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BIFIZ.7. Cs.S]aby Bence ÈOK V.      
Biofizikai és Sejtbiológiai Intézet    
 
A C16-CERAMID ÉS C16-GLIKOZILCERAMID KV1.3 IONCSATORNA 
MEMBRÁNBELI LOKALIZÁCIÓJÁRA ÉS KAPUZÁSÁRA KIFEJTETT 
HATÁSAINAK VIZSGÁLATA 
 
A Kv1.3 ioncsatorna membránbeli lokalizációja és kapuzása jelentősen függ a 
sejtmembrán lipidösszetételétől. Korábban kimutattuk, hogy a Kv1.3 lipidtutajbeli 
dúsulása szignifikánsan megnő a membrán koleszterin tartalmának növelését 
követően, ami hozzájárulhat a koleszterin Kv1.3 ioncsatornára kifejtett 
elektrofiziológiai hatásaihoz. Ezek alapján a C16-ceramid (Cer), mint a 
lipidtutajok másik jelentős alkotója, valamint a Gaucher-kórban patognómikusan 
felhalmozódó C16-glikozilceramid (GlcCer) szintén befolyásolhatja a Kv1.3 
membránbeli lokalizációját és kapuzását. 
Mivel a Cer, illetve GlcCer Kv1.3 csatornára kifejtett hatásai jórészt ismeretlenek, 
kísérleteink során célunk a Kv1.3 ioncsatorna membrán mikrodomének közötti 
megoszlásának, valamint egyensúlyi aktivációjának vizsgálata konfokális 
mikroszkópiával, illetve kételektródás voltage-clamp fluorometriás (TEVCF) 
módszerrel a sejtmembrán Cer, illetve GlcCer mennyiségének növelése után. 
A mikroszkópos mérések előkészítéséhez CHO sejtek, míg a TEVCF mérésekhez 
Xenopus laevis oociták membránját Cer-dal vagy GlcCer-dal töltöttünk 24 órán át. 
A konfokális mikroszkópia során ezután jelöltük a sejtekbe transzfektált FLAG 
epitópot hordozó Kv1.3 csatornákat anti-FLAG antitesttel, illetve a lipidtutajokat 
GFP-GPI transzfekciójával. A kvantitatív képanalízis során meghatároztuk a 
Kv1.3, illetve tutaj jelölők intenzitásai közötti Pearson-féle korrelációs koefficiens 
értékét. Az elektrofiziológiai vizsgálatokhoz az ionáramok vizsgálatán túl (G-V 
görbe) monitoroztuk a feszültségszenzor (VSD) mozgását is, annak fluoreszcens 
festékkel történő jelölését követően (F-V görbe), így a ceramidok ioncsatornán 
belüli támadáspontjáról (VSD vagy pórusdomén – PD) is információt kaptunk. 
Eredményeink alapján a Cer szignifikánsan növeli a Kv1.3 lipidtutajokkal való 
asszociációját, míg a GlCer nem befolyásolja azt. Továbbá a Cer, illetve GlCer 
töltés jobbra tolja el a Kv1.3 egyensúlyi aktivációját jellemző G-V görbét, illetve 
a Cer az F-V görbére is hasonló hatást gyakorol. Így a Cer befolyásolja a csatorna 
VSD-jének működését is, míg a GlCer valószínűen közvetlenül a PD-n keresztül 
hat. 
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