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BIFIZ.2. Szab6 Maté AOK IV., Cs.Szab6 Bence AOK IV.
DE AOK Biofizikai €s Sejtbiologiai Intézet

A DIPOLPOTENCIAL MERESE MEMBRANOSSZETETEL-VALTOZASSAL
JARO BETEGSEGEK MEMBRANBIOFIZIKAI MODELLRENDSZEREIBEN
UJ ARAMLASI CITOMETERES MODSZERREL

A dipdlpotencial (DP) +300 mV-os intramembran potencial, amely jelentdsen
szterol ¢€s ceramid tartalmdnak emelése noveli a DP nagysagat, igy
hiperkoleszterinémiaban (HC), Smith-Lemli-Opitz szindromaban (SLOS), illetve
Gaucher-kérban, ahol rendre a membran koleszterin, 7-dehidrokoleszterin
(7DHC), vagy ceramid tartalma emelkedik, varhat6 a DP patofiziologiai
jelentdseggel bird novekedése. A DP mérésére a legelterjedtebb modszer a di-8-
ANEPPS fluorofort alkalmazd, spektrofluoriméteres vagy mikroszkdpos
excitacios aranymérés. Ennek alkalmazhatosdga azonban erdteljesen korlatozott,
igy célunk volt egy hatékony DP mérési modszer fejlesztése €s tesztelése a fenti
betegségek membranbiofizikai modelljeiben.

Munkank sordn kidolgoztunk egy F66 fesziiltségszenzitiv fluorofort alkalmazo,
emisszios aranymérésen (Rem) alapuld dramldsi citométeres technikat a DP
mérésére, Osszevetve eredményeinket spektrofluorimetrias referenciaméréseink
adataival. Ismert DP-t modositdo kezelések (phloretin, 6-ketocholestanol)
hasznalataval bizonyitottuk modszeriink alkalmazhatosagat, az F66 Rem negativ
korrelacidt mutatott a DP nagysagaval (szenzitivitas: kb. -15%/100 mV). Ezutan
JY ¢és THP-1 sejtvonalakon és vérbdl szeparalt mono- €s limfocitakon létrehoztuk
a fenti betegségek modelljeit és meghataroztuk a DP nagysagat (1j modszeriinkkel.
A HC, illetve SLOS modelljében kimutattuk, hogy a membran koleszterin, illetve
7DHC tartalmanak novelése a megfeleld metil-béta-ciklodextrin/szterol
komplexekkel dozisfiiggd modon novelte a DP nagysdgat (ARem,max -14%,
tartalmi di¢ta hatdsanak vizsgilata soran omega-3 zsirsav (alfa-linolénsav)
alkalmazésa dozisfiiggden csokkentette, mig omega-6 zsirsav (gamma-linolénsav)
novelte a DP-t (ARem,max +10%, illetve -5%). A Gaucher-korban megfigyelhetd
membraneltérések DP-ra gyakorolt hatasainak vizsgalata folyamatban van.

Uj aramlasi citometrias modszeriink alkalmazhato nagy mennyiségii é16 sejt DP-
janak gyors, egyszerli €s megbizhatd mérésére €s a sejtmembran Osszetételének
megvaltozasaval jaro betegségek vizsgalatara.

Témavezeto: Dr. Kovacs Tamas
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BIFIZ.5. Cs. Szab6 Bence AOK V., Szabé Maté AOK IV.
DE AOK Biofizikai €s Sejtbiologiai Intézet

A SEITMEMBRAN SZTEROL TARTALMANAK VALTOZTATASA
MODOSITJA A KV1.3 IONCSATORNA LIPIDTUTAJOK ES EGYEB
MEMBRAN MIKRODOMENEK KOZOTTI MEGOSZLASAT

A limfocitak aktivaciojaban szerepet jatszd fesziiltségkapuzott Kvl.3
ioncsatornarol ismert, hogy preferencialisan a lipidtutajokban helyezkedik el. Ezen
mikrodomének altal biztositott jelatviteli kornyezet fontos szerepet tolthet be az
ioncsatorna miikodésének szabalyozdsaban. Munkacsoportunkban korabban
kimutattak, hogy a membran szterol tartalmanak szelektiv novelése megvaltoztatja
a Kvl.3 elektrofiziologiai jellemzoit (kinetikai €s egyensulyi paraméterek). A
toltések soran bevitt szterolok ¢€és a csatorna kolcsonhatasdnak pontos
mechanizmusa (direkt €s /vagy indirekt hatasok) azonban nem ismert.
Kisérleteink soran célunk volt a membran szterol tartalmanak szelektiv
manipulalasa utan a Kv1.3 ¢és a lipidtutajok kozotti kolokalizacid vizsgalata. Ehhez
HEK-293 sejtekben a koleszterin vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC) mennyiségét
noveltiik a megfeleld szterol/metil-béta-ciklodextrin (MBCD) komplexekkel,
illetve koleszterint vontunk ki a sejtek membranjab6l MBCD alkalmazasaval.
Ezutan jeloltiik a sejtekbe transzfektalt FLAG epitopot hordozd Kvl1.3 csatorndkat
anti-FLAG antitesttel ¢s a lipidtutajokat koleratoxin B alegységével, majd
konfokalis, illetve stimulalt emisszio kioltas (STED) mikroszkop segitségével
felvételeket készitettiink. Kvantitativ képanalizis sordn meghataroztuk a Kvl.3,
illetve tutaj jel616k intenzitasai kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiens értekét.
Méréseink alapjan a kontrollhoz (0,416+0,013, n=27) képest a membran
koleszterin, illetve 7DHC tartalma novelésének hatasara a Kv1.3 tutajokkal torténd
kolokalizacioja szignifikansan (p<0,05) novekedett (koleszterin esetén
0,492+0,013, n=34; 7DHC mellett 0,500+0,015, n=32), mig MBCD kezelés utan
szignifikansan csokkent (0,338+0,014, n=30). Konfokalis mikroszkopos
eredményeinket a nagyobb feloldoképességgel (46-60 nm) bir6 STED
mikroszkdpidval is megerdsitettiik (kontroll: 0,274+0,025, n=25; koleszterin:
0,361+0,019, n=32; 7DHC: 0,366+0,019, n=28; MBCD: 0,219+0,022, n=24).

Témavezeto: Dr. Kovacs Tamas, Dr. Zakany Florina

105



