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BIFIZ.2. S]aby Mitp ÈOK IV., Cs.S]aby Bence ÈOK IV. 
DE ÁOK Biofizikai és Sejtbiológiai Intézet    
 
A DIPÓLPOTENCIÁL MÉRÉSE MEMBRÁNÖSSZETÉTEL-VÁLTOZÁSSAL 
JÁRÓ BETEGSÉGEK MEMBRÁNBIOFIZIKAI MODELLRENDSZEREIBEN 
ÚJ ÁRAMLÁSI CITOMÉTERES MÓDSZERREL 
 
A dipólpotenciál (DP) +300 mV-os intramembrán potenciál, amely jelentősen 
befolyásolja a transzmembrán fehérjék konformációját és funkcióit. A membrán 
szterol és ceramid tartalmának emelése növeli a DP nagyságát, így 
hiperkoleszterinémiában (HC), Smith-Lemli-Opitz szindrómában (SLOS), illetve 
Gaucher-kórban, ahol rendre a membrán koleszterin, 7-dehidrokoleszterin 
(7DHC), vagy ceramid tartalma emelkedik, várható a DP patofiziológiai 
jelentőséggel bíró növekedése. A DP mérésére a legelterjedtebb módszer a di-8-
ANEPPS fluorofórt alkalmazó, spektrofluoriméteres vagy mikroszkópos 
excitációs aránymérés. Ennek alkalmazhatósága azonban erőteljesen korlátozott, 
így célunk volt egy hatékony DP mérési módszer fejlesztése és tesztelése a fenti 
betegségek membránbiofizikai modelljeiben. 
Munkánk során kidolgoztunk egy F66 feszültségszenzitív fluorofórt alkalmazó, 
emissziós aránymérésen (Rem)  alapuló áramlási citométeres technikát a DP 
mérésére, összevetve eredményeinket spektrofluorimetriás referenciaméréseink 
adataival. Ismert DP-t módosító kezelések (phloretin, 6-ketocholestanol) 
használatával bizonyítottuk módszerünk alkalmazhatóságát, az F66 Rem negatív 
korrelációt mutatott a DP nagyságával (szenzitivitás: kb. -15%/100 mV). Ezután 
JY és THP-1 sejtvonalakon és vérből szeparált mono- és limfocitákon létrehoztuk 
a fenti betegségek modelljeit és meghatároztuk a DP nagyságát új módszerünkkel. 
A HC, illetve SLOS modelljében kimutattuk, hogy a membrán koleszterin, illetve 
7DHC tartalmának növelése a megfelelő metil-béta-ciklodextrin/szterol 
komplexekkel dózisfüggő módon növelte a DP nagyságát (∆Rem,max -14%, 
illetve -8%). A HC terápiájában kiegészítésként használt magas telítetlen zsírsav 
tartalmú diéta hatásának vizsgálata során omega-3 zsírsav (alfa-linolénsav) 
alkalmazása dózisfüggően csökkentette, míg omega-6 zsírsav (gamma-linolénsav) 
növelte a DP-t (∆Rem,max +10%, illetve -5%). A Gaucher-kórban megfigyelhető 
membráneltérések DP-ra gyakorolt hatásainak vizsgálata folyamatban van. 
Új áramlási citometriás módszerünk alkalmazható nagy mennyiségű élő sejt DP-
jának gyors, egyszerű és megbízható mérésére és a sejtmembrán összetételének 
megváltozásával járó betegségek vizsgálatára. 
 
TpmaYe]etĘ: Dr. KoYics Tamis 
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BIFIZ.5. Cs. S]aby Bence ÈOK IV., S]aby Mitp ÈOK IV. 
DE ÁOK Biofizikai és Sejtbiológiai Intézet    
 
A SEJTMEMBRÁN SZTEROL TARTALMÁNAK VÁLTOZTATÁSA 
MÓDOSÍTJA A KV1.3 IONCSATORNA LIPIDTUTAJOK ÉS EGYÉB 
MEMBRÁN MIKRODOMÉNEK KÖZÖTTI MEGOSZLÁSÁT 
 
A limfociták aktivációjában szerepet játszó feszültségkapuzott Kv1.3 
ioncsatornáról ismert, hogy preferenciálisan a lipidtutajokban helyezkedik el. Ezen 
mikrodomének által biztosított jelátviteli környezet fontos szerepet tölthet be az 
ioncsatorna működésének szabályozásában. Munkacsoportunkban korábban 
kimutatták, hogy a membrán szterol tartalmának szelektív növelése megváltoztatja 
a Kv1.3 elektrofiziológiai jellemzőit (kinetikai és egyensúlyi paraméterek). A 
töltések során bevitt szterolok és a csatorna kölcsönhatásának pontos 
mechanizmusa (direkt és /vagy indirekt hatások) azonban nem ismert. 
Kísérleteink során célunk volt a membrán szterol tartalmának szelektív 
manipulálása után a Kv1.3 és a lipidtutajok közötti kolokalizáció vizsgálata. Ehhez 
HEK-293 sejtekben a koleszterin vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC) mennyiségét 
növeltük a megfelelő szterol/metil-béta-ciklodextrin (MBCD) komplexekkel, 
illetve koleszterint vontunk ki a sejtek membránjából MBCD alkalmazásával. 
Ezután jelöltük a sejtekbe transzfektált FLAG epitópot hordozó Kv1.3 csatornákat 
anti-FLAG antitesttel és a lipidtutajokat koleratoxin B alegységével, majd 
konfokális, illetve stimulált emisszió kioltás (STED) mikroszkóp segítségével 
felvételeket készítettünk. Kvantitatív képanalízis során meghatároztuk a Kv1.3, 
illetve tutaj jelölők intenzitásai közötti Pearson-féle korrelációs koefficiens értékét. 
Méréseink alapján a kontrollhoz (0,416±0,013, n=27) képest a membrán 
koleszterin, illetve 7DHC tartalma növelésének hatására a Kv1.3 tutajokkal történő 
kolokalizációja szignifikánsan (p<0,05) növekedett (koleszterin esetén 
0,492±0,013, n=34; 7DHC mellett 0,500±0,015, n=32), míg MBCD kezelés után 
szignifikánsan csökkent (0,338±0,014, n=30). Konfokális mikroszkópos 
eredményeinket a nagyobb feloldóképességgel (46-60 nm) bíró STED 
mikroszkópiával is megerősítettük (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). 
 
 
TpmaYe]etĘ: Dr. KoYics Tamis, Dr. Zikin\ Florina


