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A lizoszomalis béta-glikocerebrozidaz (GBA) drokletes deficienciaja altal okozott Gaucher-koér
patognomikus eltérése a glikozilceramid (GlcCer) felhalmozédasa az intracellularis
organellumok membranjaban és a plazmamembranban, amely révén azok biofizikai jellemzdi
jelentdsen megvaltozhatnak, hozzajarulva a betegség patomechanizmusahoz. A Gaucher-
kérban leginkabb érintett sejtek a makrofagok mellett a neuronok, amelyek eltérései megfelelé
modellrendszer hianyaban még jorészt ismeretlenek.

Célul tlztlk ki egy uj neuronalis Gaucher-modellrendszer membranbiofizikai karakterizalasat.
Ehhez a GBA™ egerekb6l szarmazo immortalizalt kortikalis neuronokbdl allé modellben
koérnyezeti paraméterekre szenzitiv fluoroférok (TMA-DPH, Laurdan, PY3174, di-8-ANEPPS és
F66) spektrofluorimetrias, konfokalis mikroszképos és aramlasi citométeres vizsgalataval
jellemeztiik a membranbiofizikai eltéréseket kontroll GBA** sejtekhez viszonyitva. Emellett
konfokalis mikroszképia, F66 és intracellularis organellumokra specifikus markerek
hasznalataval karakterizaltuk kildnb6z6é kompartmentumok membranjait.

Eredményeink alapjan a GBA™- neuronokban a GlcCer akkumulaciéja a membranbiofizikai
paraméterek eltéréseivel tarsul. A GBA’ neuronokban a GBA** neuoronokhoz képest ugyanis
szignifikansan lecsdkken a membranok fluiditasa, illetve hidracidja (a TMA-DPH fluoreszcencia
anizotrdpiaja, illetve a Laurdan generalizalt polarizacidja (GP) magasabb), valamint
megnovekszik a lipid rendezettség mérteke (a PY3174 GP értéke emelkedett). Emellett megnétt
a membranhoz asszocialt molekularis dipolok rendez8désébdl szarmazd és a membran
belsejében jelentds pozitiv potencialként megjelené dipdlpotencial nagysaga (az intramembran
elektromos er6tér nagysagaval aranyos di-8-ANEPPS excitaciés arany megnétt, mig az azzal
negativan korrelalé F66 emisszios arany lecsokkent). Kilénbdzé intracellularis organellumokat
vizsgalva azt talaltuk, hogy a dipdlpotencial killondsen a lizoszomakban emelkedett, amely
eltérés nagyobbnak bizonyult, mint a plazmamembranban.

Kisérleteink soran karakterizaltuk az Gjonnan leirt GBA™ neuronalis Gaucher-fenotipusu
modellrendszer membranbiofizikai eltéréseit, valamint validaltunk egy olyan mérési médszert,
amely alkalmas lehet él6 sejtek cellularis membranjainak biofizikai karakterizalasara in situ.

UNKP-21-4-11-DE-137, UNKP-21-4-11-DE-138, UNKP-21-3-1-DE-233, UNKP-21-3--DE-316

Roviditések: di-8-ANEPPS: 4-(2-[6-(dioktilamino)-2-naftalenil]etenil)-1-(3-szulfopropil)piridinium belsé so,
F66: N-[3-(40-dihexilamino-3-hidroxi-flavonil-6-oxi)-propil]-N,N-dimetil-N-(3-szulfopropil)-ammadnium,
belsé s6, GBA: lizoszomalis béta-gliikkocerebrozidaz, GlcCer: glikozilceramid, Laurdan: 6-dodekanoil-
N,N-dimetil-2-naftilamin, PY3174: 4-[2-(6-Dibutilamino-5-fluoro-naftalen-2-il)-vinil]-1-(3-trietilammonio-
propil)-piridinium dibromid, TMA-DPH: 4’-(trimetilammonio)-difenilhexatrién



51. MEMBRAN TRANSZPORT KONFERENCIA
POSZTER ABSZTRAKTOK

A CIKLODEXTRINEK GATOLJAK A SARS-COV-2 TUSKEFEHERJE ACE2
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A SARS-CoV-2 4ltal okozott COVID-19 betegségben az elsé elfogadott gyodgyszer a remdesivir
volt, amelyet porként vagy koncentralt oldatként infuziéban alkalmaznak a klinikumban. Azonos
mennyiségl remdesivir mellett mindkét formulacio jelentés mennyiségl (3-6 g) szulfobutiléter-
béta-ciklodextrint tartalmaz, melynek vérbeli koncentracidja a mM-os nagysagrendet is elérheti.
A SARS-CoV-2 sejtekbe torténd tiskefehérje altal medialt bejutasanak kapui a lipidtutajok,
amelyekben a tliskefehérje receptoraként szolgaléd ACE2 receptor és a sejtbe jutast segitd
TMPRSS2 proteaz dusul.

A ciklodextrinek koleszterinkivond képességuk révén a tutajok roncsolasaval képesek
csOkkenteni szamos fehérje tutajbeli lokalizaciojat. Azt vizsgaltuk, hogy kulénbdzé CD-ek és
remdesivir formulacidok hogyan befolyasoljak az ACE2R és a TMPRSS2 lipidtutajokkal valé
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torténd kotédését és sejtbe torténd felvételét.

Kisérleteinket az ACE2R-t és TMPRSS2-t stabilan expresszalé HEK sejteken és Calu-3
sejteken végeztik. Konfokalis mikroszkdpiaval kimutattuk, hogy kilénb6zd ciklodextrinek és
remdesivir formulacidk terapiasan relevans koncentraciokban alkalmazva szignifikansan
csokkentik az ACE2R és TMPRSS?2 lipidtutajokkal és egymassal valo kolokalizaciojat, mig a
remdesivir Snmagaban nincs hatassal ezekre. Aramlasi citometria soran a ciklodextrinek és
remdesivir formulacidk dozisfuggden csdkkentették a fluoreszcensen jeldlt vad tipusu és delta
variansu tiskefehérje ACE2R kotését, hasonléan a tliskefehérjék felvételéhez, amelyet
konfokalis mikroszképiaval kvantifikaltunk.

A ciklodextrinek terapiasan relevans koncentracioban alkalmazva az ACE2R, TMPRSS2 és
tiskefehérjék ACE2R kotését és felvételét. Kétszeres ciklodextrin tartalma révén a remdesivir
oldat hatékonyabban gatolja a fenti folyamatokat, ami felhivja a figyelmet a cikldeoxtrinek eddig
kiaknazatlan terapias potencialjara, valamint a kétféle remdesivir formulacié esetleges in vivo
hatékonysagbeli killdnbségeire.

UNKP-21-4-11-DE-138, UNKP-21-4-11-DE-137

Roviditések: ACE2R: angiotenzin konvertald enzim 2 receptor, Calu-3: human bronchialis
epithelialis sejtvonal, COVID-19: koronavirus betegség 19, HEK: human embriondlis vese
sejtvonal, SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome-koronavirus 2, TMPRSS2:
transzmembran szerin proteaz 2



