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Mindenekeldtt szeretném megkoszonni Magyar Janos professzor Urnak, hogy elvallalta
¢rtekezésem biralatdit ¢s a munkamrol pozitiv véleményt alkotott. Koszondm a doktori
értékezes alapos attanulmanyozasat és az épito jellegli, részletes értékelést.

Az elsdként megfogalmazott kritika a dolgozatban taldlhaté hibdkra vonatkozik. Azt
olvashatjuk, hogy “elirds, értelmi hiba csupan néhany helyen fordul elé az értekezésben”.
Koszo6ndm ezt az alapvetden pozitiv megallapitast. Mindazonaltal, az Opponens megad harom
példat is az értelmi hibakra. E16szor ezekre szeretnék reflektalni.

A 26. oldalon irtakkal kapcsolatban a Biralo felhivja a figyelmet arra, hogy a befelé rektifikalo
kalium csatorna drama, az Ik1 a repolarizacidhoz is hozzajarul a kamrai szivizomsejtekben. Ez
kétségtelen, azonban a Kop csatorndk élettani jelentdségérdl szolo tizoldalas bevezetés egyéb
K*-csatorna tipusokat megemlité elsd nyolc sordban, a befelé rektifikdld csatornak ilyen
részletes targyalasa nem lehetett cél. Fizioldgids ionmegoszlas esetén, a depolarizacid
fokozodasaval a Kop csatornak arama meredeken novekszik, a befelé rektifikald csatornaké
viszont nem. Emiatt a hattér K'-csatornak sokkal erdteljesebb repolarizald hatast fejtenek ki,
mint a befelé rektifikalo csatorndk. Ennek emlitését nem érzem hibanak, még akkor sem, ha
bizonyos sejttipusokban a befelé rektifikalé csatornak élettani szempontbol szamottevd
repolarizaciot is okoznak. Hasonld moédon, egyes sejttipusokban a fesziiltségfiiggd K-
csatornak hozzjarulnak a nyugalmi membranpotencial fenntartdsdhoz, azonban a kifogésolt
nyolc sorban ezt sem ismertettem. Ugy vélem, csak a legjellemzSbb miikodést roviden
kiemelve, altaldban véve nem kifejezett hiba azt allitani, hogy a fesziiltségfiiggd K'-csatornak
repolarizalnak, a befelé rektifikaléo csatorndk a nyugalmi membranpotencidlt stabilizaljak, a
hattér csatornak viszont mindkét hatast kifejtik. Semmiképp nem szerettem volna ezzel a tomor
Osszefoglalassal kizarni, hogy egyes specidlis esetekben atfedések eléfordulhatnak.

Az Opponens hianyolja, hogy a 66. oldalon, a 16. d4brdn nem szerepel, vajon a vilagos vagy
sotét részek szamitanak specifikus jelolddésnek. Szerepel viszont, hogy a szem jelolodott
specifikusan és gy gondoltam, hogy ez konnyen azonosithatdé az A panelen. A sotét szamit
jelolédésnek a radioaktivitds hatdsara expondlodott rontgen filmen, a halvany sziirke
valésziniileg nem specifikus jel az A panelen. A B panel abraszévegében szerepel, hogy
autoradiogramrol van sz6 és “a kiils6 sejtmag réteg (ONL) mutat nagy szemcsestriiséget”.

A 72. oldal 20. abra A panel kapcsan a Biralo kijelenti, hogy “az aram inaktivalodik és nem
deaktivalodik”. A klasszikus, fesziiltségfiiggd csatorndk miitkodésére vonatkozd nevezéktan



szerint deaktivaciorol beszéliink példaul, ha hiperpolarizald fesziiltséglépés soran a csatorna a
nyitottbol a zart allapotba megy at. Ezzel szemben inaktivaciot emlitiink, ha fenntartott
depolarizacio kozben a csatorna a nyitott allapotbol inaktiv, nem vezetd allapotba jut.

A 20. abra A panelen 171 masodpercnél a hiperpolarizalo fesziiltséglépés soran mért lecsengd
aram komponenst lathatjuk. A teljes fesziiltséglépés sorozat emellett tartalmazott 0 és +20 mV-
os lépést is (amelyeket az értekezésben nem mutattam). Ezeknél vilagosan latszik a
depolarizacio hatasara 1étrejovo aktivacio, azonban inaktivacié nem tlinik fel. Depolarizacio
hatasara nyilik a csatorna, hiperpolarizaciora zarodik. Ez ismétlddik a fesziiltséglépés sorozat
ujra és Ujra futtatdsakor, amig a kalcium jel a kalcium-aktivalt klorid aramot serkenti. A
kalcium-aktivalt klorid aramért Xenopus petesejtekben foként a TMEMI16, mas néven
anoctamin csatorndk feleldsek [1]. A TMEMI6A kalcium-koté helye a 702-es és 705-0s
glutamat (az egér csatorna szamozas szerint) [2], a kotShely a transzmembran elektromos
térben helyezkedik el [3]. A depolarizacié hatdsara idében novekvd aramért a kalcium
fokozodo kotddése, a hiperpolarizacid hatasara csokkend dramért pedig a kalcium
disszociacidja felelés elsdsorban. Erre a jelenségre a szakirodalomban az aktivacido és
deaktivacio kifejezéseket hasznaljak [4]. A TMEMI16 esetében az irodalomban bevezetik az
inaktivacié fogalmat is, ez azonban joval lassabb aram lecsengést jelol a kb. 10-30 s
idétartomanyban, dltalaban magas (10 uM-nal nagyobb) [Ca*"] jelenlétében [5]. Az inaktivacid
feltételezett oka a csatornahoz kotott kalmodulinon keresztiil 1étrejovo szabalyozas [6] vagy a
csatorna foszforilacidja [7]. Osszefoglalva tehat, valoszintileg nem tévedtem, mikor a 20. dbra
A panelen az aram deaktivalodésat jeloltem, inaktivalodas helyett. A Xenopus petesejtekben
csakligy, mint a heterolog expresszios rendszerekben vizsgalt TMEM16 esetén, nem jon 1étre
az a gyors klorid dram inaktivacio, amelyet Magyar professzor és munkatarsai kutya izolalt
szivizomsejteken megfigyeltek.
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Egy kozel kétszaz oldal terjedelmi irdsban szinte elkeriilhetetleniil maradnak hibak. Azonban
amennyiben lehetséges, mégis szeretném tisztelettel kérni a Birdlot, hogy az “értelmi hiba”
megjegyzéstdl tekintsen el a vitatott harom ponttal kapcsolatban a munkdm megitélése soran.



Vélaszaim az Opponens kérdéseire a kovetkezok:

1. Kérdés:
Megillapitottak, hogy a Kv8.2 mRNS nagy mennyiségben kifejezddik a retinaban. Ez még
nem jelenti azt, hogy a csatorna fehérje 1s jelen. Vizsgaltdk-e kozvetlenil a
csatornafehérjék expressziojat a retina sejtjein? Ismer-¢ olyan mikro-RNS-eket, amelyek
befolyasolhatjdk a Kv8.2 mRNS kifejezddését?
Vialasz: A Kv8.2 csatornafehérje jelenlétét nem vizsgaltuk a retina sejtekben. Azonban a
kozelmultban, vizsgélatainkat tobb mint 10 évvel kovetden, két munkacsoport is
megerdsitette a Kv2.1 és Kv8.2 fehérjék koexpresszidjat retina fotoreceptor sejtekben
immunhisztologiai modszerekkel [8,9]. Két kozleményiikben a Kv2.1/Kv8.2 heteromer
csatornara vonatkozo funkciondlis eredményeinket bekezdésenként tobbszori (3-, illetve 8-
szoros) hivatkozassal idézik [8,10].
Nem ismerek olyan tudoményos kozleményt, amely a Kv8.2 (KCNV2 gén) expresszid
keresve, a miRDB (MicroRNA Target Prediction Database) 21 potencidlis mikro-RNS
list4jat adja meg, azonban ez a predikcio kisérletes igazolast kivan. Munkacsoportunkban
mikro-RNS-ekkel kapcsolatos vizsgalatokat nem végeztiink.
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2. Kérdés:

A 20. abran bemutatott kisérletben angiotenzin II jelenlétében mérte a Xenopus petesejten
expresszalt TRESK csatornak iondramat é€s a kalcium aktivalt klorid é&ramot. Az
angiotenzin II milyen mértéki, kinetikaja kalciumvalaszt idéz el nativ Xenopus
petesejteken? A nativ Xenopus petesejten milyen ionaramok mérhetdk, ezek mennyire
befolyasolhatjak a TRESK dramok mérését?

Vilasz: A Xenopus petesejtek kalcium jeleinek kiterjedt irodalma van, ennek megfeleléen
mi nem is vizsgaltuk kozvetleniil a citoplazma kalcium koncentracié valtozasait. A kalcium
jelre kozvetett modon kovetkeztettiink a hatdsdra megjelend kalcium-aktivalt klorid d&ram
alapjan, ahogy az a 20. abran lathato az értekezésben. Ez a megkozelités altalanosan hasznalt
az irodalomban. Alacsony agonista koncentraciéra sokszor oszcillalé kalcium-aktivalt
klorid aram valaszt kaptunk. Az értekezésben hasznalt magas (pl. 10 nM angiotenzin II)
hatdsara pedig kifejezett elnyQjtott aram cstcsot, a Gg-fehérje kapcsolt receptorok
ingerlésének Xenopus petesejtben kifejtett hatasara vonatkoz6 irodalmi adatokkal jo
Osszhangban [11]. Nem injektalt petesejtekben, a kalcium-aktivalt klorid 4ram
nagysaga -100 mV-on altaldban tobb pA-es. Meglepd mddon, ennek ellenére a kalcium-
aktivalt klorid aram kevéssé befolyasolja a hattér K'-dramok mérését. A valoszinii
magyarazat, hogy a magas Kop csatorna expressziot mutatd sejtekben a membranpotencial
napokig erdsen negativ a mérés elott, akar -90 mV koriili, emiatt a klorid egyensulyi
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potencial eltolodik a negativ tartoméanyba. gy -100 mV-on sokkal kisebb kalcium-aktivalt
klorid 4ram jelentkezik a K'-csatorndkat kifejez6, mint a nem injektalt sejtekben,
amelyekben a nyugalmi membranpotencial inkabb -20 mV-hoz kozeli. Az expresszalt K-
aramhoz képest az egyéb endogén dramok hozzajarulasa elhanyagolhat6 -100 mV-on. Nem
injektalt sejtekben a bazalis aram legtobbszor 50-200 nA (a 80 mM K'-ot tartalmazd
extracellularis oldatban), ennél a TRESK alaparam mintegy 10-szer, az aktivalt csatorna
arama akar 100-szor nagyobb.
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. Kérdés:

Mi lchet a magyarazata annak, hogy a sejtekbe injektalt kalciumionok millimélos
koncentracidja nem aktivalta a TRESK csatorndkat, ugyanakkor, a mikromoélos szabad
kalcium szint valtozas, amit kalciummal telitett EGTA pufferrel, vagy az M1 receptorok
stimulalasaval ért el, hatékonyan névelte a TRESK aramot?

meglepett. Erre a legvaldszinlibb magyarazat, hogy a kalcium nem jut el az injektélas
helyérdl a plazmamembranhoz. A petesejtben ilyenkor a kalciumnak akér tobb szdz pum-t
kellene diffundélnia. A citoplazma nagy kalcium pufferkapacitdsa és a hatékony kalcium-
eltavolitasi mechanizmusok ezt megakadalyozhatjak. A szabad kalciumtodl eltérden, az
EGTA-kalcium komplexet sem a pufferelés, sem az eltavolitdis nem befolyéasolja, a
plazmamembranhoz diffundalva helyben leadhatja a kalciumot. Az M1 receptor ingerlésnél
inozitol-triszfoszfat (IP3) keletkezik, amely a plazmamembran kozelében lokélis kalcium
felszabadulast okozhat, vagyis a kalciumnak ebben az esetben sem kell messzire
diffundalnia a citoplazmaban. Az elképzelésnek megfelelden, ha IP3-at mikroinjektaltunk,

cre

. Kérdés:

Kisérleteik sordn, a Xenopus petesejteken, expresszaltdk a TRESK csatornat és az ATy,
receptort vagy a TRESK csatormat €s a M; receptort. Az ilyen korilmények kozott
tapasztalt TRESK szabalyozas mennyire hasonlithat a nativ sejtekben tapasztalhaté
szabalyozasra?

Vilasz: A Xenopus petesejtben heterolog modon kifejezett receptorok sok esetben kivaldan
egyiittmiikdnek a sejt sajat jelatviteli mechanizmusaival. Mindazonaltal, kisérleteinkben
nemcsak az expresszalt M1 muszkarinos €¢s AT1a angiotenzin receptoron keresztiil aktivaltuk
a TRESK csatornat, hanem a petesejt endogén, szintén Gg-fehérje kapcsolt lizofoszfatidsav
(LPA) receptorain keresztiil is. LPA-val hasonlo K'-aram novekedést kaptunk, mint a
tulexpresszalt M1 és ATia receptorokon keresztiil. Ez azt sugallja, hogy endogén receptor
ingerlésekor is 1étrejon a TRESK-et kozel maximalis mértékben aktivald intracellularis
jelatvitel, ehhez a receptor tilexpresszalasa nem sziikséges.

Az altalunk elséként leirt kalcineurin-fiiggd TRESK aktivacié mechanizmusa altaldnos. A
szabalyozast mas munkacsoportok nemcsak heterolog expresszios rendszerekben
reprodukaltdk, hanem kimutattdk hats6é gyoki ganglion primer szenzoros neuronokban pl.
Gqg-kapcsolt LPA receptor ingerlés hatasara [12], nucleus suprachiasmaticus neuronokban
[13] és tijabban hippocampus CA3 piramisneuronokban is egér epilepszia modellben [14].
A kozleményekben eredményeinket megfelelden idézik.
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5. Kérdés:
Ismer-e olyan patologias allapotot — a mutacidkat kivéve — ami dsszekothetd a TRESK
csatornak aktivitasanak, vagy expresszojanak a novekedésével, vagy csokkenésével? pl. a
csip0s ételek rendszeres fogyasztasa okozhatja-e a TRESK/TREK csatorndk aktivitasanak
a novekedését?
Valasz: Allatkisérletes modellben, a patkany nervus ischiadicus atmetszése csokkenti a
TRESK expressziot az L4-L5 szegmentumhoz tartozéd hatsogyoki ganglion primer
szenzoros neuronokban ¢€s egyiitt jar a sejtek fokozott ingerlékenységével [15]. Hasonldoan
leirtdk a TRESK expresszid csokkenését csont metasztazis egér modellben és felvetddott a
csatorna hianyanak szerepe az allapotra jellemz0 spontan fajdalom fenntartasaban [16,17].
Ezek a kezdeti eredmények arra utalnak, hogy a TRESK kifejez6désének valtozésai
hozzajarulhatnak patologids folyamatokhoz, azonban a kérdés nyilvanvaléan tovabbi
vizsgalatot igényel. Néhany honappal ezel6tt irtak le a TRESK expressziorol egy izgalmas
Uj hipotézist [14]. Eszerint, epilepszia modellben, a neuronok kordsan fokozott aktivitasa a
hippocampus teriiletén noveli a TRESK kifejez6dését, és a csatorna kalcium-aktivalt
hiperpolarizalé drama ellensiilyozza a kérfolyamattal jaré hiperexcitabilitast. Erdekes
kérdés, hogy ez a mechanizmus mennyire lehet altalanos és vajon kiterjeszthet6-e pl. a
migrén patomechanizmuséaban fontos CSD (cortical spreading depression) fokozott idegsejt
ingerlékenységgel jaro fazisara is.
A csatorna aktivitas patologias vonatkozasairdl kevesebb adat all rendelkezésre, hiszen az
expresszional nehezebben vizsgalhato kérdésrdl van szo. Korabban Kollert és munkatarsai
kimutattdk, hogy nemcsak Gq-kapcsolt receptor ingerlés, hanem a TRPV1 csatorna
mukodése is kivalthatja a TRESK aktivaciojat. Ilyenkor a kalcium a TRPV1 csatornan
keresztiil az extracellularis térbdl dramlik a primer szenzoros neuron citoplazméjaba és a
calcineurin aktivalja a TRESK csatornat [12]. Ez az eredmény egybehangzé a Biralo otletes
felvetésével, a TRPV1 csatorndk aktivacidja a csipds paprika kapszaicin hatéanyagaval
létrehozhat olyan kalcium jelet, amely TRESK aktivaciohoz vezet. Kollert ¢s munkatarsai
valéban hasznaltak is a kapszaicint a TRPV1 ingerlésére, azonban ezt in vitro, az izolalt
érzoneuronok sejttestjén alkalmaztak. Egyeldre nyitott kérdés marad, hogy a csipds paprika
fogyasztasakor hasonld6 modon aktivalodik-e a TRESK csatorna a szenzoros neuronok
periférias végzédésében. Erdekes modon, a szechudni bors csipds hatdanyaga, az o-
sanshool, kdzvetlen TRESK-gatlast hoz létre és ez hozzajarulhat az erds paprikatol eltérd
bizsergetden csipds karakter kialakulasahoz [18].
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6. Kérdés:
Minden eddig ismert TRESK mutdcié 6sszekothetdé a migrén kialakulasaval? A TRESK
aktivitisanak novelésével csokkenthet6-e a migrén kialakuldsa, illetve noévelheté-e a
fajdalomkiiszob? Mi errdl a véleménye?
Vilasz: Nem okoz minden TRESK mutacié migrént. A mutaciok és a migrén kapcsolata
meglehetdsen Osszetett és a mai napig sem egészen tisztazott, tobb mint 10 év intenziv
vizsgalat ellenére. Szubjektiv felosztdsom szerint harom alapvetd csoportba sorolhatjuk a
muticidkat a migrén szempontjabol. Az elsd csoportba a legkorabban leirt frameshift
mutacio tartozik (F139W{sX24), ennek szerepe az auraval jaré migrén kialakuldsdban mara
egyértelmiien megalapozott [19]. A mechanizmust részletesen vizsgaltak, egyes
vélemények szerint a mutacié kovetkeztében kialakulo alternativ transzlacié iniciacios
(ATI) helyrdl kiindulo csonkolt TRESK termék felelds a TREK csatornak gatlasaért és ez a
migrén oka [20]. Azonban masok szerint a TRESK-re kifejtett dominans negativ hatés is
elegendd a migrén kialakuldsdhoz [21]. A masodik csoportba azt a kozelmultban leirt két
mutaciot (W101R és a két allélt érinté Y163D+S252L) sorolom, amelyek a migrén mellett
mentalis retardacioval egyiitt fordultak el6 [22-24]. Ezek koziil az S252L mutéci6 az egyik
altalunk vizsgalt szabalyoz6 foszforilacios helyet karositja, amelyet normalisan a protein
kindz A (PKA) foszforildl és a TRESK 14-3-3-kotéséért felelds. A harmadik csoportba
azokat a mutéciokat osztalyozom (pl. C110R vagy A34V), amelyek heterolog rendszerben
ugyan a TRESK funkcidjanak lényeges vagy teljes hidnyat eredményezik, de mégsem
okoznak migrént [25]. Mai napig sem egészen vilagos, miért valt ki az egyik funkciovesztd
mutacié migrént, amig a mdasik nem. (Természetesen szdmos TRESK aramot nem
befolyasold mutacid is ismert, ezeket nem vettem be a csoportositasba.) Valdsziniinek
tartom, hogy a kiilonb6z6 mutaciok a TRESK csatorna valamely jelenleg még nem ismert
funkciogjat eltérden befolyasoljak.
Az alapkutatasi eredmények és allatkisérletes modellek tantisdga szerint minden feltétel
adott ahhoz, hogy a TRESK aktivacidja mérsékelje a migrén kialakulasat vagy enyhithesse
a tlineteket. Azonban a Birdlo fontos gyakorlati kérdésének pontos megvélaszoldsdhoz
tovabbi célzott vizsgalatok sziikségesek. Sziikség lenne egy alacsony koncentracidban is
hatékony, szelektiv TRESK aktivaloszer kifejlesztésére, és ennek tesztelésére
allatkisérletes, majd human vizsgalatokban. Csak ezen eredmények alapjan allapithaté meg
tudomanyos igényességgel, hogy a TRESK aktivalasaval lehet-e a migrént gydgyitani.
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