Dr. Varga Zoltan MTA Doktori értekezésének biralata

Dr. Varga Zoltan "Fesziiltség-fliggd ioncsatorndk kapuzasa és kolcsonhatasa skorpio toxinokkal"
cimmel, 140 oldal terjedelemben nyujtotta be doktori értekezését. Az értekezés a fesziiltségfliggd
kalium és natrium csatornak szerkezetének, molekularis mozgasainak pontos megértésére iranyulo
kiterjedt, tudomanyos szempontbdl rendkiviil magasszintli, munka Osszefoglaldsa. A Bevezetés
fejezet részletesen ismerteti a fesziiltségfliggd kalium ¢€s natrium csatornak szerkezetének,
miikodésének alapvetd sajatossdgait, az ezzel kapcsolatban rendelkezésre allo ismereteket valamint
a nyitott kérdéseket. Az anyagok és modszerek fejezet szemléletesen és kozérthetéen mutatja be az
alkalmazott technikakat, ezzel megkdnnyitve a specializalt technikakban nem jartas olvasoé szdmara
a bemutatott eredmények értelmezését. Kiilonosen emlitést érdemel a fesziiltség-zar fluorometria és
a Cut-open Oocyte Vaseline Gap fesziiltség-zar technika, amelyeket az ioncsatornak szerkezetének,
mikddésének vizsgalataval foglalkoz6 laboratoriumok kozil is csak nagyon kevés helyen
alkalmaznak, és amelyeket Dr. Varga Zoltdn Magyarorszagon els6ként honositott meg. Az
Eredmények és MegbeszEélés fejezet, tematikusan végighaladva, a kisérleti eredményeket azok
értelmezésével egylitt mutatja be, ami segiti az olvasdt a bonyolult kisérleti protokollok
motivacidjanak, illetve a mérési eredményekbdl levonhaté mechanisztikus kovetkeztetéseknek,
megértésében.

Osszességében a munka tudomanyos értéke vildgszinten is kiemelkedd, Magyarorszagon pedig
egyediilallo. Az aldbbiakban megfogalmazott kérdéseim, megjegyzéseim a munka tudomanyos
értékét, illetve annak eredményeit, nem kérddjelezik meg, inkdbb csak személyes kivancsisagomat
tiikrozik. Ezek alapjan a munkat az MTA Doktora cim megszerzésére messzemenden alkalmasnak
tartom, €s a nyilvanos védés kitlizését javasolom.

I. Formai észrevételek:

Elirasok:

7. oldal: "hat transzmembranbdl 4ll6 hélixet tartalmaz6 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 é4bra: a fluoreszcencia jel pA-ben van megadva

Pontatlansagok:

8. oldal: "A Kir6.2 csatornak spontan nyitasat az intracelluldris ATP szint emelkedése gatolja a
szulfonilurea receptorokon keresztiil." Valdjaban az ATP gatld hatdsat kozvetleniil a Kir6.2
alegység citoszolikus doménjéhez kozddve fejti ki, a szulfonilurea receptornak a MgADP okozta
csatorna aktivacioban van szerepe.

Idegen szavak indokolatlan hasznalata:

35. oldal: "fundamentalis események"

Magyarazatot igénylé megallapitasok:



41. oldal: "Mivel a HEK sejteken tobb ioncsatorna természetes, endogén expresszidjat is leirtak, a
sejteken minden esetben outside-out patch konfiguracidban végeztik az -elektrofizioldgiai
méréseket."

54. abra: CFSE — nincs definidlva
II. Tartalmi megjegyzések, kérdések:

1.

Az 5.1 fejezetben a 27-31. abrakon bemutatott kisérletek soran tobbszor emliti az inaktivacid
hatdsat a porus zarodasara, de nem pontositja, hogy N- vagy C-tipust inaktivaciordl van-e szo.
Vajon ezek a mérések teljes hosszisagu csatorndkon késziiltek, vagy N-termindlisan csonkitott
csatornakon, amelyek nem rendelkeznek inaktivacios peptiddel (Shaker IR)? Ezt érdemes lett volna
tisztazni az 5.1 fejezet elején.

2

64. oldal, 32. E-F abrak: "Eredményeink azt mutattdk, hogy a gatlas a rendszeriink id6beli feloldasi
hataran beliill kialakult, azaz igen gyors. A kimoséas kinetikdja szintén gyors volt, viszont
konzisztensen lassabb, mint a gatlas kialakulasdnak kinetikdja és szigmoid kinetikat kovetett. Bar
nem bizonyitottuk tovabbi kisérletekkel, ennek lehetséges magyardzata, hogy tobb proton kotdhely
van a szelektivitasi szlir@ intracellularis bejaratanal, melyek koziil egy betoltottsége elegendd a
gatlas kialakuldsédhoz."

Talan kézenfekvdobb a kovetkezd magyardzat. Az oldatcsere soran a lecserélt ion (jelen esetben a
proton) koncentracioja iddben exponencialis lefutassal all be az 1) koncentraciora. A csatornadram
azonban nem-linedris fliggvénye a proton-koncentracionak, hanem a protonok okozta blokk
nagyjabol hiperbolikus telitési gorbét kovet (Id. 32. D abra): I/I,~=Ky/([H']+K;). Az dramgorbe
idébeli lefutasat tehat az I(t)=Io*Ky/([H ](t)+K;) fiiggvény irja le, ahol a protonkoncentracié idébeli
lefutasa [H']J(t)=([H Jo-[H T)*(exp((t-to)/))+[H ]-. Az dram nem-lineéris protonfiiggése miatt a
blokkol6 protonok rdmosasakor (pH=7.3 — _ _ _ _
, Measuring solution exchange time using current block/unblock

pH=4.2 valtds) az 4aram az oldatcsere Tt by adding/removing [B],,=n*K, (n=0.5, 1, 2, ... 200)
idéallandojanal rovidebb idéallandoval csokken,
a protonok elmosdsakor (pH=4.2 — pH=7.3
valtas) viszont csak késéssel, és az oldatcsere 1
idéallandojanal  hosszabb idéallandoval  all
helyre. Ez az aszimmetria annal kifejezettebb,
minél magasabb az alkalmazott
protonkoncentracio a blokk K értékéhez képest.
A 32. E-F abran pl. a blokkol6 iont (a protont) a
gatlast okozo K; értéknél 200-szor magasabb
koncentracioban alkalmaztak (K=10°" M,
alkalmazott [H']=10"** M), igy a tapasztalt .
aszimmetria nem meglep, hanem megfelel |« =0z (s
annak, amit egy szimpla egykotOhelyes blokk ° T “ ® *

. ., . L, e, Normalized time (t/r,
mechanizmus josol (1d. illusztracio).

[B)/[B],, time course

Topp=0-797

Tapp=0-667

Fractional current

Tapp=0.347

Tapp™ 1.817 (for later part)

solution exchange)

3. A 76-77. oldalon leirja, hogyan szamoltdk ki a toxinko6tédés illetve disszocidcid sebességeit a
mért aramgorbékbol. A 77. oldal tetején szerepld, a toxinkotddés sebességi allandojat kifejezo
egyenlet feltételezi, hogy a kotddés sebessége linedrisan fligg az alkalmazott toxinkoncentraciotol.
Ugyanakkor a toxinkotddés 77-78. oldalon leirt kétlépéses modellje azt josolja, hogy a kotddés
sebessége a toxinkoncentracid nem-linedris, telithetd fliggvénye. Tapasztaltak-e méréseikben a



kotodési sebesség telithetdségét magas toxinkoncentraciok esetén, vagy mindig olyan alacsony
toxinkoncentraciokkal dolgoztak, amelyek mellett a toxinkotddés difftzidgatolt, azaz a fenti
egyenlet érvényes, maradt, mint pl. az 51. D dbran?

I11. Legfontosabb ij megallapitasok:

1. A Shaker kalium csatorndkban a hiperpolarizaciot kovetéen az aktivacios kapu zarodasa minden
esetben megeldzi a VSD visszatérését. Fiziologias koriilmények kozott az aktivacios kapu igen gyorsan
zarodik be, és a VSD visszatérése joval lassabban ezt kovetden torténik meg. Hosszi depolarizaciot
kovetden azonban az inaktivacid hatdsdra a csatorna zarddasa lassuva, s ezzel sebesség-meghatarozdva
valik, ezaltal hatraltatva a VSD visszatérését a nyugalmi allapotba.

2. Az intracellularisan a protonok mar fiziologias pH tartomanyban is blokkoljak a Shaker kéalium
csatorndk porusat, de kapuzasukat nem befolyasoljak. Az extracellularis protonok nem blokkoljdk a
porust, de — joval alacsonyabb pH tartomanyban — felgyorsitjak az inaktivaciot.

3. A K,1.3 csatornaban az alacsony pH-n protonalt H399-es aminosav gatolja a K* ionok mozgasat
mindkét irdnyba a pdrus extracellularis bejaratanal. Ez megmagyarazza a K,1.3 csatorna inaktivacios
kinetikajanak fiziologias ionkdrnyezetben megfigyelhetd forditott extracellularis pH fiiggését (alacsony
pH lassitja az inaktivaciot).

4. A Vm24 toxin a K,1.3 csatorndk jelenleg ismert legnagyobb szelektivitasu (szelektivitasi
hanyados>1500), és legnagyobb affinitasu (K4~3 pM) gatloszere, amely in vitro hatékonyan gatolja a T-
sejt aktivaciot, in vivo pedig a késdi hiperszenzitivitasi reakcidt, igy immunszuppressziv terdpiara
alkalmas kiindulasi molekulaként szolgalhat.

5. A vad tipust anuroctoxin K,1.3 csatorna iranti szelektivitasat (a K,1.3 csatorndhoz képest) az
N17A/F32T dupla mutacié harom nagysagrenddel noveli, a hatdst a toxinszerkezet merevségének
novekedése okozhatja.

6. A sziv fesziiltségfiiggd natrium csatorndjaban a négy fesziiltségszenzor domén mozgéasa az
aktivacio és inaktivacid sordn is egymastol eltérd fesziiltségfiiggést és kinetikat kdvet, amelynek
részletei jelentdsen eltérnek az izom natrium csatornaban leirtaktdl. A sziv natrium csatornaiban a
4. fesziiltségszenzor domén hatarozza meg az inaktivacio kialakuldsat, mig 3. fesziiltségszenzor
domén szabalyozza az abbdl torténd visszatérést.

7. Két Brugada szindromat okozé Na csatorna mutacié egymastol eltéré mechanizmussal okozzak

crer

Budapest, 2018. szeptember 17.

Csanady Laszlo
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