receptorok ligand irdnti affinitdsaval és jelatviteli

aktivaciojaval (57).

A dipdlpotencial értéke emellett jelentGsen befolyasolhatja kiilonféle molekuldk membranhoz torténd
kot6désének, illetve lipid kettGsrétegekbe torténd penetracidjanak hatékonysagat. Hasonld hatasokat
kimutattak gyogyszermolekuldk (35), B-amiloid (98) és mas peptidek (99, 100) esetén is. Utdbbi
megfigyelések kiilonosen érdekesek annak fényében, hogy egyre nagyobb érdekl6dés mutatkozik
bizonyos peptidek irdnt, melyek alkalmazhatéak lehetnek kiilonféle gydgyszerek sejtekbe torténd
bejuttatasara. Ezek kozll az ugynevezett sejtpenetrald peptidek (,cell-penetrating peptides”, CPP)
igéretes alternativat jelenthetnek az egyébként a sejtmembrdn szempontjdbdl impermeabilis
vegylletek — kilonbozd gydgyszerek, peptidek, DNS és RNS — nem toxikus intracelluldris transzportjara
(8, 101) (6. abra A panel). Alkalmazasukat korlatozza azonban a viszonylag alacsony bioldgiai
hozzaférhet6ségiik (8, 102). A szallitott anyagok CPP dltal medidlt, a célhelyre, azaz jellemzéen a
citoplazmdba vagy a sejtmagba torténé bejuttatasanak két utja ismert. A CPP-k ugyanis bekerilhetnek
a célsejtbe direkt, plazmamembranon torténd transzlokacids mechanizmusok, illetve endocitdzis, majd
az azt kovet6 endolizoszomalis kiszabadulas révén (8, 101, 103) (6. abra B panel). Tekintettel arra, hogy
mindkét fenti mechanizmus magdban foglalja a membranokkal valé kdlcsonhatast, jogos lehet az a
feltételezésiink, hogy a dipdlpotencidlbdl szarmazé elektromos erétér befolyasolhatja a CPP-k sejtekbe
torténd bejutdsat — kiilonos tekintettel az egyik legigéretesebb terdpias potenciallal bird, toltéssel
rendelkez8, kationos CPP-re, a penetratinra. Ezzel Osszhangban kutatécsoportunk nemrégiben
kimutatta, hogy a phloretin, valamint a koleszterinszintet csokkent6 atorvastatin dltal kivaltott
dipdlpotencidl csokkenés a penetratin sejtekbe torténé megnovekedett felvételét, illetve kilénosen
az endolizoszomalis rendszerbdl valé fokozott kiszabadulasat eredményezi (34). Ezen eredmények
felvetik annak lehet&ségét, hogy a dipdlpotencidl csokkentése fokozhatja a CPP-k celluldris felvételét,
igy végs6 soron azok terapias hatékonysagat is — vagyis a CPP-k felvétele és a dipdlpotencial kozotti
kapcsolat alaposabb karakterizalasa és uj, fizioldgias, a dipdlpotencial nagysagat csokkentd vegyliletek

felderitése rendkivil hasznos lehet a CPP-k hatékonysaganak javitasa szempontjabol.
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6. abra: A sejtpenetrald peptidek (CPP-k) mint hordozémolekulak és célsejtekbe torténé bejutasuk
mechanizmusai

(A) A CPP-k rovid, altaldban kevesebb mint 30 aminosavbél felépild peptidek, amelyek képesek atjutni
a bioldgiai membranokon és hordozémolekulaként kilonféle terdpids szempontbdl relevans
vegylleteket, példaul kismolekuldkat (kindzgatldkat, ioncsatorna-inhibitorokat), nukleinsavakat,
peptideket vagy akar teljes fehérjéket a sejtekbe juttatni. Ehhez a rakomany CPP-hez torténd
konjugdciéja nemkovalens vagy kovalens kolcsénhatasokkal is torténhet. El6bbi célra kiilondsen
alkalmasak a kationos CPP-k, mint a csalad prototipus vegyiiletének tekinthet6 penetratin is. (B) A CPP-
k a bioldgiai membranokon atjuthatnak energiaftiggetlen mechanizmusokkal (a—f), illetve energiafliggd
madon, a sejt aktiv kdzrem(ikodését igényelve. Szamos kiilonb6z6 mechanizmust vetettek fel a CPP-k
kozvetlen membranon vald atjutdasanak magyardzatara, tobbek kozott az inverz micellak képzddését,
a multilamellaritas indukciojat, a hordddonga-szer(i vagy toroidalis porusok kialakulasat, a
sz6nyegszer( boritdst és a membran elvékonyoddsat. A bioldgiailag aktiv, energiafliggé felvételi
mechanizmusok kodzé tartoznak a klatrin- vagy kaveolinfliiggé endocitotikus Utvonalak, a klatrin- és
kaveolinfliggetlen endocitdzis, valamint a makropinocitdzis. Még ha a CPP-k valamelyik energiafliggd
mechanizmussal jutnak is be a sejtekbe, a citoszolikus kompartment eléréséhez az endolizoszomalis
kompartment membranjan valamelyik kozvetlen transzlokaciés mechanizmussal kell atjutniuk. Az dbra
a (8) kozlemény 1. és 2. dbrdja alapjan késziilt.
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3. Célkittizések

A dipdlpotencial — tobbek kozott a transzmembran doménnel rendelkezd fehérjék mikodését
alapvet6en meghatdrozo elektromos tényezé és egyben a lipid kettésréteg rendezettségét is jellemzé
paraméter — megismerését, kiilonosen él6 sejtekben, nagyban megneheziti a rendelkezésre all6
maédszerek igencsak szlikos tarhdza, mint azt a bevezetd fejezetben targyaltuk. EIS sejtek esetében a
dipdlpotencial — az eddig publikalt tanulmdnyok alapjan — fesziiltségérzékeny fluoroférok és
spektrofluorimetria, illetve konfokalis mikroszkdpia segitségével vizsgdlhatd. Ezen mddszerek kdzil bar
konfokalis mikroszképidval egyedi sejtek is vizsgalhatdk, az csak alacsony ateresztGképességgel
lehetséges, mig spektrofluorimetria sordn ugyan nagyszamu sejt tanulmdnyozhatd egyidejlleg,
azonban nem nyeriink informacidt az egyedi sejtekre vonatkozdlag, illetve nem lehetséges az élG és
elhalt sejtek, valamint a mintan bellli alpopuldcidk elkilonitése. Az aramlasi citometria 6tvozi a két
technika el6nyeit, azaz nagymennyiségli, él6, egyedi sejt fluoreszcencia paraméterei mérhetdk,
azonban tudomasunk szerint dramldsi citometridn alapuldé, membrdanbiofizikai paramétereket, féleg

dipdlpotencialt méré mddszer még nem kerilt publikdldsra.

Az alapkutatasokat, ezdltal reményeink szerint a késGbbiekben majd a klinikai mintdk elemzését is
el6segitend6 célul tiiztiik tehdt ki egy uj, dramldsi citometrids mérési mdédszer kidolgozdsat és
optimalizdldsat, mely a kedvez6 spektralis tulajdonsdgokkal rendelkezé F66 feszlltségérzékeny
fluorofdr hasznalatan alapszik és lehetévé teszi nagyszamu, él6, egyedi sejt vizsgalatdat, a mintakban
esetlegesen el6fordulo alpopuldciok elkiilonitésének lehetdségével. Mddszeriink alkalmazhatdsagat
alatdmasztando emellett célunk volt, hogy azt kiilénb6z8 sejtvonalakon validaljuk, illetve bizonyitsuk,
hogy az valdban elsGsorban a dipdlpotencidl nagysagat kvantifikdlja, nem pedig egyéb

membranbiofizikai paraméterekrdl, igy a membrdnok fluiditdsdnak és hidracidjanak mértékérdl

szolgaltat informaciot.

A dipdlpotencial kiilonb6z6 patoldgias dllapotokban bet6ltott szerepének megértéséhez
elengedhetetlen el8szor is az abban bekovetkezé esetleges valtozasok megismerése, illetve a
dipdlpotencidl nagysagat megvaltoztatd, fizioldgidsnak tekinthet6 kezelési mddok feltdardsa. A
dipdlpotencidl kisérletes emelése viszonylag egyszer(ibb. Példaul korabban modellmembranokon
végzett mérések és in silico szimuldcidkkal nyert adatok szerint a dipdlpotencidlt novel6, az emberi
szervezetben fizioldgiasan is el6fordulé lipid a koleszterin. Ezzel szemben a dipélpotencialt cs6kkenté
fiziologids molekuldt ismereteink szerint eddig nem irtak le, igy munkank soran célunk volt egy erre
alkalmas kezelési méd felderitése. Erre a célra elméleti megfontolasok alapjan igéretes jelolteknek
tlintek a tobbszordsen telitetlen zsirsavak, igy ezek hatdsat is vizsgdltuk — a kalonféle

szterolszarmazékok, igy koleszterin mellett — az altalunk felallitott mérési rendszerben éI6 sejtekben.
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a kezeléseknek a penetratin, egy sejtpenetradlo peptid sejtekbe térténé felvételére gyakorolt hatdsait
tanulmanyoztuk. A sejtpenetralé peptidek a molekuldris terapia egy egyelGre kevéssé karakterizalt, de
rendkivll igéretes szegletét képezik. Segitségiikkel lehet6ség adddik kiilonbdzé — egyébként a
plazmamembrdn szempontjabdl impenetrabilis — molekuldk citoszolba vagy sejtmagba torténé
bejuttatdsara, ezaltal Uj dimenzidkat nyitva példaul a neurodegenerativ vagy tumoros betegségek
kezelésében. A dipdlpotenciadl hatdsat tudomasunk szerint ezidaig csak kutatdcsoportunk vizsgalta
ezen peptidek felvételére, amely munkank soran felvetettiik, hogy a dipdlpotencidl csokkentése
segitheti azok sejtbe jutasat — a zsirsavak ilyen hatasat azonban egydltalan nem ismerjik, igy célunk

volt ezen lipidek lehetséges kedvez6 hatdsainak felderitése.

A membranbiofizikai paraméterek elemzése sordn nem csupan a minél nagyobb szamu egyedi sejt
vizsgalata a cél, hanem a szubcellularis membranrendszerek tanulmanyozasa is bioldgiai relevanciaval
bir. A sejtorganellumok membrandsszetételében megfigyelhetd kiilonbségek szamos esetben ismertek
— azonban éI6 sejtek esetében ezen eltérések molekuldris rendezettségre gyakorolt hatasa jorészt
feltdratlan, amelynek oka els6sorban a membrdanbiofizikai jellemz6k intracellularis membranokban
torténd tanulmanyozdsara alkalmas mddszerek hidnya. Munkank soran ezért célunk volt egy uj,
kénnyen alkalmazhaté mdédszer optimalizdldsa, amelynek segitségével lehetségessé vdlik a
plazmamembradn és a kiilonb6z6 intracelluldris organellumok kettésrétegeinek komparativ elemzése
ép, élo sejtekben és ezaltal feltarhatdk az egyes kompartmentumok kozotti kilonbségek, illetve a

késébbiekben a kilonféle patoldgias allapotokban kialakulo eltérések is.

Ehhez az F66 fesziiltségszenzitiv fluorofdrt hasznaltuk, amely kedvezd spektralis tulajdonsagai révén —
a leggyakrabban alkalmazott hagyomanyos, kornyezeti paraméterekre szenzitiv festékekkel
ellentétben — jol kombinalhaté kiilonféle fluoreszcens organellum markerekkel, igy kvantitativ
konfokalis mikroszkdpos emissziés aranymérés soran hipotézisink szerint szelektiven
tanulmanyozhatdéva valik a kilénboz6 sejtszervecskék membrdnjainak dipdlpotencialja, azaz a
kett&srétegek strukturalis szervezGdése. Hipotézisiink bizonyitasa és egyben maddszeriink validalasa
céljabol ezért harom, egymastdl alapvetden kiilonbozd, és egyben patofizioldgiai jelentGséggel bird
lipideltérésekkel jaré betegségek modellrendszereiként gyakran alkalmazott sejttipus esetén
tanulmanyoztuk a dipdlpotencial nagysagat a plazmamembranban és a lizoszdmak, a Golgi-apparatus,

az endoplazmas retikulum és a mitokondriumok membrdanjaiban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Alkalmazott sejtvonalak, tenyésztésik

A munkdnk soran alkalmazott 6sszes sejtvonalat az American Type Culture Collections-t6l (ATCC,
Manassas, VA, Egyesiilt Allamok) szereztiik be és a gyarté Utmutatasainak megfelelGen tenyésztettiik
37°C-on, 5%-o0s CO; jelenlétében. A JY Ebstein-Barr-Virussal transzformalt human limfoblasztoid
sejtvonalat Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 médiumban inkubaltuk, mig a THP-1 human
monocitoid sejtvonal tenyésztése szintén RPMI 1640 médiumban tortént, amelyet 0,05 mM 2-
merkaptoetanollal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) szupplementaltunk. A HEK-293T
adenovirussal immortalizalt és az SV40T-antigént kddold génnel transzfektalt human embriondlis vese,
az SKBR-3 human eml6 adenokarcindma, a HeLa human cervix adenokarcindma és az SH-SY5Y human
neuroblasztéma eredet( sejtvonalakat Dulbecco's Modified Eagle Mediumban (DMEM) tenyésztettiik.
A sejttenyészté médiumokat minden esetben 10% fetdlis borjuszérummal (FCS), 1%-os L-glutaminnal
és 50 pg/ml gentamicinnel egészitettik ki. Az aramlasi citometrias és spektrofluoriméteres kisérletek
soran a kiinduldsi sejtszamok ugy keriiltek kivalasztasra, hogy az egyes mosasi lépések varhatd
veszteségei utan legaldbb 150 000 sejt maradjon egy-egy mintdban. A konfokalis mikroszkdpos
mérésekhez a sejteket kb. 80%-os konfluencia eléréséig novesztettiik 8-lyukd, fed6lemez alju

sejttenyészté kamrakban (ibidi, Grafelfing, Németorszag).

4.2. Alkalmazott vegylletek és reagensek

A sejtek dipdlpotencialjdnak megvaltoztatdsdra hasznalt 6-ketokolesztanolt (6KC, 3B-hidroxi-5a-
kolesztan-6-on) és phloretint (3-(4-hidroxifenil)-1-(2,4,6-trihidroxifenil)propan-1-on), valamint az ezek
gyors sejtmembranba épuléséhez alkalmazott Pluronic F-127 nem-ionos detergenst a Sigma-Aldrich-
tél rendeltiik. A sejtmembran szteroltartalmanak megvaltoztatasahoz a 6KC, koleszterin (CHOL, Sigma-
Aldrich) és 7-dehidrokoleszterin (7DHC, 5,7-kolesztadien-3B-ol) random metil-B-ciklodextrinnel
(MBCD) alkotott komplexeit haszndltuk, melyeket a Cyclolab Kft. (Budapest, Magyarorszag) allitott el
szamunkra. A komplexekben a szterolok relativ témege 5% koril volt. A telitett sztearinsavat (SA),
tobbszordsen telitetlen w-3 a-linolénsavat (ALA) és a tobbszordsen telitettlen w-6 y-linolénsavat (GLA)

szintén a Sigma-Aldrich-tél szereztiik be.

A dipodlpotencial mérésére hasznalt di-8-ANEPPS (4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]letenil)-1-(3-
szulfopropil)piridinium belsé sé) festéket a Thermo Fisher-t§l (Waltham, MA, Egyesiilt Allamok)
vasaroltuk, mig az F66 (N-[3-(40-dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-
szulfopropil)-ammodnium, belsé sd) Andrey Klymchenko (Université de Strasbourg, Strasbourg,
Franciaorszag) ajandéka volt. A sejtmembran fluiditasanak vizsgdlatahoz hasznalt TMA-DPH (4'-

(trimetilammonio)-difenilhexatrién) a  Sigma-Aldrich-tél  rendeltik. A  membrdanhidracié
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meghatarozasahoz hasznalt PY3174 (4-[2-(6-dibutilamino-5-fluoro-naftalen-2-il)-vinil]-1-(3-
trietilammonio-propil)-piridinium dibromid) fluorofér Leslie M. Loew (University of Connecticut, CT,
USA) ajandéka volt. A sejtek életképességének vizsgalata sordn hasznalt Sytox Green és Alexa Fluor

647-konjugalt annexin V fluoroférokat a Thermo Fisher-t6l szereztiik be.

Az intracellularis organellumok vizualizaciéjahoz hasznalt vegyileteket, igy a CellLight™ ER-GFP,
BacMam 2.0-t, a CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0-t, a LysoTracker™ Deep Red-et, illetve a

MitoTracker™ Deep Red FM-et a Themo Fisher-t6l rendeltiik.

A kalibraciés pH oldatok elkészitéséhez alkalmazott valinomicin és nigericin a Sigma-Aldrich-tél

szarmazott.

4.3. A sejtmembrdan Osszetételének és dipdlpotencialjanak modositasa

Kisérleteink sordn Uj mérési mdodszeriink validdlasa és a korabban publikalt eredményekkel vald
Osszehasonlithatésdg érdekében a THP-1 és JY sejtek membranjanak dipdlpotencidljat az arra
széleskorben alkalmazott vegyliletekkel mddositottuk (21, 22). A dipdlpotencidl novelésére 6KC-t,
csokkentésére pedig phloretint alkalmaztunk kilonb6z6, 20, 40, 80, 120, 160 és 200 pM
koncentraciokban. A két vegyiilet sejtmembrdnba torténé beéplilésének gyorsitasara és ezdltal az
inkubacios id6 lerbviditésére a kezeléseket 0,05% (v/v) Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich) olddszer
jelenlétében végeztilk. A detergens micelldkat képez az alkalmazott vegyiiletekkel, ezaltal azok
kénnyedén a sejtmembrdan kilsé rétegébe épilhetnek és igy a hatékony inkorporacidhoz sziikséges
id6 korabbi kisérletek alapjan mindossze 10 percre csokken (104, 105). A fenti vegyiletek az
alkalmazott koncentraciékban korabbi méréseink alapjan nem befolyasoljak jelentésen sem a sejtek
életképességét, sem pedig a nyugalmi transzmembran potencial értékét (14, 23). A kisérleteknél az

ekvivalens mennyiségti Pluronic F-127 vegyiilettel kezelt mintat tekintettiik kontrollnak

A sejtmembran szteroltartalmdnak mddositdsdra a THP-1 és JY sejteket 60 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten CHOL, 7DHC és 6KC MBCD-vel alkotott komplexeivel normal Ringer oldatban
(6sszetétele mM-ban: 145 NaCl, 5 KCI, 10 HEPES, 5,5 glikdz, 2,5 CaCl, és 1 MgCl,; pH 7,35) kiillonboz6,
12,5, 25, 50, 100 és 200 pg szterol/ml koncentracié mellett. Kontrollként ekvivalens koncentracidju,

,ures”, azaz szterolokat nem tartalmazé MBCD-vel kezeltik a sejteket.

A kllonb06z6 zsirsavak hatdsanak vizsgdlatahoz a THP-1 és JY sejteket 48 6ran at 12,5, 25 és 50 uM SA,
ALA vagy GLA jelenlétében inkubaltuk. A zsirsavakat a kezelés soran a sejttenyészt6 médiumba

adagoltuk.
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4.4. A sejtmembran dipdlpotencialjanak meghatarozasa di-8-ANEPPS és

spektrofluorimetria segitségével

« 7z

ANEPPS-sel jeloltiik 20 percig jégen, majd mosdst kovetéen a mérést kozvetlenll megel6z6en a
mintakat 37°C-ra melegitettiilk. A méréseket Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel (Horiba Jobin Yvon,
Edison, NJ, Egyesiilt Allamok) végeztiik gy, hogy a mintatartd kiivettakat 37°C-os vizfiirdd segitségével
tartottuk allanddé h6mérsékleten. A di-8-ANEPPS dipdlpotencidl irdnti szenzitivitasa az elektrokrémos
vagy Stark-effektuson alapszik, azaz a molekula gerjesztési és emisszids spektruma eltolddik a lokalis
elektromos erétérben bekoévetkezd valtozdsok hatdsara. A dipélpotencidlban bekovetkezé valtozasok
detektdlasara gerjesztési spektrumot rogzitettiink, mivel irodalmi adatok szerint azt joval kevésbé
befolyasoljak egyéb membranbiofizikai paraméterek, példaul a fluiditas (21). A mintdkat mérés soran
5 nm-es szélességl tartomanyban gerjesztettiik ugy, hogy a gerjesztési hulldmhosszt 380 és 550 nm
kozott 1 nm-es |épéskozzel folyamatosan véltoztattuk, mig az emisszidt dllandé hulldmhosszon, 660
nm-en detektaltuk. Irodalmi adatok alapjan a dipdlpotencidl nagysaga pozitivan korrelal a 410 és 440
nm kozott, valamint a 490 és 520 nm kozotti tartomdanyban torténd gerjesztést kovetden detektalhatd

fluoreszcencia intenzitasok integraljanak hanyadosaval (11, 15, 21, 22, 30, 34, 57, 58).

4.5. A sejtmembran dipélpotencidljanak meghatarozasa F66 és aramlasi citometria
segitségével

«sre

tal jeloltik 20 percig jégen, majd mosast kdvetéen a mérést kozvetlenlil megel6z6en a mintakat 37°C-
ra melegitettik. Ezutan az egyedi sejtek fluoreszcencia intenzitasat FACS Aria Ill aramldsi citométerrel
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, Egyesiilt Allamok) vizsgaltuk 37°C-on. A festék hasznalata a
gerjesztett allapotu intramolekuldris protontranszfer (ESIPT) reakcion alapul, mely atmenetet jelent a
molekula normal (N*) és tautomer (T*) gerjesztett allapotai kozott és az N* és T* dllapotokbdl torténd
relaxacio két, jol elkilonilé emisszids tartomdanyt eredményez. A mintdkat ezért 405 nm
hulldmhosszusagu lézerrel gerjesztettiik, majd az F66 altal emittalt intenzitast pedig a fluorofor N* és
T* gerjesztett allapotainak megfelel6en rendre 480/20 nm-es, valamint 585/42 nm-es savsz(irék
segitségével detektaltuk. Az adatok elemzését FCS Express szoftverrel (De Novo Software, Los Angeles,
CA, Egyesiilt Allamok) végeztiik. A dipdlpotencial meghatdrozasahoz az FSC-SSC s(ir(iségplotokon
végzett kapuzdssal kivalasztottuk a normal morfoldgiat mutatd, élének tekintheté sejteket, majd az
egyedi sejtekben kiszamitottuk az N*/T* emisszids ardny hanyadosat, végil pedig mintanként

meghataroztuk az arany atlagos értékét. Kordbbi adatok alapjan az N*/T* emisszids arany negativan
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korreal a dipdlpotencidl nagysagaval, melyet a lokdlis elektromos er&térnek az ESIPT reakciéra

gyakorolt hatdsa magyaraz (14, 16).
4.6. A sejtek életképességének meghatarozasa

Az dltalunk alkalmazott dipdlpotencidlt és sejtmembrdn-osszetételt médositd kezelések esetleges
citotoxicitdsat vizsgalandd THP-1 és JY sejteket 24-lyukd kamrakban tenyésztettiink, majd a kontroll,
illetve a fent leirt médon kezelt mintakat 5 uM koncentraciéju Sytox Green, illetve 1:20 ardnyban
higitott AlexaFluor647-annexin V markerekkel jeloltiik an. annexinkoté pufferoldatban 15 percig,
szobahdn, az egyéb tanulmanyainkban is alkalmazott mddon (10, 106). Az egyedi sejtek vizsgalatat ezt
kovetGen NovoCyte 3000RYB aramlasi citométerrel végeztiik (ACEA Biosciences, San Diego, CA,
Egyesiilt Allamok). A gerjesztéshez, illetve az emittalt intenzitdsok detektaldsahoz Sytox Green
esetében 488 nm-es hulldmhosszUsagu lézert és 530/30 nm-es savsziirét, mig az Alexa Fluor 647-
annexin V esetében 640 nm-es hullamhosszusagu lézert és 660/20 nm-es savsz(irt alkalmaztunk. Az
adatelemzést ebben az esetben is az FCS Express szoftver segitségével végeztilk, amely soran
valamennyi minta esetén kiszamitottuk a mind a Sytox Green, mind pedig annexin V markerre nézve

negativ, él6 sejtek ardnyat az 6sszes sejthez képest.

4.7. A sejtmembran fluiditasanak meghatarozasa TMA-DPH és spektrofluorimetria

segitségével

A sejtmembran fluiditasanak meghatarozdsahoz a szakirodalomban leginkabb elfogadott médszernek
megfelelen (10, 34, 107-110) a kezeletlen, illetve a fenti médon kezelt THP-1 és JY sejteket mosas
utan Hank’s pufferben oldottuk fel, 10 uM koncentraciéju TMA-DPH-val jel6ltiik 20 percig szobahén,
majd mosas nélkil a mérést kozvetlenlil megel6z6en a mintdkat 37°C-ra melegitettiik. A méréseket
Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel végeztilkk ugy, hogy a mintatartd kiivettdkat ebben az esetben is
37°C-os vizflird6 segitségével tartottuk allandé hémérsékleten. A TMA-DPH fluoreszcencia
gerjesztést kovetéen 430 nm-es hulldmhosszon végzett detektalassal:
r = 11717 - leh
L,, + 2GI,y,
ahol |,y a fluoreszcencia vertikalis, mig I.» a horizontdlis komponensét jelenti vertikdlisan polarizalt
fénnyel torténd gerjesztést kovetGen, G pedig a mérémdiszerre jellemzd korrekcids egylitthatd, mely a
rendszer horizontalis és vertikalis polarizacioju fotonok detektdldsdban észlelhet6 eltéré

érzékenységét hivatott korrigdlni. Kiszamitasa a
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képlet segitségével torténik, ahol In, és Innrendre a vertikalis és horizontalis fluoreszcencia intenzitdsok

horizontalisan polarizalt fotonokkal torténé gerjesztést kovetSen.

4.8. A sejtmembran hidracidjanak meghatarozasa PY3174 és konfokalis mikroszkopia
segitségével

« sz

kezelt THP-1 és JY sejteket mosas utan 10 uM koncentracioju PY3174 fluoroférral jeloltik 20 percig
szobahén, majd mosast kovetéen 8-lyuku fedblemez alju kamrakba cseppentettiik. Ezutan LSM880
konfokalis l1ézerpasztazo mikroszkdppal (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) felvételeket készitettiink a
sejtekrél a kozépsikjuknak megfelel6en. Mivel a festék emisszids spektruma a lokalis hidrofobicitds,
|ézerrel torténd gerjesztést kovetben az emisszid detektalasat két hullamhossz tartomanyban, 500 nm
és 540 nm (lkek), valamint 630 nm és 735 nm (lpiros) kOzOtt végeztiik. Az elkésziilt felvételek kvantitativ
elemzéséhez a Matlab (Mathworks, Natick, MA, Egyesiilt Allamok) szoftvert alkalmaztuk. A
képfeldolgozds soran egy, a munkacsoportunk dltal korabban kidolgozott vizfeltoltéses (un.
,watershed”) algoritmus segitségével azonositottuk a plazmamembrannak megfelel régidkat, majd
kizardlag ezen pixelek adatainak felhasznalasaval szamitottuk ki a membran hidracidjanak mértékével
forditottan aranyos generalizalt polarizacio (GP) értékét az egyedi pixelekben az aldbbi képlet

segitségével:

GP = Lk — Ipiros

Ikék + Ipiros
ahol liek s lpiros @ fentebb definialt hulldamhossz-tartomdanyokban a hattérrel korrigalt, plazmamembran
pixelekben mért fluoreszcencia intenzitdsok. Ezt kovetéen szamitottuk ki a plazmamembran pixelek

adataibdl a felvételeken a GP atlagos értékét.
4.9. A penetratin szintézise és jelolése fluoroférokkal

A penetratint (aminosavsorrendje: RQIKIWFQNRRMKWKK, molekulatémege 2245,75 g/mol)
manualisan dllitotta el6 kollaboraciés partneriink, Dr. Mandity Istvan (Semmelweis Egyetem,
Budapest, Magyarorszag) TentaGel R RAM polisztirén PEG kopolimer gyantan (Rapp Polymere,
Tlbingen, Németorszadg) a szilardfazisu Merrifield standard Fmoc technikaval, munkacsoportunk
kovet6en az elGallitott penetratinhoz AFDye532 N-hidroxiszukcinimid észtert (molekulatomeg 723,77

g/mol, Fluoroprobes, Scottsdale, AZ, Egyesiilt Allamok), vagy 5(6)-karboxinaftofluoreszcein N-
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szukcinimidil észtert (molekulatémeg 573,51 g/mol, Setareh, Eugene, OR, Egyesiilt Allamok)
konjugdltunk. A reakcid végbementét Kaiser teszttel ellenériztiik, melyet kovetéen a vegyiiletet
leoldottuk a gyantardl. Filtraciot és hideg dietil-éterrel valé precipitdciét kovetéen a nyers terméket
C18-as oszlopon tisztitottuk preparativ forditott fazisi HPLC (JASCO, Victoria, BC, Kanada) eljarassal,
majd liofilizaltuk. Az igy kapott végtermék tisztasdgat C18-as analitikai oszloppal, forditott fazisi HPLC
(JASCO) eljarassal teszteltiik és az 95% folottinek adddott. A jeldlt peptidek jelenlétét Bruker
elektrospray ionizaciés tomegspektrometridval erdsitettiik meg és az AFDye532, illetve az NF-konjugalt
penetratinok molekulatomege 2983,548 és 2832,5 g/mol volt, amely értékek j6 egyezést mutattak az

elméletileg varhato értékekkel (2983,59 és 2833,33 g/mol).

4.10. A penetratinok felvételének és endolizoszomalis felszabaduldasanak vizsgalata

aramlasi citométerrel

A penetratinok felvételének és endolizoszomalis felszabaduldsanak vizsgdlatara szolgalé maddszert
munkacsoportunk korabbi munkaja soran optimalizalta és publikalta (34). A zsirsavak ezen folyamatok
hatékonysagara gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdra a THP-1 és JY sejteket a fentebb leirt mddon
inkubaltuk SA-t, ALA-t vagy GLA-t 50 uM-os koncentracidban tartalmazé médiumban. Ezutan a sejteket
FACS Aria lll aramlasi citométerrel vizsgdltuk gy, hogy a mérés eldStt kdzvetlentil 5 uM AFDye532-
penetratint, 5 UM NF-penetratint pipettaztunk a sejtekhez és azonnal mérni kezdtiik az egyedi sejtek
fluoreszcencia intenzitasait. A gerjesztési hulldmhosszok és a detektaldsi 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 kozvetleniil a penetratinok hozzdadasat kovetéen kezd6dott és 15
percen keresztil zajlott allandd, 37°C-os h6mérsékleten, amelyet temperalt mintatartd segitségével

biztositottunk.

Az adatok elemzését elGszor FCS Express segitségével végeztilk. Az FSC-SSC szorasképen normal
morfoldgidju, éls sejtek id6korrelalt fluoreszcencia intenzitas adatait exportaltuk, majd egy erre a célra
készitett Matlab algoritmus segitségével kiszamitottuk azok 10 madasodperces idGablakkal vett
mozgdatlagait, illetve azok hanyadosat. Az AFDye532-penetratin fluoreszcencia intenzitasat érdemben
nem befolydsolja a pH valtozdsa, igy az a sejtbe kerilt penetratin teljes mennyiségérdl szolgaltat
informdciét. Ezzel szemben az NF-penetratin fluoreszcencia intenzitdsa csokken a savasabb pH
hatdsdra, igy az az endolizoszomalis rendszerbdl kikertlt, nem savas kézegben taldlhaté penetratin
mennyiségét jelzi, mig NF/AFDye532 hanyados értékébdl az endolizoszomalis felszabadulas mértékére
kovetkeztethetiink (112). (7. abra) Az elemzés soran a fluoreszcencia intenzitasokat a kontroll mintak
els6 id6ablakban mért értékére normaltuk, majd ezt kovetben szamitottuk ki a fluoreszcencia

intenzitas ardnyokat a normalt értékekbdl.
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7. abra: A penetratin sejtbe torténo felvételének és endolizoszomalis kiszabadulasanak vizsgalata
A szintetizalt penetratin egyik felét AFDye532, a masik felét pedig naftofluoreszcein (NF) fluoroférral
konjugdltuk. Az AFDye532 fluoreszcencia intenzitasat a kornyez6 pH nem befolyasolja érdemi
mértékben, igy aramldsi citometria sordn az adott sejt esetén meghatarozott intenzitas a sejtbe jutott
penetratin teljes mennyiségérél ad informaciot, fliggetlentl a penetratin szubcellularis lokalizaciéjatol.
Az NF ezzel szemben egy pH-szenzitiv fluorofdr, intenzitasa jelent6sen csdkken a savasabb pH hatdsara,
igy az az endolizoszomadlis rendszerbdl kikerilt, nem savas kdzegben taldlhaté penetratin mennyiségét
jelzi. A két fluorofér intenzitasanak aranyanak (NF / AFDye532) értékébdl ezaltal az endolizoszomalis
felszabadulas mértékére kovetkeztethetiink.

4.11. A sejtek jelolése intracelluldris organellum markerekkel és a dipdlpotencialra

szenzitiv F66 fluoroforral

Az endoplazmas retikulum és a Golgi jel6léséhez a 8-lyuku fed6lemez alju kamrakban novesztett SKBR-
3, Hela, és SH-SYS5Y sejteket CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0, illetve CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0
reagensekkel transzdukaltuk, melyhez a sejttenyészté médiumokat 30 részecske/sejt koncentracidban
dusitottuk a vegyiletekkel, melyet 24 6rdn keresztiil 37°C-on 5%-os CO. jelenlétében torténd
inkubacio kovetett a megfelel6 expresszio érdekében. A lizoszémakat LysoTracker™ Deep Red, mig a
mitokondriumokat MitoTracker™ Deep Red FM segitségével vizualizaltuk. Mindkét fenti vegyiletet 50
nM-os koncentraciéban adtuk a sejttenyészté médiumhoz, a sejteket 45 percig 37°C-on 5% CO;
jelenlétében inkubalva. Az intracellularis organellumok dipdlpotenciadljanak meghatarozasahoz kettds
jelolési protokollt alkalmaztunk. A sejteket egyrészt 24 6rdn keresztil inkubaltuk 10 nM F66-tal,
amelyet a sejttenyészt6 médiumba adagoltunk, biztositva a fluoroféor megfelel6 dusuldsat az
intracellularis membranokban. Masrészt, a plazmamembran egyértelm(i azonositasanak érdekében,
az inkubacid utolsd 10 percében tovabbi 10 nM F66-ot adtunk a sejtekhez. Utdbbi jel6lés normal Ringer
oldatban tortént. Az F66 spektralis tulajdonsagai pH-fliggésének elemzésekor az utébbi jel6lést, illetve
a konfokalis mikroszkdpos felvételek készitését 5,5 és 7,5 kozotti pH értékkel rendelkezd kalibracids
puffer oldatokban végeztiik, amelyek 10 uM valinomicint és 10 uM nigericint tartalmaztak. Utébbi két
vegyliletet az extra- és intracelluldris pH kiegyenlitése érdekében alkalmaztuk, hasonléan korabbi

tanulmanyunkhoz (106).
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4.12. A cellularis membranok dipdlpotencialjanak meghatarozasa F66 és konfokalis

mikroszkdpia segitségével

A fentebb leirt médon kezelt és jelolt SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejtek kozépsikjanak megfelelGen
LSM880 konfokalis lézerpasztazd mikroszkdppal konfokalis felvételeket készitettiink. A dipdlpotencial
meghatdrozasahoz az F66 fluorofért 405 nm-en gerjesztettiik, az emissziot pedig a festék normal és
tautomer gerjesztett allapotainak megfelel6en rendre 463-527 nm és 543-589 nm kozott detektdltuk.
Ugyanezen sejteken szekvencidlisan az intracellularis organellumok azonositasahoz alkalmazott GFP-t
488 nm-en, az RFP-t 543 nm-en, a Deep Red fluorofért pedig 633 nm-en gerjesztettik, mig az emissziot
rendre a 495-550 nm, 570-640 nm, illetve 650-735 nm-es savokban detektdltuk. Az egyes sejtekrdl
512x512 pixel felbontasu, pixelenként 52 nm méretd felvételek késziiltek, mely pixelenként 8,24 ps-ot

vett igénybe, azaz egy kép rogzitésének teljes ideje 2,16 s volt.

Az elkésziilt felvételek kvantitativ elemzéséhez a Matlab szoftvert alkalmaztuk és a folyamat f6bb
|épéseit a 8. dbran foglaltuk dssze. A plazmamembrannak megfelel6 pixelek azonositasdhoz, illetve
egy, az intracellularis régiot kijelol6 maszk létrehozasahoz a fentebb emlitett, munkacsoportunk altal
irt kézi kijelolést vizfeltdltéses algoritmust alkalmaztuk, melynek elsé 1épéseként a felhasznalé az F66-
rol készilt konfokalis képen felismerhet6 valamennyi sejt belsejébe pontot helyez. Az algoritmus
ezutdn a felvételt domborzati térképként kezeli, ahol az egyes pixelek ,magassaga” azok fluoreszcencia
intenzitasatoél fligg — vagyis az egyedi sejtek plazmamembrdanjainak megfelel6, magas intenzitassal
rendelkezé ,hegyek” hataroljdk az intracellularis ,medence” régidkat. Az algoritmus a képet a
manuadlisan elhelyezett pontokbdl indulva ,feltolti” vizzel és sejthatarként azon régidkat azonositja,
ahol két medence kozott ,,atcsap” a viz. A felhasznald altal rogzitett pontokra a tulszegmentdcid
elkeriilése érdekében van szikség. Az organellumok azonositdsahoz ezutdn a fenti algoritmus altal
kijelolt intracelluldris régid pixeleinek adott markerhez tartozé fluoreszcencia intenzitasat vizsgaltuk.
Egy ugynevezett ,maximum entrépia” algoritmus segitségével — manuadlis ellenérzést kovetben —
meghataroztunk egy hatdrértéket, mely fol6tt az adott pixelt a vizsgalt organellumhoz tartozéként
definidltuk. Ezt kovet6en minden pixelben a hattérintenzitdsok levonasa utan kiszamitottuk a
dipdlpotencial nagysagaval pozitiv korrelaciét mutatd F66 T*/N* aranyt, majd meghataroztuk az arany
median értékét minden egyes egyedi sejt esetén kilon-kilén a plazmamembrannak, illetve az adott
organellum membrannak megfelel§ pixelek adataibdl. A kiilénb6z6 intracellularis régidk kozotti relativ
kilonbségek elemzése céljabdl kiszamitottuk az adott organellumok membranjaban az F66 T*/N*
emisszios arany medianjanak az ugyanazon sejt plazmamembranjaban kapott median aranyra normalt

értéket.
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8. abra: Az intracellularis organellumok membranrégioinak azonositasa organellum-specifikus
markerek fluoreszcencia intenzitasa alapjan konfokalis mikroszkdpos felvételeken kvantitativ
képelemzés soran
8-lyuku, fedélemez alju sejttenyészté kamrakban SKBR-3 sejteket tenyésztettiink, majd F66 és
LysoTracker Deep Red fluoroférokkal jeloltiink. (A) Egy adott sejt kbzépvonalanak megfelel6 sikban
konfokalis mikroszkdpos felvételeket készitettlink az F66 N* normal (a) és T* tautomer (b) gerjesztett
allapotdnak, illetve a LysoTracker Deep Red fluorofdrnak (c) megfelelé beallitdsoknak megfelelGen,
ahogy a reprezentativ képeken is lathatd. A kvantitativ képanalizis soran a hattérintenzitasra torténé
korrekciot kovet6en pixelenként meghataroztuk a dipdlpotencidllal pozitivan korreldld T*/N*
emisszios aranyt (d). Kézi kijelolés( vizfeltoltéses algoritmus segitségével a képeket plazmamembran
(e) ésintracellularis (f) pixelrégidkra osztottuk, egyuttal definidltunk egy, a plazmamembrant (g), illetve
az intracellularis teriletet (h) magaba foglalé6 maszkot. A LysoTracker Deep Red-del (c) készilt
felvételen ,,maximum entrépia” algoritmus segitségével meghatdroztunk egy hatarértéket, mely folott
az adott pixelt a tovabbi adatelemzés szempontjabdl a vizsgalt organellum membranjaihoz tartozé
teriiletként definidltuk (i). (B) Az intracellularis terileten pixelenként mért, organellum-marker
fluoreszcencia intenzitasdnak eloszldsat bemutaté reprezentativ hisztogramon a piros vonal a
maximum entrdpia algoritmus altal megadott hatarértéket mutatja, mely feletti intenzitasértékkel bird
pixeleket az adott organellum membranrégidjaként definidltuk. Az egyedi sejtekben a median F66
T*/N* emisszids aranyt a plazma- és organellum membranoknak megfelel6 pixelek adataibdl kulon-

kiilon hataroztuk meg.

4.13. Statisztikai elemzés

A spektrofluorimetria, illetve dramlasi citometria soran a legalabb 6t (n) fliggetlen kisérletb&l nyert
adatokat atlag + SD formdjaban tlintettiik fel. Az aramlasi citométerrel végzett mérések soran minden
fliggetlen kisérletben mintanként legalabb 20 000 sejtet elemeztiink, mig a spektrofluorimetrias
mintak atlagosan 150 000 sejtet tartalmaztak. A szterol-MBCD komplexekkel végzett kisérletekben az
értékeket az ekvivalens mennyiségl nativ MBCD-vel kezelt mintdkra, mig zsirsavak esetében az
etanolos kontrollokkal kapott értékekre normaltuk. A PY3174 generalizalt polarizaciéjanak konfokalis
mikroszkdpos vizsgdlatakor a kiilonboz6 kezelések esetében ot fliggetlen kisérletben késziilt n=20

egyedi kép atlagos generalizalt polarizacids értékeit, valamint ezek atlagértékeit (+ SD) abrazoltuk.
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Minden kép 10-15 normdl morfoldgidju sejtre vonatkozd adatokat tartalmazott, kezelésenként
Osszesen 200-300 sejttel. A cellularis membranok dipdlpotencialjanak vizsgalata soran a mért adatokat
altaldnossagban heged(idiagramon abrazoltuk, amelyeken a medianértékeket és a kvartiliseket is
jeloltik, és amelyeket o6t fliggetlen kisérletbdl szarmazd, n=107-154 normal morfolégidju egyedi sejt

median F66 T*/N* emisszids aranyértékei alapjan készitettiink.

A statisztikai elemzések sordn a p értékeket altaldban Tukey-féle HSD-prébaval szamitottuk,
amennyiben el6zetes ANOVA elemzés soran a csoportok kozotti hatdsokra nézve szignifikans
kiilonbségeket kaptunk. Az cellularis membrdnok dipdlpotencidljanak vizsgdlata soran a
plazmamembrdn és az adott organellum F66 aranyainak O6sszehasonlitasakor (18-21. abrak) a p
értékeket Welch-féle t-probaval szamitottuk. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha p
< 0,05-nek adddott. A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism programban (La Jolla, CA, Egyesiilt

Allamok) végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. A phloretin és a 6-ketokolesztanol dipdlpotencialra gyakorolt hatasa

Az Uj, dramldsi citometrids dipdlpotencidl mérési eljarasunk kidolgozasdhoz és validalasahoz
szlikséglink volt egy referenciamddszerre — a szakirodalomban erre a célra leggyakrabban hasznalt di-
8-ANEPPS fluoroférra esett valasztdsunk, melyet egy dltaldnosan elterjedt spektrofluorimetrias
eljarassal vizsgdltunk (11, 15, 21, 22, 30, 34, 57, 58). El6szor a dipdlpotencidl mddositasara
leggyakrabban alkalmazott phloretin és 6KC (14, 21-23) hatasat vizsgaltuk az altalunk feldllitott mérési
rendszerekben. A vegyiletek membrdnba torténd beépiilését el6segitendd az inkubacidé Pluronic F-

127, egy hidrofil, nem ionos detergens jelenlétében tortént (104, 105).

Méréseink soran a korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban azt taldltuk, hogy a 6KC dézisfliiggben
novelte az emisszids spektrum két szélsd, alacsonyabb (410-440 nm) és magasabb (490-520 nm)
hulldmhosszusagu tartomanyaiban mért, integralt fluoreszcencia intenzitdsok ardnyat (Rexc, di-s-anepes),
azaz a dipdlpotencidl értékét mindkét altalunk vizsgdlt sejtvonalban, THP-1, illetve JY sejtekben
egyarant (9. abra A, illetve B panel). A legnagyobb valtozasokat a vizsgalt maximalis ddzis, 200 uM
esetében tapasztaltuk. A phloretin ezzel ellentétes hatdst gyakorolt, azaz dozisfliiggben csokkentette
az excitacids aranyt, azonban az itt tapasztalt eltérés — bar statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult —
jelent8&sen kisebb volt a 6KC-val szemben a maximalis, 200 uM-os koncentracional is. A leirt valtozdsok
jol megfigyelhet6k a reprezentativ gerjesztési spektrumok kék, illetve vords iranyu eltoléddsan is a 6KC,

illetve a phloretin hatasara (9. dbra C panel).

Bizonyos 3-hidroxiflavon szarmazékok emisszids spektruma megvaltozik a lokalis elektromos erétér
fliggvényében (14, 16, 63-65), igy elméletben alkalmazhatdak a dipdlpotencidl nagysaganak aramlasi
citométerrel torténd vizsgalatdra. Ezt aldtamasztandd THP-1 és JY sejteket a fentiekhez hasonldan 6KC-
val és phloretinnel kezeltlink kiilonb6z6 koncentracidkban, majd a festékcsaldd egy Ujonnan leirt
tagjaval, az F66-tal jelolve 6ket dramldsi citométerrel meghataroztuk a fluorofér normal (N*) és
tautomer (T*) gerjesztett allapotainak megfelel§ tartomanyokban (rendre 470-490 nm és 564-606 nm)
mért fluoreszcencia intenzitasainak aranyat (Rem, rss n*/m+), mely forditottan aranyos a dipdlpotencidl

nagysagaval (14, 16, 64).

Korabbi, di-8-ANEPPS-sel kapott eredményeinkkel 6sszhangban azt talaltuk, hogy a 6KC dézisfiigg6en,
szignifikdnsan csokkentette az Rem, res n*/7+ aranyt mindkét vizsgalt sejtvonal esetében (9. dbra D és E
panel), mely a dipdlpotencidl névekedését jelzi. Bar a phloretin mindkét esetben ndvelte az Rem, re6 n+/7+
aranyt, azaz csokkentette a dipdlpotencialt, azonban a valtozas a JY sejtvonal esetében nem bizonyult

statisztikailag szignifikdnsnak. A maximalis, 200 uM-os kezelési koncentracidk hatasara bekoévetkezd
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valtozasokat szemléltetik a bemutatott reprezentativ N*/T* emisszids arany hisztogramok, melyeken
jol lathatd a 6KC altal okozott negativ, illetve a phloretin hatasara létrejové pozitiv irdnyu eltoldédas (9.

abra F panel).
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9. abra: phloretin és 6-ketokolesztanol dipdlpotencial nagysagara gyakorolt hatasa.
THP-1 (A) és JY (B) sejteket 20 és 200 uM koncentraciétartomanyban phloretin és 6-ketokolesztanol
(6KC) vegyuletekkel kezeltlink és di-8-ANEPPS-sel jeloltiink, majd spektrofluoriméter segitségével
meghataroztuk a dipdlpotencidl nagysagaval pozitivan korreldld integrdlt fluoreszcencia intenzitds
aranyt (Rexc, di-s-anepps), Mmelyet két szélsg, egy alacsonyabb (410-440 nm) és egy magasabb (490-520 nm)
hulldmhosszisagu tartomanyban mértiink. Ot fliggetlen mérés atlagat (+SD) dbrazoltuk a koncentracié
fliggvényében phloretin (sotétkék) és 6KC (voros) esetében. A gerjesztési spektrumban a kontrollhoz
(fekete) képest bekodvetkezd valtozasok jol megfigyelhetbk a rogzitett reprezentativ spektrumokon (C).
A phloretinnel és 6KC-vel torténd kezeléseket megismételve a THP-1 (D) és JY (E) sejteket F66-tal
jeloltik, majd aramlasi citométer segitségével legaldabb 20 000, az FSC-SSC szdrasképen normal
morfoldgidt mutatd, azaz élének tekinthets sejt esetében meghatdroztuk a fluorofdr normal (N*) és
tautomer (T*) gerjesztett allapotainak megfelel6 (rendre 470-490 nm és 564-606 nm) tartomanyokban
mért fluoreszcencia intenzitasainak aranyat (Rem, res n+/1+). Ot fliggetlen mérés atlagat (+SD) abrazoltuk
a koncentracié fliggvényében phloretin és 6KC esetében. Az emisszidos spektrumban a kontrollhoz
(fekete) képest bekovetkezé valtozdsok jol megfigyelhet6k az Rem, s n+1+  reprezentativ
hisztogramokon (F). A csillagok (*) a maximalis kezelési koncentraciék mellett tapasztalt statisztikailag
szignifikans eltéréseket jel6lik (p<0,05, ANOVA analizist kbvetd Tukey-féle HSD teszt alapjan).

36



5.2. Kiilonb6z6 szterolszarmazékok dipdlpotencialra gyakorolt hatasa

A dipdlpotencidl nagysagat alapvetfen befolyasolja a sejtmembranban talalhato szterolok, elsGsorban
a koleszterin mennyisége (15, 17, 18), igy kézenfekvd volt mddszeriink validaldsa kiilénb6z6 szterolok
(7DHC, CHOL és 6KC) MBCD-vel alkotott komplexeivel torténé kezelések segitségével. Bar, amint azt
az 5.1. fejezetben leirtuk, a 6KC membrdanba torténé beépiilése elérhet6 Pluronic F-127 segitségével
is, ezen kisérleteinkben az eredmények Osszehasonlithatésaganak biztositasa érdekében a 6KC-t is
MPBCD-vel juttattuk a sejtmembranba. Korabbi, els6sorban modellmembranok tanulmdanyozasa soran
nyert adatok alapjan mindharom szterol képes novelni a dipdlpotencidl nagysdgat — ebbdl a

szempontbdl a leghatékonyabb szarmazék a 6KC, mig legkevésbé hatékony a 7DHC (15, 18, 19, 113).

Spektrofluorimetrids méréseink ezen irodalmi adatokkal 6sszhangban azt mutattak, hogy mindharom
szterol doézisfliggd mddon novelte az Rex, di-s-aneres €rtékét, azaz a dipdlpotencidlt és a valtozasok az
alkalmazott maximalis, 200 uM koncentracidban statisztikailag szignifikansnak bizonyultak (10. dabra A,
illetve B panel). A leghatékonyabb szarmazéknak a 6KC bizonyult, ezt kovette a CHOL, majd a 7DHC.
Hasonlé eredményeket tapasztaltunk mindkét vizsgdlt sejtvonal esetében, azaz a THP-1 és JY sejtekben
is. A szterolok hatasara bekovetkezd, jelentGs mértékl, alacsonyabb hullamhosszok felé torténd
eltolddas jol megfigyelhet6 a reprezentativ di-8-ANEPPS gerjesztési spektrumokon is (10. dbra C

panel).

A kezeléseket megismételve, F66-tal torténd jelolést kbvetéen aramlasi citométerrel is elvégeztik
méréseinket. THP-1 sejtek esetében — a di-8-ANEPPS-sel kapott eredményeinkkel teljes 6sszhangban
és azokhoz hasonlé mértékben — valamennyi szterolszarmazék dézisfliiggéen novelte a dipdlpotencial
nagysagat, mely az Rem, rss N7+ arany csokkenésébdl lathatd (10. abra D panel). A valtozas maximalis,
200 uM-os kezelési koncentracid mellett mindharom vizsgalt vegylilet esetében statisztikailag
szignifikdnsnak adddott. JY sejtek esetében is a THP-1 sejtvonalnadl, illetve a di-8-ANEPPS-sel végzett
méréseink soran tapasztaltakkal egybecsengé eredményeket kaptunk és mindharom vizsgalt vegyilet
ebben az esetben is szignifikdns eltéréseket produkalt (10. abra E panel). A leirt valtozasokat
szemléltetik a bemutatott reprezentativ F66 N*/T* emisszids arany hisztogramok is, melyeket
maximalis, 200 uM-os kezelési koncentracidok mellett készitettiink és amelyeken jél megfigyelhet6k a

kiilénb06z6 szterolszarmazékok hatasara bekovetkezd, negativ iranyu eltolodasok (10. abra F panel).
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10. dbra: 7-dehidrokoleszterin, koleszterin és 6-ketokolesztanol dipdlpotencidlra gyakorolt hatasa.

THP-1 (A) és JY (B) sejteket 12,5 és 200 uM koncentraciotartomanyban 7-dehidrokoleszterin (7DHC),
koleszterin és 6-ketokolesztanol (6KC) vegylletekkel kezeltiink és di-8-ANEPPS-sel jeldltiink, majd
spektrofluoriméter segitségével meghataroztuk a dipdlpotencial nagysagaval pozitivan korreldld
integralt fluoreszcencia intenzitds aranyt (Rexc, di-s-anepps), melyet két szélsé, egy alacsonyabb (410-440
nm) és egy magasabb (490-520 nm) hulldamhosszlsagu tartomanyban mértiink. Ot fiiggetlen mérés
atlagat (xSD) abrazoltuk a koncentracidé fliggvényében 7DHC (citromsarga), koleszterin (narancssarga)
és 6KC (voros) esetében. A gerjesztési spektrumban a kontrollhoz (fekete) képest bekovetkezd
valtozasok jol megfigyelhetdk a rogzitett reprezentativ spektrumokon (C). A 7DHC-val, koleszterinnel
és 6KC-vel torténd kezeléseket megismételve THP-1 (D) és JY (E) sejteket F66-tal jel6ltiik, majd dramlasi
citométer segitségével legaldbb 20 000, az FSC-SSC szérasképen normdl morfoldgidat mutatd, azaz
él6nek tekinthetd sejt esetében meghataroztuk a fluorofér normal (N*) és tautomer (T*) gerjesztett
allapotainak megfelel6 (rendre 470-490 nm és 564-606 nm) tartomanyokban mért fluoreszcencia
intenzitasainak ardnyat (Rem, res n+/m<). Ot fliggetlen mérés atlagat (+SD) abrazoltuk a koncentrécié
fliggvényében 7DHC, koleszterin és 6KC esetében. Az emisszids spektrumban a kontrollhoz (fekete)
képest bekodvetkez6 valtozasok jol megfigyelhet6k az Rem, res n*/7+ reprezentativ hisztogramokon (F). A
csillagok (*) a maximalis kezelési koncentraciok mellett tapasztalt statisztikailag szignifikans
eltéréseket jelolik (p<0,05, ANOVA analizist kovet6 Tukey-féle HSD teszt alapjan).

5.3. Kiilonb06z6 zsirsavak dipdlpotencialra gyakorolt hatasa

A dipdlpotencidlt leginkdabb meghatarozé tényez6ként a szterolszdrmazékokat tartjuk szdmon,
azonban egyéb membranlipidek, példaul foszfo- és szfingolipidek is befolyasolhatjak nagysagat (10,

11), ezért kovetkezd |épésben megvizsgaltuk ezen lipidek fontos alkotdoelemeinek, kiilonbozé
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zsirsavaknak a dipdlpotencialra gyakorolt hatdsat. A THP-1 és JY sejtekben a tobbszordsen telitetlen w-
3 a-linolénsavval (ALA), az w-6 y-linolénsavval (GLA) és telitett analdgjukkal, a sztearinsavval (SA)
torténd kezelések hatdsara bekovetkez6 valtozasokat tanulmanyoztuk. A sejteket az adott zsirsavat
kiilonbo6z6 koncentracidban tartalmazé médiumban inkubaltuk 48 éran keresztiil, majd meghatdroztuk
a dipdlpotencial nagysagadt mind a referenciaként alkalmazott spektrofluorimetrias, mind az uj,

aramlasi citometrias eljarassal.

Azt taldltuk, hogy az ALA kezelés ddzisfligg6en, az altalunk vizsgalt maximalis, 50 uM-os koncentracio
mellett szignifikdnsan csdkkentette a dipdlpotencidl nagysdgat — mely az Rex, di-s-anerps CsOkkenésébdl
lathaté — mind a THP-1, mind a JY sejtvonalak esetében (11. dbra A, illetve B panel). Az SA esetében
ezzel ellentétes médon kissé emelkedett Rex dis-anerps €rtékeket taldltunk, mely a dipdlpotencial
novekedésére utalhat, azonban az altalunk leirt vdltozasok nem bizonyultak statisztikailag
szignifikdnsnak egyik sejtvonal esetében sem. Varakozdsainkkal ellentétben ugyanakkor a GLA
esetében az Rex, di-s-anerps, azaz a dipdlpotencidl szignifikdnsan emelkedett mind THP-1, mind pedig JY
sejtekben. A zsirsavaknal észlelt, relative kisebb mértékd valtozasok megfigyelhetbk a reprezentativ di-
8-ANEPPS gerjesztési spektrumok ellentétes irdnyu eltolédasan is ALA és GLA hatdsara (11. dbra C

panel).

A fentebb tdrgyalt zsirsavakkal torténd kezelések hatasat megvizsgaltuk az Ujonnan kidolgozott
aramldsi citometrids mddszeriink segitségével is. A referenciamddszerrel egybevagd eredményeket
kaptunk mindkét vizsgalt sejtvonal esetében. Mind THP-1, mind pedig JY sejtekben ugyanis az ALA
dozisfiiggben, szignifikansan névelte Rem, res n+/m+ ardnyt — azaz a dipdlpotenciat csokkentette —, mig a
GLA és SA ezzel ellentétest hatdst mutatott (utdbbi ebben az esetben sem érte el a szignifikancia
kiiszobét) (11. abra D, illetve E panel). Az Rem, res n*/r aranyban észlelt valtozasokat, illetve azok hianyat
ezesetben is jol szemléltetik a reprezentativ F66 N*/T* emisszids arany hisztogramok, ugyanis ALA
hatdsdra pozitiv, mig GLA hatdsdra negativ eltoldédas figyelhet6 meg, mig az SA nem befolydsolja
érdemben a hisztogramot még a legnagyobb alkalmazott koncentraciés esetében sem (11. abra F

panel).
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11. dbra: a-linolénsav, y-linolénsav és sztearinsav dipdlpotencidl nagysagara gyakorolt hatasa
THP-1 (A) és JY (B) sejteket 12,5 és 50 uM koncentraciétartomanyban a-linolénsav (ALA), y-linolénsav
(GLA) és sztearinsav (SA) vegylletekkel kezeltink és di-8-ANEPPS-sel jeldltiink, majd
spektrofluoriméter segitségével meghatdroztuk a dipdlpotencidl nagysagaval pozitivan korreldld
integralt fluoreszcencia intenzitds ardnyt (Rex, di-s-anerps), Mmelyet két szélsé, egy alacsonyabb (410-440
nm) és egy magasabb (490-520 nm) hulldmhosszUsagu tartomanyban mértiink. Ot fiiggetlen mérés
atlagat (xSD) dbrazoltuk a koncentracio fliggvényében ALA (kék), GLA (ciankék) és SA (zold) esetében.
A gerjesztési spektrumban a kontrollhoz (fekete) képest bekovetkezd valtozasok jol megfigyelhetdk a
rogzitett reprezentativ spektrumokon (C). Az ALA-val, GLA-val és SA-val torténd kezeléseket
megismételve THP-1 (D) és JY (E) sejteket F66-tal jeloltiik, majd aramlasi citométer segitségével
legalabb 20 000, az FSC-SSC szorasképen normdl morfoldgidt mutatd, azaz élének tekinthetd sejt
esetében meghatdroztuk a fluorofér normal (N*) és tautomer (T*) gerjesztett allapotainak megfelel6
(rendre 470-490 nm és 564-606 nm) tartomanyokban mért fluoreszcencia intenzitdsainak aranyat
(Rem, res n#/7+). Ot fliggetlen mérés atlagat (+SD) abrazoltuk a koncentracié fliggvényében ALA, GLA és
SA esetében. Az emisszids spektrumban a kontrollhoz (fekete) képest bekdvetkezd valtozdsok jol
megfigyelhetSk az Rem, rss n*/m+ reprezentativ hisztogramokon (F). A csillagok (*) a maximalis kezelési
koncentracidk mellett tapasztalt statisztikailag szignifikans eltéréseket jelolik (p<0,05, ANOVA analizist
kovetd Tukey-féle HSD teszt alapjan).

5.4. Szterolok és zsirsavak sejtek életképességére, valamint a sejtmembran

fluiditasdara és hidracidjara gyakorolt hatasai

A lokalis mikrokornyezetre érzékeny fluorofdrokat, igy az F66-ot is, befolydsolhatjik a dipdlpotencialon

kiviil egyéb membranbiofizikai tulajdonsagok: igy példaul apoptdzison atesé sejtek esetében is leirtak
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az F66 spektralis tulajdonsagainak megvaltozasat (64). Azt a lehet&séget kizdrando, hogy az F66 N*/T*
emisszids spektrumaban altalunk megfigyelt eltérések esetlegesen a sejtek kdrosoddsanak
tulajdonithatdk, teszteltliik a fenti kezelések életképességre gyakorolt hatdsat. Ehhez a kezeléseket
kovetSen sejtjeinket Sytox Green nekrézis és Alexa Fluor 647-tel konjugdlt annexin V apoptodzis
markerrel jeldltiik, ahogy azt mas tanulmanyokban is sikerrel alkalmaztuk (10, 106). Aramlasi
citométerrel nyert eredményeink alapjan a sejtmembran Osszetételét mddositd, altalunk alkalmazott
kezelések a legnagyobb koncentracidkban sem befolydsoltak a kett6s negativ, azaz él6nek tekinthet6

populacié aranyat, vagyis a sejtek életképességét THP-1 és JY esetében sem (12. abra A panel).

Ezutdn azt vizsgaltuk, hogy az F66 N*/T* emissziés ardny valtozasai hatterében allhatnak-e a
membranok fluiditdsanak a kezelések dltal kivaltott eltérései. Ennek tanulmanyozasara a kontroll és
kezelt THP-1 és JY sejteket TMA-DPH-val jel6ltiik és spektrofluoriméter segitségével meghataroztuk a
festék fluoreszcencia anizotrépidjat, mely forditottan ardnyos a membrdanok fluiditdsanak mértékével
(10, 34, 107-110). Mindkét sejtvonal esetében azt tapasztaltuk, hogy 200 uM CHOL és 7DHC
szignifikdnsan emelte az anizotrépia mértékét, azaz csokkentette a fluiditast, mig a 6KC esetében
tapasztalt valtozas nem mutatkozott szignifikdnsnak (12. dbra B panel). A valtozasok egymdshoz
viszonyitott mértéke tehat jelentdsen kilonb6zott a vegyiiletek dipdlpotencidlra gyakorolt hatasaétél.
A zsirsavak kozil az ALA szignifikdnsan csokkentette az anizotrépiat, mig sem az SA, sem a GLA nem
valtoztatta azt szignifikdns mértékben, bar utdbbi esetén szintén egy membranfluiditast noveld

tendencia volt megfigyelhet6.

Ahogyan azt korabban emlitettiik, a dipdlpotencidl nagysagat jelentés mértékben befolydsolja a
membranhoz asszocialt, a membran-viz hatarfelliileten elhelyezked6 vizmolekuldk mennyisége és
orientacidja (2-4, 7), igy megvizsgaltuk a kezelések membranhidraciéra gyakorolt hatasat is. Ehhez a
sejteket PY3174 fluoroférral jeloltik, mely irodalmi adatok alapjan a szélesebb koérben hasznalt
Laurdanhoz hasonld, a lokalis hidrofobicitds mértékére érzékeny fluorofdr, azonban kedvezébb
spektralis tulajdonsagai révén megbizhatd mddon alkalmas konvencionalis mikroszképpal torténé
mérésekre (108, 111). Konfokalis mikroszképia és kvantitativ képanalizis segitségével vizsgaltuk a
festék generalizalt polarizaciéjat, amely aranyos a lokalis mikrokérnyezet hidrofobicitasaval, azaz
negativ korrelaciét mutat a hidracido mértékével. A mérések soran mindkét vizsgalt sejtvonal esetében
egybevagd eredményeket kaptunk, a szterolszarmazékok ugyanis novelték a generalizalt polarizacio
mértékét: leginkabb a 6KC, annal kisebb mértékben a CHOL és legkevésbé a 7DHC (12. dbra C panel).
A zsirsavak kozil az SA kismértékd, pozitiv irdnyu eltérést okozott, mig mind a GLA, mind az ALA ezzel
ellentétes hatdst mutatott: csokkentették a festék generalizalt polarizaciéjat, azaz novelték a

«ses

kivéve a JY sejtekben a 7DHC és SA kezelések daltal okozott hatdsok nagysagat.
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12. abra: kiilonb6z6 szterolok és zsirsavak sejtek életképességére, membranfluiditasra és
membranhidracidra gyakorolt hatasa.
(A) THP-1 és JY sejteket kezeltink 200 pM koncentracidban 7-dehidrokoleszterinnel (7DHC,
citromsarga), koleszterinnel (CHOL, narancssarga) és 6-ketokolesztanollal (6KC, vorés) 1 dran keresztl,
illetve 50 puM koncentraciéban a-linolénsavval (ALA, kék), y-linolénsavval (GLA, cidnkék) és
sztearinsavval (SA, zold) 48 éran keresztil, majd jeldltiink Sytox Green nekrodzis és Alexa Fluor 647
festékkel konjugalt annexin V apoptdzis markerekkel. Az egyes sejtek fluoreszcencia intenzitasat
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aramlasi citométerrel vizsgdlatuk és a kettds negativ sejtek aranyat az egyes kezelések esetében
legalabb 20 000 sejt elemzésével hataroztuk meg. Az dbrakon az él6 sejtek 6t fliiggetlen mérés soran
meghatarozott ardnyat, illetve azok atlagat (+SD) mutatjuk be. (B) THP-1 és JY sejteket a fenti
kezeléseket kévet6en TMA-DPH-val jel6ltiink és spektrofluoriméter segitségével meghataroztuk a

< ez

kiilonboz6 kezelések esetén a TMA-DPH fluoreszcencia anizotrépia hat fliggetlen kisérlet soran
meghatarozott értékeit, valamint azok atlagat (£SD) dbrazoltuk a kilénb6z6 kezelések esetében. (C)
THP-1 és JY sejteket a fenti kezeléseket kbvetGen PY3174-gyel jeloltiink, majd konfokalis mikroszkdpia
és kvantitativ képelemzés segitségével meghatdroztuk a fluorofér generalizalt polarizaciéjat, kizardlag
a plazmamembrdnnak megfelel6 pixelek adatainak felhasznaldsaval. A kiilonb6z6 kezelések esetén 6t
fliggetlen kisérlet sordn készitett 20 felvétel elemzése soran meghatarozott atlagos PY3174
generalizalt polarizacid értékeket, valamint azok atlagat (+SD) abrazoltuk. Minden felvétel atlagosan
10-15 sejtet tartalmazott, igy az dbra a kilonb6z6 kezelések esetén 6sszesen mintegy 200-300 sejt
adatai alapjan készllt. A csillagok (*) a statisztikailag szignifikans eltéréseket jelolik (p<0,05, ANOVA
analizist kovet6 Tukey-féle HSD teszt alapjan).

5.5. A sejtmembran dsszetételét megvaltoztatod kezelések altal a vizsgalt fluoroférok

spektralis paramétereiben okozott valtozasok kozotti korrelacido mértéke

Ujonnan leirt dramlasi citometrias eljarasunknak a dipdlpotencial mérésére valé alkalmazhatdsagat
aldtamasztando a kildnboz6 kezeléseket kovetSen az F66 N*/T* emisszids aranyanak tanulmanyozasa
soran kapott eredményeinket Osszevetettiik a referenciaként alkalmazott spektrofluorimetrids
eljarassal és di-8-ANEPPS fluorofdr gerjesztési aranydnak vizsgalataval kapott adatainkkal. Linearis
regressziés analizissel kapott R? és p értékek igen er8s, pozitiv, statisztikailag szignifikdns korrelaciét
mutattak mddszereink kdzott mindkét vizsgalt sejtvonal esetében, mely erSteljesen aldtamasztotta az
Ujonnan kidolgozott eljarasunk alkalmazhatésagat a dipdlpotencial nagysaganak meghatarozasara (13.
abra A és D panel). Fenti eredményeinket aldtamasztja az F66 N*/T* emisszids arany és a TMA-DPH
fluoreszcencia anizotrépia kapcsolatanak vizsgalata, ugyanis e ketté kdzott nem taldltunk érdemi
korrelaciét, amely egyértelmlen cafolja a membranfluiditdsban bekovetkezé valtozasok jelentés
szerepét az F66 emisszids spektrumanak a sejtmembran Gsszetételét megvaltoztatd kezelések altal
kivaltott eltéréseiben (13. dbra B és E panel). A dipdlpotencidl és membranhidracié kapcsolatat
vizsgalva ugyanakkor az F66 N*/T* emisszios arany és a PY3174 generalizalt polarizicidja kozott
erGteljes és statisztikailag szignifikans pozitiv korrelaci6 adodott, mely aldatamasztja a két
membranbiofizikai jellemzd kordbbi tanulmdanyok 3ltal is felvetett szoros kapcsolatat (13. dbra C és F

panel).
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13. 4bra: az F66 N*/T* emisszids arany di-8-ANEPPS gerjesztési aranyaval, TMIA-DPH fluoreszcencia

anizotropiajaval és PY3174 generalizalt polarizacidjaval valé osszefiiggése.
THP-1 (A-C) és JY (D-F) sejteket kezeltlink 200 uM 7-dehidrokoleszterinnel (7DHC, citromsarga),
koleszterinnel (CHOL, narancssarga) és 6-ketokolesztanollal (6KC, voros) 1 éran keresztil, illetve 50 uM
koncentraciéban a-linolénsavval (ALA, kék), y-linolénsavval (GLA, ciankék) és sztearinsavval (SA, z6ld)
48 6ran keresztil, melyet F66-tal, di-8-ANEPPS-sel, TMA-DPH-val vagy PY3174-gyel t6rténdé jelolés,
illetve rendre az N*/T* emisszids arany, a gerjesztési arany, a fluoreszcencia anizotrépia vagy a
generalizalt polarizaciéo meghatarozasa kovetetett. Az F66 N*/T* emisszids aranynak a kisérletek soran
a kilonboz6 kezelések esetén meghatarozott atlagat (+SD) dbrazoltuk a di-8-ANEPPS gerjesztési arany
(A, D), TMA-DPH fluoreszcencia anizotrépia (B, E) vagy PY3174 generalizalt polarizacié (C, F) atlagos
értéke (+SD) fliggvényében. A linedris regresszids analizis soran kapott R? és p értékek is lathatdk a
paneleken.

5.6. Zsirsavakkal torténé el6kezelés hatdsa a dipdlpotencidl koleszterin altal kivaltott

novekedésére

Ezek utan megvizsgaltuk a koleszterin és zsirsavak kombinalt hatasat a dipdlpotencial nagysagara az
altalunk leirt aramlasi citometrids eljarassal. A sejteket elGkezelésként 50 uM ALA-val, GLA-val, illetve
SA-val dusitott médiumban inkubaltuk 48 6ran keresztil, majd 50 és 200 uM-os koncentraciéju CHOL-
lal kezeltiik 1 6ran at a fentebb leirt mdédon. Az egyes vegyliletek onalléan alkalmazva a korabban

részletezett valtozasokat idézték el8, azaz a CHOL szignifikdnsan novelte a dipdlpotencial nagysagat, a
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GLA és SA nem valtoztatta szignifikdns mértékben azt, bar mindkét vegyiilet hatasara enyhe noévekvé
tendencia volt megfigyelhet6, mig az ALA hatdsara szignifikdansan alacsonyabb értékeket talaltunk

mind THP-1, mind pedig JY sejtekben (14. dbra A és B panel).

A kombindlt kezelések hatasainak vizsgalat soran az ALA-val torténd el6kezelés mindkét vizsgalt
sejttipus esetében szignifikdnsan mérsékelte a koleszterin dipdlpotencidlt ndvel§ képességét, hiszen
50 uM ALA elGkezelés |ényegében teljesen kivédte a 200 uM CHOL altal kivaltott névekedést. Ezzel
szemben mind az SA, mind a GLA fokozta a CHOL kezelés dipdlpotencialt emel6 hatdsat — bar ezen

esetekben a valtozasok nem minden esetben érték el a statisztikailag szignifikdns kiilonbség mértékét.
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E .
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14. abra: a-linolénsav, y-linolénsav és sztearinsav dipdlpotencial nagysagara gyakorolt hatasa
koleszterin jelenlétében

THP-1 (A) és JY (B) sejteket 50 uM a-linolénsavval (ALA), y-linolénsavval (GLA) vagy sztearinsavval (SA)
torténd el6zetes inkubaciét kbvetéen 50 vagy 200 uM koncentracidju koleszterinnel kezeltlink, majd
F66-tal torténd jeldlés utan aramlasi citométer segitségével legaldbb 20 000, az FSC-SSC szérasképen
normal morfoldgiat mutatd, azaz él6nek tekinthet6 sejt esetében meghataroztuk a fluorofér normal
(N*) és tautomer (T*) gerjesztett allapotainak megfelel6 (rendre 470-490 nm és 564-606 nm)
tartomanyokban mért fluoreszcencia intenzitdsainak aranyat (Rem, res n+/1+). Ot fliggetlen mérés atlagat
(xSD) dbrazoltuk az alkalmazott koleszterin koncentrdcié fuggvényében ALA (kék), GLA (cidnkék) és SA
(zold) esetében. A csillagok (*) az elGkezelés nélkiili sejtekhez viszonyitott statisztikailag szignifikans
eltéréseket jel6lik (p<0,05, ANOVA analizist kovetS Tukey-féle HSD teszt alapjan).

5.7. Zsirsavak hatdsa a penetratin cellularis felvételére és endolizoszomalis
felszabadulasara

A zsirsavak altal kivaltott dipdlpotencial-valtozasok bioldgiai relevancidjanak alatamasztasa érdekében
megvizsgdltuk az ALA, GLA és SA hatdsat a penetratin, egy kationos CPP felvételének és

endolizoszomalis rendszerbdl torténd felszabaduldsanak hatékonysagara. Munkacsoportunk korabban

kimutatta ugyanis, hogy a dipdlpotencial phloretinnel térténé csokkentése, illetve a koleszterin
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szintézis atorvastatinnal torténd gatlasa fokozza a penetratin citoplazmaba kerilését — f6ként az

endolizoszomalis felszabadulds el6segitése révén (34).

A disszertacidban ismertetett kisérleteink sordn THP-1 és JY sejteket ALA-t, GLA-t, illetve SA-t 50 uM-
os koncentracidban tartalmazé médiummal kezeltiink 48 éran keresztiil, majd AFDye532, illetve NF
fluorofdérokkal konjugdlt penetratinok ekvimoldris elegyével kevertiik 6ssze a mintat és aramlasi
citométerrel meghataroztuk az FSC-SSC szdrasképen normal morfoldgidju, azaz élének tekinthetd
sejtek AFDye532, illetve NF fluoreszcencia intenzitdsat id6fiigg6 mddon. A mérést a penetratinok
hozzdadasat kovetben azonnal inditottuk és a mintat 37°C-on tartva 15 percig folytattuk. Az AFDye532
fluoreszcencia intenzitdsa pH-fliggetlen, kbvetkezésképp aranyos a sejt altal felvett penetratin teljes
mennyiségével. Ezzel szemben az NF-fel jel6lt molekula fluoreszcencia intenzitdsa csokken savas pH
tartomanyban, azaz a savas endolizoszomalis kompartment organellumaiban, igy f6ként a citoszolban
jelenlévé penetratin mennyiségérdl nyult informdaciot. A két fluoreszcencia intenzitds hdnyadosa, azaz
az NF/AFDye532 arany a penetratin endolizoszomalis rendszerbdl valé felszabaduldsanak mértékét

mutatja meg (7. abra).

A penetratin teljes cellularis felvételének és endolizoszomalis felszabaduldasanak dinamikajat vizsgalva
mind THP-1, mind pedig JY sejtekben a kordbban mas sejttipusokban megfigyeltekhez hasonld
karakterisztikdt tapaszaltunk. Az AFDye532 fluoreszcencia intenzitdsa 120-180 mdsodpercnél
szaturdciot mutatott (15. abra A és D panel), mig a sejtplazmaban jelenlevé mennyiséget tiikr6z6 NF
intenzitasa ehhez képest jelentésen eltérd kinetikat mutatott, és elészor 180-240 masodperc kozott
mutatott éles emelkedést, melyet ezt kovet6en egyenletes ndvekedés kdvetett (15. abra B és E panel).
Az NF/AFDye532 intenzitas hanyadosa, mely a citoszolban taldlhaté penetratinnak a teljes sejtben
taldlhatd mennyiséghez viszonyitott ardnyat mutatja, eleinte csokkent az endolizoszomakba keriilé
penetratin miatt, majd fokozatos noévekedést mutatott, tiikrozve a penetratin endolizoszomalis

rendszerbdl torténé felszabaduldsanak mértékét (15. dbra C és F panel).

A zsirsavak hatdsat vizsgdlva azt taldltuk, hogy azok nem befolydsoltak szignifikdns mértékben az
AFDye532 normalt fluoreszcencia intenzitdsat, azaz a sejtek teljes penetratin felvételét, a kontroll
sejtekkel Gsszehasonlitva (15. dbra A és D panel). Ezzel szemben az NF intenzitdsa szignifikdnsan
emelkedett ALA kezelést kovet6en, mig az SA és GLA esetében nem kovetkezett be érdemi valtozas
(15. abra B és E panel). Ezekbdl kovetkez6en az NF/AFDye532 hanyados értékét jelentGsen,
szignifikadns mértékben novelte az ALA, mig az SA és GLA itt sem mutatott szignifikdns hatast (15. dbra
C és F panel). Teljesen egybecseng6 eredményeket kaptunk mind THP-1, mind pedig JY sejtekben. Ezen
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a penetratin endolizoszomalis felszabaduldsat az

ALA jelent@sen elGsegitette a teljes cellularis penetratinfelvétel érdemi befolyasoldsa nélkiil.
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15. abra: a-linolénsav, y-linolénsav és sztearinsav penetratin cellularis felvételére és

endolizoszomalis felszabadulasara gyakorolt hatasa
THP-1 (A-C) és JY (D-F) sejteket kezelés nélkil (fekete), illetve 50 UM a-linolénsavval (ALA, kék), y-
linolénsavval (GLA, ciankék) és sztearinsavval (SA, z6ld) dusitott médiumban inkubaltunk 48 6ran
keresztil. Ezt kbvetGen a sejtekhez 5 uM AFDye532- és 5 uM NF-jelolt penetratin keverékét adtuk,
majd az egyes sejtek fluoreszcencia intenzitdsat id6korreldlt aramlasi citometrias eljarassal hataroztuk
meg. Az adatelemzés sordn az FSC-SSC szérasképen normal morfoldgiat mutatd, azaz él6nek tekintheté
sejtek kapuzasa utdn meghatdroztuk az atlagos AFDye532 (A, D), NF (B, E) fluoreszcencia
intenzitdsokat, illetve azok hanyadosat (C, F) 10 masodperces idGablakokban. A kezelésenként 6t
fliggetlen kisérlet adataibdl az igy szamitott értékeket az elsé id6ablakban nyert atlagértékekre
normaltuk. Az dbrdn a minden hatodik idGintervallum esetén meghatéarozott atlagértékeket (+SD)
abrazoltuk az eltelt id6 fuggvényében. A csillagok (*) a kontroll sejtekhez viszonyitott statisztikailag
szignifikans eltéréseket jelolik a 900 masodperces id6pontban (p<0,05, ANOVA analizist kveté Tukey-
féle HSD teszt alapjan).

Az ALA és GLA esetében tapasztalt, fentebb leirt, a penetratin endolizoszomalis kiszabadulasanak
mértékében megfigyelhetd alapvetéen eltéré valtozasokat magyarazhatja egyrészt a két zsirsav
dipdlpotencialt ellentétesen befolyasold hatasa, masrészt elméletileg az a lehetGség is, hogy az ALA-
val ellentétben a GLA nem jut el a lizoszdmdak membranjaba és ezaltal nem képes csokkenteni ott a
dipdlpotencidl mértékét. Utdbbi feltételezést cafoljdk azonban azon konfokalis mikroszkdpos

eredményeink, melyek szerint mind az ALA, mind pedig a GLA kezelések hatdsara szignifikans és
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hasonld mértékben csdkkent a PY3174 generalizalt polarizacidja a lizoszomdlis membranokban (16.
abra). A méréseket ebben az esetben is elvégeztiik THP-1 és JY sejteken is Ugy, hogy a lizoszomalis
membranoknak megfelel6 régidkat a PY3174-gyel parhuzamosan alkalmazott LysoTracker™ Deep Red
jeloléssel azonositottuk a felvételeken. Ezen megfigyeléseink mindkét sejtvonal esetén cafoljak, hogy
az altalunk megfigyelt kilonbségek abbdl fakadnanak, hogy a zsirsavak eltéré hatékonysaggal jutnak
el az endolizoszomalis membranokba és ezért valtoztatjak meg eltéréen azok szerkezeti szervez6dését.
Ezzel szemben sokkal inkabb azt tamasztjdk ald, hogy az ALA és GLA alapvetéen kiilonb6z6 mddon

befolyasolja a dipdlpotencial nagysagat.
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16. abra: a-linolénsav, y-linolénsav és sztearinsav lizoszomalis membranok hidraciéjara gyakorolt
hatasa

THP-1 és JY sejteket kezelés nélkil (fekete), valamint 50 uM a-linolénsavval (ALA, kék), y-linolénsavval
(GLA, ciankék) és sztearinsavval (SA, z6ld) dusitott médiumban inkubaltunk 48 dran keresztiil, majd
LysoTracker Deep Red és PY3174 fluorofdrokkal jeloltiink. A lizoszémak membranjanak azonositasa,
illetve azok generalizalt polarizaciéjanak meghatdrozasa konfokalis mikroszképos felvételeken végzett
kvantitativ képanalizissel tortént. A folyamat soran a felvételeken a PY3174 préba fluoreszcencia
intenzitasa alapjan azonositottuk a plazmamembrannak megfelel6 pixeleket és ezaltal az egyedi
sejteket, mig a LysoTracker Deep Red fluoreszcencia intenzitasa alapjan pedig a lizoszdmaknak
megfelel6 pixeleket — a PY3174 generalizalt polarizaciéjanak atlagos értékét kizardlag ezen pixelek
adataibdl szamitottuk minden egyes sejt esetén. Ot fiiggetlen kisérlet soran kezelésenként 70-110
normal morfoldgiaju, egyedi sejt atlagos PY3174 generalizalt polarizacid értékeit, valamint azok atlagat
(£SD) abrazoltuk. A csillagok (*) kontroll sejtekhez viszonyitott statisztikailag szignifikans eltéréseket
jelolik (p<0,05, ANOVA analizist kovet6 Tukey-féle HSD teszt alapjan).
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5.8. A dipdlpotencial heterogenitasa az intracellularis membranrendszerekben

Ismert, hogy az é16 sejtek membranrendszereinek lipidosszetételét nagyfoku heterogenitas jellemzi (2,
4,7), illetve a dipdlpotencidl nagysagat alapvetéen meghatarozza a kettGsrétegek 6sszetétele (66-68).
Ezen két megfigyelés alapjan jogos lehet tehat az a felvetés, hogy az éI6 sejtek organellumainak
membranjaiban jelentsen eltér lehet a dipdlpotenciadl nagysaga, amit azonban még nem mutattak ki

korabban.

Ennek alatdmasztdsdra elsd 1épésben a fentebbi kisérletek sordn a dipdlpotencidl meghatarozdsara
megbizhatdan alkalmazhatdnak bizonyult F66 fluorofér segitségével vizsgaltunk SKBR-3 sejteket. A
sejteket a 4.11. fejezetben részletesen ismertetett kettds jel6lésnek vetettiik ala, azaz egyrészt 24 6ran
at tartd inkubacioval biztositottuk, hogy a festék biztosan bekeriiljon az intracelluldris organellumok
membranjaiba, majd ezt kovet6éen a hagyomdnyos, 10 perces jelolést is alkalmaztuk, hogy
egyértelmlen azonosithatd legyen a plazmamembran is. Ezutdn a sejtek kozépsikjanak megfeleld
régiokrol konfokalis |ézerpasztdzd mikroszkdppal felvételeket készitettiink a fluorofér N* és T*
savjanak megfelel6 bedllitdsokkal, azaz 405 nm-en térténd gerjesztés mellett rendre 463-527 nm és
543-589 nm kozotti tartomanyokban detektaltuk a fluoreszcencia intenzitasokat (17. dbra A panel a
és b kép). Korabbi tanulmanyainkkal Osszhangban (14, 16) a festék alkalmazdsa nem okozott
toleraltdk azt, még a hosszabb inkubdacié ellenére is. A kvantitativ képelemzés soran ezen
kisérletsorozatban az F66 didaktikai szempontbdl konnyebben értelmezhet T*/N* emisszids aranyat
szamitottuk ki minden pixelben (17. abra A panel c¢ kép), amely pozitiv korrelaciét mutat a
dipdlpotenciadl nagysagaval (14, 16, 64). Ezt kovetben kézi kijelolési vizfeltoltéses algoritmus
segitségével azonositottuk a plazmamembrannak megfelel§ pixeleket (17. abra A panel d kép) és
ezaltal az egyedi sejtek intracellularis régioit is (17. abra A panel e kép). Az F66 jele alapjan
meghataroztunk egy kiiszobértéket — a sejten kiviili atlagos hattérintenzitds négyszeresét — és az
intracelluldris terlleten intracelluldris membrannak definidltuk azon terlleteket, amelyek
fluoreszcencia intenzitdsa magasabb volt, mint ezen kiiszobérték (17. abra A panel f kép). Ezutan az
F66 T*/N* aranyt elemeztiik a plazmamembrannak, illetve intracellularis membranoknak megfelel$
pixelekben, amely sejten belili jellemzé eloszlasat egy reprezentativ képen mutatjuk be, szinskalan

jelolve az adott pixelekben megfigyelhet6 aranyértékeket (17. abra A panel g kép).

A reprezentativ képen jol lathatd, hogy az F66 T*/N* emisszids arany, vagyis a dipdlpotencial nagysaga
nagy variabilitdst mutat a cellularis membranokban. A plazmamembrdanban, valamint a sejt periférias
régidiban elhelyezked6 membranokban ugyanis jelentésen nagyobb a dipdlpotencial, amit ezen

pixelek dominansan voroses-zoldes szine jelez, mig a bels6bb membranokban alacsonyabb, amit ezen
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régiok jellemzéen kék szine mutat (17. dbra A panel g kép). A plazmamembran és az intracellularis
membranok kozotti kilonbség jél megmutatkozik a reprezentativ F66 T*/N* emisszids arany
hisztogramokon is, az intracellularis membranpixelek gérbéje ugyanis jelent6sen balra, az alacsonyabb
értékek felé toldédik a plazmamembran gorbéjéhez képest (17. dbra B panel). Emellett az is
egyértelmilen latszik, hogy a plazmamembranhoz képest az intracellularis membrdnokban a
dipdlpotencidl nagysdganak heterogenitasa joval nagyobb, amelyet egyrészt aldtdmaszt a
reprezentativ képen az intracellularis pixelek joval valtozatosabb szine (17. dbra A panel g kép),

masrészt pedig az F66 T*/N* emisszios arany hisztogram kiszélesedése is (17. abra B panel).
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17. abra: A plazmamembranban és intracellularis membranrendszerekben mérhetd F66 emisszios
aranyok kozti kilonbségek.

(A) SKBR-3 sejteket 8-lyuku, fedblemez alju sejttenyészt6 kamrdkban tenyésztettiink és F66
fluorofdrral torténd kettds jel6lésnek vetettiik ald, majd konfokalis mikroszkdpos felvételeket
készitettliink a sejtek kozépsikjanak megfelel6en. A reprezentativ képeken szemléltetjiik az F66 normal
N* (a) és tautomer T* (b) gerjesztett dllapotanak megfelel6 fluoreszcencia intenzitdsokat. A T*/N*
emisszios aranyt pixelenként szamitottuk ki a hattérintenzitasokra térténd korrekciét kévetéen (c).
Ezutan kézi kijel6lést vizfeltoltéses algoritmus segitségével azonositottuk a felvételeken a sejtek
plazmamembranjanak (d) és intracellularis terének (e) megfelel6 régidkat. Az intracellularis
membranrégiok definidldsakor az intracelluldris teriiletben vizsgdltuk az F66 fluoreszcencia
intenzitasat. Amennyiben az egyes pixelek intenzitdsa magasabb volt, mint egy bizonyos hatarérték,
membranpixelnek tekintettiik 6ket (f). Az intracelluldris membranpixelek F66 T*/N* aradnyét, mely a
dipdlpotencidl nagysagaval pozitivan korreldl, reprezentativ szinskalan abrazoltuk (g). (B) A
reprezentativ hisztogramok az F66 T*/N* emisszidés arany pixelenkénti megoszlasat mutatjdk a
plazmamembrdannak, illetve az intracellularis membranrendszereknek megfelel6 régidkban.

5.9. A dipdlpotencial nagysaga a lizoszdmdak membranjaban

Bar a fentebb ismertetett eredményeink egyértelmilen aldtdmasztottdk, hogy a dipdlpotencial
nagysaga alacsonyabb az intracellularis organellumok membranjaiban a plazmamembranhoz képest,
arra is ramutattak, hogy jelent6s heterogenitas figyelheté meg a kiilonb6z6 kompartmentumok kézott

—arrél azonban nem szolgdltattak informacidt, hogy milyen specifikus eltérések lehetnek a kiilénb6z6
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organellumok kozott. Ezek tanulmdanyozasara az F66-alapu konfokalis mikroszkdpos dipdlpotencial
mérési maddszeriinket kombinaltuk kilénb6z6, az intracellularis kompartmentumokat szelektiven

jelold fluoreszcens organellum markerek alkalmazdasaval.

Ezen kisérleteink elsé részében a lizoszomadlis membranok dipdlpotencialjat hatdroztuk meg, a
plazmamembrdnhoz viszonyitva. A fentebb ismertetett F66-tal torténd kettés jeloléssel parhuzamosan
a sejteket LysoTracker™ Deep Red jelenlétében inkubdltuk a lizoszomak vizualizdciéja céljabdl.
Konfokalis |ézerpdsztazd mikroszkdp segitségével felvételt készitettlink az F66 N* és T* gerjesztett
allapotainak megfelel6 emisszids tartomanyokban, illetve a lizoszoma markernek megfelel bedllitasok
mellett is a sejtek kdzépsikjanak megfelel6en (18. abra A panel a-d képek). A kvantitativ képelemzés
soran a plazmamembrannak, illetve az intracellularis régionak megfelel6 pixeleket a fentebb
ismertetett vizfeltéltéses algoritmus segitségével azonositottuk az F66 felvételeken (18. abra A panel
e kép). Lizoszomalis membrannak azon pixeleket tekintettiik, melyek az intracellularis maszk altal
kijelolt régidba estek és egy altalunk meghatdrozott fluoreszcencia intenzitds-hatarértéket
meghaladtak az organellum marker képen (18. abra A panel f kép). Ezutan kiszamitottuk a
dipdlpotencidl nagysagaval pozitiv korreldciot mutaté F66 T*/N* emisszids arany median értékét
kilon-kilon a plazmamembrdnnak, illetve a lizoszomalis membranoknak megfelelé pixelekben
ugyanazon sejtben, amelyek jellemz6 eloszldsat egy szinskalaval elldtott reprezentativ felvételen

szemléltetiink (18. abra A panel g és h képek).

Méréseinket el6szor elvégeztilk SKBR-3 human emlétumor sejtekben és azt tapasztaltuk, hogy a
lizoszomak esetében szamitott F66 T*/N* ardny szignifikins mértékben alacsonyabb volt a
plazmamembranhoz képest (2,488 + 0,424 vs. 3,441 + 0,263, n = 107, p < 0,0001), mely alacsonyabb
dipdlpotencidlra utal az el6bbiek esetén (18. abra B panel). Bar logikusnak tlinik, hogy a plazma- és a
lizoszomalis membranok kozotti kilonbség barmely tipusd sejt altalanos tulajdonsaga lehet, két
egymastol [ényegesen eltérd sejtvonalban is elvégeztliink hasonlé méréseket, hogy alatdmasszuk ezt a
feltételezést. Teljesen hasonlé eredményeket kaptunk, azaz az F66 T*/N* ardny — vagyis a
dipdlpotencidl — a lizoszomalis membranokban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
plazmamembranban mind Hela human cervixkarcindma (lizoszomak: 2,518 + 0,351 vs.
plazmamembran: 3,947 + 0,333, n = 115, p < 0,0001), mind pedig SH-SY5Y human neuroblasztéma
sejtekben is (lizoszémak: 2,759 * 0,391 vs. plazmamembran: 4,224 + 0,330, n = 154, p < 0,0001).
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18. abra: A plazmamembran és lizoszomalis membranok F66 T*/N* emissziés aranyaban
tapasztalhato kilonbségek.

SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejteket 8-lyuku, fedGlemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztettiink,
majd F66 és LysoTracker™ Deep Red fluorofdérokkal jel6ltiink. (A) A sejtek kbzépsikjanak megfelel6en
konfokalis mikroszkdp segitségével felvételeket készitettlink. Az SKBR-3 sejtekrél készitett
reprezentativ képeken szemléltetjik az F66 fluorofér N* normal (a) és T* tautomer (b) gerjesztett
allapotainak, valamint a LysoTracker Deep Red-nek (c) megfelel beadllitasokkal készitett felvételeket
kilon-kilon, illetve egymasra vetitve (d). Kézi kijelolésti vizfeltoltéses algoritmus segitségével
azonositottuk a sejtek plazmamembran (,PM”, e) régioit. Lizoszomalis membrannak azon pixeleket
tekintettiik a vizfeltoltéssel azonositott intracelluldris térnek megfelel6 teriileten belil, melyek
LysoTracker Deep Red fluoreszcencia intenzitdsa egy adott hatarérték folé esett (,LY”, f). A
dipdlpotencial nagysagaval pozitivan korreldld F66 T*/N* emisszids aranyt hattérkorrekciot kbvetGen
pixelenként kiszamitottuk és reprezentativ szinkddolt képeken személtettiik a plazmamembrannak (g)
illetve lizoszomalis membranoknak (h) megfelel§ pixelek esetében. (B) Az SKBR-3, Hela és SH-SY5Y
sejtek plazmamembranjanak és lizoszomalis membranjainak megfelel6 pixelek adataibdl
meghataroztuk a median F66 T*/N* emisszios arany értékét a két teriileten kiilon-kilon minden egyes
sejt esetén. Az ot flggetlen kisérletbdl szarmazé 107-154 normal morfoldgidju sejt esetén
meghatarozott median F66 T*/N* emisszios arany értékeket abrazoltuk heged(idiagramon, a median
és kvartilis értékek feltlintetése mellett. A csillagok (*) a plazmamembran és lizoszomalis membranok
kozti szignifikans kiilonbséget jelzik (p < 0.05, Welch-féle t-préba alapjan).
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5.10. A dipdlpotencial nagysaga a Golgi-membranrendszerben

Az intracelluldris membranrendszerek vizsgdlatat a Golgi-készulék membranjaival folytattuk. Ehhez a
sejteket az F66-tal torténd kettds jelolés mellett CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0 markerrel
transzdukaltuk. A sejtek kozépsikjanak megfelel6en konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkép segitségével
felvételeket készitettiink az F66 fluorofér N* és T* dllapotainak megfelel6 emisszids tartomanyokban,
illetve a Golgi-membrant jel6l6 RFP tag-nek megfelel6 bedllitasokkal. A plazma- és Golgi-membrannak
megfelel§ régidkat a lizoszomak vizsgdlatanal részletesen ismertetett médon azonositottuk (19. abra

A panel).

Méréseinket ugyanazon a hdarom sejtvonalon elvégeztiik, mint a lizoszémak vizsgdlata esetén és
mindhdrom esetben azt tapasztaltuk, hogy a Golgi-membrdnokban a dipdlpotencial Iényegesen
alacsonyabb, mint a plazmamembranban. A meghatédrozott F66 T*/N* arany ugyanis szignifikansan
kisebb volt a Golgi-membranokban a plazmamembranhoz képest SKBR-3 (Golgi: 2,178 + 0,226 vs.
plazmamembrén: 3,460 £ 0,321, n = 137, p < 0,0001), Hela (Golgi: 2,193 £ 0,182 vs. plazmamembran:
3,952 + 0,272, n = 133, p < 0,0001), és SH-SY5Y (Golgi: 2,468 + 0,359 vs. plazmamembran: 4,170 +
0,282, n = 138, p < 0,0001) sejtekben is (19. dbra B panel).
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19. abra: A plazmamembran és Golgi-membranrendszer F66 T*/N* emisszids aranyaban
tapasztalhato kiilonbségek.

8-lyuku, fedblemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztett SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejteket
CellLight™ Golgi-RFP, BacMam 2.0 markerrel transzdukaltunk, majd F66 fluoroférral jel6ltink. (A) A
sejtek kozépsikjanak megfelel6en konfokalis mikroszkép segitségével felvételeket készitettiink. Az
SKBR-3 sejtekrdl készitett reprezentativ képeken szemléltetjiik az F66 fluorofor N* normal (a) és T*
tautomer (b) gerjesztett allapotainak, valamint a Golgi-RFP tag-nek (c) megfelelé beallitasokkal
készitett felvételeket kilon-kilon, illetve egymasra vetitve (d). Kézi kijelolésd vizfeltoltéses algoritmus
segitségével azonositottuk a sejtek plazmamembran (,PM”, e) régidit. Golgi-membrannak azon
pixeleket tekintettlik a vizfeltoltéssel azonositott intracelluldris térnek megfelel6 teriileten beldl,
melyek Golgi-RFP fluoreszcencia intenzitasa egy adott hatarérték folé esett (,,GO”, f). A dipdlpotencial
nagysagaval pozitivan korreldlé F66 T*/N* emisszids aranyt hattérkorrekcidt kovetéen pixelenként
kiszamitottuk és reprezentativ szinkddolt képeken személtettik a plazmamembrannak (g) illetve Golgi-
membranoknak (h) megfelel6 pixelek esetében. (B) Az SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejtek
plazmamembranjanak és Golgi-membranjainak megfelel6 pixelek adataibél meghataroztuk a median
F66 T*/N* emisszios arany értékét a két teruleten kilon-kilén minden egyes sejt esetén. Az 6t
flggetlen kisérletbél szarmazé 133-138 normal morfoldgiaju sejt esetén meghatarozott median F66
T*/N* emisszidés arany értékeket abrazoltuk heged(idiagramon, a median és kvartilis értékek
feltlintetése mellett. A csillagok (*) a plazmamembran és Golgi-membranok kozti szignifikans
kilonbséget jelzik (p < 0.05, Welch-féle t-prdba alapjan).
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5.11. A dipdlpotencial nagysaga az endoplazmas retikulum membranjaban

Koévetkezd [épésben a szintén a szekrécids Utvonalhoz tartozé endoplazmas retikulum membranjanak
vizsgalataval folytattuk kisérleteinket. Ehhez az F66-tal torténd kettSs jelolés mellett a sejteket
CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0 markerrel transzdukaltuk. Konfokdlis |ézerpdsztdzé mikroszkdp
segitségével a Golgi-membranok vizsgdlatdhoz hasonléan felvételeket készitettlink a sejtek
kozépsikjaban az F66 fluorofér N* és T* allapotainak megfelel6 emisszids tartomanyokban, illetve az
endoplazmas retikulum membranjat jelol6 GFP tag-nek megfelel6 bedllitasok mellett. A
plazmamembrannak és az endoplazmas retikulum membranjanak megfelel§ régidkat szintén a

kordbban ismertetett mddon jeloltik ki (20. abra A panel).

Méréseink soran azt taldltuk, hogy az endoplazmas retikulum membranjanak esetében szamitott F66
T*/N* arany szignifikdnsan kisebb volt a plazmamembranhoz képest, mely alacsonyabb
dipdlpotencidlra utalt mindharom sejtvonalban, azaz SKBR-3 (endoplazmas retikulum: 2,047 + 0,310
vs. plazmamembran: 3,414 + 0,240, n = 152, p < 0,0001), HelLa (endoplazmas retikulum: 2,143 + 0,213
vs. plazmamembran: 3,946 + 0,265, n = 114, p < 0,0001) és SH-SY5Y (endoplazmas retikulum: 2,246 +
0,321 vs. plazmamembrén: 4,207 £ 0,270, n = 139, p <0,0001) sejtekben is (20. abra B panel).
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20. abra: A plazmamembran és endoplazmas retikulum membranrendszer F66 T*/N* emisszids
aranydaban tapasztalhaté kiilonbségek.

8-lyuku, fedblemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztett SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejteket
CellLight™ ER-GFP, BacMam 2.0 markerrel transzdukaltunk, majd F66 fluoroférral jel6ltink. (A) A
sejtek kozépsikjanak megfelel6en konfokalis mikroszkép segitségével felvételeket készitettiink. Az
SKBR-3 sejtekrdl készitett reprezentativ képeken szemléltetjiik az F66 fluorofor N* normal (a) és T*
tautomer (b) gerjesztett allapotainak, valamint a ER-GFP tag-nek (c) megfelel6 beallitasokkal készitett
felvételeket kialon-kalon, illetve egymadsra vetitve (d). Kézi kijelolésli vizfeltoltéses algoritmus
segitségével azonositottuk a sejtek plazmamembran (,PM”, e) régiodit. Endoplazmas retikulum
membrannak azon pixeleket tekintettik a vizfeltdltéssel azonositott intracelluldris térnek megfelelé
teriileten belil, melyek ER-GFP fluoreszcencia intenzitasa egy adott hatarérték folé esett (,,ER”, f). A
dipdlpotencial nagysagaval pozitivan korrelalé F66 T*/N* emisszids aranyt hattérkorrekcidt kovetéen
pixelenként kiszamitottuk és reprezentativ szinkddolt képeken személtettiik a plazmamembrannak (g)
illetve endoplazmas retikulum membranoknak (h) megfelel6 pixelek esetében. (B) Az SKBR-3, Hela és
SH-SY5Y sejtek plazmamembranjanak és endoplazmas retikulum membranjainak megfelel6 pixelek
adataibdl meghataroztuk a median F66 T*/N* emisszids arany értékét a két teruleten kilén-kilon
minden egyes sejt esetén. Az Ot fliggetlen kisérletb6l szarmazé 114-152 normal morfoldgiaju sejt
esetén meghatdrozott median F66 T*/N* emisszids arany értékeket abrazoltuk hegeddldiagramon, a
medidn és kvartilis értékek feltlintetése mellett. A csillagok (*) a plazmamembran és endoplazmas
retikulum membranok kozti szignifikdns kilonbséget jelzik (p < 0.05, Welch-féle t-préba alapjan).
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5.12. A dipdlpotencial nagysaga a mitokondrialis membranban

Kisérletsorozatunk utolsd lépéseként vizsgalat ald vettiik a mitokondridlis membranokat is. Az F66-tal
torténd kettds jelolés mellett a lizoszdmaknal leirtakhoz hasonlé médon a sejteket MitoTracker™ Deep
Red-del inkubaltuk és konfokalis |ézerpasztdzd mikroszképpal felvételeket készitettiink a sejtek
kozépsikjdban az F66 N* és T* allapotainak, illetve a mitokondridlis membrant jel6l6 Deep Red
fluoroférnak megfeleld beallitasokkal. A plazma- és mitokondridlis membranoknak megfelel6 régidkat

a felvételeken a fentebb leirt médon azonositottuk (21. dbra A panel).

A korabban a lizoszomak, a Golgi és az endoplazmas retikulum membranjainal megfigyeltekhez
hasonléan ezen méréseink soran is azt taldltuk, hogy a plazmamembranhoz képest alacsonyabb
dipdlpotencialt tikrozve az F66 T*/N* arany szignifikdnsan kisebb volt minden vizsgalt sejtvonal esetén
a mitokondriumok membranjaiban, igy SKBR-3 (mitokondriummembran: 2,421 + 0,342 vs.
plazmamembran: 3,438 + 0,236, n =110, p<0,0001), Hela (mitokondriummembran: 2,588 + 0,282 vs.
plazmamembran: 3,975 + 0,309, n = 108, p < 0,0001), és SH-SY5Y (mitokondriummembran: 2,938 +
0,405 vs. plazmamembrén: 4,206 £ 0,290, n = 135, p < 0,0001) sejtekben is (21. dbra B panel).
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21. abra: A plazmamembran és mitokondrialis membranok F66 T*/N* emisszidés aranyaban
tapasztalhato kiilonbségek.

SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejteket 8-lyuku, fed6lemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztettiink,
majd F66 és MitoTracker™ Deep Red fluoroférokkal jeldltiink. (A) A sejtek kdzépsikjanak megfelel6en
konfokalis mikroszkdp segitségével felvételeket készitettiink. Az SKBR-3 sejtekr6l készitett
reprezentativ képeken szemléltetjik az F66 fluorofér N* normal (a) és T* tautomer (b) gerjesztett
allapotainak, valamint a MitoTracker Deep Red-nek (c) megfelelS bedllitasokkal készitett felvételeket
kilon-kilon, illetve egymasra vetitve (d). Kézi kijelolésti vizfeltoltéses algoritmus segitségével
azonositottuk a sejtek plazmamembran (,,PM”, e) régidit. Mitokondrialis membrannak azon pixeleket
tekintettiik a vizfeltoltéssel azonositott intracelluldris térnek megfelel6 teriileten belil, melyek
MitoTracker Deep Red fluoreszcencia intenzitdsa egy adott hatarérték folé esett (,MT”, f). A
dipdlpotencial nagysagaval pozitivan korrelalé F66 T*/N* emisszids aranyt hattérkorrekcidt kovetéen
pixelenként kiszamitottuk és reprezentativ szinkddolt képeken személtettiik a plazmamembrannak (g)
illetve mitokondrialis membranoknak (h) megfelel6 pixelek esetében. (B) Az SKBR-3, HelLa és SH-SY5Y
sejtek plazmamembranjanak és mitokondridlis membranjainak megfelel6 pixelek adataibdl
meghataroztuk a median F66 T*/N* emisszids arany értékét a két tertleten kiillon-kiilon minden egyes
sejt esetén. Az ot flggetlen kisérletbsl szarmazé 108-135 normal morfoldgidju sejt esetén
meghatarozott median F66 T*/N* emisszids arany értékeket abrazoltuk heged(idiagramon, a median
és kvartilis értékek feltintetése mellett. A csillagok (*) a plazmamembran és mitokondridlis
membranok kozti szignifikans kilénbséget jelzik (p < 0.05, Welch-féle t-préba alapjan).
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5.13. Az intracellularis organellumok membranjaiban mérhet6 dipdlpotencial

nagysaganak dsszehasonlitasa

Az el6z6 fejezetekben ismertetett eredmények egyértelmlien megmutattdk, hogy a dipdlpotencial
jelentésen alacsonyabb az intracellularis organellumok, igy a lizoszomak, a Golgi, az endoplazmas
retikulum és a mitokondriumok membrdanjaiban, mint a plazmamembranban — a kompartmentumok
adatai azonban nem voltak kozvetlenll 6sszevethet6k egymassal. Az egyes, fentebb vizsgalt
organellumok membranjaiban mért dipdlpotencidl nagysaganak 0Osszehasonlitasdhoz ezért egy
alternativ mddszert alkalmaztunk a kvantitativ kiértékeléshez. Az organellumok membranjai esetén
szamitott median F66 T*/N* ardnyokat normaltuk az adott sejt plazmamembranjabdl szamitott
median értékekre minden egyes sejt esetén. Ezzel a |épéssel az egyes mérések, illetve sejtek kozti
kulonbségeket kiiszoboltik ki, igy meghatarozhatova valtak az egyes kompartmentumok kozotti relativ

kiilonbségek.

A mért eredményeket ezzel a mddszerrel elemezve azt taldltuk, hogy a dipdlpotencial nagysdga a
plazmamembrantdl az endoplazmas retikulum membranjaig a szekrécids/endocitotikus Utvonal
mentén befelé csokkend gradienst mutatott (22. abra A-C panelek). A legmagasabb F66 T*/N*
emisszios aranyt, azaz dipdlpotencialt, a plazmamembrdanban taldltuk, mely a lizoszémak > Golgi >
endoplazmas retikulum dtvonalon csokkent minden vizsgalt sejttipusban, igy SKBR-3 (lizoszomak:
0,722 + 0,101, n = 107; Golgi: 0,633 + 0,070, n = 137; és endoplazmas retikulum: 0,600 + 0,084, n =
152), Hela (lizoszomak: 0,640 + 0,086, n = 115; Golgi: 0,558 + 0,061, n = 133; és endoplazmas retikulum:
0,545 + 0,058, n = 114), és SH-SY5Y (lizoszdmdak: 0,655 + 0,093, n = 154; Golgi: 0,594 + 0,089, n = 138;
és endoplazmas retikulum: 0,536 + 0,084, n = 128) sejtekben is. Az egyes organellumok kozti
kiilonbségek mindharom sejtvonalban szignifikdnsnak adddtak egy kivételtdl, Hela sejtek esetében az
endoplazmas retikulum és a Golgi membranjai kozti eltéréstél eltekintve. A mitokondridlis
membranokban mért F66 T*/N* arany nagysaga SKBR-3 (0,698 + 0,100, n = 110) és Hela sejtek (0,655
+ 0,091, n = 108) esetében a lizoszdmak membranjaihoz hasonlénak adédott, mig SH-SY5Y sejtek

esetében azoktdl szignifikans mértékben nagyobb (0,699 + 0,093, n = 135) volt.

Osszefoglalva, az &ltalunk vizsgélt sejttipusok esetében az aldbbi sorrend &llithatd fel az egyes
membranrendszerek kozott a bennik mérhetd dipdlpotencial nagysdganak vonatkozdsaban:
plazmamembran >> mitokondrium 2 lizoszéma > Golgi > endoplazmas retikulum (22. abra D panel),
amely kilonbségek — tekintve, hogy az elemzésiinkbe jelent6s mértékben kiilonbdz6 sejtvonalakat

vontunk be — feltételezéseink szerint a sejtek altaldnos jellemzGinek tekinthetdk.
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22. abra: Az intracellularis membranrendszerek F66 T*/N* emissziés aranyaban mérheté
kiilonbségek

SKBR-3, Hela és SH-SY5Y sejteket 8-lyuku, fed6lemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztettiink,
majd F66, LysoTracker™ Deep Red, CellLight™ Golgi-RFP BacMam 2.0, CellLight™ ER-GFP BacMam 2.0,
illetve MitoTracker™ Deep Red fluoroférokkal, illetve markerekkel jeldltiink, konfokalis mikroszképpal
felvételeket készitettlink, majd kvantitativ képelemzés segitségével meghataroztuk a dipdlpotencial
(DP) nagysagaval pozitivan korrelalé median F66 T*/N* emisszids aranyt a plazmamembrannak és a
specifikus markerekkel jel6lt organellumok, igy a lizoszémak (,LY”), Golgi-késziilék (,GO”),
endoplazmas retikulum (,,ER”) és mitokondrium (,,MT”) membranjainak megfelel§ régidkban. Az egyes
organellumokban szamitott F66 T*/N* emisszidos arany median értékét az adott sejt
plazmamembranjaban meghatarozott median értékre normaltuk, mely adatokat heged(idiagramon
abrazoltuk, a median és kvartilis értékek feltlintetése mellett. A panelek 6t fliggetlen kisérletbdl
szarmazo 107-154 normal morfolégiaju SKBR-3 (A), Hela (B), illetve SH-SY5Y (C) sejt adatait
tartalmazzdk. A csillagok (*) az egyes membranrendszerek kozotti statisztikailag szignifikans
eltéréseket jelolik (p<0,05, ANOVA analizist koveté Tukey-féle HSD teszt alapjan). (D) Az egyes
organellumok kozo6tt az F66 T*/N* emisszios értékében, azaz a dipdlpotencial nagysagaban tapasztalt
relativ kilonbségeket egy szinkdddal ellatott sematikus abran is szemléltetjik, amelyen az
organellumok szinét a harom sejtvonal esetében az egyes organellumok membranjainak
plazmamembranhoz viszonyitott relativ kiilonbségeinek atlagos értéke hatarozza meg.
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5.14. Az F66 T*/N* emisszids arany pH-fliggése

Az F66 miikodési elvére (gerjesztett allapotu intramolekuldris proton transzfer reakcid) tekintettel
felmertlt, hogy a fluorofér T*/N* emisszids aranyaban fentebb leirt kiilonbségek — kiilén6sen a savas
kémhatasu lizoszémak esetében — nem a dipdlpotencial nagysagaban megfigyelhet6 eltéréseknek
tulajdonithaték, hanem a fluorofér pH-érzékenységének tudhatdék be. Fenti feltételezésnek
ellentmond, hogy az altalunk alkalmazott F66 a membranokba inkorporalddik, ahol varhatdan szabad
protonok érdemben nem fordulnak el8, illetve modellmembranokon végzett mérések alapjan a

fluorofdr spektralis tulajdonsagai 5,5 és 7,5 pH értékek kozott valtozatlanok maradnak.

Mindezek ellenére azt megerGsitendd, hogy a megfigyelt kilonbségek valéban nem a lokalis pH
eltéréseibdl fakadnak, kontrollkisérleteket végeztiink, amelyek soran SKBR-3 sejteket kiilonb6z6 pH-ju
kalibracios pufferekkel kezeltlink valinomicin és nigericin jelenlétében, ezen vegyiiletekkel biztositva,
hogy az extracellularisan alkalmazott kalibracids oldatok és az intracelluldaris tér kozott megtorténjen a
pH kiegyenlitGdése. A sejteket ezzel parhuzamosan F66-tal jeloltiik, majd konfokalis mikroszképpal
felvételt készitettiink a sejtek kozépsikjaban a fluorofér tautomer T* és normal N* gerjesztett
allapotainak megfelel6 beallitdsokkal. Kvantitativ képelemzés sordn a korabban ismertetett médon
azonositottuk a membranpixeleket, majd kiszamitottuk a dipdlpotenciadl nagysagaval pozitivan
korreldlé F66 T*/N* emisszidos aranyt, mely az altalunk vizsgalt, 7,5 és 5,5 kozo6tti pH tartomanyban

nem mutatott szignifikans eltéréseket (23. abra).

SKBR-3
2 5,5
5
» 5,07
0
» 4,54
D0
§ 4,04
E 3
Z
il 3,5
[{e]
2 3,01

1 1 1
pH7,5 pH6,5 pH5,5

23. abra: Az F66 fluorofér T*/N* emissziés aranyanak fiiggése a membrant koriilvevé vizes oldat
pH-jatol
SKBR-3 sejteket 8-lyuku, fedGlemez alju sejttenyészté kamrakban tenyésztettiink, majd F66
fluorofdrral jeldltiink és ezzel egyidejlleg 7,5 és 5,5 kdzotti tartomanyban kilonb6z pH-ju kalibracids
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pufferekkel kezeltiink. Az intra- és extracelluldris pH kiegyenlit6édését valinomicin és nigericin
hozzdadasaval biztositottuk. A sejtek kozépsikjanak megfelel6en konfokalis mikroszképpal készitett
felvételeken kézi kijelolést vizfeltoltéses algoritmus segitségével azonositottuk a sejtek
plazmamembrdn régidit, majd ezen pixelekben hattérkorrekciot kovet6en kiszamitottuk a
dipdlpotenciadl nagysagaval pozitivan korreldld F66 T*/N* emisszidés ardnyt. A hiarom fliggetlen
kisérletb8l szarmazd 497-623 normal morfoldgidju sejt esetén meghatarozott median F66 T*/N*
emisszios arany értékeket abrazoltuk hegedldiagramon a kilénb6z6 pH-ju kalibraciés oldatokkal
kezelt sejtek esetén, a medidn és kvartilis értékek feltlintetése mellett. ANOVA analizis soran nem
talaltunk szignifikans kilonbségeket a mintak k6z6tt, mely arra utal, hogy az F66 T*/N* emisszids arany
értéke nem fligg a membrant koriilvevé vizes oldatok pH-jatol 7,5 és 5,5 kozotti tartomanyban.
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6. Megbeszélés

6.1. A bioldgiai membranok biofizikai jellemz6i és a leggyakrabban hasznalt,

kornyezeti paraméterekre érzékeny fluorofdrok

A bioldgiai membranok lipidosszetétele és a kett6srétegek ezzel szorosan Osszefliggd molekularis
szervezGdése alapvetéen befolydsolja a membranba dgyazédd transzmembran fehérjék mikodését.
Bar a kozvetlen lipid-fehérje kolcsonhatasok a strukturdlis és szimuldcids vizsgalati mddszerek
ugrasszer( fejl6édése révén viszonylag jél dokumentaltak, a lipidosszetételtdl fligg6 membranbiofizikai
jellemzdk és a fehérjefunkcidk kozotti kapcsolatrél jéval kevesebbet tudunk, annak ellenére, hogy
szerepiket mar szamos fehérje esetén felvetették (7, 87). Ennek — legalabbis részben —a rendelkezésre
allé megfelel6 mérési technikdk hidanya az oka. Az éI6 sejtek membranbiofizikai karakterizalasara
leggyakrabban harom paramétert, a fluiditast, a hidracidt és a dipdlpotencialt hasznaljak, amelyek a
membranok szervezddését eltéré nézépontokbdl jellemzik. Ezek koziil a fluiditds a membranokban
taldlhatd molekuldk rotaciés szabadsagaként definialhatd, a hidracié a vizmolekuldk kettGsrétegbe
torténd behatolasanak mértékére utal, mig a dipdlpotencial egy nagy, pozitivintramembran potencialt
jelent, amely a membran—viz hatarfellileten taldlhaté molekuldris dipdlusok nem véletlenszer(
gyakran 3ltaldnossagban ,membranrendezettségként” hivatkoznak rajuk, és egyenértékiinek tekintik
azokat, annak ellenére, hogy bizonyos megfigyelések alapjan a membranok dsszetételének valtozdsa
esetén azok nem feltétlenil egymassal parhuzamosan valtoznak (10, 34). Utdbbi adatok egyértelm(ien
arra utalnak, hogy célszerli ezeket a paramétereket elkiilonitetten, vagy legaldbbis egymassal
parhuzamosan vizsgdlni a membrdnok szerkezetének leirasara, ugyanis a harom tényez6 eltéré
mélységben jellemzi a molekularis rendezettséget a membranban — a fluiditas a legmélyebb hidroféb

régidkban, a dipdlpotencial a membran-viz hatarfeliileten, mig a hidracio f6leg a kett6 kozott (5, 8, 24).

El6 sejtekben ezen membranbiofizikai jellemz8k tanulmanyozasa leginkdbb kérnyezeti paraméterekre
szenzitiv fluoroférokkal torténik, amelyek kdzos jellemzéje, hogy fluoreszcens tulajdonsdagaik a lokalis
mikrokdrnyezet fliggvényében megvaltoznak. Ezeket a festékeket rutinszerlien az érzékelésiik
mechanizmusa alapjan osztalyozzdk — a harom legnagyobb csalddot a viszkozitasérzékeny prébak, a
lokalis hidrofobicitasra érzékeny szolvatokrémos festékek és az elektromos erGtér nagysagat érzékeld,
fesziltségszenzitiv elektrokromos fluoroférok alkotjak (114, 115). A membranok fluiditdsanak
vizsgalatara alkalmas viszkozitasérzékeny probak kozil a leggyakrabban hasznalt a TMA-DPH, amely
fluoreszcencia anizotrépidja negativan korrelal a festék mozgdsi szabadsagaval, azaz a
membranfluiditassal (10, 34, 107-110). A szolvatokrémos prébak prototipusa a Laurdan (6-dodekanoil-

N,N-dimetil-2-naftilamin), amely emisszids spektruma a lokalis hidrofobicitas fliggvényében valtozik,
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igy a festék spektrdlis eltoldddsat szamszerdsité generalizalt polarizacidja negativan korreldl a viz
membranba torténd penetraciéjdnak mértékével (10, 34, 107, 108, 116-120). A Laurdan hatranya
azonban, hogy UV-tartomanyba esé fotonokkal gerjeszthet6 és alacsony fotostabilitdssal rendelkezik,
igy az utdbbi id6ben tobb, kedvezébb fotofizikai tulajdonsdgokkal rendelkez6 funkcionalis
alternativajat is leirtak. Az egyik ilyen vegyllet a PY3174, ami szintén alkalmasnak bizonyult a
membranhidracid vizsgalatdra (108, 111). A fesziiltségszenzitiv elektrokromos prébdkra pedig
altaldban az jellemz6, hogy gerjesztési spektrumuk alacsonyabb hulldmhosszok felé tolédik el a lokalis
intramembran térerdsség fliggvényében. A 2.4. fejezetben leirtaknak megfelel6en ezen vegyiiletek
kozil a legelterjedtebb a di-8-ANEPPS, amelyet jellemzGen gerjesztéses ardnymérés soran hasznalnak

a dipdlpotencial nagysaganak becslésére (10, 11, 14, 15, 21-23, 30, 34, 58, 59).
6.2. A membranbiofizikai tulajdonsagok vizsgalata é16 sejtekben

Bar a fenti fluoroférokat gyakran hasznaljdk a bioldgiai membranok szerkezetének jellemzésére,
alkalmazasukat szdmos tényez6 limitalja. A viszkozitdsérzékeny probdk, igy a TMA-DPH legnagyobb
hatranya, hogy a fluoreszcencia anizotrépia mérése hagyomanyos konfokalis mikroszképia vagy
aramlasi citometria sordn nem lehetséges, a festéket szinte kizadrdlag spektrofluorimetria soran
haszndljak (10, 34, 107-110). A Laurdan alkalmazhatdsagat kedvezdtlen spektralis tulajdonsagai
korlatozzak, nevezetesen az, hogy gerjesztési spektruma a kozeli UV-tartomdanyba esik, illetve
fotostabilitdsa nagyon alacsony. Ezért a vegyiilet generalizalt polarizaciéjat jellemzéen szintén
spektrofluorimetriaval (10, 34, 108), illetve ritkabban kétfoton-mikroszképiaval (107, 117, 118, 121)
vizsgaljak. EI6bbi mddszer nagy hatranya, hogy nem nyujt informaciot az egyedi sejtekre vonatkozdan
és a halott sejtek sem kilonithet6k el, mig utdbbi nem érhet6 el széles kérben. Bar a Laurdan-t elvétve
haszndltak — a limitdld, illetve a megbizhatdsagot megkérddjelezé tényezék hangsulyozasa mellett —
konfokalis mikroszképia soran (122-125), az altalanos vélekedés szerint sem a TMA-DPH, sem pedig a
Laurdan nem alkalmas él6 sejtek hagyomanyos képalkotason, illetve aramlasi citometrian alapuld
megbizhaté tanulmanyozasara. A TMA-DPH-val és a Laurdan-nal ellentétben a di-8-ANEPPS (10, 14,
23, 59) kivaléan hasznalhatd konvencionalis mikroszképia soran, igy segitségével az egyedi, élG6 sejtek
membranbiofizikai jellemzése is lehetséges. A hagyomanyos konfokalis mikroszképos maddszerek
hatrdnya ugyanakkor, hogy nem alkalmasak nagy atereszt6képességl vizsgalatokra. Az aramlasi
citometria az a médszer, ami egyesiti a spektrofluorimetria és konfokalis mikroszkdpia el6nyeit, azaz
segitségével nagymennyiségli egyedi sejt tanulmanyozhatd, a mintdkban esetlegesen el6forduld
kiilonboz6 sejtpopulacidk elkiilonitésének lehet6ségével. Ebbél a szempontbdl ugyanakkor rendkivdl
hatranyos, hogy a dipdlpotencial kvantifikacidjara a di-8-ANEPPS gerjesztéses aranymérés soran
haszndlhatd megbizhatéan — dramldsi citometridn alapulé kvantitativ ardnyméréshez ugyanis sokkal

kedvez6bb lenne az emisszidés ardny elemzése, azaz azonos hulldmhosszon torténd gerjesztést
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kovetSen a fluoreszcencia intenzitast két emisszids tartomdnyban egyidejlileg mérni. A di-8-ANEPPS
vizsgdlata soran mar koran kidertlt, hogy a molekula nem alkalmas a dipdlpotencidl meghatarozasara
megbizhatd és reprodukdlhatd médon emissziés aranymérés sordn (61). S6t, ezidaig egyaltalan nem
irtak le dramlasi citometridn vagy egyéb technikdn alapulé, éI6, egyedi sejtek nagy
atereszt6képességgel torténd vizsgalatara alkalmas maédszert, ami pedig a jov6ben lehet6vé tenné

akar klinikai mintak elemzését is.

6.3. A dipdlpotencial vizsgalata egy uj, az F66 fluorofdr és aramlasi citometria

alkalmazdsan alapulé mdédszerrel

A disszertacidban bemutatott munkdnk els6é részében fentiekkel 6sszhangban egy Uj, dramlasi
citometrian alapulé, membrdanbiofizikai tulajdonsdgok vizsgalatdra alkalmas mérési maddszer
kidolgozdasat tliztik ki célul. A korabban tdrgyaltaknak megfelel6en a leggyakrabban alkalmazott,
kornyezeti paraméterekre szenzitiv prébak — igy a TMA-DPH, Laurdan vagy di-8-ANEPPS — erre a célra
nem voltak alkalmasak. Nagyon igéretesnek tlintek azonban a viszonylag Ujonnan leirt 3-hidroxiflavon
szarmazékok, amelyek k6zos tulajdonsaga, hogy az emisszids spektrumuk nagymértékben megvaltozik
a lokalis intramembran erétér, vagyis a dipdlpotencidl nagysagdnak fliggvényében (62, 63, 65). A
festékcsaldd tagjai koziil — fotofizikai tulajdonsdgai miatt — az F66 nevl szdrmazék tilnt a
legalkalmasabbnak él6 sejtek tanulmdanyozdsara. Az F66 — és az egyéb 3-hidroxiflavon prébak —
jellemzGje, hogy gerjesztett allapotban egy ESIPT reakcié megy végbe, ami N* normal és T* tautomer
gerjesztett allapotu formdk megjelenését eredményezi, amelyek jelentésen eltéré hulldmhossz-
tartomanyba es6 fotonokat bocsatanak ki, kdvetkezésképp a fluorofér emisszids spektrumdban jol
elkiiloniil6 savok jelennek meg a két formanak megfelelen. Bar az N* és T* emisszids savok mérsékelt
elektrokromos és szolvatokrémos eltoléddsokat is mutatnak, egymadashoz viszonyitott relativ
intenzitasaikban sokkal kifejezettebb valtozasok kdvetkezhetnek be, mivel az ESIPT reakcidt — és ezaltal
a két forma relativ gyakorisagat is — jelent6sen modulalja a lokdlis elektromos tér eréssége. Ez annak
koészonhetd, hogy mig az N* nagy dipdlusmomentummal jellemezhetd, addig a T* formaé igen kicsi.
Ennek eredményeként a lokalis elektromos tér nagysaganak valtozasai jelentésen mddositjak az N*
allapot energidjat, mikozben a T* formaét csak marginalisan befolydsoljak, ami az N* allapot relativ
stabilizaciéjahoz vagy destabilizaciéjdhoz vezet a T*-hoz képest. Ennek megfelel6en a lokalis
elektromos tér befolyasolja a gerjesztett formak N* és T* allapotok kozotti eloszlasat, ami ezéltal
relativ emisszidjuk megvaltozasahoz vezet (63, 65). Fentiekkel 6sszhangban korabban kimutattak, hogy
az F66 N*/T* emisszids aranya erds negativ korrelaciét mutat a dipdlpotencial nagysagaval (14, 16, 64).
Mindezek alapjan logikus volt a feltételezés, hogy az F66 N*/T* emisszids aranyanak vizsgélata

alkalmas lehet a dipdlpotencidl nagysaganak dramlasi citometridval torténd tanulmanyozasara.
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Munkank els6 részében ezzel 6sszhangban egy, az F66 és aramlasi citometria alkalmazasan alapuld
emisszids aranyméréses madszert dolgoztunk ki, optimalizaltunk és validaltunk a dipdlpotencidl
mérésére. Kisérletsorozatunk soran a moédszeriink megbizhatdsdgat tobb bizonyiték is alatdmasztotta:
(i) a 6KC, illetve a phloretin, vagyis a dipdlpotencial novelésére, illetve csdkkentésére legszélesebb
korben alkalmazott két vegyllet (14, 21-23), a varakozasoknak megfelel6en rendre csokkentette,
illetve novelte az F66 N*/T* emisszids aranyat (9. abra); (ii) harom kiilonb6z6 szterol, a 6KC, a
koleszterin és a 7DHC, a dipdlpotencialra gyakorolt, a szakirodalomban korabban leirt hatasaiknak (15-
20) megfelelen doézisfliggben, ugyanakkor eltéré mértékben csokkentették az F66 N*/T* aranyat (10.
abra); (iii) ezen valtozasok konzisztens médon megjelentek két kiilénb6z6 sejtvonalban is; valamint (iv)
az F66 N*/T* aranyaban az aramlasi citometriaval megfigyelt valtozasok és a dipdlpotencial mérése
soran  ,aranystandard” moédszernek tekintett, a di-8-ANEPPS gerjesztési aranyanak
spektrofluorimetrids meghatdrozasaval kapott eltérések kozotti linearis regresszids analizis soran
meghatarozott korrelacids koefficiensek értéke kozel volt az egyhez (13. abra), azaz kozottik kivald

korrelacié volt megfigyelhetd.

Munkdank sordn azt is megvizsgaltuk, hogy a dipdlpotencidlon kivil milyen mas jellemz6k és mekkora
mértékben jarulhatnak hozza az F66 N*/T* emisszids aranyaban az altalunk alkalmazott, a
sejtmembran 0Osszetételét modositd kezelések révén bekovetkezd véltozdsokhoz. Kordbban
kimutattak, hogy az apoptdzis sordn a membranban megjelend eltérések jelentésen modosithatjak az
F66 spektralis jellemz6it (64). Ennek a méréseinket zavard hatasat azonban ki tudtuk zarni, mivel a
kezelések a kisérletek soran még a legmagasabb koncentrdcidkban sem eredményeztek szignifikans
valtozast a sejtek életképességében (12. dbra A panel). Tekintettel a membranok dipdlpotencialja,
fluiditasa és hidracidja kozotti szoros kapcsolatra (2-5, 7, 8), megvizsgaltuk az altalunk alkalmazott
lipidek altal ezekben a paraméterekben el6idézett valtozasok kozotti korrelaciét is. Bar a
membranfluiditdsban megfigyelt eltérések 6sszhangban voltak a kordbban publikdlt adatokkal (40,
126, 127), nem mutattak szignifikans korrelacidt a meghatarozott F66 emisszids aranyokkal, ami az F66
emisszios spektrumaban bekovetkezd valtozasokhoz vald jelentés mérték( hozzajaruldasuk ellen szdl
ez a festék az eredeti kiinduldsi vegyllethez, a DPH-hoz képest egy extra, ionos csoporttal rendelkezik,
igy a feltételezések szerint a lipid-viz hatarfelllethez kbzelebbi membranrégié fluiditasardl szolgdltat
informaciét (128-130). A TMA-DPH viszonylag lassu internalizaciot mutat (131), ezért fluoreszcencidja
szinte kizardlag a sejtmembranbdl szarmazik, hasonléan az F66-hoz, amelyrél korabban kimutattuk,
hogy kisérleti korilményeink kozott a sejtek plazmamembranjaban marad (14, 16), igy nem a két festék
eltérg szubcellularis lokalizacidja okozza a kdztiik megfigyelhetd kilonbséget. Ugyanakkor szignifikans

korrelacidkat talaltunk a PY3174 generalizalt polarizacidja és az F66 N*/T* aranya kozott (13. abra),
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ami elméleti megfontoldsok alapjan is egyértelmlien vdrhatd, figyelembe véve a membranhoz
asszocialt, rendezett vizmolekuldk szervez6dése és a dipdlpotencial nagysaga kozotti erés kapcsolatot

(2-4,7,18, 19, 113).

Aramlési citométeres mérési modszeriink hatranya lehet, hogy amennyiben csupan az F66 N*/T*
emisszids arany atlagértékét hatdrozzuk meg a mintdkban el6fordulé Osszes sejtre vonatkoztatva, a
kapott értékek mogott nagyfoku heterogenitas rejtézhet és az esetlegesen jelenlevd alpopuldcidk
rejtve maradhatnak. Ugyanakkor mddszeriink a di-8-ANEPPS-en alapulé hagyomanyos
spektrofluorimetrias vizsgalatokkal szemben lehet&séget biztosit ezen szubpopulacidk azonositasara
és elkilonitésére is az el6re iranyuld és oldalirdnyd fényszérdsi paraméterek, esetleg egyéb
fluoreszcens jeldlések kombinacidi alapjan. A mérések sordn az atlagértékek kizardlagos vizsgalata
mellett mas statisztikai paramétereket, példaul a szdrast vagy az atlag standard hibajat is érdemes
figyelembe venni, mivel ezek is relevans biolégiai informaciot hordozhatnak — igy példaul a jelentésen
megnovekedett variancia a vizsgalt sejtpopulacié nagyfoku heterogenitasat jelezheti. Nem hagyhaté
figyelmen kiviil ugyanakkor a dipdlpotencial sejtmembranon belili, funkcionalisan relevans lateralis
heterogenitasa sem (14, 16), melynek vizsgdlatara azonban ez az aramlasi citometrias eljaras
onmagaban nem alkalmas, arra a konfokdlis mikroszképia haszndlhaté. E megfontolasok alapjan egy
multimodadlis megkdzelités, amely egyarant Otvozi az daramlasi citometridt és a konfokalis
mikroszkdpiat, lehet a leginkdbb alkalmas arra, hogy feltdrja a dipdlpotencial nagysagaban

bekdvetkez§ eltérések részleteit a membranosszetétel valtozasai esetén.

6.4. A szterolok és zsirsavak dipdlpotencialra gyakorolt hatasai és azok relevanciaja

Aramlési citométeres mdédszeriink validdcidja soran a dipdlpotencidl csdkkentésére leggyakrabban
hasznalt vegyiilet, a phloretin (14, 21-23, 32, 33) mellett harom kiilénb06z6 szterolt, a koleszterint, a
7DHC-t és a 6KC-t is alkalmaztuk. Korabbi irodalmi adatok alapjan ezen szterolok mindegyike noveli a
dipdlpotencidl nagysagat, azonban eltér6 mértékben. A koleszterin a membranban rogziil dgy, hogy a
molekula hossztengelye merélegesen all a membran sikjdhoz képest, mely poziciéban képes erdsiteni
a szénhidrogén lancok kozti kdlcsonhatasokat, megnyujtja a lancok hosszanti kiterjedését, csokkenti a
lipidek atlagos keresztmetszeti teriilet és noveli a membran rendezettségét és vastagsagat (113).
Ezaltal egyuttal csokkenti a membranfluiditast (14, 109, 132-135), illetve a -hidraciot is a vizmolekulak
behatolasanak csokkentésével (116, 117, 119, 120). Emellett a dipdlpotenciadl nagysagat is noveli,
amiben szerepet jatszik sajat dipélusmomentuma, a foszfolipidek feji csoportjainak kondenzacidja,
tovabba a membranhoz tarsult vizmolekuldk mennyiségének és orientacidjanak, illetve a membran

dielektromos éallandéjanak megvaltoztatasa (14-16, 22, 34, 47, 58, 59). A legtobb tekintetben a 7DHC,

sz
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biofizikai hatdsokat fejt ki a fluiditasra és a hidracidra (127). A dipdlpotencialt néveld hatasai azonban
joval kisebbek, mint a koleszteriné (15, 30), aminek oka lehet eltéré dipdlusmomentumuk,
membranbeli d6lésszogik, illetve membranhoz asszocialt vizmolekuldkra gyakorolt hatasuk (15). A 6KC
ezzel szemben a koleszterinhez képest d6ltebb, a membran sikjaval parhuzamosabb helyzetben
rogzilhet, mivel mind a keto- mind a hidroxilcsoportja szdmara energetikailag kedvez6bb a hidrofil
hatdrfelllethez vald kozelség (18, 113). Ez az orientdcié magyardzza a membrdan vastagsagara, a lipidek
rendezettségére gyakorolt kisebb hatast a membran mélyebb rétegeiben, egyuttal azt is, hogy a
felszinkozeli vizmolekuldkkal kialakitott joval kiterjedtebb kélcsénhatas jelent&sen, a koleszterinhez
képest is sokkal nagyobb mértékben néveli a dipdlpotencial nagysagat, amelyhez hozzdjarul nagyobb
dipélusmomentuma is (21-23, 34). Mind F66 és aramlasi citometria, mind pedig di-8-ANEPPS és
spektrofluorimetria sordn a fentiekkel egybecsengé eredményeket kaptunk, azaz a 6KC a
dipdlpotencial jéval nagyobb ndvekedését eredményezte, mint a koleszterin, mig legkisebb mértékd
hatdsokat a 7DHC eredményezett (10. abra). A kisérleteink soran megfigyelt hatasok relevancidjara
utal, hogy kordbbi tanulmanyok alapjan a dipdlpotencidl hasonlé mértékl valtozasa jelentGsen
befolydsolja a transzmembran fehérjék, illetve a membranokkal kélcsénhatd peptidek viselkedését
(16, 23, 34). Kisérleteink potencialis bioldgiai jelentGségét ezek mellett az altalunk alkalmazott kezelési
koncentraciodk is alatdmasztjak: korabbi eredmények alapjan ugyanis a kisérletek soran alkalmazott
protokollok a membranban taldlhaté koleszterin mennyiségében hasonld mértékl valtozasokat
okoznak, mint ami hiperkoleszterinémias betegekben is megfigyelhet6 (136). Emellett, mivel a sejtek
MPBCD-komplexekkel torténd kezelése soran a 7DHC és koleszterin hatékonysaga nagyjabdl azonos
(137), az okozott szteroleltérések mértéke is varhatéan dsszevethetd. Az, hogy korabbi megfigyelések
szerint a Smith-Lemli-Opitz-szindrdmas betegekbdl szarmazé limfocitdk membranjaban a 7DHC szintje
Osszevethetd a kontrollszemélyek limfocitainak membrdanjaban taldlhaté koleszterin mennyiségével

(138), szintén az alkalmazott 7DHC koncentraciok relevanciaja mellett szol.

Miutan igazoltuk az Uj, aramldsi citometridn alapuld dipdlpotencial mérési mddszeriink
alkalmazhatdsagat és megbizhatdsagat, segitségével tovabbi kisérleteink soran elemeztiik kiilonb6zé
zsirsavak dipdlpotencidlra gyakorolt hatasat is. Kimutattuk, hogy az w-3 tobbszordsen telitetlen ALA
jelent&sen csokkentette a dipdlpotenciadl nagysagat, mig a telitett SA, és — meglepetésiinkre — az w-6
tobbszorosen telitetlen GLA ezzel ellentétes hatast fejtett ki, azaz enyhén névelte azt (11. abra). A
koleszterin és a zsirsavak hatdsat egylittesen vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az ALA képes volt
ellensulyozni, mig az SA és a GLA inkabb enyhén fokozta a koleszterin dipdlpotencidlt nével6 hatdsat

(15. abra).

Eredményeink elsé pillantdsra meglepének tlintek annak fényében, hogy az w-3 és w-6 tobbszorésen

telitetlen zsirsavakrdl altaldban Ugy gondoljak, hogy mind minéségileg, mind mennyiségileg hasonlo
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valtozasokat idéznek el6 a biolégiai membranok biofizikai tulajdonsagaiban, igy névelik azok fluiditasat
rugalmassagat (41, 43). Ezek mellett korabbi publikaciék alapjan mind az w-3, mind az w-6 PUFA-k
hasonldéan kedvezd hatdst mutatnak az iszkémids szivbetegség prevalencidjara és lefolydsdra, amit
részben a szérumban taldlhatd lipidszintekre gyakorolt hatdsaiknak tulajdonitanak (139-145).
Fentiekkel ellentétben egyes beszdmoldk szerint az w-3 és w-6 PUFA-k nem minden tekintetben
egyenértékliek, mivel az w-6 szdrmazékok — az w-3 PUFA-kal ellentétben — inkdabb novelhetik a
kardiovaszkularis rendellenességek kockazatat (146-149). Felvetették azt is, hogy az w-3 és w-6 PUFA-
k ellentétes mddon befolyasolhatjdk a malignus daganatok incidencidjat (150-152), illetve egy
tanulmany szerint az w-3 PUFA-k képesek lehetnek a tumorsejtek szelektiv apoptézisat indukalni (153).
Bar az w-3 és w-6 PUFA-k fent emlitett, ellentétes hatasait altaldban féként oldhaté szarmazékaik
jelatviteli Utvonalakra és génexpresszidora gyakorolt eltéré hatasainak tulajdonitjdk, néhdny
kozelmultban megjelent publikdcid felvetette, hogy az ezen zsirsavak altal elGidézett
membranbiofizikai valtozasok is hozzajarulhatnak a transzmembran fehérjékre gyakorolt hatasaikhoz
és azok funkciondlis kovetkezményeihez a sejt miikodésére nézve (154-156). Mivel a dipdlpotencial
elvalaszthatatlanul 0sszefligg a sejtmembran Gsszetételével és szerkezetével, igy az altalunk vizsgalt
w-3 és w-6 zsirsavak dipdlpotencidlra gyakorolt ellentétes hatasabdl kovetkezhet, hogy azok eltéréen
befolydsolhatjdk a membran biofizikai tulajdonsagait. Bar tobbszordsen telitetlen szerkezetikbdl
addddan mindkét tipusu zsirsav hasonldan ,lazitja” a membranok hidroféb magjat (39-41) kilonbo6z6
konformacidjuk révén a lipid-viz hatarfellleten eltéré hatdssal birhatnak. Molekularis szerkezete
alapjan varhatd, hogy az ALA hidroféb szénhidrogénlanca (PubChem ID: 5280934) igen jelentés
mértékben visszahajlik a hidrofil feji rész felé, mig ugyanez a GLA esetében (PubChem ID: 5280933)
joval kevésbé kifejezett lehet. Molekularis dinamikai szimuldcidk ezt megerGsitették, ugyanis azt
talaltak, hogy az ALA hidrofdb lanca hajlamos arra, hogy megkézelitse a lipid-viz hatarfeliiletet (157).
Fentiek alapjan ezért azt feltételezziik, hogy az ALA hidrofdb szénhidrogén lanca a lipid-viz hatarfeliilet
kozelébe férk6zve megzavarja a lipidek feji csoportjai és a membrdnhoz asszocidlt hatarfelileti
vizmolekuldk szabdlyos elrendez&dését, ami a dipdlpotencial csokkenéséhez vezet. A GLA hidroféb
részének ezzel szemben kisebb lehet a hajlama arra, hogy megkdzelitse a lipid-viz hatarfellletet, igy
nem képes csokkenteni a dipdlpotencial nagysagat. Feltételezéslinkkel 6sszhangban egy nemrég
megijelent molekularis dinamikai szimuldciés tanulmanyban kimutattak, hogy az w-3 PUFA-k a
membranba éplilve a modellezett kettGsrétegek dozisfliggs lateralis tagulasanak és elvékonyodasanak
indukalasa, illetve rendezettségének csokkentése mellett jelentésen fokoztak a vizmolekuldk bejutasat
a hidrofdéb régidkba, ezaltal csdkkentve a lipid-viz hatarfellletek tavolsagat és jelentésen mddositva a
koleszterin eloszlasat a membrdnban. Az w-3 PUFA-k hidnydban a koleszterinmolekulak féként

kozvetlenill a foszfolipidek feji csoportjai alatt helyezkedtek el, hidratalt hidroxilcsoportjuk pedig
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hidrogénkotéseket alakitott ki a foszfolipidek glicerol vazaval. Ezzel szemben w-3 PUFA-k jelenlétében
a koleszterin diffizabb moddon oszlott el a kett6sréteg hidroféb magjdban, ami csokkent
rendezettséget eredményezett. Ez Osszefligghet azzal, hogy utébbi esetben hidroxilcsoportja a
fokozott vizpermeacié miatt a mélyebb membranrégidkban is hidratalt marad (158). Az w-6 PUFA-k
kissé eltér6 molekulaszerkezetliikb6l addddan az w-3 PUFA-khoz képest varhatéan masképpen
helyezkednek el a membranban, igy kilénb6z6en is befolydsolhatjak a koleszterin- és vizmolekulak
eloszlasat. Ezt a feltevést a jov6ben olyan molekularis dinamikai szimuldcidk erdsithetnék meg,
amelyek feltarjdk az w-6 PUFA-k intramembran lokalizaciéjanak és molekularis szervezédésre

gyakorolt hatdsainak részleteit.

Kisérletes eredményeink relevancidjat két tényez6 adja. Egyrészt a kezelések soran a zsirsavak altalunk
alkalmazott koncentracidi egy tartomanyba estek azokkal a szérumszintekkel, amelyeket az w-3 PUFA-
k étrendi kiegészitésének hatasait vizsgald tanulmanyokban mértek (159, 160). Ezek alapjan az alalunk
megfigyelt eltérések bioldgiai értelemben relevdnsnak tekinthet6k és a megfigyelt kiilonbségek akar
hozzajarulhatnak az w-3 és w-6 PUFA-k eltér6 élettani hatdsaihoz is. Masrészt Uj dramldsi citometrids
madszeriinkkel sikerilt taldlnunk egy olyan vegyiiletet, amely fiziolégids korilmények kozott is nagy
mennyiségben fordul el6 az emberi szervezetben és egyben képes a dipdlpotencidl nagysaganak

kisérletes csokkentésére.

6.5. A zsirsavak hatasa a penetratin cellularis felvételére és endolizoszomalis

kiszabadulasara

Bar mar eddig is szamos sejtfunkcidérdl kiderilt — és varakozasaink szerint még tobbrél ki fog deriilni a
jovében —, hogy a dipdlpotenciadl nagysaga befolydsolja, taldn az egyik legszélesebb korben
tanulmanyozott jelenség bizonyos anyagok, koztlik gyogyszerek (35), B-amiloid (98) és mas peptidek
(99, 100) sejthez vald kot6dése és felvétele. Ezzel 6sszhangban munkacsoportunk korabbi eredményei
alapjan a dipdlpotencial phloretinnel vagy atorvastatinnal torténd csékkentése ndveli a penetratin, egy
kationos sejtpenetrald peptid sejtekbe vald felvételét, elsGsorban az endolizoszomalis kiszabadulas

fokozasa révén (34).

A CPP-k igéretes terapias lehetdséget jelentenek a sejtek szdmara egyébként impermeadbilis molekuldk
citoszolba és intracelluldris kompartmentumokba torténd bejuttatasara (8, 101, 161-163). Klinikai
alkalmazhatdsagukat azonban korlatozza alacsony biohasznosuldsuk (102), igy valamennyi, a
felvételiiket potencidlisan fokozni képes vegyiilet vagy kezelési mdéd kdzvetlen orvosi jelentéséggel
birhat. A CPP-k citoszolba és intracelluldris kompartmentumokba valé bejutdsanak mindkét

mechanizmusanak, vagyis a plazmamembranon at torténé kdzvetlen transzlokacidnak (101), valamint
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az endocitdzisnak és az azt kbvet6 endolizoszomalis felszabadulasnak (20, 103) k6zos jellemzGije, hogy

a membrdnnal torténd elektrosztatikus kdlcsonhatdsok szerepet jatszanak a folyamatban (164, 165).

Kovetkezésképpen mindkét Utvonal hatékonysagat befolydsolhatja a dipdlpotenciadl altal keltett
elektromos er6tér nagysdaga, illetve az abban bekovetkezd vdltozds. Ezzel a hipotézissel 6sszhangban
azt talaltuk, hogy az w-3 tébbszorosen telitetlen ALA és az altala kivaltott dipdlpotencial csokkenés
jelent&sen fokozta egy kationos CPP, a penetratin endolizoszomalis kiszabadulasat (15. dbra). Mivel az
ALA altal fokozott kiszabaduldas megnéveli a citoszolikusan elérhetd penetratin mennyiségét, igy
logikus az a feltételezés, hogy az ahhoz konjugdlt farmakon koncentracidja, vagyis a terdpids szer
biohasznosuldsa is novekedhet. Ugyanakkor a telitett SA és az w-6 tobbszordsen telitetlen GLA,
amelyek inkabb emelik a dipdlpotencialt, nem valtoztattak érdemben a penetratin citoplazmaba vald
bejutdsat (15. dbra). Ezen eredményeink megerésitik, hogy a dipdlpotencial nagysaga befolyasolja a
CPP-k felvételének hatékonysagat és hangsulyozzdk az w-3 tobbszordsen telitetlen zsirsavak

dipdlpotencialt csokkents hatdsat, illetve annak sejtélettani jelent6ségét.

Kisérleteinkben a dipdlpotencidl valtozdsainak a CPP-k sejtekbe torténé felvételénre és
endolizoszomalis kiszabaduldsara gyakorolt hatasainak szamszer(sitésére fluoroférral konjugalt
penetratinokat vizsgaltunk aramldsi citometrids eljards segitségével. Irodalmi adatok alapjan
ugyanakkor egyes fluoroférok CPP-khez torténd konjugacidja befolyasolhatja ezen peptidek
membranokhoz valo kot6dését és azokon torténd atjutasat (166), ami kikliszobolhetd jelolésmentes
technikak, példaul NMR spektroszkopia (166), a molekulak intrinsic fluoreszcenciajanak mérése (167)
vagy tomegspektrometria (168) alkalmazasaval. Fentiek ellenére a fluoreszcenciaalapi mérési
megkdzelitések tovabbra is a leggyakrabban hasznalt technikdak maradnak a CPP-k felvételének
tanulmanyozasara egyedi, elvitathatatlan el6nyeik miatt. Ezek kozé tartozik a nagy atereszt6képességl
vizsgalatokra valo alkalmassag, az egyszer(ibb alkalmazhatdsag, a CPP-szintek becslésének lehet&sége
a kiilénb6z6 intracellularis kompartmentekben, valamint az élG és elhalt sejtek megkiilonboztetésének
lehetdsége. Ez utdbbi tényez6 lényeges ezekben a kisérletekben, kiilonds tekintettel nemrégiben tett
megfigyeléseinkre, miszerint a kdrosodott vagy halott sejtek membranjahoz joval nagyobb mértékben,
azonnal kotédik a penetratin, ugyanakkor id6fliggs felvétellik sokkal kisebb mértékben névekszik az
intakt, él6 sejtekhez képest (34). Habar a fluoreszcensen jel6lt penetratinokat alkalmazé maédszerekkel
kapott eredmények értelmezése nagy koriltekintést igényel, ugyanakkor ezen mérési mddszerek —

jelenlegi ismereteink szerint — még mindig a legcélravezet6bbnek tekintheték.
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6.6. Az intracellularis organellumok membranjainak lipidosszetétele és strukturalis

szervezBdése

A sejten belll minden egyes kompartmentumot egyedi, sajatos lipidosszetétellel rendelkez6 membran
vesz korul, ami a lipidek topografiailag korlatozott szintézisének, jellegzetes lokdlis, az adott
kompartmentumokra specifikus metabolizmusanak, valamint a vezikuldk segitségével vagy kdzvetlen
kontaktushelyeken keresztiil megvalésuld szelektiv organellumok kozotti transzportjanak koszonhet6
(66-68, 169). A legtobb lipid, példaul a foszfolipidek, a koleszterin és a komplex szfingolipidek
prekurzoraként szolgalé ceramidok az endoplazmas retikulumban szintetizdlédnak, ugyanakkor a
koleszterin és a szfingolipidek gyorsan mas organellumokba szallitddnak. Kovetkezésképpen az
endoplazmas retikulumot hatdrolé kettGsrétegben kevés ilyen molekula marad és ezért ezen
sejtszervecske membranja varhatdan lazdbb pakolddast mutat, ami kedvezhet az Ujonnan szintetizalt
lipidek és fehérjék membranba épiilésének és transzportjanak. A Golgi-készilék, amely a szekrécids

|”

utvonalban a lipidek szortirozé allomasaként is m(kodik, és , koztes lipidommal” jellemezhetd, szintén
a lipidszintézis jelent6s helyének tekinthet6. Ebben az organellumban azonban jellemzGen a
komplexebb szfingolipidek, példaul a szfingomielin, a glikozilceramidok és a magasabb rend(
glikoszfingolipidek szintézise torténik, amelyek ezutan f6leg a plazmamembranba transzportalédnak.
A plazmamembran, amely az extracelluldris tér felé a sejtet hatarolja, ezen funkciéja miatt inkabb
fizikai értelemben a stabilitasra épil, ugyanis nagy mennyiség( szfingolipidet és koleszterint tartalmaz,
ami sokkal nagyobb pakoldsi slrlséget, rendezettséget és mechanikai stresszel szembeni
ellenalloképességet eredményez. Az endocitotikus Utvonalban a korai endoszémak membranjainak
Osszetétele varhatdéan a plazmamembranéhoz hasonld, mig az uUtvonal belsé elemei, példdul a
lizoszomak, ettdl eltéré osszetétellel, példaul alacsonyabb koleszterin- és szfingolipid-mennyiséggel
rendelkezhetnek. A mitokondridlis membranok egyedi, baktériumokra emlékeztet6 Osszetételt
mutatnak, beleértve az érdemben egyediil ebben az organellumban el6forduld kardiolipin magas
szintjét, a foszfatidilglicerol béséges jelenlétét, a magas foszfatidiletanolamin/foszfatidilkolin aranyt és
altaldban az alacsony koleszterinszintet. Bar a mitokondriumokban a lipidek szintézisét végz6 enzimek
egyedi készlete van jelen, jelentGs lipidcsere zajlik a kozvetlen endoplazmds retikulum-mitokondrium
kontaktushelyeken. Noha az organellumok membrdanjainak ezen sajatos lipidosszetétele varhatdan
tlikrozédik azok szervez6désében és biofizikai tulajdonsagaiban is, az intracelluldris sejtszervecskék
ilyen tulajdonsagai alig dokumentaltak, kiilondsen ép, éI6 sejtekben, mivel a legtobb, az intracellularis
membranokat tanulmanyozd kisérletet kordbban izoldlt organellumokon vagy egy adott

kompartmentum Osszetételét utdanzé modellmembranokon végezték (66-68, 169).
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6.7. Az intracellularis organellumok membranjainak vizsgalata kérnyezeti

paraméterekre szenzitiv fluoroférokkal

ElS sejtekben az intracelluldris organellumok membrénjainak, illetve azok biofizikai tulajdonsagainak
tanulmanyozasa altalanossagban az aldbbi négy f6 stratégia szerint végezhetd. i) Specifikusan egy
adott organellumban felhalmozédé fluoroférok laterdlis mozgasi szabadsaganak elemzése informdaciot
adhat az adott kettésréteg jellemzGirSl, amint azt GFP-konjugalt endoplazmas retikulum-rezidens
lipidek vagy fehérjék (69, 70), illetve a mitokondriumokban dusulé TMRM (74) lateralis diffuzidjanak
vizsgdlata sordn kimutattak. ii) Egy lokdlis mikrokdrnyezeti paraméterekre érzékeny fluorofér
megfelel6 molekularis csoporttal konjugalva szintén preferencidlisan akkumulalédhat egy adott
organellumban. llyen megkdzelitést korabban alkalmaztak annak igazoldsdra, hogy a Golgi-membran
szerkezeti plaszticitdsa fokozottabb a merevebb plazmamembranokhoz képest, amit egy Golgi-
specifikus C6-NBD-ceramid préba spektralis relaxdcidja alapjan mutattak ki (71). Hasonld elvek mentén
egy molekularis rotoron végzett fluoreszcencia-élettartam képalkotdssal tartdk fel a mitokondrialis
belsé membran fluiditasa és a sejtlégzés kozotti dinamikus kapcsolatot (73), illetve egy amin-kapcsolt,
kettGs emisszidju, polaritasérzékeny prdoba segitségével a lizoszomalis hasadas és fuzidé soran a
lizoszomalis membranokban bekovetkez6 fluiditasvaltozasokat (72). Ezen mddszerek k6zos hatranya
azonban, hogy specifikusan csak egy adott organellum vizsgdlatara hasznalhaték, igy nem teszik
lehet6vé a kilonféle sejtszervecskék kett&srétegeinek Osszehasonlitd elemzését. iii) Egy harmadik
megkozelitést jelent, ha egy kornyezetérzékeny fluorofér szisztematikusan mdédosithaté ugy, hogy
kiilonb6z6 organellumokban dusuljon, igy a jelolt kompartmentumok tulajdonsagai koézvetlendl
Osszehasonlithatok egymassal. Ezt a rendkivil igéretes megkozelitést alkalmaztak organellum-célzott
c-Laurdan molekuldk el&allitasara (170), illetve olyan, Nile Red szolvatokromos festéken alapuld
vegyliletek l|étrehozasara, amelyek specifikus célzast biztositd ligandumokat hordoznak az
endoplazmas retikulum, a mitokondriumok, a lizoszémak, a Golgi-késziilék, a plazmamembranok és a
lipidcseppek membranjainak szelektiv jelolésére (114, 171, 172). Bar ez a megkodzelités kétségkivil
Oriasi potencialt rejt, komparativ elemzések soran azt kell feltételezni, hogy a molekula kémiai
maddositdsa nem valtoztatja meg az eredeti szolvatdkromos fluorofér alapvet6 tulajdonsagait, illetve a
modositott szarmazékok elGallitasa kémiai értelemben nehézkes lehet. iv) A harmadik megkozelités
sokkal egyszer(ibb alternativdja, amelyet a jelen vizsgdlatainkban is alkalmaztunk, az, hogy egy
valamennyi cellularis membranban felhalmozddd, kedvezd spektrdlis tulajdonsagu kdrnyezetérzékeny
fluorofédrt — esetlinkben az F66-ot — fluoreszcens organellum-markerekkel kombindlunk. Ezt
kovetden kvantitativ képanalizissel elkllonithet6k a kompartmentumok egymdstdl az organellumot

jelolé markerek jele alapjan, és meghatarozhaté kizardélag az adott sejtszervecskének megfelel6
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régidban a biofizikai paraméter értéke. E mddszer f6 elénye a iii) pontban leirtakkal szemben az, hogy

ugyanazon sejtek organellumainak tulajdonsagai hasonlithatok 6ssze egymassal.

A iv) mddszerhez elméletben barmely, a disszertaciéban eddig emlitett kdrnyezeti paraméterekre
szenzitiv fluorofér hasznalhatdé lehet, gyakorlati megfontolasok alapjan azonban a lehetséges opcidk
szama erételjesen korlatozott. A két, talan leggyakrabban hasznalt préba, a lokalis mikroviszkozitasra,
azaz a fluiditasra érzékeny TMA-DPH (10, 34, 107-110), illetve a hidraciéra érzékeny szolvatokromos
Laurdan (10, 34, 107, 108, 116-120) k6z0s hatranya az alacsony fotostabilitds és az UV-tartomanyba
es( gerjeszthet6ség. Hagyomanyos lézerekkel és optikai elrendezésekkel torténé képalkotdsra sokkal
inkabb alkalmas a szolvatokrémos PY3174 (108, 111), valamint az elektrokromos di-8-ANEPPS (10, 11,
14, 15, 21-23, 30, 34, 58, 59), illetve kémiailag rokon vegyiletik, a gyakran hasznalt és kereskedelmi
forgalomban is elérhet6, szolvatokrdmosnak tartott di-4-ANEPPDHQ (24, 173, 174). Mindharom prdba
k6z0s tulajdonsaga, hogy rendkiviil széles gerjesztési és emisszids spektrummal rendelkeznek és ezaltal
a leggyakrabban alkalmazott fluoroférokkal, igy példaul GFP-vel vagy RFP-vel jelentds spektralis
atfedést mutatnak, mely megneheziti mas, széles korben haszndlt fluorofdérokkal, illetve az azokkal
konjugalt organellummarkerekkel valé kombinalt alkalmazasukat. A dipdlpotencidl aramlasi
citométerrel térténé meghatarozdsara fentebb hasznalt F66 prébanak ezzel szemben f6 el6nye, hogy
a kozeli UV-tartomanyban, példaul a mikroszképokban altaldanossagban hasznalt 405 nm-es lézerekkel
hatékonyan gerjeszthetd (14, 16, 64), igy gerjesztési spektruma jol elkilonil mas, széles kérben
alkalmazott fluoroféroktdl, példdul a GFP-t6l, az RFP-t6l vagy a voros-tdvoli voros festékektdl,

amelyeket gyakran konjugalnak az intracellularis organellum-markerekhez.

Kisérleteink soran az intracelluldris organellumok membranbiofizikai jellemz8inek komparativ
analiziséhez a iv) megkozelitést valasztottuk. Ehhez hagyomanyos konfokalis mikroszképos képalkotast
és kvantitativ képanalizist alkalmazva az F66-ot széles kérben elfogadott, gyakori fluoroférokat —GFP-
t, RFP-t és Deep Redet — hordozé organellum-markerekkel egyidejlileg hasznaltuk. Kimutattuk, hogy

bar valamennyi intracellularis membran esetén a plazmamembranhoz képest alacsonyabb F66 T*/N*

emisszids arany tapasztalhatd — ami alacsonyabb dipdlpotencidlnak, vagyis a membran-viz
hatarfelileten kisebb mértékli molekuldris rendezettségnek felel meg - a kilonbozé

kompartmentumok kett&srétegei jelentds valtozatossagot mutatnak (17. &bra). Osszhangban a
kiilénb6z6 organellumok eltéré koleszterintartalmara vonatkozé irodalmi adatokkal (66-68, 169),
valamint azzal az altaldnosan elfogadott megfigyeléssel, mely szerint a membranban taldlhato
koleszterin mennyisége jellemz&en jol korrelal a dipdlpotencial nagysagaval (14-16, 22, 34, 47, 58, 59),
harom, egymastdl alapvetGen kilonb6z6 sejttipusban is a szekrécids/endocitotikus Utvonal mentén
befelé csokkené dipdlpotencidl-gradienst taldltunk a membranokban, amely ugyanazt a sorrendet

kovette, mint a koleszterin mennyisége: plazmamembrdn >> lizoszdma > Golgi-késziilék > endoplazmas
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retikulum (18-22. abra). Figyelemre méltd volt még, hogy valamennyi vizsgalt sejttipus esetén a
mitokondridlis membranok dipdlpotencialja szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a plazmamembrané,
ugyanakkor —alacsony feltételezett koleszterintartalmuk alapjan némileg varatlanul — szignifikdnsan
magasabb volt, mint a Golgi-késziilék és az endoplazmas retikulum membranjaié, SH-SY5Y sejtekben
pedig még a lizoszdmak kettSsrétegeiben tapasztaltnal is magasabbnak bizonyult, ami a szelektiven a

mitokondriumban megtalalhaté lipidek fontos szerepére utalhat.

Tekintettel arra, hogy az F66 alkalmazdsa a gerjesztett allapotban zajlé intramolekuldris
protontranszfer reakcién alapul, felmerilhetne, hogy ez a reakcid érzékeny lehet a kdrnyezé vizes
fazisok kornyezeti pH-jara, és ebben az esetben — figyelembe véve az intracellularis organellumok,
példaul a lizoszomak eltéré pH-jat — a megfigyelt kilonbségek egyszerlien ezekkel a megvaltozott pH-
értékekkel lennének magyardzhatdk. Ez azonban valdszinttlennek tlnik, mivel a reakcidban részt vevé
molekularis csoportok a membran belsejében helyezkednek el, ahol szabad protonok varhatéan nem
fordulnak el6. Ennek megfelel6en — és 6sszhangban az F66 analdégokkal modellvezikuldkban kordbban
kapott eredményekkel, amelyek szerint az 5 és 9 kozotti pH-tartomanyban nem mutathaték ki
spektralis valtozasok (65) — nem észleltiink szignifikans kiilonbséget az F66 T*/N* emisszids aranyaban,

ha a sejtekben a lokalis pH-t 5,5 és 7,5 kOz6tti tartomanyban valtoztattuk (23. abra).

Bar az F66 és a GFP vagy RFP kozotti spektralis atfedés elméletileg lehet6vé teheti a fluoroférok kdzott
a fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) megjelenését, ami megzavarhatna a kvantitativ
eredményeink értelmezését, ilyen zavard hatas rendkivil valdszindtlen. Ennek oka az, hogy a ,,donor”
F66 jéval nagyobb mennyiségben van jelen, mint az ,,akceptor” GFP vagy RFP — ami a mikroszkdpos
képeken megfigyelt fluoreszcencia intenzitasokbdl nyilvanvalé —, tovabba kicsi a valdszinlsége annak,
hogy a membranba agyazott F66 és a vizes fazisban lokalizalt mobil GFP vagy RFP FRET-tavolsagon

belil kolokalizaljon.

Eredményeink, amelyek jelentds kiilonbségeket mutatnak a kiilénb6z6 organellumok membranjainak
dipdlpotencidlja, azaz strukturdlis rendezettsége kdzott, kivald 6sszhangban vannak a Hela-eredet(i KB
sejtek intracelluldris kett6srétegeinek organellum-célzott Nile Red festékek alkalmazasaval
meghatarozott lipidrendezettségi paramétereivel (171), valamint a Hela-sejtek kompartmentjeiben
organellum-célzott c-Laurdan vegyiiletekkel kapott generalizalt polarizacio értékekkel (170), ami
madszeriink fliggetlen validacidjanak tekinthet6. Eredményeink, valamint tovabbi kutatdcsoportok
megfigyelései (170, 171) szerint a mitokondrialis membranokban mas intracellulris organellumokhoz
képest viszonylag magas a molekularis rendezettség és a dipdlpotencial mértéke, mely elsé pillantasra
meglepbnek tlinhet a koleszterin ebben a sejtszervecskében kordabban feltételezett alacsony szintje

miatt. Megfigyeléseinket azonban magyarazhatja, hogy a koleszterin mennyisége bizonyos
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szteroidhormonokat termel6 sejtek és neuronok mitokondriumaiban magasabb, valamint a belsé
mitokondridlis membran rendezettsége is fokozott lehet, amely magas fehérje- és kardiolipin-

tartalmanak tulajdonithaté (175, 176).

6.8. Az intracelluldris organellumok membranjainak rendezettségében megfigyelt

kiilonbségek jelent6sége és a modszer bioldgiai relevanciaja

A disszertdcidban korabban is emlitettik, hogy a transzmembrdan fehérjék kiilonb6z6 funkcionalis
allapotaihoz vezet6 konformdacidvaltozasok a kornyez6 kettésréteg permissziv és kooperativ
részvételével mennek végbe, kovetkezésképpen azok ki vannak téve a membranlipidek moduldlé
hatdsainak. A kozvetlen kotédés mellett a lipidek a lokalis mikrokdrnyezet biofizikai tulajdonsagainak
madositasan keresztil is hatnak a fehérjékre (7, 86, 87). A mélyebb rétegek molekularis rendezettsége,
vagyis a fluiditds és a hidracid, befolydsolhatja bizonyos fehérjekonformerek aggregacids allapotat, a
konformaciovaltozasok sebességét, a masodlagos szerkezetet és a relativ stabilitast (5, 7, 177, 178);
mig a membran-viz hatarfellileten az intramolekularis dipdlusok nem-véletlenszer( elrendezddése
altal Iétrehozott dipdlpotencidl a polaris vagy toltott aminosavakkal vald kélcsénhatas révén szintén
befolydsolhatja a konformdcids stabilitasokat, kovetkezésképp a kdzottiik bekdvetkezd atmeneteket is
(2, 4, 7, 88). Felvetették példaul, hogy a dipdlpotencidl nagysdga befolyasolja a feszlltségfiiggé
kaliumcsatornak fesziiltségérzékelését és aktivacids kapuzasat (10, 31, 93), a Na*-K* ATPaz (96) és a P-
glikoprotein (58) ATPaz- és pumpaaktivitasat, valamint az ErbB fehérjék (23) és a szerotoninreceptorok
(57) ligandkotését, asszociacidjat, autofoszforilacidjat és downstream jeldtvitelét. Sejtes
vizsgalatokban az F66 emisszids ardnyanak azon véltozasai, amelyek a dipdlpotencial bioldgiai hatasok
kivaltasara képes eltéréseivel tarsultak, 10% és 40% kozottiek voltak (14, 16). Jelen kisérleteinkben az
intracelluldris organellumok és a plazmamembran kozo6tti relativ kiilonbségek a =25-45% tartomdanyba
estek, ami aldtamasztja, hogy a dipdlpotencidl celluldris membranok kozotti variabilitasa bioldgiai
jelent&séggel birhat, mivel a fehérjék varhatdan pontos lokalizaciéjuktél fliggbéen funkcionalis
eltéréseket mutathatnak az eltér6, membranbeli lokalis mikrokérnyezet fliggvényében. E

hipotézislinket azonban a jov6ben még tesztelni kell.

Osszefoglalva, egy uj, a legtdbb hagyomanyos konfokalis mikroszképon kénnyen megvalésithatd
mérési modszert optimalizadltunk az intracellularis organellumok membranbiofizikai tulajdonsagainak
vizsgalatara ép, élG, egyedi sejtekben. E mérési technika bioldgiai jelentésége abbdl fakad, hogy
potencialisan alkalmazhaté egy adott organellumban bizonyos patoldgias allapotokban kialakuld
biofizikai eltérések feltarasara. Mivel a membranbiofizikai tulajdonsagokat 4&ltaldnossagban, a
dipdlpotencialt pedig kilondsen, jelentGsen meghatarozzak a membranlipidek — példaul a kilonb6z6

foszfolipidek (11), gliikozilceramid és ceramidok (10, 14), valamint a koleszterin (14-17, 22, 23, 34, 47,
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58) kvalitativ és kvantitativ jellemz6i —, ezek megvaltozott szintjei a kettGsrétegek biofizikai
jellemz6inek moddosulasahoz vezethetnek. llyen lipideltéréseket széles korben leirtak human
korképekben, tobbek kozoétt metabolikus (75-77), neurodegenerativ betegségekben (79, 80) és
lizoszomalis tarolasi betegségekben (84), valamint daganatokban is (6, 81-83). — az intracellularis
organellumok rendellenességei |ényegesen hozzdjarulhatnak e kérdllapotok patomechanizmusdhoz is.
Ennek megfelel6en az intracellularis organellumok biofizikai eltéréseinek feltarasa a jovében ezen
kéros allapotok patofizioldgiajanak jobb megértéséhez, terapids célpontok azonositdsdhoz és Uj
terapias megkozelitések kidolgozdsahoz vezethet. Az olyan kdnnyen haszndlhaté kérnyezetérzékeny
fluoroférok és mérési technikdk fejlesztése pedig, mint az itt bemutatott modszer, a jov6ben értékes

eszkoz lehet ezen célok eléréséhez.
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7. Osszefoglalds

A sejtmembrant alkotd foszfolipidek, szterolok és az ahhoz asszocialt hatarfelileti vizmolekulak
molekuldris  dipdlusainak rendezett orientaciéjdbdél eredé dipdlpotencidl megismerését
nagymértékben hatradltatja az él6, egyedi sejtek vizsgalatara alkalmas mérési mddszerek, valamint a
nagysaganak kisérletes csokkentésére hasznalhato, fizioldgidsan is el6forduld vegytletek hidnya. Ezért
a disszertacio elsé felében bemutatott munkank soran kidolgoztunk és optimalizaltunk egy, a
dipdlpotencidlra szenzitiv F66 fluorofdr emisszids spektrumaban bekovetkezé eltolédds vizsgalatdn
alapulé, nagy atereszt6képességli aramldsi citrometrias eljarast, mellyel nagyszamu, egyedi, él6 sejtrél
nyerhetiink kvantitativ informaciét a dipdlpotencidl nagysagardl. Mddszeriink alkalmazhatdsagat
tobb, kilonb6z6 sejtvonal és kezelés segitségével, illetve a dipdlpotencial tanulmanyozasara
leggyakrabban hasznalt és leginkabb elfogadott mddszerrel torténd 6sszehasonlitassal tdmasztottuk
ald. Vizsgdlataink soran él6 sejtekben igazoltuk kilénb6z6 szterolszarmazékok, igy a 6KC, 7DHC és
koleszterin dipdlpotencidlt novel6 hatdsat. Mddszerlinkkel kiilonbozé telitett és tobbszordsen
telitetlen zsirsavakkal torténé kezelések hatasat vizsgalva kimutattuk, hogy az a-linolénsav, egy w-3
tobbszorosen telitetlen zsirsav, mely a humdn sejtek membranjaban élettani kortilmények kozott is
megtalalhatd, képes volt csokkenteni a dipdlpotencidl nagysagat, mig a telitett sztearinsav és — érdekes
maddon —az w-6 tobbszordsen telitetlen y-linolénsav is ezzel ellentétes hatast fejtett ki. Az a-linolénsav
ezen kedvezd hatdsa megfigyelhetd volt koleszterin jelenlétében is, ellensilyozva utébbi hatasat. A
kezelések altal a dipdlpotencidlban kivaltott valtozasok bioldgiai relevancidjat egy sejtpenetralé peptid,
a penetratin felvételére, kiilondsen endolizoszomalis felszabaduldsdra gyakorolt hatasaval

hangsulyoztuk.

Az F66 kedvez6 spektrdlis tulajdonsagainak koszénhetbéen kitlinéen alkalmazhaté egylitt mas
fluorofdérokkal — igy fluoreszcens intracelluldris organellum-markerekkel is. A disszertacié masodik
felében ismertetett munkank soran optimalizaltunk egy konfokalis mikroszképian és kvantitativ
képanalizisen, illetve az F66 fluorofér emisszids aranymérésén alapuld maédszert, mellyel él6, egyedi
sejtekben komparativ médon tanulmanyozhaté a plazmamembran, illetve a kiilonb6z6 sejtszervecskék
membranjainak dipdlpotencidlja. Uj technikdnk segitségével tébb, egymastdl jelentSsen kiilonbdzé
human sejtvonalban is kimutattuk, hogy a dipdlpotencidl nagysdga a plazmamembranban a
legnagyobb, mig az intracellularis membrénrendszerekben a szekrécids/endocitotikus Utvonalon
,befelé” haladva csokken a lizoszéma > Golgi-késziilék > endoplazmas retikulum sorrendben. A
mitokondridlis membrdnokban mérheté dipdlpotencial nagysaga némileg varatlanul a lizoszémakéhoz
adddott hasonlénak. Mddszeriink hasznos eszk6z lehet azon organellumok azonositasara, amelyekben
a megvaltozott lipidszintekkel jaré betegségek sordn patofizioldgiai szempontbdl jelentGs

membranbiofizikai valtozasok kovetkeznek be.
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8. Summary

Characterization of the dipole potential arising from the ordered orientation of molecular dipoles of
membrane phospholipids, sterols, and membrane-associated interfacial water molecules has
remained difficult due to the lack of measurement methods suitable for investigating living individual
cells, as well as the absence of physiologically relevant compounds capable of experimentally lowering
its magnitude. Therefore, in the first part of the work presented in this dissertation, we developed and
optimized a high-throughput flow cytometric method based on quantifying the shift in the emission
spectrum of the dipole-potential-sensitive F66 fluorophore. This method enables the acquisition of
guantitative information on the magnitude of the dipole potential from large numbers of individual
living cells. The applicability of our method was validated using several cell lines and treatments, as
well as through comparison with the most widely accepted method for studying dipole potential. In
our experiments, we also demonstrated the dipole-potential-increasing effects of various sterol
derivatives, including 6KC, 7DHC, and cholesterol in living cells. Furthermore, by examining different
saturated and polyunsaturated fatty acids, we showed that a-linolenic acid, an w-3 polyunsaturated
fatty acid naturally present in human cell membranes under physiological conditions, was capable of
reducing the magnitude of the dipole potential, whereas saturated stearic acid and—interestingly—
the w-6 polyunsaturated y-linolenic acid exerted the opposite effect. The beneficial action of a-
linolenic acid was also observable in the presence of cholesterol, counteracting the latter’s effect. The
biological relevance of these changes in dipole potential was demonstrated through their impact on

the uptake and particularly the endolysosomal escape of the cell-penetrating peptide penetratin.

Due to the favorable spectral properties of F66, it can be excellently combined with other
fluorophores, including fluorescent intracellular organelle markers. Based on this, in the work
presented in the second part of this dissertation, we optimized a method based on confocal
microscopy, quantitative image analysis, and emission ratio measurements of the F66 fluorophore,
which enables the comparative investigation of the dipole potential of the plasma membrane and the
membranes of various intracellular organelles in living individual cells. Using our novel technique, we
demonstrated in several markedly different human cell lines that the magnitude of the dipole potential
is highest in the plasma membrane, whereas within intracellular membrane systems it decreases
progressively “inward” along the secretory/endocytic pathway in the order lysosome > Golgi apparatus
> endoplasmic reticulum. Somewhat unexpectedly, the magnitude of the dipole potential in
mitochondrial membranes proved to be similar to that of lysosomes. Our method may serve as a useful
tool for identifying organelles in which pathophysiologically significant membrane biophysical changes

occur during diseases associated with altered lipid levels.
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