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A dipolpotencial mérése membranosszetétel-valtozassal jaro betegségek
membranbiofizikai modellrendszereiben 0j aramlasi citométeres
modszerrel (E7)

Szabé Maté, Zakany Florina, Cs. Szabé Bence, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovaes Tamas !

! Debreceni Egyetem Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A membran dipdlpotencialja (DP) a lipidekhez asszocialt interfacialis vizmolekulak, illetve a
elrendezédése révén =300 mV-os pozitiv potencial jon létre, amely a transzmembran ¢és feliileti
potencialoknal joval nagyobb intramembran elektromos erbteret eredményez, befolyasolva a
kiilondsen a szterolok mennyisége hatarozza meg. Elhelyezkedése miatt mérése rendkiviil nehéz, erre
foleg a fesziiltségszenzitiv di-8-ANEPPS fluorofort hasznaljak spektrofluoriméteres vagy konfokalis
mikroszkopos excitacidos aranyméréses assay soran. Ezen modszerek azonban jelentds hatranyokkal
rendelkeznek, igy célul tiiztiik ki egy j DP mérési modszer kifejlesztését.

Kisérleteink soran egy tujonnan leirt 3-hidroxiflavon-szarmazék hasznalataval kidolgoztunk é&s
optimalizaltunk egy 4aramlési citometrids technikdt a DP mérésére. Alkalmazasdnak alapja, hogy
excitacio utan a fluoroforban gerjesztett allapotu intramolekuléris proton transzfer reakcid megy végbe.
Az igy kialakulé normal és tautomer forma emisszidja elkiilonil és mivel a két forma relativ
eléforduldsa az intramembran elektromos erdtér fliggvénye, a flurofor alkalmas a DP meghatarozasara
emisszios aranyméréses assay segitségével.

Ismert DP-t modosito kezelések (phloretin, 6-ketocholestanol) hasznalataval bizonyitottuk modszeriink
alkalmazhatosagat, di-8-ANEPPS-sel végzett spektrofluorimetrids referenciamérések mellett. JY
lymphoblastoid és THP-1 monocita sejtekben kimutattuk, hogy a membran koleszterin, illetve 7-
dehidro-koleszterin tartalmanak metil-B-ciklodextrin/szterol komplexekkel torténd novelése dozisfliggod
moddon noveli a DP nagysagat.

A munkank soran optimalizalt 1j aramlasi citometrids médszer alkalmazhaté nagy mennyiségl €16 sejt
DP-janak gyors, egyszerl €s megbizhatdé mérésére.
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Szterolok és tobbszorosen telitetlen zsirsavak dipolpotencialra gyakorolt
hatasanak vizsgalata Gj aramlasi citometrias modszerrel (P2)

Szab6 Maté, Zakany Florina, Cs. Szabd Bence, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovacs Tamas !
'DE AOK Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet

A dipolpotencial (DP) +300 mV-os intramembran potencidl, amely jelentdsen befolyasolja a
DP nagysagat, igy hiperkoleszterinémiaban (HC), illetve Smith-Lemli-Opitz szindromaban (SLOS),
ahol a membran koleszterin, illetve 7-dehidrokoleszterin (7DHC) tartalma emelkedik, varhaté a DP
patofizioldgiai jelentdséggel birdo novekedése. A DP mérésére a legelterjedtebb modszer a di-8-ANEPPS
fluorofort alkalmazo spektrofluoriméteres vagy mikroszkopos excitacidos aranymérés, melynek
alkalmazhatosaga azonban erételjesen korlatozott, igy célunk volt egy hatékony DP mérési modszer
fejlesztése ¢€s tesztelése a fenti betegségek membranbiofizikai modelljeiben.

Munkank soran kidolgoztunk egy F66 fesziiltségszenzitiv fluorofort alkalmazo, emisszios aranymérésen
(Rem) alapuld daramlasi citométeres technikat a DP mérésére, Osszevetve eredményeinket
spektrofluorimetrias referenciaméréseink adataival. Ismert DP-t mddositd kezelések (phloretin, 6-
ketocholestanol) hasznalataval bizonyitottuk modszeriink alkalmazhatosagat, az F66 Ren negativ
korrelaciot mutatott a DP nagysdgaval (szenzitivitas: kb. -15%/100 mV). Ezutan JY és THP-1
sejtvonalakon és human PBMC-ken létrehoztuk a fenti betegségek modelljeit és meghataroztuk a DP
nagysagat 11j modszeriinkkel.

A HC, illetve SLOS modelljében kimutattuk, hogy a membrén koleszterin, illetve 7DHC tartalméanak
novelése a megfeleld metil-béta-ciklodextrin/szterol komplexekkel dozisfiiggé modon novelte a DP

crer

zsirsav tartalmi diéta hatdsdnak vizsgalata sordn omega-3 zsirsav alkalmazédsa dozisfiiggden
csokkentette, mig omega-6 zsirsav novelte a DP-t (ARem,max +10%, illetve -5%).

Uj aramlasi citometrids modszeriink alkalmazhaté nagyszami €16 sejt DP-janak gyors, egyszerl és
megbizhatd mérésére €s a sejtmembran Osszetételének megvaltozasaval jaro betegségek vizsgalatara.
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A sejtmembran szterol tartalmanak valtoztatasa modositja a Kv1.3
ioncsatorna lipidtutajok és egyéb membran mikrodomének kozotti
megoszlasat (P47)

Cs. Szabé Bence, Szabd Maté, Zakany Florina, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovacs Tamas
Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgia Intézet

A limfocitak aktivacigjaban szerepet jatszo Kv1.3 ioncsatornardl ismert, hogy preferencidlisan a
lipidtutajokban helyezkedik el. A lipidtutajokban talalhato jelatviteli kornyezet szerepet tolthet be az
ioncsatorna mitkodésének szabalyozasdban. Munkacsoportunkban kordbban kimutattdk, hogy a
membran szterol tartalmanak szelektiv ndvelése megvaltoztatja a Kv1.3 elektrofizioldgiai jellemzdit. A
toltések soran bevitt szterolok és a csatorna kdlcsonhatasanak pontos mechanizmusa azonban nem
ismert.

Célunk volt a membran szterol tartalmanak szelektiv manipulalasa utan a Kv1.3 és a lipidtutajok kdzotti
kolokalizacio 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 membranjabol MBCD alkalmazasaval. Ezutan jeloltiik a sejtekbe
transzfektalt Kv1.3-FLAG csatorndkat anti-FLAG antitesttel és a lipidtutajokat koleratoxin B
alegységével, majd konfokalis, illetve stimulalt emisszié kioltas (STED) mikroszkop segitségével
felvételeket készitettiink. Kvantitativ képanalizis soran meghataroztuk a Kvl.3, illetve tutaj jeldlok
intenzitasai kozotti Pearson-féle korrelacios koefficiens értékeét.

Méréseink alapjan a kontrollhoz (0,416+0,013, n=27) képest a membran koleszterin, illetve 7DHC
tartalma novelésének hatasara a Kv1.3 tutajokkal torténé kolokalizacidja 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 szignifikdnsan csokkent (0,338+0,014, n=30). Konfokalis mikroszkdépos eredményeinket a
nagyobb feloldoképességgel bir6 STED mikroszkopiaval is megerositettiik (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).
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a Kv1.3 membran mikrodomének kozotti megoszlasa fligg a
sejtmembran szterol tartalmatol, ami medialhatja a szterolok ioncsatornakra kifejtett hatasait.
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