Valasz Dr. Csanady LaszI6 opponensi véleményére

K6széondm Dr. Csanddi Laszlénak, az MTA doktordnak doktori értekezésem birdlatat, konstruktiv
megjegyzéseit és kérdéseit, melyekre az alabbiakban valaszolok:

I. Formai észrevételek:

Elirasok:

7. oldal: "hat transzmembranbdl allé hélixet tartalmazé alegység"
7. oldal: "APT szenzitiv"

17. oldal: a beillesztett 6. abra eltakarja a szoveg egy részét

82. oldal: Table 3 — ilyen tablazatot nem talaltam

72. B abra: a fluoreszcencia jel pA-ben van megadva

Kdszéném a Biralonak, hogy felhivta a figyelmem ezekre az elirdsokra. Az els6 harom valéban eliras
illetve szerkesztési hiba. A 82. oldali hivatkozas az el6z6, 81. oldalon talalhato 1. tablazatra kellett volna,
hogy mutasson, a szoveg szerkesztése soran maradt bent a téves hivatkozas.

A 72. B dbréan a fluoreszcencias jel nagysdga valoban pA-ben van feltiintetve. Ennek az az oka, hogy a
fluoreszcenciat detektdld fotodidda aramat egy patch-clamp erdsitével mérjik pA egységekben.
Valéjaban a fluoreszcencids jel abszolit értékének itt nincs jelent&sége, mivel VCF mérésekben az
intenzitas valtozdsanak relativ nagysagara vagyunk kivancsiak, melyet szazalékosan adunk meg, igy az
mértékegységtél fliggetlen, illetve a vdltozas kinetikdjara, melyet pedig id6egységekkel jellemziink.

Pontatlansagok:
8. oldal: "A Kir6.2 csatorndk spontdn nyitdsat az intracellularis ATP szint emelkedése gatolja a

szulfonilurea receptorokon keresztiil." Valéjaban az ATP gatlé hatdsat kézvetleniil a Kir6.2 alegység
citoszolikus doménjéhez kozédve fejti ki, a szulfonilurea receptornak a MgADP okozta csatorna
aktivacioban van szerepe.

Idegen szavak indokolatlan hasznalata:

35. oldal: "fundamentalis események"

K6szon6m a pontositast a Kare csatorna miikodésével kapcsolatosan.
Valdban, irhattam volna ,alapvetd események”-et.

Magyarazatot igényl6é megallapitasok:

41. oldal: "Mivel a HEK sejteken tébb ioncsatoma természetes, endogén expresszidjat is leirtak, a
sejteken minden esetben outside-out patch konfiguraciéban végeztiik az elektrofiziologiai méréseket."

54. abra: CFSE — nincs definidlva

Transzfektalatlan HEK tsa201 sejteken depolarizalé impulzus hataséra tobb szaz pA amplitiddju endogén
fesziiltség-fligg6 K* dram mérhetd teljes-sejt konfiguraciéban. Annak érdekében, hogy ez az dram ne
torzitsa a toxinok gatlasa esetén szamolt megmaradé aramhanyadot, célunk volt a transzfektalt csatorna
adraménak és az endogén csatorna aramanak hanyadosat maximalizalni. Emelt mennyiség( csatorna DNS
bejuttatdsaval ez el is érhet6, viszont teljes-sejtes konfigurdci6 esetén méréstechnikai korldtokba titkdzik.
Egyrészt, mivel a HEK sejtek nagyon hatékonyan képesek expresszalni e csatornakat, a mért dram nagyon
sok esetben meghaladhatja az er@sit6 maximalis, 20 nA-es méréshatdrat. Mdsrészt, még ha a
tartomanyon beliil is marad az dram, sok nanoamperes amplituddk esetén a soros ellendlldson esé nagy
fesziiltség megakadélyozza a sejt membranpotencialjanak a kivant értéken torténd tartdsat, ezzel
jelent8s mértékben torzitva mind az dram amplitudoéjat, mind a kinetikdjat. Kitépett membranfolt esetén
(outside-out patch) j6l kezelhet§, néhany szdz pA amplitud6ju dramokat kapunk a transzfektalt



csatornakbdl, viszont az endogén csatornak arama gyakorlatilag mérhetetlen. gy jéval ,tisztdbb”
korilmények kozott végezhetSk a mérések.

Valéban, sajnalatos médon kimaradt a CFSE esszé leirdsa a mddszerek leirdsanal. A CFSE esszé a
karboxifluoreszcein szuccinimidil észter fluoreszcencids festék haszndlatan alapul, mely képes a sejtbe
hatolni, és intracelluldris molekuldkhoz kétédni. Sejtosztédas sordn a festék mennyisége felez8dik, és
aranyosan csokken a sejt fluoreszcencidja is, igy dramldsi citométerrel meghatarozhaté az osztédasok

szama, és az osztodott sejtek ardnya.

Il. Tartalmi megjegyzések, kérdések:

1. Az 5.1 fejezetben a 27—31. dbrakon bemutatott kisérletek soran tébbszor emliti az inaktivacié
hatésat a pérus zarédasara, de nem pontositja, hogy N- vagy C-tipust inaktivaciordl van-e szé.

Vajon ezek a mérések teljes hosszlsagi csatornakon késziiltek, vagy N-termindlisan csonkitott
csatornakon, amelyek nem rendelkeznek inaktivaciés peptiddel (Shaker IR)? Ezt érdemes lett volna

tisztazni az 5.1 fejezet elején.

Valéban, nem emlitem sem az 5.1.1 fejezetben, sem az 5.1.2 fejezetben a kisérletekhez hasznalt
csatornat, bar az utébbi fejezetben kideriil, hogy a lassu, C-tipust inaktivaciérél van szé. Mindkét
kisérletsorozat a Shaker IR csatorndval, azaz a N-termindlisi inaktivacids labdatél megfosztott
csatornaval késziilt, igy az inaktivacidra vonatkozo megjegyzések a C-tipusu inaktivaciéra vonatkoznak. Az
Anyagok és Mddszerek fejezetben ugyan tobbszor is megemlitem a Shaker IR csatornat, de hogy ezt mely
kisérletekben alkalmaztam, hidnyzik. Tényleg ki kellett volna ezt emelni a konnyebb érthet&ség kedvéért.

2. 64. oldal, 32. E-F abrak: "Eredményeink azt mutattak, hogy a gatlas a rendszeriink idGbeli feloldasi
hataran beliil kialakult, azaz igen gyors. A kimosas kinetikaja szintén gyors volt, viszont konzisztensen
lassabb, mint a gatlas kialakuldsanak kinetikaja és szigmoid kinetikat kovetett. Bar nem bizonyitottuk
tovabbi kisérletekkel, ennek lehetséges magyarazata, hogy tobb proton koét6hely van a szelektivitasi
sz(ir intracellularis bejaratanal, melyek kéziil egy betoltottsége elegendd a gatlas kialakulasahoz. "
Taldn kézenfekvébb a kévetkezé magyardzat. Az oldatcsere soran a lecserélt ion (jelen esetben a
proton) koncentraciéja id6ben exponenciilis lefutassal all be az (j koncentraciéra. A csatornadaram
azonban nem-linedris fiiggvénye a proton-koncentraciénak, hanem a protonok okozta blokk nagyjabaél
hiperbolikus telitési gorbét kovet (Id. 32. D abra): 1/1,~=K//([H*]+K)).

Az aramgorbe iddbeli lefutasat tehat az I(t)=lo*K/([H'](t)+K/) fiiggvény irja le, ahol a
protonkoncentracié idébeli lefutdasa [H*](t)=([H'lo-[H]«)*(exp((t-to)/T))+[H*]w. Az dram nem-linedris
protonfiiggése miatt a blokkol6 protonok ramosasakor (pH:7.3 — pH:4.2 valtas) az aram az oldatcsere
id6allandéjanal rovidebb idéallandéval csékken, a protonok elmosasakor (pH:4.2 — pH:7.3 valtas)
viszont csak késéssel, és az oldatcsere idéallanddjanal hosszabb iddallandéval all helyre. Ez az
aszimmetria annal kifejezettebb, minél magasabb az alkalmazott protonkoncentracié a blokk K;
értékéhez képest. A 32. E-F abran pl. a blokkol6 iont (a protont) a gatlast okozo K; értéknél 200-szor
magasabb koncentraciéban alkalmaztdk, igy a tapasztalt aszimmetria nem meglep6, hanem megfelel
annak, amit egy szimpla egykét&helyes blokk mechanizmus jésol (Id. illusztracio).

Kdszondm a részletes, illusztralt, és igen meggy6z6 magyarazatot. Ez alapjan valdban magyarazhatja a
ldtottakat egyetlen proton két6dése, és mivel ez az egyszer(ibb modell, ezt célszerl feltételezni a
mechanizmus leirdsara. A kézleményiink megjelenését kdvets évben jelent meg egy kozlemény (J. Gen.
Physiol. 123: 305-319, 2004), mely még részletesebben vizsgdlta az intracellularis protonok altal okozott
gatlast a nagy konduktancidju Ca?*- és fesziiltségfiiggs BK K* csatorndn. Bar e csatorna szerkezete nem
teljesen egyezik meg a Kv csatorndk szerkezetével, azokkal kdzeli rokonségban van, igy a mechanizmusra
vonatkozd konkluzidk valészinlileg érvényesek a Shaker csatorna gatlaséra is. Ezen eredmények, a mi
eredményeinkkel egyez6en azt mutattdk, hogy a protonok az egyedi csatorna dramok csokkenését
okozzdk, ami a mérérendszer felbontdsat meghaladé nagy frekvencidju kotGdési és disszocidcios 1épések
miatt kovetkezik be. Bar e tanulmény a gétlds enyhe fesziiltségfiiggését mutatta ki nagy fesziiltségek
(>100 mV) és alacsony pH (6=<) esetén, az altalunk is vizsgélt tartomanyban (<100 mV és pH 6,4) a gatlas
itt is fesziiltség-fiiggetlennek bizonyult. Ez az igen enyhe fesziiltségfiiggés arra utal, hogy a membranon



keresztiil es6 potencialkilonbség csak kis hanyadat érzékelik a gatld protonok. Mivel a fesziiltség
tulnyomd része a szelektivitdsi sz(r6n esik, a gatldo protonok nem lépnek be a szlir6be. Megemelt
intracellularis K* esetén csokkent a protonok gatlo hatasa, ami a két ion kdzotti kompeticiéra utal. Ezek
alapjan a javasolt mechanizmus az, hogy a protonok a szelektivitdsi sz(ir6 intracelluldris végén
egyszeriien ,elakadnak”, oda belépni nem képesek, igy rovid idére akaddlyozzak a K* aramlast. E modell
is megerdsiti azt a feltevést, hogy egyetlen proton is elegendd az aram gatlasahoz, és nem sziikséges

négy kot6hely létezése.

3. A 76-77. oldalon leirja, hogyan szamoltik ki a toxinkétSdés illetve disszociacié sebességeit a mért
aramgorbékbdl. A 77. oldal tetején szerepld, a toxinkétGdés sebességi allandéjat kifejezé egyenlet
feltételezi, hogy a kdtédés sebessége linearisan fligg az alkalmazott toxinkoncentraciétol.

Ugyanakkor a toxinkétédés 77-78. oldalon leirt kétlépéses modellje azt josolja, hogy a kotddés
sebessége a toxinkoncentracié nem-linearis, telithet fiiggvénye. Tapasztaltdk-e méréseikben a
kétGdési sebesség telithetdségét magas toxinkoncentracidk esetén, vagy mindig olyan alacsony
toxinkoncentracidokkal dolgoztak, amelyek mellett a toxinkétédés diffuzidgatolt, azaz a fenti egyenlet

érvényes, maradt, mint pl. az 51. D abran?

A legtdbb vizsgdlt toxin esetében nem végeztiink részletes analizist a gatlds kinetikajaval kapcsolatosan,
mivel elsésorban a Kv1.3 iranti affinitasukra, illetve mas csatornakkal szembeni szelektivitasukra voltunk
kivancsiak. A dozis-hatas gorbék felvétele soran jellemz&en a Kq érték 100-szorosdig mentiink fel, hiszen
ennél a toxinkoncentracional mar csak elenyész6 aram marad, igy a magasabb koncentraciék mar nem
sokat alakitanak a gorbén, valamint a skorpiokbdl kinyert és tisztitott toxinokbdl meglehet&sen limitaltak
voltak a felhasznadlhaté készletek. Azokban az esetekben, ahol vizsgaltuk a gatlas kialakuldsanak
kinetikdjat, ezeknél a koncentracidknal nem tapasztaltuk az emlitett telitési jelenséget.

Tobb toxin esetén egyébként nem is meghatarozhatd a bemosdsi kinetika nagy koncentrdciok
alkalmazasakor a Kv1.3 csatornan, a kumulativ inaktivdcié kialakuldsa miatt. Ugyanis sdr(in alkalmazott
depolarizélé impulzusok esetén, még akkor is, ha azok igen rovidek, a csatorndk egy része inaktivalt
allapotba keril, és onnan nem tudnak visszatérni, igy az amplitido folyamatos csokkenése figyelhetd
meg. Ha azonban elegendd id6t adunk a csatornaknak az inaktivaciébol valé visszatérésre, ami
jellemzéen minimum 15 s, akkor magas toxinkoncentracié esetén az egyensulyi gatlds gyakran egy
impulzus alatt kialakul, igy kinetikdja nem meghatdarozhaté.

Végezetil ismét szeretném megkdszonni Professzor Ur értékes birdlatat, kérdéseit, és kérem Professzor
urat valaszaim elfogadasara.

Debrecen, 2019. februar 11.
Tisztelettel és kdszonettel: // ) ,/7

Dr. Varga Zoltan
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