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vizsgélata

(dc 1744 20)

Kosz6nom Csernoch Laszlo professzor Urnak, hogy elkészitette értekezésem biralatat,
kedvezd véleményt fogalmazott meg a munkdmroél és ez alapjan tdmogatta a nyilvanos vita
kitizését. Epitden birdld megjegyzéseire €s kérdéseire az alabbi valaszokat adom.

A helytelen vagy furcsa szohasznalatra vonatkoz6 kritikai megjegyzéseket elfogadom. Az
angol nyelvli szakkifejezések magyar megfeleldjének megtaldldsara vonatkozd, némely

esetben sikertelen probalkozasaimért elnézést kérek.

Viélaszaimat a modszerekkel és eredményekkel kapcsolatban feltett, illetve altalanos
kérdésekre az oldalszamozasnak megfelelden adom meg, ahogy a kérdésfelvetés is tortént.

Modszerek 54. oldal

Kérdés: Az ionomycinnel torténd mérésekrdl szerz6 csak annyit kozol, hogy a 2 és 30 mM K*
tartalmazo extracellularis oldatok esetén azok olyan valtozatat hasznaltak ,,amelyek EGTA
helyett kétértékii ionokat (2 mM Ca** és 0.5 mM Mg?") tartalmaztak”.

A mérések sordn Szerzé feltételezi, hogy novekvd ionomycin koncentraciok adagolasanak
hatdsara egyre nagyobb intracellularis kalciumkoncentracio-novekedés alakul ki. Az
értekezésb6l nem vilagos, hogy mire alapozza ezt a feltételezést. Torténtek
kalciumkoncentracio mérések? Ha igen, milyen technikat alkalmaztak, erre ugyanis a
Modszerek fejezet nem tér ki?

Ugyancsak feltételezi, hogy a Ca®"-k elsédlegesen az intracellularis raktarakbdl szarmaznak
(pl. 101. o. ,,a kalcium f6 forrdsa, az intracelluléris raktar”). Miért gondolja a Jelolt, hogy az
ionomycin jelenlétében a felszini membranon keresztiil nem torténik szamottevd
kalctumbelépés? probaltak-e valamilyen moddszert ennek igazoldsara? Talalhato-e
raktarvezérelt csatorna a vizsgalt sejtek felszini membranjaban? Ha igen, az azokon at térténd
kalcium belépés miért hanyagolhato el?

Az ionomycin eltavolitdsa utan az aramok csokkenése szinte azonnal megjelenik (pl. 36. abra).
Ilyen gyorsan eltlinne az intracellularis raktarak membranjabol az ionomycin?

Vilasz: A 1épcsdzetesen novekvd ionomycin koncentraciokat (37. és 40. abra) két-elektrodos
voltage clamp mérésben hasznaltuk, ennél a mérésnél ugyanazt, a modszerek fejezet 53.
oldalan megadott oldatot alkalmaztuk, mint minden mds hasonld petesejt mérésnél. Nem
végeztiink kozvetlen kalcium koncentracié meghatarozast a petesejteken. Ennek ellenére
megalapozott kovetkeztetés, hogy az 50 nM ionomycinnel térténd ingerlésnél kisebb kalcium
novekedés jott 1étre a citoplazmaban, mint az 500 nM ingerlésnél. A kisérletet megeldzéen mar
kimutattuk, hogy a TRESK aktivacidjat a kalcineurin hozza létre. A kalcineurin alaposan
tanulmanyozott kalcium/kalmodulin-fiiggd foszfataz, amely citoplazma kalcium szenzornak
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tekinthetd a rendszeriinkben. Minden esetben kisebb TRESK aktivaciot kaptunk 50 nM
ionomycin alkalmazasakor, mint 500 nM hatasara. A kisebb TRESK aram fokozodéasnak
kisebb kalcineurin aktivacio felel meg, ennek hatterében pedig a kisebb kalcium koncentracio
novekedés all.

Az mar kevésbé bizonyos, hogy az 50 nM-rdl fokozatosan 500 nM-ra ndvelt ionomycin minden
Iépésben kalcium koncentracid novekedést is eredményez. Ugyan a TRESK d4ram
folyamatosan ¢s 1épcsozetesen novekedik a protokoll kozben, de ezt nemcsak a kalcium
koncentracio, hanem az aktivacids mechanizmus idofiiggése is meghatarozza. Ezért lehetséges,
hogy a kalcium koncentraci6 mar nem ndvekszik, esetleg csokken is a kalcium raktar {irtilése
miatt, mikozben a TRESK 4ram még egyre nagyobba valik. Mindemellett a TRESK é4ram
valaszt varhatoan a rendszerre jellemzd deszenzitizacids folyamatok Osszessége is
befolyasolja. Teljesen egyértelmil, hogy ezek a moddositd tényezdk szamottevok, mivel a
Iépcsézetesen novekvd sorozat végén alkalmazott 500 nM ionomycin kisebb TRESK
aktivaciot okoz, mint az azonnali 500 nM ingerlés. Osszességében tehat, a minden 1épésben
novekvo kalcium koncentraciot nem feltételeztiik, egyszertien a TRESK gradalt ingerlésére
volt sziikségiink. Olyan ingerlésre, amely id6ben elnyqjtott, kisebb és fokozatosabban novekvd
TRESK aktivaciot okoz, mint a minden vagy semmi jellegii, nagy koncentracidju ionomycin
stimulus. Erre az alkalmazott protokoll tokéletesen megfelelt.

Munkank sordn nem volt cél a Xenopus petesejt kalcium haztartdsanak részletekbe mend
vizsgalata, amely kiterjedten tanulmanyozott kiilonallo kutatasi irany. A 101. oldalon is csak
azért emlitettem, hogy az ionomycinnel torténd ingerléskor a kalcium f6 forrdsa az
intracellularis raktar, mert ez az irodalmi adat kordbban engem is meglepett. Feltételeztem,
hogy esetleg az olvas6 hozzam hasonléan azt gondolhatja, hogy az ionomycin a
plazmamembranba épiil és az extracellularis térbdl okoz nagy és folyamatos kalcium
bearamlast a citoplazmaba. Tobbszorosen megerdsitett irodalmi adatok szerint, Xenopus
petesejtben az ionomycin nem ezen a moédon hozza 1étre a kalcium szint ndvekedés kezdeti
legnagyobb amplitid6ju fazisat, hanem belsd raktarbol felszabadulassal [1,2]. A késoi
fenntartott kalcium koncentracidért a plazmamembranba épiilt ionomycinen, és ahogy a Biralo
felvetette, az Orai csatorndkon keresztiili &ram felelds [2,3]. Természetesen ezeket sem tartom
elhanyagolhatd tényezdknek, annak ellenére, hogy az értekezésben nem részleteztem az
ionomycin hatdsmechanizmusat, hanem csak a 269. hivatkozds form4jaban utaltam a
kapacitativ kalcium bearamlasra (ref. 269 = [2]).

A 36. abran a TRESK aram koriilbeliil 7 perc utdn csokken felére az ionomycin eltavolitasa
utan. Az értekezésben nem szerepld eredmények szerint ez az aranylag lassi TRESK é&ram
visszaallasi kinetika 1ényegében filiggetlen a citoplazma kalcium koncentraciotdl. Az
ionomycin megvondsa utan mikroinjektalt EGTA+HEPES nem befolyasolja a visszaallas
kinetik4jat, pedig ugyanez hasonl6 idtartomanyban teljesen kivédi a kalcium-fiiggd csatorna
aktivalodast, ahogy a 22. abran lathaté az értekezésben. Ennek oka, hogy a visszaallas
sebesség-meghatarozd 1épése a csatorna lasst foszforildcidja és nem a citoplazma [Ca?']
csokkenése, illetve az ionomycin eltlinése az intracellularis kalcium raktarak membranjabol.
Eppen emiatt volt j6l hasznilhaté az 4ram visszaallasi kinetika kovetése a TRESK-et
foszforilalo kinaz azonositasakor. Mindemellett a K'-aram csokkenése fenntartott ionomycin
inger jelenlétében is megkezdddhet (pl. 44.D ¢és F éabra), taldn az ionomycin nem specifikus
TRESK gatl6 hatdsanak érvényesiilése miatt.

1. Yoshida, S., Plant, S. (1992) Mechanism of release of Ca2+ from intracellular stores in response
to ionomycin in oocytes of the frog Xenopus laevis. J Physiol 458, 307-318

2. Thurman, C. L., Burns, J. S., O'Neil, R. G. (2000) Identifying the Ca(++) signalling sources
activating chloride currents in Xenopus oocytes using ionomycin and thapsigargin. Cell Signal
12, 629-635



3. Courjaret, R., Machaca, K. (2016) Xenopus Oocyte As a Model System to Study Store-Operated
Ca(2+) Entry (SOCE). Front Cell Dev Biol 4, 66

Modszerek 94. oldal

Kérdés: Szerzo jellemzoen 50 nL térfogatot injektal a kisérletek soran (pl. 32. abra). Mekkora
egy oocyta térfogata? Talalhato-e az oocytdkon mechanoszenzitiv csatorna? Ha igen, mekkora
térfogat injektalasa esetén lenne varhatd azok aktivalodasa?

Valasz: Minden esetben 50 nl térfogatot injektaltunk a petesejtekbe. Egy oocyta térfogata
kortilbeliil 1 pl, ennek mintegy fele lehet citoplazma [4]. Ez azt jelenti, hogy a mikroinjektalt
hatéanyagok mintegy tizszeresre higulnak, illetve a sejt teljes térfogata kb. 5 %-kal n6 az
injektalads kozben. A mérésre keriild petesejt nem feszes, hanem inkabb kissé leeresztett
focilabdédhoz hasonlithat6, ezért benne a nyomas, illetve az ennek megfelel6 membranfesziilés
altalaban nem fokozddik szamottevden az injektalas miatt. Az injektalds nem igazén kedvezd
eszkdz a mechanoszenzitiv csatornak aktivalasara, mert nagy térfogat injektalasakor a folyadék
mar minimalis nyomaskiilonbség hatdsara is visszaaramlik az extracellularis térbe a
mikrokapillaris altal szakitott nyildson keresztiil. A petesejt endogén mechanoszenzitiv
ioncsatorndit ezért leggyakrabban excised patch koriilmények kozott vizsgaljak, ahol tobbszor
10 Hgmm nyomaskiilonbség is konnyen létrehozhatdé a membran két oldala kozott [5].
Természetesen nem tudjuk kizdrni, hogy az injektalas miatt jelentkezd &ram novekedés, a nem-
specifikus leak fokozodasan kiviil, részben az endogén mechanoszenzitiv csatornak
aktivalodéasa miatt jott 1étre a méréseinkben. Azonban a mechanoszenzitiv csatornak aramanak
novekedése elhanyagolhatd nagysagu volt az aktivalt TRESK aramhoz képest, az irodalmi
adatokkal j6 6sszhangban [6].

4, Lin-Moshier, Y., Marchant, J. S. (2013) The Xenopus oocyte: a single-cell model for studying
Ca2+ signaling. Cold Spring Harb Protoc 2013

5. McBride, D. W., Jr., Hamill, O. P. (1992) Pressure-clamp: a method for rapid step perturbation
of mechanosensitive channels. Pflugers Arch 421, 606-612

6. Bryan-Sisneros, A. A., Fraser, S. P., Djamgoz, M. B. (2003) Electrophysiological,

mechanosensitive responses of Xenopus laevis oocytes to direct, isotonic increase in
intracellular volume. J Neurosci Methods 125, 103-111

Eredmények 69. oldal, 18. abra

Kérdés: Jelolt a TRESK csatornardl megallapitja, hogy az ,,a nyitott csatorna rektifikacio
mechanizmust meghalado mértékben enyhe kifelé rektifikalast mutat”. Ugyanakkor, bar ez egy
fontos csatornatulajdonsagnak szamit, ,,a kifelé rektifikalas mechanizmusdat nem” vizsgaltak
tovabb. Miért nem folytattak kisérleteket ennek felderitésére? Van-e esetleg valamilyen
elképzelésiik a jelenség hatterében all6 mechanizmusrol?

Vilasz: Néhany egyszert vizsgélatot elvégeztem a TRESK aram rektifikalasat illetéen, de
ezeket nem éreztem emlitésre érdemesnek az értekezésben. Mivel tobb csatornatipusnal is a
divalens ionok koncentracidja Osszefiigg a rektifikacioval, ezért megndveltem az
extracellularis Mg?" vagy Ca®" koncentraciot. Ez azonban nem befolyasolta a TRESK 4ram
kifelé rektifikalasat. Ezért a TRESK esetében valodsziniileg nem az extracellularis divalens
ionok feleldsek a kifelé rektifikalasért. Masok oGtletes elméletet dolgoztak ki a Kop csatorndk
gyors fesziiltségfiiggd kapuzdsdnak magyardzatara, amellyel részben értelmezheté a
makroszkopos aram rektifikalasa. Az ion-fluxus-kapcsolt kapuzas elméletet a bevezetés 8.
abrajanak megfelelden ismertettem az értekezésben [7].
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7. Schewe, M., Nematian-Ardestani, E., Sun, H., Musinszki, M., Cordeiro, S., Bucci, G., de Groot,
B. L., Tucker, S. J., Rapedius, M., Baukrowitz, T. (2016) A Non-canonical Voltage-Sensing
Mechanism Controls Gating in K2P K(+) Channels. Cell 164, 937-949

Eredménvyek 101. oldal, 37. abra

Kérdés: Az értekezésben Szerzo vizsgalja a Karbachol altal kivaltott TRESK aram novekedést
M1 muszkarinos acetilkolin-receptort expresszald oocytakon. Azon kiviil, hogy megallapitja,
hogy az M1 receptor aktivaldsa Karbachollal jelentésen noveli az &ram nagysagat, elemzi, hogy
ez a novekedés milyen mértékii. Ehhez az agonista adasara bekovetkezé aramnovekedést az
adagolas el6tti értékre —a 37. dbran lo-val jeldlve — normalizalja.

Fontos szem el6tt tartani, hogy a normalizalas igen érzékeny az lo értékre, kiillondsen, ha annak
nagysaga kicsiny. Az dbra B panelén bemutatott esetben a vizsgalt két mutans — az AQLP ¢és
az AQAP — esetén az lo értéke jelentdsen kisebb, mint a vad tipusi csatorna esetén. Ez
jelentésen befolyasolja a normalizalas utan kapott adatokat. Kiilondsen annak tiikrében érdekes
ez a probléma, hogy az dbra A panelén bemutatott esetben a mutansok és a vad tipusu csatorna
Io értékei teljesen azonosnak tlinnek. Szerz6 nem mutat adatokat arra vonatkozoan, hogy az lo
értekek atlagosan milyenek voltak a mutans és vad tipust csatornak esetén. Ez szerencsés lett
volna a C és D paneleken bemutatott adatok interpretalasahoz.

hTRESK hTRESK
2 2 [KY] 2 2 [K]
1 80 (mM) 1 80 [ (mM)
50 100 200 200 lono. (hM) 50 100 200 290 lono. (nM)
0 0
5] _ AQAP (1x)
wt. (0.25%) £
—_ 4 wt. (0.5%) o 17 AQAP (2x)
S -6 AQAP(1) S 1
— o N 2_
g 8 N
£-10 1 AQAP (2x) B 3 wi- {1x)
® 1o ] QAP (2x) £ 3 | wt. (0.5x}
<)
-14 wt. (1) € 44 wt. (0.25x)
_16 ¥ T ¥ T v T v T T T T T T T T T
4 8 12 16 0 4 8 12 16
id6 {min) id6 (min)

Valasz: A Biral6 bazalis aramokra vonatkozo kritikdja teljesen jogos €s megalapozott. Az
értekezés megirasakor az eredményeket tOmoritett formaban ismertettem, a f6 iizenet
tolmacsoléasa volt az elsddleges cél. A terjedelem korlatok kozott tartdsa érdekében helyenként
fontos kisérleteket is kihagytam a leirasbol. Ez az eset is ilyen. A mutdns TRESK csatornak
bazalis dramanak nagysagat kontrollalni tudjuk a Xenopus petesejt rendszerben az injektalt
cRNS mennyiség beallitdsaval. A vad tipust és AQAP kalcineurin-kotéhely mutans TRESK
kalctum-fiiggd aktivacigjat kiilonbozoé expresszios szintek mellett 0sszehasonlitottam. Az
AQAP mutins cRNS mennyiségét noveltem, az egyszeres toménység mellett kétszerest is
vizsgéaltam. A vad tipust csatorna cRNS-ét viszont higitottam, egyszeres, félszeres és
negyedszeres tOménységet is alkalmaztam. (Minden csoportot legaldbb tizes elemszammal
mértem.) Az alaparamok kozott igy minden lehetséges relacid, nagysagbeli viszony eldallt,
volt olyan csoport, ahol a vad tipust, és volt olyan, ahol az AQAP mutans alaparama volt
nagyobb. A petesejteket 1épésenként ndvekvd koncentracioji ionomycinnel ingereltem. A
normalizalt gorbék kivaldan egyiitt futnak a kiilonbdz6 cRNS higitasok esetén, mutatva, hogy
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a vizsgalt kifejezodési szintek mellett, a kalcium-fiiggo aktivacio kinetikaja teljesen fiiggetlen
az expresszid mértékétdl. Tehat az AQAP mutans az expresszio szintjétdl fiiggetleniil kevésbé

crer

TRESK.

Eredmények 134. oldal, 52. abra

Kérdés: Szerz6 a cAMP hatasat is vizsgalta oocytadkon mikroinjektalas segitségével.
Kapcsoldodva a Modszereknél feltett kérdésemre, a pipettdban alkalmazott 0,1, 1 és 10 mM
cAMP milyen koncentraciot eredményezhetett az oocyta intracellularis terében? Torténtek-e
erre vonatkozé szdmitasok, becslések? Ha igen, milyen mértékben kellett figyelembe venni,
hogy a cAMP nem egyenletesen oszlik meg az egyes intracellularis kompartmentekben?
Hogyan viszonyulna a mikroinjektalassal elért koncentracio a sejt fiziologias aktivalasa soran
elért cAMP koncentraciohoz?

Vilasz: A cAMP koncentraci6 becslésére nehéz realisztikus modellszamitast végezni [8]. A
cAMP a plazmamembranhoz diffunddl az injektalas helyér6l, tutkozben pedig
foszfodiészterdzok bonthatjak, vagyis a koncentracidja ezen Osszetett hatdsok ereddjeként
csokken. Ha ezeket a koncentraciot csokkentd hatasokat teljesen figyelmen kiviil hagyjuk és a
mikroinjektalt cAMP egyenletes elkeveredésével szdmolunk a citoplazmaban, akkor az
injektalt 0.1, 1 és 10 mM cAMP fent emlitett kb. tizszeres higuldsa 10, 100 ¢s 1000 pM-os
végkoncentracidt eredményezne. Irodalmi adatok szerint a nyugalmi és maximalis ingerlés
hatasara jelentkez6 cAMP koncentracio a kb. 0.2 és 30 uM kozotti tartomanyban lehet a
kiilonb6z6 sejttipusokban [9-11]. Tekintetbe véve azonban a mikroinjektalas és a vizsgalt hatas
kialakuldsa kozott eltelt rovid (2-4 perces) 1d6t, a teljes elkeveredés vélhetden még nem alakult
ki a citoplazmaban a méréseink koézben. A kompartmentalizalt cAMP jelatvitel
figyelembevétele tovabb neheziti a koncentracié megoszlas értékelését, jelenleg nem tudjuk,
hogy a TRESK pl. AKAP horgonyzé fehérjékkel rogzitett-e ilyen kiilonleges lokalis
kornyezetben. Mindazonaltal, a cAMP mikroinjektalason kiviil forskolin és izobutil-
metilxantin (IBMX) alkalmazéséaval is ki tudtuk valtani a TRESK gatl6 hatast. Ez azt mutatja,
hogy az endogén adenilét-ciklaz maximalis aktivalasa, a foszfodiészterazok gatlasa mellett,
megnoveli annyira a cAMP koncentraciot, hogy ez a TRESK gatlast négy percen beliil kifejti
(Id. 51. &bra az értekezésben).

8. Zaccolo, M., Zerio, A., Lobo, M. J. (2021) Subcellular Organization of the cAMP Signaling
Pathway. Pharmacol Rev 73, 278-309
9. lancu, R. V., Ramamurthy, G., Warrier, S., Nikolaev, V. O., Lohse, M. J., Jones, S. W., Harvey, R.

D. (2008) Cytoplasmic cAMP concentrations in intact cardiac myocytes. Am J Physiol Cell
Physiol 295, C414-422
10. Koschinski, A., Zaccolo, M. (2017) Activation of PKA in cell requires higher concentration of
cAMP thanin vitro: implications for compartmentalization of cAMP signalling. Sci Rep 7, 14090
11. Sudlow, L. C., Gillette, R. (1997) Cyclic AMP levels, adenylyl cyclase activity, and their
stimulation by serotonin quantified in intact neurons. J Gen Physiol 110, 243-255

Altaldanos kérdés

Kérdés: A TRESK 4ram aktivalodasa soran (pl. ionomycinnel vagy Karbachollal) a
normalizalt &ram maximuma igen széles hatarok kozott mozog (kevesebb, mint 7 — 27. abra;
kozel 15 — 37. abra). Milyen jelenség allhat a jelenség hatterében? Milyen szordst mutat a
bazalis, nyugalmi TRESK aram? Milyen aranyban vannak jelen nyitott TRESK csatorndk egy



nyugalomban 1évé oocytan? Valtozik-e az egyedi csatorndk vezetOképessége a kiilonbozd
aktivalo mechanizmusok (pl. defoszforilacid) hatasara?

Vilasz: Minél jobban elére haladunk a TRESK csatorna molekularis szabéalyozo
mechanizmusainak megértésében, annal tobb olyan tényezdt azonositunk, amely a csatorna
kalcium-fiiggd aktivacidjanak mértékét befolyasolja. llyen tényezok lehetnek pl. a kalcium jel
nagysaga ¢s kinetikdja, minden ezt befolyasol6 faktorral egyutt, a kalcineurin expresszidja, a
csatorna bazalis foszforilacidjanak mértéke a szerin 252, 262 és 264 teriilletén, az ezeket
foszforilalo kindzok aktivitdsa, vagy a 14-3-3 adapter fehérje mennyiség a citoplazméban.
Mindezen tényezok kilonbozhetnek az egyes Xenopus petesejt preparatumokban.

A bazalis TRESK aram atlagos nagysagat az injektalt cRNS mennyiségével tag korlatok kozott
beallithatjuk. A bazalis aram jelentds szérast mutat petesejt preparatumon belil (ennek
mértékét az értekezés tobb abrajan a kontroll csoport szorasaként abrazoltuk), emellett a bazalis
aram nagy eltéréseket mutat a killonbozé preparatumokban, ugyanakkora mennyiségii cRNS
injektalasat kovetden. Ugy tinik, hogy a kalcineurin nem jarul hozza a TRESK csatorna
aktivaltsagi szintjének meghatarozasdhoz bazalis korilmények kozott. JO mindségli petesejt
preparatumban, magas koncentracioju EGTA vagy a kalcineurin TRESK csatorndhoz
kotédését kivédé VIVIT peptid mikroinjektalasa nem befolyasolta a bazalis aram nagysagat
(32.B 4bra az értekezésben). Ezzel szemben a csatornat foszforildlo MARK2
tulexpresszaltatasa csokkentette a bazalis aramot (1d. az 54. A 4brét), ez arra utal, hogy a bazalis
aram kialakitasaban is részt vesznek defoszforilalt vagy legalabbis részlegesen defoszforilalt
csatornak.

Hogy a nyitott csatorndk milyen aranyban vannak jelen az ingerlést megelézden, az a
korilményektdl fiiggden valtozhat és ezt a nehezen becstilhetd kis aranyt nem hataroztuk meg
kisérleteinkben. A TRESK nyitvatartdsi valosziniisége novekszik defoszforilacid hatésara, az
egyedi csatorna vezetoképesség allando marad [12].

12. Lengyel, M., Czirjak, G., Jacobson, D. A., Enyedi, P. (2020) TRESK and TREK-2 two-pore-domain
potassium channel subunits form functional heterodimers in primary somatosensory neurons.
J Biol Chem 295, 12408-12425

Végezetill még egyszer koszonom Prof. Csernoch Laszlonak az értekezésem biralatat és a
kutatdsaim altalanosan pozitiv értékelését. Kérem szépen, hogy fogadja el a kérdésekre adott
valaszaimat.
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