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II. ABSZTRAKT

A Shaker csaladba tartozé kaliumcsatorndkra jellemzd, hogy a csatornak aktivacios és a
C-tipust inaktivacioért felelds inaktivacios kapui csatoltak. Feltételezésiink szerint ebben
dontd szerepe lehet a két kapu kialakitdsdban részt vevd, a porust kdzvetleniil hataroldo S6
transzmembran helikalis szegmentumok mozgasanak.

Az S6 hélixek mozgasa olyan mutans csatornak felhasznalasaval vizsgalhatok, melyek az
S6 szegmentumok megfeleld pozicidiban ciszteineket tartalmaznak, amely ciszteinek
metantioszulfonat reagensekkel valé moddosithatésdga a csatorna kiilonbozd allapotaiban
eltér6. A célom a Shaker T449A/ A471C és a T449A/ L472C csatorndk azon alapvetd
biofizikai paramétereinek a meghatdrozasa volt, amelyek alapjan az allapot-fliggd cisztein
modifikacios kisérletek protokolljai pontosan megtervezhetok. A tsA-201 sejtekbe
transzfektalt Shaker-IR csatorndk biofizikai sajatsdgait a patch clamp technika inside-out

A T449A/ A471C csatorna nyitasi kiiszébe ~-40 mV, a maximalis konduktancia elérése
pedig ~+50mV-nal kovetkezik be. Az 50 %-o0s nyitdsi valdszinliséghez tartoz¢d fesziiltség
érteke Vip=9 £ 4 mV (n=5). Az inaktivacios idéallandé 19,8 + 3,6 ms-nak adodott (n=5),
mig az inaktivaciobol vald visszatérés idéallanddja 9,20 + 0,02 s (n=4). Az aktivacios
idoéallando 1,15 + 0,34 ms (n=6). A T449A/ L472C csatorna karakterizalasa soran kapott
eredmények alapjan a csatorna kapuzasat jellemz6 V,, érték -32 £ 11 mV (n=7), a csatorna
aktivacios kiiszobe ~-50 mV, mig a maximalis konduktancia elérése mar ~+10 mV-nal
bekovetkezik. Az é4ram inaktivacios iddallandoja 34,8 + 3,1 ms (n=5), a csatornak
inaktivaciobol vald visszatérését jellemzo iddallandoja 5,20 + 0,06 s (n=4). Az aktivacids
idoéallando 0,63 + 0,08 ms (n=6).

A célkitlizésemnek megfelelden a csatorna kapuzésat jellemz6 paramétereket figyelembe
vettilk a folyamatban levd cisztein modifikacios kisérletek soran alkalmazott protokollok

tervezésénél.



III. BEVEZETES

I1I/ 1. Altalanos bevezetés

Az ioncsatornak a sejtmembranban talalhaté specidlis felépitésii transzmembran fehérjék,
melyek a bioldégiai membranokon egy hidrofil porust képezve biztositjak az ionok koordinalt
aramlasat. Ezt a szabalyzé funkciot az ioncsatornak a membranfehérjék kozott egyediilallo
felépitésiik, poérusuk ¢€s kapuik révén képesek ellatni. Az egyes kapuk meghatarozott
koreografia szerinti mozgéasanak (nyitdsdnak és zarasanak) megvaltozdsa szamos patoldgias
folyamat kulcsfontossagu 1épése, példaul abnormalis akcids potencidlok kialakuldsdhoz, vagy
kéros neurotranszmitter felszabadulashoz vezethet a neuronokban. A specialis felépitésen tul
az ioncsatornakra jellemz0 a szelektiv permeabilitas, ami értelmében egy adott csatorna csak
meghatarozott ionok szdmara atjarhat6. Tovabbi jellegzetesség a kapuzas, ami azt jelenti,
hogy az egyes csatornak kiilonféle ingerek hatasara a funkciondlisan vezetd nyitott, és a
funkcionalisan nem vezetd zart €s inaktivalt strukturalis allapotok kozotti atmenetre képesek.
Az altalam tanulméanyozott mutans Shaker csatornak a fent emlitett tulajdonsagok alapjan a

fesziiltségkapuzott kalium csatornak kozé sorolhatok.

1/ 2. A Shaker tipust kalium csatornak

A Shaker csatorna a Drosophila melanogaster egyik tipikus fesziiltség kapuzott kalium
csatornja, ami az igynevezett tranziens A-tipusu K™ aram szabalyozisidban vesz részt a
kifejlett rovar és az azt megel6z6 fejlédési alakok harantcsikolt izom, illetve idegszdvetében.
fgy a csatornanak bizonyitottan szerepe van tobbek kozott a larvak neuromuszkularis
junkcidjaban a preszinaptikus neurotranszmitter felszabadulds terminalasaban (Wang és
mtsai, 1996) és a perisztaltikus mozgés kontrollalasaban (Wang és mtsai, 1997). A csatorna
ether a go-go (eag) gének kodoljdk. A csatorna a nevét onnan kapta, hogy ezen génekben
szamos kiilonb6zé mutaciot irtak le, aminek eredményeképpen a rovarok éter anesztéziaja
soran végtag remegés (leg shaking) jelentkezik. Tovabba az ilyen rovarokat az atlagoshoz
képest fokozott metabolizmus és rovidebb ¢élettartam jellemzi (Trout és mtsai, 1970), illetve
fokozott érzékenységet mutatnak a reaktiv oxigén gyokokkel szemben (Wang és mtsai, 2000).

A huméan szervezetben -el6forduld fesziiltségkapuzott kalium csatorndkon beliil
elkiilonithetd egy, a Shaker csatornaval nagymértékli szekvencia homologiat mutatd, ezéltal

szamos strukturalis és funkciondlis hasonlosaggal bird csoport, a Shaker tipust kalium



csatornak csaladja. Ezen csoport tagjai ingerelhetd és nem ingerelhetd sejtekben egyarant
kifejezOdnek, ¢€s szamos ¢élettani folyamat szabalyozasdban kulcsfontossagu szerepet
jatszanak. A csoport kiemelkedd tagja a Kv1.3 csatorna, ami megtaldlhat6 tobbek kézott a B-
¢s T-limfocitdkban, a progenitor B-sejtekben, makrofdgokban, a hasnydlmirigy Langerhans
sejtjeiben,  neuronokban,  oligodendrocitdkban,  mikroglidkban,  oszteoklasztokban,
fibroblasztokban ¢és vérlemezkékben is (Gutman ¢és mtsai, 2005). A Kvl.3 csatorna a
limfocitdk dominans kalium csatorndja, melynek fiziol6gids funkcidja a membranpotencial
szabalyozasa mellett a sejtek Ca®" fiiggd jelatviteli folyamatainak szabalyozasa (Panyi és
mtsai, 2004 a; 2004 b). Ezaltal a csatornanak kiemelkedd szerepe van a T-sejtek antigénekkel
mtsai, 1984). Bizonyos korképek hatterében éppen ezen sejtek koros aktivacioja all, ennek
eredményeképpen a Kv1.3 csatornat szelektiven gatld, nagy affinitast peptid toxinok és egyéb
ugynevezett kis-molekula Kv1.3 inhibitorok kifejlesztése szdmos kutatds célkitiizése. Az
ilyen molekuldk terapids célu felhasznalasa ugyanis forradalmasitana bizonyos autoimmun
betegségek, példaul a rheumatoid arthritis és a sclerosis multiplex kezelését egy hatékony,
mellékhatasoktdl mentes, modern terdpiat biztositva (Beeton és mtsai, 2005; Panyi és mtsai

2006 a).

11/ 3. A Shaker csatorna szerkezete

A fesziiltség kapuzott kalium csatorndk funkcidjaval és felépitésével kapcsolatos jelenlegi
ismereteink dontd része a Streptomyces lividans prokariota baktérium KcsA kalium
csatornajanak, a Drosophila melanogaster Shaker csatornajanak, illetve a human szervezetben
eléforduld Shaker tipust kdlium csatorndk tanulmanyozdsdbol szarmaznak. Ezek ez
ioncsatornak annak ellenére, hogy mas és mas szervezetekben vannak jelen, szdmos kdzos
tulajdonsaggal rendelkeznek.

A Shaker csatorna, a Shaker csaladba sorolhat6 kalium csatornakhoz hasonloan, egy négy
alegységbdl felépiil6 homotetramer csatorna, amelyben az egyes alegységek megkozelitéleg
szimmetrikusan helyezkednek el az altaluk egyiittesen létrehozott, centralis elhelyezkedésti
porus koriil. Az egyes alegységeket nem-kovalens kdlcsonhatdsok tartjak 6ssze (MacKinnon,
1991). Mindegyik alegységet 6 transzmembran o-helikalis szegmentum ¢és az ezeket
0sszekotd intra- és extracelluléris hurkok épitik fel.

A csatorna porusat a 6. transzmembran helikalis szegmentumuk (S6) egyes részei, illetve

az S5 és S6 szegmentumokat Osszekoté hurkok hozzak létre, biztositva a kalium ionok



membranon keresztiili atjutdsat (1. abra). A csatorna ugyanezen régidja felelds szamos
fentebb emlitett peptid tipust és kis-molekula gatloszer kotodéséért is, amely kisérletek
szamos indirekt informacidt nyujtottak a porusrégio és a szelektivitasi filter strukturajarol.
Ezen kovetkeztetéseket rontgenkrisztallografias kisérletekkel igazoltdk mind a KcsA csatorna
(Doyle és mtsai, 1998), mind pedig a Shaker csaladba sorolhatd6 Kv1.2 csatorna esetén (Long
¢s mtsai, 2005).

inaktivacios kapu

S5
h aktivacios kapu

S6

1. dbra: 4 Shaker csalddba tartozé Kvl.2 csatorna két egymdssal szemben fekvé, porust kozvetleniil
hatarolo szegmentuma Panyi és mtsai szerint (Panyi és mtsai, 2006 b).

Az éabra a Long és mtsai altal rongenkrissztallografias modszerekkel meghatarozott strukturalis
aminosavai keriiltek feltlintetésre (a citoszolikus oldal feldl kiindulva rendre: S6-os szegmentum, S5-
S6 hurok, S5-0s szegmentum). A jobb szemléltetés érdekében kékkel a Shaker csatorna 449-es
homolég aminosavat jeldli. A csatorna porusaban a K ionokat zold szinii gdmbok reprezentaljak. Az

aktivacids kapu a porus citoplazmatikus szajadékanak megfelelden helyezkedik el, felépitésében mind

~~~~~~~~

crcr

A csatorna porusrégidja tartalmazza az egyéb predominans kationokkal (pl. Na')
szembeni K’ szelektivitast biztositd, a kiilonbozé eredetii kalium csatornakban igen

konzervativan megdrzott GYGD szekvenciat (agynevezett ,,signature” szekvencia), amely a



csatorna szelektivitasi sziir6jét alkotja (Heginbotham, 1994). A KcsA ¢és a fesziiltség kapuzott
kalium csatorndk kristalyszerkezetének tanulsdga szerint a csatornak poérusai négy
szekvencialis kélium kotohelyet tartalmaznak. Ezen feliil egy szintén extracellularis
elhelyezkedésii rehidracios-dehidracios kotohelyet is feltételeznek (Zhou és mtsai, 2001).
Korabban mas modszerrel, Ba®" ionok poruson keresztiili aramlasanak mérésével is négy K
kotéhelyet irtak le a porusban (Neyton és mtsai, 1988a; 1988b).

A Shaker csatorna harom jellegzetes, széles korben tanulmanyozott kapuval, egy
aktivacios és két kiillonboz6 inaktivacids kapuval rendelkezik. Az aktivacids kapu a porus

citoplazmatikus szdjadékanak megfeleléen helyezkedik el, felépitésében a négy S6-o0s

crer
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2001). Az N-tipust inaktivacioért felelds inaktivacios labdakat a csatorna alegységeinek N-
terminalis részét képezd 6-46-os pozicidban taldlhatd aminosavak épitik fel. A C-tipusu
inaktivacioért felelds inaktivacios kapu pedig a porus extracellularis szajadékanal talalhato.

A Shaker tipustt kalium csatornak fesziiltségkapuzott kalium csatornak, ennek
megfelelden a sejtek membranpotencidljdnak megvaltozasa, nevezetesen depolarizacidja
jelenti azt a szignalt, melynek hatdsdra a csatorndk aktivalédnak. A membranpotencial
valtozasainak érzékeléséért az ugynevezett fesziiltségszenzor a felelds, amelyet a nettd
negativ toltést hordozo S3 hélixek és a tobbszords pozitiv toltéseket hordozd S4 hélixek
kozosen alkotnak (Jiang és mtsai, 2003). Kelld mértékli membran depolarizacid hatdsara a
fesziiltségszenzor elmozduldsa az aktivaciés kapu megnyilasdhoz vezet, ez az alapja a

csatornak membranpotencial fiiggd aktivacidjanak (Bezanilla, 2000).

I11/ 4. Az inaktivacid lehetséges mechanizmusai

Negativ tartofesziiltségrol torténd fenntartott depolarizacié soran a csatorndk az aktivaciot
kovetden szamos kiilonbozo, dsszefoglaldoan inaktivacionak nevezett mechanizmus révén egy
stabil strukturalis allapotba keriilnek. Ezt az allapotot nevezziik inaktivalt allapotnak. Az
inaktivalt allapotban levo csatorna funkcionalisan nem vezetdképes, igy az impulzus soran az
aramgoOrbén az inaktivacid kinetikdjatol fiiggd aramcsokkenés tapasztalhatd. Az inaktivalt
allapotban levd csatornara tovabba az is jellemz6é, hogy a depolarizaciot kovetden
meghatarozott ideig, kelléen negativ membranpotencial jelenléte sziikséges ahhoz, hogy egy
kovetkezé depolarizald impulzus hatdsara a csatornak ujra a funkciondlisan vezetd, nyitott

allapotba kertilhessenek. Ezek alapjan belathaté, hogy az inaktivacidé folyamatanak



kiemelkedd szerepe van egy adott ingerre kialakuld kalium aram megvaltoztatasa révén,
szdmos  jelatviteli  folyamat finomszabalyozdsaban, igy példaul a  neuronok
ingeriiletatvitelének szabdlyozasaban is. A kiilonbozd tipusu fesziiltség kapuzott kalium
csatornak esetén az aram inaktivacios idoallandoi, illetve a csatornak inaktivaciobol vald
visszatérésének idoallandoi akar nagysagrendekkel is kiillonbozhetnek, ami jol jelzi, hogy az
inaktivacié folyamata szadmos kiilonb6z0 mechanizmus révén kovetkezhet be (Kurata és
mtsai, 2006).

A Shaker csatorna, a két kiilonboz6 inaktivacios kapujanak megfelelden, alapvetden két
kiilonb6z6 mechanizmussal inaktivalodhat. Az N-tipusu inaktivacio folyamataban a csatorna
alegységeinek N-termindlis részét képezd inaktivacios labdéak jatsszak a kulcsszerepet, amely
egy kinetikailag igen gyors inaktivaciot tesz lehetdvé (Hoshi és mtsai, 1990). A folyamatban
az inaktivacids labdéak szerepét az teszi egyértelmiive, hogy ezen peptidszakaszok enzimatikus
eltavolitasaval az N-tipusu inaktivacio folyamata meggatolhatd (Zagotta és mtsai, 1990). A
Shaker csatorna homotetramer felépitése révén mindegyik alegységén rendelkezik egy
inaktivaciés labdaval. Bizonyitottan mindig csak az egyik inaktivacids labda jatszik szerepet
az inaktivalt allapot kialakitdsdban (MacKinnon és mtsai, 1993). Az inaktivaciés domének
egyesek szerint egymastol fiiggetleniil képesek miikodni (Gomez-Lagunas és mtsai, 1995),
mig masok szerint kdzottliik bizonyos foku negativ kooperacio figyelheté meg (Hashimoto ¢€s
mtsai, 2000). Az N-tipusu inaktivacio tovabbi jellegzetessége, hogy az intracellularisan
alkalmazott tetraetil-ammoénium (TEA) képes gatolni az inaktivacié folyamatat, mig
ugyanezen anyag extracelluléris alkalmazédsa nem befolyéasolja annak mechanizmusat (Choi és
mtsai, 1991).

A masik mechanizmus, a C-tipust inaktivacié pontos molekularis mechanizmusa a mai
napig sem tisztazott. Jelen ismereteink szerint a C-tipust inaktivacio a porus extracellularis
szajadékanal 1étrejové konformaciovaltozas eredménye, az viszont, hogy ez a molekularis
atrendez6dés pontosan milyen régidkat érint nem ismert. Az egyik feltételezés szerint a
konforméciovaltozas csak a porus extracellularis bejaratat érinti, és a porus 0Osszeesik,
meggatolva ezzel az ionok 4ramlasat (Yellen és mtsai, 1994). A masik modell szerint a
csatorna ionszelektivitdsanak megvaltozasat eredményezi. Ezaltal az inaktivacié sordn a
csatornak csak a K™ szamra vélnak éatjarhatatlanna, mig egyéb ionok (pl. Na', Li") szamara
atjarhatok maradnak (Starkus és mtsai, 1997). A mechanizmust tekintve egy dolog biztosnak
latszik, mégpedig, hogy a C-tipust inaktivacidt a csatornat alkotd négy alegység megfeleld

részei kooperativ modon hozzak 1étre (Panyi és mtsai, 1995). Talan ezzel is magyarazhato6,



hogy az N-tipusu inaktivacié kinetikajat tekintve egy gyorsabb, mig a C-tipust inaktivacid
kinetikajat tekintve lassabb folyamat.

A C-tipusu inaktivacid sebessége szdmos tényezdvel mutat kapcsolatot. A C-tipust

crer

crcr

az ebben a pozicidban eredetileg megtalalhatd treonint alaninra cserélik az inaktivacio
jelentésen gyorsul, mig a hisztidinnel, vagy mas aromds aminosavval torténd csere az
inaktivacio lassuldsat eredményezi (Lopez-Barneo és mtsai, 1993). A C-tipust inaktivaciod
sebességét az inaktivacidos kapunak megfelelden talalhato, feltételezhetéen a podrusban
szekvencialisan elhelyezkedé K' kotdhelyek koziil a legkiilsé kotShely telitettsége is
befolyasolja. Ennek értelmében az inaktivacido csak abban az esetben mehet végbe, ha a
legkiils6 K™ kotohely iires, mig ellenkezd esetben a csatorna nem képes inaktivalodni
(Baukrowitz és mtsai, 1996). Igy az N-tipusu inaktivacié (Baurkowitz és mtsai, 1995) és
bizonyos intracellularis csatornapérus-blokkolok (pl. TEA) (Baurkowitz ¢és mtsai, 1996)
azaltal gyorsitjak a C-tipusu inaktivacio sebességét, hogy megakadalyozzak a poéruson kifelé
iranyuld kdlium aramot, ezaltal csokkentve a kiilsé kotohely telitettségét. Tovabba ezzel a
mechanizmussal magyarazhatova valik az a korabbi megfigyelés, miszerint az extracellularis
kalium koncentracié novelésével az inaktivacio lassabba ¢és kétfazisuva valik (Grissmer ¢€s
mtsai, 1989), ugyanis a legkiilsé kotéhely ebben az esetben nagyobb mértékben telitddhet az
extracellularis tér felol. Erdekes az extracellularis pH és a C-tipusu inaktivacié sebességének
kapcsolata, ugyanis mig a Shaker csatornaban (Perez-Cornejo, 1999) és a legtobb Shaker
csaladba sorolhatdo csatorna esetén az extracellularis pH csokkenésekor az inaktivacio
gyorsulasa figyelhetd meg, addig a Kv1.3 esetén a C-tipus inaktivacid kinetikaja lassul,
melynek kulcsfontossdgi szerepe lehet a limfocitdk gyulladdsos szovetekben torténd
aktivacigjanak szabalyzasaban (Deutsch és mtsai, 1989).

A Shaker csaladba tartozo kalium csatornak egy része mindkét inaktivaciés mechanizmus
révén inaktivalodhat, mig bizonyos csatorndk, igy példaul a Kvl.3, csak a C-tipusu
inaktivaciés mechanizmust mutatjdk. Az inaktivacio sebességét mindig a gyorsabb
mechanizmus sebessége hatarozza meg, igy a csak C-tipusu inaktivacidot mutatd csatornak

inaktivacioja lényegesen lassabb, mint a mind a két inaktivacidt mutatd csatornakeé.



II1/ 5. Molekularis atrendezddések a Shaker csatorna inaktivacioja soran

Korabban bizonyitast nyert, hogy a Shaker csatorna aktivacidos és a C-tipusu
inaktivacioért felelds inaktivacios kapui csatoltak: az inaktivacios kapu zart allapota gyorsitja
az aktivacios kapu nyitasat, és lassitja annak zarodasat, igy mintegy a nyitott allapotban
stabilizalja az aktivacios kaput (Panyi és mtsai, 2006 b). Feltételezésiink szerint a két kapu
kozti kapcsoltsagban dontd szerepe lehet a két kapu kialakitdsdban részt vevd, a porust
kozvetleniil hataroldé S6-os transzmembran helikalis szegmentumok mozgasanak. A
kapcsoltsag mechanizmusanak tisztdzasa két dolog miatt is fontos lehet. Egyrészt kozelebb
keriilink vele a C-tipusti inaktivacid soran bekovetkezd molekularis valtozasok pontos
megismeréséhez, masrészt az inaktivalt allapotban levd csatorna szerkezetének
megismerésével megnyilik a lehetdség a csatorna ezen allapotdra  specifikus
gyogyszermolekuldk tervezésére (Panyi és mtsai, 2007).

Az S6-0s szegmentum lehetséges mozgasanak tanulmanyozasara olyan mutans csatornak
hasznalhatok, melyekben az S6-os hélixek aktivacidos és inaktivaciés kapu kozott
es pozicidban talalhato lizint - ciszteinre cserélték. Ez azért fontos, mivel az S6-os hélixek
feltételezett mozgésa esetén valtozik ezen pozicidknak a porushoz viszonyitott helyzete a
csatorna zart, nyitott és inaktivalt allapotanak megfeleléen. Ez4ltal ezen ciszteinek kiilonbdzo
metantioszulfonat reagensekkel (MTS) valdo modosithatdsaga is valtozik a csatorna kapuzasi
allapotatol fliggden, ugyanis mindig csak az aktudlisan a poérus felé nézd ciszteinek
modifikalhatoak. gy amennyiben az aktivaciés és a C-tipusi inaktivacioért felelSs
inaktivacios kapuk kapcsoltsagdnak hatterében az S6-os szegmentumok mozgasa all, az
allapotfiiggd cisztein modifikacios kisérletekkel a Shaker-tipust kalium csatornak struktira-
funkci6é kapcsolatanak egy minden eddiginél részletesebb megismerése valik lehet6vé.
Feltételezésiink szerint a 471-es pozicidba épitett cisztein, ami a csatorna zart és nyitott
allapotaban a porustdl elfelé tekint, az S6-os hélix mozgéasa esetént az inaktivalt allapotban
néz a porus felé, igy szelektiven a csatorna inaktivalt allapotdban modifikalhato. Ezzel
szemben a 472-es pozicioban levd cisztein, a feltételezett mozgas ellenére, a csatorna egyik
kapuzasi allapotaban sem tekint a pérus fel¢, igy nem modifikalhat6 az altalunk alkalmazott
MTS reagensekkel. A reagensek kovalens kotés révén, irreverzibilisen kotédnek a
ciszteinekhez. A kotddés a csatorna konduktanciajanak elvesztését eredményezi, igy a sikeres

cisztein modifikacié az iondramok mérésével nyomon kdvethetdvé valik.



Az allapotfliggd cisztein modifikacios kisérletek kivitelezése soran fontos a megfeleld
tartofesziiltségnek, a depolarizald impulzusok nagysaganak, és a koztiik eltelt idonek a helyes
megvalasztidsa, ami csak a mutans csatornak biofizikai jellemzdinek pontos ismerete esetén
lehetséges. Eppen ezért célom a két mutans csatorna azon alapvetd biofizikai jellemz&inek a
meghatarozasa volt, melyek alapjan a modifikacids kisérletek protokolljai pontosan
megtervezhetOk. Ennek megfelelden kisérleteim sordn meghataroztam a konduktancia
fesziiltségfiiggését, az dram aktivacios és inaktivacids idéallandojat, illetve az inaktivaciobol

valo visszatérést jellemz6 idéallandot.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV/ 1. A T449A/ A471C és T449A/ L472C muténs csatornak felépitése

A kisérletekhez hasznalt mutans csatorndk tobb mutdciot tartalmaztak. A mutans
ioncsatorndkat kodold plazmidokat Prof. Carol Deutsch és munkatarsai biztositottak
szamunkra (Department of Physiology, University of Pennsylvania, Philadelphia, USA).

A mutans csatornak eldallitasakor a kiindulasi alap a Shaker-IR kalium csatorna volt,
amely jellemzdje, hogy a C-tipust inaktivaci6 mechanizmusdnak vizsgalata érdekében
eltavolitasra keriiltek beldle a Shaker csatorndra jellemzd N-tipusu inaktivacioért felelds 6-46
-0s pozicidban talalhato, ,,inaktivacios labdat” kodold aminosavak (Hoshi és mtsai, 1990). Ezt
kovetéen a Shaker-IR csatorndkban a 301-es és 308-as pozicioban talalhatdé endogén
ciszteineket szerinekkel helyettesitették, ezaltal elkeriilhetd ezek esetleges MTS reagensekkel
vald zavard modifikéacioja az allapotfiiggd cisztein modifikacios kisérletek soran (Holmgren
¢s mtsai 1996). A harmadik mutacié a 449-es pozicidban talalhatd treonin alaninra torténd
cseré¢je volt, ami jelentésen gyorsitja a C-tipust inaktivacido sebességét (Lopez-Barneo és
mtsai, 1993). Az igy felépiild Shaker-IR konstruktban a kisérleti stratégia szempontjabol
fontos 471-es vagy 472-es pozicioban talalhato aminosavakat -ciszteinekre cserélték
(QuikChange kit; Stratagene), igy jottek 1étre a kisérleteim soran vizsgalt T449A/ A471C és
T449A/ L472C muténs csatornak.

IV/ 2. A tsA-201 sejtek tenyésztése €s transzfekcioja

Az SV40 large T antigénnel transzformalt human embrionalis vese sejteket (tsA-201
sejtek) magas glikéz tartalmi Dulbecco’s minimum essential medium tapoldatban
tenyésztettem, melynek 0sszetétele a kovetkezd volt: 10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml,
penicilin-G, és 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen). A sejtek tenyésztése 37°C-on, 5% CO; -
ot és 95%-os paratartalmat biztositd termosztatban, 25 cm” -es tenyésztéflaskaban (Corning
Flask) tortént. A sejteket hetente kétszer passzaltam. A letapado sejteket 5 perces 0,2 g/L
EDTA-t tartalmazé PBS oldattal torténd inkubacioval valasztottam le a tenyésztoflaska
aljarol.

A transzfekciot megel6z6 napon a sejteket 60 x 15 mm-es petrikbe helyeztem (Sarstedt),
higitasi sort készitve. Masnap a transzfekcidhoz mindig egy 70 %-os konfluencidju petrit
valasztottam. A sejteket Ca-foszfat precipitacios modszerrel (Invitrogen) ko-transzfektaltam a

T449A/A471C vagy T449A/L472C mutans ioncsatornat kodold plazmiddal (10 pg), illetve
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EGFP plazmiddal (1 pg). A transzfekciot kovetden a sejteket 35 mm-es, elézetesen poly-L-
ornitinnel (Sigma-Aldrich) kezelt petrikbe helyeztem, melynek alkalmazéasat az inside-out
konfiguracidban torténd mérés kovetelt meg. A méréseket a transzfekciot kovetd 12-36 oOras
idéablakban végeztem. Kozvetleniil a mérés megkezdése elott az adott petriben levo sejteket
kétszer 1 ml kiils6 oldattal (150 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES; pH= 7,38) mostam, majd végiil a sejteket 2 ml kiilsé oldatban inkubaltam.

IV/ 3. Fluoreszcens mikroszkdpia

Meéréskor az EGFP pozitiv, transzfektalt sejtek egyéni azonositasdhoz Nikon TE2000U
invert fluoreszcens mikroszkopot hasznaltam. Az excitatidés szlird a 455-495 nm-es, az
emisszids sziird a 515-555 nm-es hulldmhosszusdg tartomany szdmara volt atjarhatd. A
plazmidok keverési aranya biztositotta, hogy az EGFP pozitiv sejtek tobb mint 60%-a

kifejezte a ko-transzfektalt mutans ioncsatornakat a mérési idésavban.

IV/ 4. Elektrofiziologia

A méréseket a patch clamp technika (Hamill és mtsai, 1981) segitségével, inside-out
konfiguraciot alkalmazva végeztem. A depolarizdld impulzusok nagysdgat és az ionadramok
iranyat munkdm sordn didaktikai szempontbol mindvégig az élettani konvencidknak
megfelelden tiintettem fel. A cisztein modifikacios kisérletek technikailag megkovetelik az
csatorna citoszolikus oldala fel6l hozzaférhetok az MTS reagensek szamdra. A biofizikai
karakterizaciés méréseket a kapott paraméterek pontos Osszevethetdsége miatt végeztem
hasonl6 konfiguraciot alkalmazva. A mérésekhez Axopatch 200A és Multiclamp 700B patch
clamp erdsitoket hasznaltam, fesziiltség-zar lizemmodban, melynek eredményeképpen a
vizsgalt sejt membranpotencialja konstans értéken tarthatd, mikdzben a sejtmembranon
atfolyd 4ram nagysdga meghatarozhatova valik. A mérésekhez Burleigh PCS5000
mikromanipulatort alkalmaztam. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat ¢és az adatgytjtést IBM
kompatibilis személyi szamitogép vezérelte Axon Digidata 1200 és 1322A illesztdegységen
keresztiil a pCLAMPS8/10 programcsomag segitségével (Molecular Devices Inc., Sunnyvale,
CA). Az aramgorbéket 4 polust Bessel sziirével sziiréztem. A mintavételezés frekvencidja, a
Nyquist teoéria értelmében, a szlir6k sarokfrekvencidjanak legalabb kétszerese volt. A

csucsaramok értéke altaldban 400-1200 pA-nek adodott +50 mV-os tesztpotencial érték
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mellett. A tovabbiakban azon aramgorbéket értékeltem ki, melyek esetén az egyensulyi aram
nagysaga a csucsdram nagysaganak 5%-nal kisebb volt.

A pipettdkat boroszilikat iivegkapillarisokbol (Warner Instruments) hiiztam 5 fazisban,
majd a pipettak hegyét hé alkalmazéasaval poliroztam. A pipettdk ellendllasa az alkalmazott

oldatok esetén 3-4 MQ volt.

A méréseket minden esetben szobahémérsékleten (22-25 °C) végeztem.

IV/ 5. Oldatok, perfizids rendszer

A pipettdban az inside-out konfiguracionak megfeleléen a kiilsé oldat helyezkedett el,
melynek pontos dsszetétele: 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES. Belsd oldatként pedig egy 105 mM KF, 35 mM KCI, 10 mM EGTA, 10 mM
HEPES tartalmu oldatot alkalmaztam. Mindkét oldat pH-ja 7,38 volt. A belsé oldatot egy a
gravitacié altal hajtott, manualisan vezérelt perfizios rendszer segitségével vezettem az

inside-out patchre, 0,5 ml/perces litemben, folyamatos elszivas mellett.

IV/ 6. Adatok kiértékelése

Az eredmények kiértékeléséhez a pClamp8/10 program csomagot (Molecular Devices
Inc., Sunnyvale, CA) hasznaltam. A mérés soran kapott aramgorbéket kiértékelés elején
korrigaltam az ohmikus szivargdsi aramra és digitalisan szlir6ztem harom pontos boxcar
modszerrel.

A mért pontokhoz az egyes fiiggvények (ismertetésiiket lasd lentebb, az
LEREDMENYEK” megfeleld fejezeteiben) illesztését a Marquardt-Levenberg algoritmus
segitségével végeztem.

A mérési adatok kozlésénél az atlagértéket és annak kozepes hibajat (SEM) adtam meg
adott mérési szam (n) mellett.

A mérési eredményeket reprezentald abrak szerkesztéséhez a SigmaPlot 10.0 programot

hasznaltam.
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V. EREDMENYEK

V/ 1. A konduktancia fesziiltségfliggésének vizsgalata

Kisérleteim soran meghatidroztam a konduktancia fesziiltségfiiggését, melynek ismerete
esszencialis a cisztein modifikacidés kisérletek protokolljainak tervezéséhez. Az igy
meghatarozott félaktivacios fesziiltség értéke (Vin), és az aktivacio fesziiltségfiiggésének
meredeksége (k) alapjan egy ioncsatorna jol azonosithatova valik. Tovabba a csatornak
aktivacios kiiszobéhez és a maximadlis konduktancia eléréséhez tartozé fesziiltségértékek is
meghatdrozhatok ezaltal, igy a modifikacios kisérletek soran alkalmazando tartofesziiltség és
tesztfesziiltség értéke pontosan megvalaszthatova valik.

A konduktancia fesziiltségfiiggésének vizsgalatakor el0szOr a csatornak aram-fesziiltség
karakterisztik4jat ( I-V fiiggvény) hataroztam meg. Ennek soran 300 ms idétartamu, -80 mV-
tol +70 mV-ig terjedd depolarizalé impulzusokat alkalmaztam 10 mV-os 1épéskozokkel, ugy
hogy az egyes impulzusok kozti idé mindvégig 60 s volt. A protokollon beliil az impulzusok
kozott a tartofesziiltség értéke mindvégig -120 mV volt. A mérések soran kapott egy-egy

reprezentativ &ramgorbét a 2. dbran tiintettem fel.

A T449A/ A471C B T449A/ L472C
1,5
0,6
_ 1,0
2o z
£ £
o s
< 0,2 < 0,5
0,0
0,0
0 40 80 120 0 100 200
1d6 (ms) 1d6 (ms)

2. dbra: A T449A4/ A471C (A panel) és T449A4/ L472C (B panel) mutdans ioncsatorndk lentebb
részletezett protokoll szerinti vizsgalata soran kapott aramgorbék.

A csatornak aram fesziiltség karakterisztikajanak meghatarozasahoz 300 ms hosszisagu, -80 mV-t6l
+70 mV-ig terjedd depolarizdld impulzusokat alkalmaztam 10 mV-os lépéskozokkel. Az egyes

depolarizal6é impulzusok kozotti tartdfesziiltség egységesen -120 mV. A depolarizald impulzusok alatt
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kapott aramgorbék egyenstlyi aram kialakulasaig abrazolt szakaszat a T449A/ A471C csatorna esetén

a A panel, mig a T449A/ L472C csatorna esetében a B panel mutatja.

Ezt kdvetden az egyes tesztpotencidlokhoz tartozd, ohmikus szivargasi aramra eldzetesen
korrigélt csticsaramok értékeit hataroztam meg az aktudlis tesztpotencial fliggvényében. Az
igy nyert aram-fesziiltség (I-V) fiiggvény megfeleld értékeibdl a G= I/(E,,—E,.,) Osszefliggés
felhasznaldsaval hataroztam meg az adott tesztfesziiltséghez tartoz6 konduktancia (G) értékét,
ahol [ az adott tesztfesziiltséghez tartoz6 aram amplitidoja, E, a membranpotencial a
depolarizald impulzus alatt, E,., pedig a Nernst-egyenletbdl szamitott K™ egyensilyi
potencidl, amelynek értékét az alkalmazott oldatdsszetétel alapjan egységesen -85 mV-nak
véalasztottam. Az egyes tesztfesziiltséghez tartozé konduktancia értékeket normaéltam a
legnagyobb vezetdképesség értékre, majd az igy kapott adott tesztfesziiltséghez tartozo
normalt konduktancia értékeket (G,,m) dbrazoltam a depolarizalé impulzus fesziiltségének

fiiggvényében (Ghorm-V gorbe). Az igy kapott adatpontokra az aldbbi Boltzmann-fiiggvényt

illesztettem: G = !

norm V-1,

l+e *

A fiiggvény paramétereivel a normalt konduktancia fesziiltségfiiggése jellemezhetdvé
valik, ahol a G, a mérési adatokbol szamitott normalt konduktancia, V' az aktualis
tesztpotencial, V', a félaktivacios fesziiltség, k pedig az aktivacid fesziiltségfiiggésének a
meredeksége. Az illesztést a kiilonbozo sejteken felvett Gpom-V gorbék esetén kiilon-kiilon
végeztem el, és ezt kdvetden hatdroztam meg az atlagértéket és annak kozepes hibajat (SEM).
Az egyes mutans ioncsatorndk esetén a konduktancia fesziiltségfliiggését a fentebb emlitett
modon meghatarozott félaktivacios fesziiltség (V;,2) és meredekség (k) jellemzik. Ezeken tal a
protokollok tervezése szempontjabdl fontos informaciot hordoznak a csatorndk aktivacios

kiiszobéhez és a maximalis konduktancia eléréséhez tartozé fesziiltségértékek is.
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3. abra: A normalt konduktancia (G,,.) tesztpotencial (V) fiiggése a T449A/ A471C csatorna (A
panel) és a T449A/ L472C mutans csatorna (B panel) esetén.

Az abra az egyes mutans csatorndk esetén egy-egy reprezentativ mérés kapcsan, a kiilonb6zo
tesztpotencialok mellett meghatarozott G, értékeket abrazolja az alkalmazott tesztpotencial
fliggvényében, amit az aram- fesziiltség (I-V) fiiggvénybdl vezettem le. Az I-V fiiggvényen a mért K*
csucsaramokat abrazoltam az azt kivaltdé impulzus fiiggvényében -80 mV-tol +70 mV-ig, 10 mV-os
1épéskozokkel -120 mV-os tartofesziiltségrol. A vezetoképességeket minden fesziiltség-impulzus
esetében a szovegben emlitett képlettel szamoltam ki és ezt kovetden normaltam a maximalis
vezetoképességre azokat. Az abrazolt adatpontokhoz mindkét esetben Boltzmann-fiiggvényt
illesztettem. Az illesztést a kiilonb6zo sejteken kapott eredményekhez egyenként végeztem el, majd
ezt kdvetden hataroztam meg a félaktivacios fesziiltségnek (Vi) €s az aktivacio fesziiltségfiiggésének
a meredekségének (k) az atlagértéket és azok kdzepes hibajat (SEM) az egyes mutans csatornak

esetében, adott mérési szam (n) mellett.

A T449A/ A471C mutans csatorna esetén a nyitasi kiiszob ~-40 mV-nak tekinthetd, a
maximalis konduktancia elérése pedig ~+50 mV-nal kovetkezik be. Az 50%-0s nyitasi
valoszinliséghez tartozéd félaktivacios fesziiltség érteke Vin= 9 + 4 mV (n=5), az aktivacid
fesziiltségfiiggésének a meredeksége k=-23 +3 mV (n=5) (3. ébra, A panel).

A T449A/ L472C csatorna karakterizaldsa soran kapott eredmények alapjan a csatorna
kapuzasat jellemz6 félaktivacios fesziiltség értéke V= -32 + 11 mV-nak adodott (n=7), az
aktivacio fesziiltségfliggésének a meredeksége k=-15 £ 2 mV (n=7). A csatornak aktivacioja
mar ~-50 mV-ndl elkezdddik, mig a maximalis konduktancia elérése ~+10 mV-nal kdvetkezik

be (3. 4bra, B panel).
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V/ 2. Az &ram aktivacios idéallandojanak meghatarozasa

A csatorndk biofizikai jellemzéséhez a konduktancia fesziiltségfiiggését jellemzo
paramétereken til az aram egy adott membranpotencidlon mért id6beli valtozasat jellemzd
kinetikai paraméterecket hasznaltam. Az aram aktivacidos iddallanddjanak  (Tak)
meghatarozasdhoz -120 mV-os tartofesziiltgrél kiindulva 5 ms idétartamu, +50 mV-os
depolarizalé impulzust alkalmaztam. Az aktivacios kinetika jellemzésére a T,y -t olyan modon
hataroztam meg, hogy az aramgorbe felszalld szarara a Hodgkin és Huxley altal kidolgozott
alabbi fliggvényt illesztettem: I(2)= Lq (1-€° v ™%4+C, ahol ] az aktualis dramerdsség, Iq az
aktivalodo aram amplitadoja, a 7, az aktivacios idéallando, ¢ az illesztés kezdetétdl szamitott

1d6, C pedig az aram értéke a depolarizald impulzus kezdetén (4. ébra).

A T449A/ A471C B T449A/ L4T72C
06 12 1
Ty = 1,15 £ 0,34 ms T, = 0,63 + 0,08 ms
< 04 (n=6) < os (n=6)
c £
S

g 0,2 E 04

0,0 0.0

20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
Id6 (ms) 1d6 (ms)

4. abra: 5 ms hosszusdgu, +50 mV-os depolarizalé impulzus hatasdra kapott tipikus dramgorbe a
T449A4/ A471C csatorna (A panel) és a T449A/ L472C mutans csatorna (B panel) esetén.

A gorbék felszalld szarara a Hodgkin-Huxley modellnek megfelel6 szovegben emlitett exponencialis
fliggvényt illesztettem, a Marquardt-Levenberg algoritmus alkalmazasaval, az &aram aktivacios
idéallandojanak (t,,) meghatarozasahoz. Az egyes mutansok esetén T, atlagértéke és annak kdzepes

hibaja kertilt feltliintetésre adott mérési szam (n) esetén.
A T449A/ A471C csatorna esetén az aram aktivacios idéallanddja 1,15 £ 0,34 ms-nak

adodott (n=6), mig ugyanezen paraméter értéke a T449A/ L472C mutans csatorna esetén 0,63
+ 0,08 ms (n=6).
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V/ 3. Az 4ram inaktivacios idéallandojanak meghatarozasa

Ismert, hogy a Shaker-IR csatorndk egy hosszan tartd depolarizacioés impulzus alatt a C-
tipusu inaktivacioért felelds inaktivacids kapu zarddasa miatt inaktivalodnak. Az inaktivalt
allapotban levd csatornak funkcionalisan nem vezetoképesek, igy az inaktivacid folyamata
makroszkoposan abban nyilvanul meg, hogy az aram a csucsértékrél egy exponencialis

Osszefiiggéssel illeszthetd kinetikdval egy egyensulyi értékre (egyensulyi aram) csdkken.

(5.abra).

A T449A/ A471C B T449A/ LAT2C
04 1,2
I Tinake = 19,8 + 3,6 ms < 08 T = 34,8 £ 3,1 ms
g’ 0,2 (n=5) £ (n=5)
g g 0,4
~< ~< )
00 “‘J o 0,0
0 100 200 0 100 200
Id6 (ms) Id6 (ms)

5. &bra: +50 mV-os 1000 ms hosszusagu depolarizalo impulzusok alatt kapott dramgorbék egyensulyi
dram kialakulasaig abrazolt szakaszai a T4494/ A471C csatorna (A panel) és a T4494/ L472C
mutans csatorna (B panel) esetén.

Az aramgorbék leszallo szardra a lentebb részletesen bemutatasra keriilé exponencialis fiiggvényt
illesztettem. Az illesztés eredménye az abrakon piros szaggatott vonallal keriilt feltiintetésre. Az aram
inaktivacios idoéallandojaval (Tiag), mint illesztett paraméterrel az inaktivacid kinetikaja
jellemezhetévé valik. A T atlagértéke és annak kdzepes hibaja keriilt feltiintetésre adott mérési

szam (n) mellett az egyes mutans csatornak esetén.

Az inaktivacids kinetika jellemzésére az daram inaktivacids iddallandojat (Tinake)
hasznaltam. Az &4ram inaktivacios iddallanddjanak meghatdrozdsdhoz -120 mV-os
tartofesziiltségrol 1000 ms hosszusaga +50 mV-ra torténd depolarizald impulzust
alkalmaztam. A Tinke €rtékét az aramgorbe leszalld szarara illesztett alabbi egyexponencialis
figgvénnyel hatdroztam meg: I(z) =Axe '™ +C, ahol I az aktualis aramerésség, C az
egyensulyi (steady-state) &ram nagysaga, 4 az inaktivalédé komponens amplitiidoja, ¢ pedig

az illesztés kezdetétdl szamitott 1dO.
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Az igy meghatdrozott Tinx értéke a T449A/ A471C csatorna esetén 19,8 + 3,6 ms- nak
adddott (n=5), mig a T449A/ L472C mutans ioncsatorna esetén értéke 34,8 + 3,1 ms (n=5).

V/ 4. Az inaktivaciobol vald visszatérés idéallanddjanak meghatarozasa

A cisztein modifikacios kisérletek helyes kivitelezése szempontjabdl kulcsfontossagu az
egyes depolarizalo impulzusuk kozott eltelt idonek a megvalasztasa. Mint ahogy azt korabban
is emlitettem a depolarizacié soran az ioncsatornak elébb kinyitnak (O), majd ezt kovetden az

inaktivacios kapu zarddasaval a funkcionalisan nem vezetd inaktivalt allapotba keriilnek (OI).

AV

C~=c:=—

|

Cl—0l

6. abra: Az egyszeriisitett négy dallapotos kapuzdsi modell sémdja.

A C, illetve O az aktivacios kapu zart, illetve nyitott allapotat jeloli, mig az I az inaktivacids kapu zart
allapotéra utal. -120 mV-os tartofesziiltség esetén a csatornak a kiindulasi zart (C) allapotban vannak.
A membran +50 mV-os depolarizacioja hatasara (AV) a csatornak megnyitnak (O), majd a fenntartott
depolarizacio alatt, annak hatasara, az inaktivacios kapu zarédasaval a nyitott -inaktivalt (OI) allapotba
keriilnek. A depolarizaciot kovetden, visszatérve a kiindulasi -120 mV-os tartofesziiltségre az
aktivacios kapu bezarodik, ezaltal kialakul a zart-inaktivalt (CI) allapot. A csatornakat megfeleld ideig
kell ezen a tartofesziiltségen tartani ahhoz, hogy az inaktivacios kapu nyitasaval a zart (C) allapotba
jussanak, ami a kovetkez0 depolarizaldé impulzus hatasara a funkcionalisan vezetd, nyitott (O)

allapotba viheto.

Ahhoz, hogy az ujabb depolarizaci6 hatdsdra ismételten a funkciondlisan vezetd nyitott
allapotba keriiljenek, a 6. abran feltiintetett, egyszeriisitett négy allapotos kapuzasi modell
alapjan eldszor a zart (C) allapotba kell keriilnilik, aminek eléréséhez megfelel ideig kelléen
negativ membranpotencial jelenléte sziikséges. Amennyiben ez nem teljesiil az érintett
csatornak a zart- inaktivalt allapotban (CI) maradnak, igy a kovetkezd impulzus alatt a zart
inaktivacios kapu miatt nem képesek a kalium ionok vezetésére. Ez megtévesztd lehet a
cisztein modifikacios kisérletek értelmezésénél, ugyanis az inaktivalt csatornak jelenléte
miatti aramveszteség az ionaramok mérésével nem kiilonboztethetdé meg a mutalt ciszteinek

MTS reagensekkel torténd sikeres modifikacidja miatt bekdvetkezd csucsaram csokkenéstdl.
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Ennek elkeriilése érdekében hataroztam meg mindkét mutdns csatorna esetén az
inaktivaciobol vald visszatérés kinetikajat jellemzdé idéallanddt (Tre) -120 mV-os
tartofesziiltség alkalmazasa mellett, melynek ismeretében az depolarizald impulzusok kozott
sziikséges 1d6 helyesen megvalaszthato.

Az inaktivaciobol vald visszatérés iddallandojanak meghatidrozasahoz mindig adott
impulzusparok hatésara kialakulé csucsaramokat hasonlitottam Ossze (7. ébra). A protokoll
soran mindvégig 1000 ms-ig tart6 +50 mV-os depolarizal6 impulzusokat alkalmaztam, az
egyes impulzusparok kozott eltelt id6 pedig egységesen 60 s volt. A tartdfesziiltség értéke a
protokollon beliil egységesen -120 mV volt. Az impulzusparokon beliil csak az egyes
impulzusok kozotti 1d6 (tipi) valtozott.

A kiilonb6z6 impulzusok kozti idok esetén (ti;) az alabbi képlet segitségével hataroztam
meg a visszatérd daramhanyad (VA) értékét: VA= (P,-SS;) / (P;-SS;), ahol P; az els6 impulzus
soran kapott csucsaram, P, a masodik impulzus soran kapott csucsaram, SS; pedig az els6

impulzus soran mért egyensulyi (steady-state) d&ram értéke.

+50 mV +50 mV

120 mV | ‘}20 mv y; | 120 mv

VA= (P,-SS;) / (P1-SS))

7. abra: Az inaktivaciobdl vald visszatérés idddllanddjanak meghatdarozasdra szant protokoll résziete
(A panel) alatta az adott impulzuspar hatasara kialakulo aramgorbéket reprezentalo sémak (B panel).
A protokoll +50 mV-os nagysagt, 1000 ms hosszsagii depolarizald impulzsparok sorozatabdl épiilt
fel. Az egyes impulzusparok kozti idd egységesen 60 s, a tartofesziiltség mindvégig -120 mV. A
protokollon beliil valtozé egyetlen paraméter az adott impulzusparon beliill az egyes impulzusok kozott
eltelt id6 (tip) 1,1 s és 60 s kozotti tartomanyban. A P; az impulzuspar elsd, a P, annak mésodik
impulzusa hatasara kialakulé cstucsaramokat jeldli, az SS; és SS, az adott impulzus soran mért
egyensulyi aramra utal. A B panel aljan az adott ti,; esetén visszatéré aramhanyad (VA) szamitasara

hasznalt képlet keriilt feltiintetésre.
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Az adott tj,; mellett meghatdrozott visszatérd aramhanyadokat ezt kovetden az
impulzusok kozti 1d6 fliggvényében abrazoltam (8. abra). Kezdetben a masodik impulzus
soran kapott csiicsaram lényegesen kisebb, mint az elsé impulzus esetében. Ennek oka, hogy
az elsd depolarizacio hatdsara a csatorndk megnyitnak majd inaktivalédnak. A nem vezetd
inaktivalt csatornaknak elébb be kell zarédniuk ahhoz, hogy az Gjabb depolarizacio hatdsara a
funkciondlisan vezetd nyitott allapotba keriilhessenek. Ahhoz, hogy az inaktivaltbol zart
allapotba torténd atmenet bekovetkezzen megfeleld ideig kell a csatorndkat a -120 mV
membranpotencialon tartani. Ahogy az impulzusok kozti id6 ndvekedett a csatorndk egyre
nagyobb hanyada keriilt zart Aallapotba, ezaltal valt a masodik impulzus szédmara

,megnyithatova”, igy a visszatérd aramhanyad értéke egyre novekedett. Az igy kapott

adatpontokhoz az alabbi exponencialis fiiggvényt illesztettem: / (t) =1 (1 —e ]

I (¢) a t id6pontban visszatért aramhanyad, /.. az dram értéke, miutdn az Osszes csatorna
visszatért az inaktivalt allapotbdl, 7 az az id6allandd, ahol a csatornak 1/e-ed része visszatért az

inaktivalt allapotbol a zart allapotba.

A T449A/ A471C B T449A/ LA72C
° -]
g 1,0 g 1,0
S &
< 0,8 = 0,8
£ E
S 06 S 06
' .= 9,20+ 0,02 ® 1= 5,20 % 0,06 s
2 - 2 _
o 04 (n=4) @ 04 (n=4)
B |
o 02 o 072
2 R}
> 0,0 — ‘ > 00 ———
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Impulzusok kozti ido (s) Impulzusok kozti id6 (s)

8. dbra: A visszatérd aramhanyad (VA) dbrazolasa az impulzusok kozti idd (tipi) fliggvényében a
T449A/ A471C csatorna esetén (A panel), és a T449A/ L472C mutans csatorna (B panel) esetén.

Az abrakon minden feltiintetett pont 4-4 fliggetlen kisérlet soran a szovegben részletezett modon
meghatarozott eredmény atlaga, a hibajelek az atlagértékek kozepes hibait (SEM) mutatjak. Az
adatpontokra illesztett exponencialis fiiggvény paraméterei a szovegben kertiltek feltiintetésre.

Az inaktivaciobol vald visszatérés idoallandojanak (t...) atlagértékei és azok kozepes hibaja (SEM) az
egyes mutans csatornak esetén az abra aljan kertiltek feltiintetésre adott mérési szam mellett (n). Ezen

idéallandok meghatarozasahoz a kiilonboz6 sejteken végzett mérések eredményeihez az illesztést
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egyenként végeztem el, majd ezt kdvetden hataroztam meg a feltlintettet t,.. atlagértékeket és a
hozzajuk tartozo SEM értékeket.

Ezek alapjan inaktivaciobol vald visszatérés idéallanddja (trec) a T449A/ A471C csatorna
esetén 9,20 £+ 0,02 s -nak adodott (n=4), mig ugyanennek a paraméternck az értéke a T449A/
L472C mutans csatorna esetén 5,20 + 0,06 s (n=4).
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VI. MEGBESZELES

VI/ 1. A vizsgalt biofizikai jellemzOk Gsszegzése
Az altalam tanulmanyozott mutdns Shaker T449A/ A471C és T449A/ L472C csatornak

biofizikai jellemzdit az alabbi tablazatban (1. tablazat) 6sszegeztem.

Vizsgalt biofizikai jellemzok T449A/ A471C T449A/ 1L472C
Félaktivacios fesziiltség
9+4mV -32+ 11 mV

(Vin)
Aktivacio fesziiltségfliggésének

-23+3mV -15+2mV
meredeksége (k)
Aktivacids kiiszob

~-40 mV ~-50 mV

Maximalis konduktancia

~+50 mV ~+10 mV
eléréséhez tartozo fesziiltség
Aram aktivacios idéallandoja

1,15 £ 0,34 ms 0,63 £ 0,08 ms
(Takt)
Aram inaktivacios idéallandéja
19,8 £ 3,6 ms 34,8+ 3,1 ms

(Tinakt)
Inaktivaciobdl valo visszatérés
) ) 9,20+ 0,02 s 5,20+ 0,06 s
idéallandodja (Trec)

1. tdblazat: A T449A/ A471C és T449A/ L472C mutans csatornak biofizikai jellemz6i.

Az egyes biofizikai paraméterek roviditése, és a megfelelé mértékegységek a tablazatban keriiltek
feltiintetésre. A mérési adatok kozlésénél az atlagértéket és annak kdzepes hibajat (SEM) adtam meg
adott mérési szam mellett (n). Az egyes értékekhez tartoz6 mérési szamok (n) korabban, az

,EREDMENYEK” megfelelé részeinél keriiltek feltiintetésre.
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VI/ 2. A vizsgalt biofizikai jellemzdk tovabbi alkalmazasa

Az éallapotfiiggd cisztein modifikacios kisérletek helyes kivitelezése ¢érdekében
kulcsfontossagli a csatorndk altalam meghatarozott biofizikai jellemzdinek a pontos ismerete,
ugyanis csak ezek tudataban lehetséges a modifikacios kisérletek protokolljait megtervezni.

A konduktancia fesziiltségfliiggésének vizsgalata alapjan megallapithato, hogy a T449A/
L472C mutéans csatorna aktivacioja mar negativabb membranpotencial értékeknél elkezdddik,
a maximalis konduktancia elérése pedig alacsonyabb membranpotencial értéken kovetkezik
be, mint a T449A/ A471C mutans esetében. Ennek megfelelden a csatornara jellemzé 50%-o0s
nyitasi valészintiséghez tartozo félaktivacios fesziiltség ¢értéke is a negativabb
membranpotencial értékek felé tolodik el a T449A/ L472C mutans csatorna esetén. Ezen
adatok birtokaban megallapithat6, hogy a cisztein modifikacios kisérletek protokolljaban -120
mV-os tartofesziiltség alkalmazasa mellett a csatornak zart allapotban tarthatok. Tovabba +50
mV-os tesztpotencial értékeknél mar mindkét mutans csatorna konduktanciaja maximalis,
ennek megfeleléen +50 mV-os depolarizalé impulzusokat kell alkalmazni a modifikécios
kisérletek soran, ugyanis ebben az esetben lesz a csatorndk nyitdsi valdszinlisége 1-gyel
egyenlo.

Az 1. tablazat tovabba jol tiikkrozi, hogy a T449A/ L472C mutans ioncsatorna esetén az
aram aktivacids kinetik4dja gyorsabb, mig az dram inaktivacids kinetik4ja lassabb, mint a
T449A/ A471C esetén, amit a megfeleld idoallandok (Tak €S Tinake) €rtékei jeleznek.

A mérési eredmények alapjan megallapithato, hogy az ioncsatornak inaktivaciobol valod
visszatérési kinetikajat jellemzd iddallandok (t..) kOzel négyszeresét, azaz a két mutans
csatorna esetén egységesen 50 s-ot varva az egyes depolarizald impulzusok kozott biztosan
bekovetkezik a csatornak inaktivalt allapotbdl zart allapotba vald visszatérése.

A megfeleld tartofesziiltség, a depolarizalé impulzusok nagysaganak, és a koztik eltelt
idonek a helyes megvalasztasa alapvetd feltétele az allapotfiiggd cisztein modifikacios
kisérletek helyes kivitelezésének, ugyanis csak ebben az esetben lehetséges a homogén
csatornapopuléciok vizsgalata.

A célkitizésemnek megfeleléen az altalam meghatarozott, csatornak kapuzasat jellemzo
biofizikai paramétereket figyelembe vettiikk az allapotfiiggd cisztein modifikacids kisérletek
soran alkalmazott protokollok tervezésénél. A modifikacios kisérletek eredményei kozelebb
vihetnek minket a huméan Shaker tipusi kalium csatorndk C-tipust inaktivaciods

mechanizmusdnak pontosabb megismeréséhez, ezzel pedig szamos betegség esetén a
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jelenleginél szelektivebb, ezaltal a betegek szamara kedvezétlen mellékhatasoktél mentes

gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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IX. FUGGELEK

Az aldbbiakban a jelen TDK pélyamunkdm alapjaul szolgalo, altalam onalléan végzett

kisérletes munka tételes felsorolasa kovetkezik:

e A kisérleteim soran hasznalt tsA-201 sejtek gondozasa.

e A sejtek transzfekcidja.

e A patch clamp mérések soran felhasznalt oldatok elkészitése.

e A méréshez hasznalt pipettdk huzasa, hdvel térténd polirozasa.

e A biofizikai karakterizaciot szolgald protokollok (a konduktancia fesziiltségfliggését
vizsgald protokoll, az dram aktivacids és inaktivacids kinetikdjat vizsgald protokoll, és
a csatorndk inaktivaciobol vald visszatérési kinetikdjat vizsgald protokoll)
megtervezeése.

e A konduktancia fesziiltségfiiggésének, az aram aktivacios ¢és inaktivacios
kinetikdjanak, és a csatorndk inaktivaciobol valo visszatérési kinetikajanak vizsgalata
céljabol végzett patch clamp mérések kivitelezése.

e A fentebb emlitett mérések sordn nyert adatok kiértékelése, a kapott paraméterek
meghatarozasa, az eredmények értelmezése.

e A palyamunkaban kozzétett abrak elkészitése.

e Jelen TDK palyamunka elkészitése.

Debrecen, 2012. julius. 09.

Zakany Florina
DEOEC-AOK 1V. évfolyam/ 8-as csoport
DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
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Zikany Florina: ,Mutans Shaker kalium csatornak biofizikai jellemzdinek

tanulmanyozasa” cimii TDK palyamunkajanak biralata

(azonositasi szam: 1323/A)

A benyujtott palyamunka célkitlizése mutdns Shaker kalium csatorndk azon biofizikai
paramétereinek kisérleti meghatdrozdsa melyek segitségével optimalisan megtervezhetdk a

csatorna kémiai reagensekkel torténé modositasanak protokolljai.

A palyamu teljes terjedelme 33 oldal, mely tartalmazza a feddlapot, tartalomjegyzéket,
absztraktot, roviditések jegyzékét, bevezetést (8 oldal), valamint az anyag és modszer- (3
oldal), eredmények- (9 oldal), megbeszélés- (2 oldal) fejezeteket. A palyamunkat a
koszonetnyilvanitas, irodalomjegyzék és a kotelezd fliggelék zarja. A palyamil szerzdje

célkitlizéseit a bevezetésben ismerteti.

A dolgozat fogalmazdsa vilagos ¢€s érthetd, szerkezete logikus €s jol tagolt, abrai gondosan
szerkesztettek. Csupan né¢hany, valdszintileg a szovetszerkesztd szoftver el6tt is rejtve maradod
elgépelés lelhetd fel a szovegben, mint pl. a nyolcadik oldalon (12. sor) ..., mig ellenkezd

esetben a csatorna nem képes az inaktivalodni”.

Kiemelend6 az alaposan és érthetéen megirt ,,Bevezetés” szakasz, amely a téma irant csak
érdekl6do, de abban nem jaratos szakember szamara is jol Osszefoglalja a ,,Shaker” tipusu
ioncsatorndk eddig feltart Gsszefiiggéseit. A megadott irodalom elegendé tampontot nyujt az
olvasd szédmara, hogy a teriilet legfontosabb kozleményein elindulva tovabbi lényeges

ismeretek birtokéba jusson.

Az anyagok ¢s modszerek fejezetben lényegre torden ismerteti a mérések tervezését és
kivitelezését és az eredmények kiértékelését. Egyetlen apré6 megjegyzés: ha a palyamii
szerzOje sajat maga altal irt Marquard-Levenberg algoritmust hasznal6 illesztdprogramot irt,
akkor azt biiszkén vallalni kell (és a szovegben meg kell emliteni). Amennyiben a szoftver
,»Kils6” forrasbol szarmazik, azt is kivanatos lenne megemlitenie. A Marquard-Levenberg
algoritmust altalaban Levenberg-Marquard algoritmusként emlitik, pl. a ,,Numerical Recipes”

cimii kdnyvben is igy szerepel.



Hasonldéan az el6z0 részekhez, az ,,Eredmények” cimii fejezet is szépen ¢€s érthetden foglalja
0ssze a palyami szerzdje altal (a fliggelék tanulsaga szerint) elvégzett és kiértékelt kisérletek
eredményeit. Az eredmények ismertetésébdl kideriil, hogy a szerz6 érti és helyesen értelmezi

a kisérleti eredményeket.

Végezetiil a ,,Megbeszélés” cimii fejezetben Osszefoglalja kisérleti eredményeit és attekinti

azok alkalmazasi lehetdségeit a tervezett cisztein modifikécios kisérletekben.

Osszefoglalasképpen megallapithat, hogy a palyamunka szerzéje alapos ismeretekkel
rendelkezik a ,,Shaker” tipust ioncsatorndk szerkezet-funkcidé Osszefliggéseirdl, képes
megtervezni €s kivitelezni elektrofiziologiai méréseket €s a mérési eredményeket kritikusan ki
is tudja értékelni. Természetesen a TDK pdlyamunkdk szerzéi témavezetdik ttmutatdsai
alapjan dolgoznak. A jelen dolgozat esetében azonban az is érzddik, hogy a szerzdje tudja és

érti, hogy mit, miért és hogyan kell csinélni.

A palyamunkat valtoztatasok nélkiil, jelen formaban javasolom elfogadasra. (1).



Valasz Zakany Florina ,,Mutans Shaker kalium csatornak biofizikai jellemzéinek

tanulmanyozasa” cimii TDK palyamunka 1323/A azonositasi szamu biralatara

Tisztelettel szeretném megkdszonni a birdlonak a palyamunkdammal kapcsolatos munkajat.
Megtiszteld volt szdmomra olvasni a birdlatokban leirt elismerd észrevételeit. A munkammal
kapcsolatos birdlo formai és tartalmi észrevételeit megalapozottnak tartom. Ugy érzem, hogy
munkam ezen észrevételeknek megfelelden torténd korrekcidja kovetkeztében mind tartalmi,

mind formai szempontbol értékesebb lett.

Debrecen, 2012. julius. 09.

Zakany Florina
DEOEC-AOK 1V. évfolyam/ 8-as csoport
DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet



Biralat
Zékany Florina Mutans Shaker kélium csatornak biofizikai jellemzdinek tanulmanyozasa
cimii TDK dolgozatarol

Referenciaszam: 1323/B

Altaldnos megjegyzéseim a dolgozattal kapcsolatban:

A dolgozat §sszességében jol kidolgozott, megfeleld gonddal megirt szép munka. Az
egyes részek terjedelme Onmagaban és egymashoz képest is megfeleld. A Réviditések
jegyzéke a dolgozat olvasdsa kozben sokat segit a témaban kevésbé jaratos olvasonak. Az
Absztrakt megfelel a TDK palyamunkdakkal szemben tdmasztott formai kdvetelményeknek. A
kelléen részletes és egy szines abraval kiegészitett Bevezetés alapjan az olvaso tiszta képet
alkothat a dolgozat témajanak hatterében allo fesziiltség-kapuzott Shaker kalium ioncsatornadk
mikodésérdl. Ezen rész végén kap helyet a célkitiizés definialdsa, a Szerzé nem tette azt
kiilon fejezetbe. Az Anyagok és modszerek fejezet j0l szemlélteti, hogy a Szerzo tisztaban van
az altala alkalmazott kisérletes technikdk alapelvével. Az Eredmények fejezet lényegretord és
alapvetden jol érthetd, a nyolc dbra szemléletes. A Megbeszélés részben a Szerzd eldszor egy
rendkiviil hasznos téblazat formdajaban foglalja 0ssze az eredményeit, majd a kapott
eredmények alapjan roviden leirja az allapotfiiggd cisztein modifikacios kisérletekhez
tervezett fesziiltség protokollokat. Az eredmények Gsszevetése kordbbi irodalmi adatokkal (ha
vannak ilyenek) pl. egyéb fesziiltség-kapuzott ioncsatorndkon végzett aminosavcserék
biofizikai paraméterekre kifejtett hatasaival. A Koszonetnyilvanitdas-bol és a Fiiggelek-bol
egyértelmiien kideriil, hogy a palyamunka mely részeiben vett részt a Szerzé Onalldan és
miben tamaszkodott témavezetdje, illetve kollégai segitségére. Kiemelendd és dicséretes,
hogy a Fiiggelék alapjan a palyamunka teljes egészében a kisérletek tervezésétdl az utolso
betli begépeléséig a Szerz0 sajat munkaja. A Hivatkozasok fejezetben (a birdld munkdjat
segitve) a referenciak beszamozasra keriiltek ¢és 40 relevans és nagyrészt a TDK palyamunka

készitésének szabdlyai szerint rendezett referencia segiti az olvasot.

Részletes megjegyzéseim, kritikai észrevételeim a dolgozattal kapcsolatban:
A dolgozatban bejeldltem a javitani javasolt hibékat.
1. A palyamunka legnagyobb probléméja, hogy a Szerzd a szokdzokkel nem jol banik.
Egyszer ott alkalmazza, ahol nem kellene, maskor pedig oda nem tesz, ahova a birald

szerint indokolt lenne. Amennyiben adott paraméterhez szamérték mellett



mértékegység is tartozik a ketté kozé indokolt szokdzt tenni, de a mértékegység és
annak ragja kozotti kotdjel elé és mogé sem kell szokozt tenni. A mért paraméterek
atlaga ¢és annak kozepes hibdja kozotti = szimbolum elé és mogé sem egységesen tett
sz0kozt a Szerzo.

Az atlag és annak kozepes hibdja megadasanal célszerti mindkettd esetben ugyanannyi
tizedesjegyet feltiintetni és a palyamunkaban volt, hogy eltéréen szerepelt a mennyiség
az abran és a szovegben.

A szabdlyozas ill. szabdlyzas szavakat sem egységesen hasznalta a Szerzé a
palyamunkaban.

A roviditések is volt, hogy tobbféleképpen szerepeltek a munkaban: pl. T, , Takt.

Az abrakat egységesiteni kellene, pl. a tengelyfeliratokat nagybetiivel kezdeni a
magyar nyelvnek megszokott mdédon tizedesvesszOt alkalmazni, az y tengelyeken
azonos szamu szamot feltlintetni ahol az dbrdzolas ugyantigy 0-1-ig tart.

A 12. oldalon a IV/3. alfejezet ,,Fluoreszcens mikroszkop™ cime helyett javasolom
inkabb a ,,Fluoreszcens mikroszkopia” cimet.

A 3. és 4. abrat javasolnam 6sszevonni €s hasonloan mutatni az 5. abréhoz.

A 16. oldalon a szdvegben az &brahivatkozas helytelen, mert a 3. 4brara kellene
hivatkozni.

Az Irodalomjegyzék-et atnézésre javaslom, mert nem egységes, van ahol az 0jsag neve

roviditve szerepel, néhol pedig nem.

Kérdéseim a dolgozattal kapcsolatban:

1)

2)

3)

Az élettani folyamatok tisztdzasara végzett kisérletekben igyekeznek a kutatok minél
inkabb az élettani koriilményeket modellezni (37 °C). Ennek tiikrében miért végezték
a méréseket szobahOmérsékleten? Van-e adat arrdl, hogy a vizsgéalt csatorndk
kapuzésa vagy a T-sejtek miikodése valtozik a hdmérséklettel?

Milyen transzfekciot hasznaltak (tranziens vagy stabil) és mennyire biztos, hogy ha
egy zOld sejt fluoreszkalt, akkor tényleg kifejezte a mutans ioncsatornat? Kellett
,,megfogott” sejtet a mérésbdl kizarni amiatt, hogy nem volt rajta dram?

A 2. 4brén a kétféle csatornan atfolyd dram nagysaga kozott 2x-es kiilonbség van a
T449A/ L472C fehérje javara. Mi allhat ennek a hatterében? A transzfekciod soran pl.
az utobbi csatornabol kétszer annyit expresszalt a HEK sejt, vagy ezen csatorna arama
nagyobb, mint a mésik mutansé? Szdba jon-e egyaltalan az elsd lehetdség inside-out

mérésnél?



4) Mennyi volt a tartofesziiltség az éaram-fesziiltség, az aktivacios €s inaktivacios
1déallando vizsgalatanal? Amennyiben 0 mV csak akkor helyes a 15. oldalon leirt
,...abrazoltam a depolarizacids impulzus amplitiddéjanak fiiggbényében... ,,, ha nem
0 mV, akkor a kiemelt sz6 helyett ,,fesziiltségének” kellene allni.

5) A 22. oldalon a recovery illesztésére hasznalt képletben a C definicidja hianyzik. Kell

egyaltalan a képletbe ez a paraméter?

Osszefoglalds

Jelen dolgozatot a sok formai megjegyzés ellenére tartalmi €és szerkezeti szempontbol
is nagyon szép munkdnak tartom. A Szerzé altal végrehajtott kisérletek mindsége ¢és
mennyisége is messzemenden megfelel egy TDK palyamunka kdvetelményeinek. Kérdéseim
inkabb tudomdanyos kivancsisagbol fakadnak ¢és javitd szdndék vezérelt a kérdések
megfogalmazasakor, nem feltétleniil a palyamunka hidnyossagaira kivannak ravilagitani. A

dolgozatot az altalam javasolt modositasok végrehajtasa utdn fogadom el (kéd: 2B).

Debrecen, 2012. junius 13.



Valaszok Zakany Florina ,Mutans Shaker kalium csatornak biofizikai jellemzéinek

tanulmanyozasa” cimii TDK palyamunka 1323/B azonositasi szamu biralati kérdéseire

1. Az élettani folyamatok tisztazasara végzett kisérletekben igyekeznek a kutatok minél inkabb
az élettani koriilményeket modellezni (37 °C). Ennek tiikrében miért végezték a méréseket
szobahomersékleten? Van-e adat arrdl, hogy a vizsgalt csatornak kapuzasa vagy a T-sejtek

mukodese valtozik a homeérseklettel?

A biofizikai karakterizaciés méréseket a kapott paraméterek pontos Gsszevethetésége miatt
végeztem a cisztein modifikacios kisérletekhez teljes mértékben hasonld kisérleti
koriilmények kozott, 22-25 °C-on. A modifikacios kisérletekben alkalmazott reagensek
tobbsége (MTSEA, MTSET) nagyfoku hémeérséklet-érzékenységet mutat,
szobahOmérsékleten is atlagosan 10-12 perc felezési idével bomlik, igy a hdémérséklet
novelése teljesen kedvezdtlenné tenné a modifikacids reakcid kortilményeit. Mindezeket
figyelembe véve inkabb az alacsonyabb homérsékleteken végzett mérések tanulmanyozasa
lenne célszerli. Ellenben a szobahdmérsékletnél magasabb allandé homérseklet biztositasa a
perfizios rendszer termosztalasat is megkivanja, amely azonban technikailag egyelére nem
valosithatdé meg laboratoriumunkban.

Arra, hogy az altalam vizsgalt, cisztein modifikacios kisérletekhez is hasznalt T449A/ A471C
¢és T449A/ L472C mutans ioncsatorndk kapuzasat befolyasolnd a hdmérséklet nincs korabbi
irodalmi adat, mivel a ké mutans ioncsatornat a cisztein modifikacids kisérletek
kivitelezéséhez hoztdk létre. Eszrevételének megfeleléen ennek vizsgalata a késGbbiekben
érdekes és értékes informaciokat jelenthetne szamunkra a vizsgalt ioncsatornak mitkodésének
pontosabb megértésének tekintetében.

A T-sejtek ¢és egyes ioncsatornaik miikodésének homérsékletfiiggésére szdmos korabbi
irodalmi adat utal. Igy tobbek kozott a célsejt citotoxikus T-sejt altali lizise csak 37 °C folotti
hémérsékleten mehet végbe (Engelhard, V. H., Gnarra J. R., Sullivan J., Mandell, G. L., Gray
L. S. (1988) Early events in target-cell lysis by citotoxic T cells. Ann. NY Acad. Sci. 532,
303-313.). Ezen kiviil a hdmérséklet jelentdsen befolyasolja a T-sejtek Kv1.3 csatorngjanak
biofizikai jellemzdit, igy a csatorna inaktivaciobol valo visszatérése jelentdsen gyorsul a 37
°C-os hémérsékleten a 22°C-on tapasztalhatohoz képest, mig az aram aktivacids ¢és

inaktivacios iddallandoi kevésbé mutatnak hdmérsékletfiiggést (Lee, S. C., Deutsch, C. (1990)



Temperature dependence of K* -channel properties in human T lymphocytes. Biophys. J. 57,
49-62.). Igy a hémérséklet szisztémas valtozasa 14z esetén, vagy lokalis valtozasa példaul egy

izlileti gyulladas soran szerepet jatszhat a T-sejt medidlt immunvalasz finomszabalyozésaban.

2. Milyen transzfekciot hasznaltak (tranziens vagy stabil) és mennyire biztos, hogy ha egy zéld
sejt fluoreszkalt, akkor tényleg kifejezte a mutans ioncsatornat? Kellett ,,megfogott” sejtet a

méreésbol kizarni amiatt, hogy nem volt rajta aram?

A kisérletek soran tranziens transzfekcidt hasznaltam. A sejtek ko-transzfekcidjat a
T449A/A471C vagy T449A/L472C mutans ioncsatornat kodolod plazmiddal, illetve EGFP
plazmiddal a mérések eldkészitése sordn a palyamunkéban részletesen bemutatott médon
végeztem el, a kisérleteket pedig az aktudlis transzfekcidt kovetd 12-36 oras iddablakban
végeztem. Az plazmidok transzfekcié soran alkalmazott ardnya (mutdns csatorna plazmid 10
pg; EGFP plazmid 1 pg) biztositotta, hogy az EGFP pozitiv sejtek tobb mint 60%-a kifejezte
a ko-transzfektalt mutdns ioncsatorndkat a mérési idésavban. Ez egy ,tapasztalati” ardny, a
transzfekcio hatasfokat pontosan nem hataroztam meg. Ebbdl fakadoan eléfordult, hogy a
kivalasztott sejtbol kitépett patch-en nem volt aram.

Eppen ezért a palyamunkaban bemutatott kisérleti protokollok elvégzése elétt minden
esetben egy rovid kisérleti protokollal (-120 mV-os tartofesziiltségrol torténd Sms hossziisagu
+50 mV-os depolarizalé impulzussal) gyézddtem meg arrdl, hogy az adott sejten van dram. A
csticsaramok értéke altalaban 400-1200 pA- nek adodott a +50 mV-os tesztpotencial érték
mellett. Kisérleteimben csak azokat a patcheket hasznaltam fel, amelyek esetén az aram
amplitudé nagysdga meghaladta a 200 pA-t. Tovabba a késdbbiekben csak azok a patch-ek
kertiltek felhasznaldsra, ahol az egyensulyi aram nagysaga a csucsaram nagysaganak 5%-anal

kisebb volt.

3. A 2. abran a kétféle csatornan atfolyo aram nagysdaga kozott 2x-es kiilonbség van a T449A4/
L472C fehérje javara. Mi allhat ennek a hatterében? A transzfekcio soran pl. az utobbi
csatornabdl kétszer annyit expresszalt a HEK sejt, vagy ezen csatorna arama nagyobb, mint a

masik mutansé? Szoba jon -e egyaltalan az elso lehetoség inside-out mérésnél?



A 2. abra alapjan valdban ugy tlinhet, hogy a két csatornan atfolyd aram nagysaga jelentsen
kiilonbozik, a T449A/ L472C mutans ioncsatorna javara. Ez az 4bra viszont csak egy-egy
mérés soran kapott reprezentativ dramgorbét mutat, nem tobb mérés atlagat. Tobb mérés
eredményét is figyelembe véve ilyen markdns kiilonbség nem mutatkozik. Az esetleges
kisebb mértékli eltérést nem hatdroztuk meg. Azt, hogy a két csatorna tsA-201 (HEK)
sejtekben torténd expresszioja kozott pontosan van-e kiilonbség, €és ha igen akkor ez mekkora
nem vizsgaltuk. Egy (idegen) fehérje kifejezése a membranban Osszetett dolog, igy
elképzelhetének tartom, hogy a két fehérje szekvencidjanak kiilonbozésége miatt a kétféle
csatorna expresszidja ugyanazon rendszerben eltéré lehet. Igy ha az adott csatornabdl tobb
fejez6dik ki a membranban, akkor az egy adott membran darabon elhelyezkedd nagyobb
szamu csatorna révén az inside-out mérések sordn nagyobb aramot jelenthet. Arra
vonatkozoan viszont nincs adat, hogy ezzel a tényezdvel jelen esetben Iényegesen

szamolnunk kéne.

4. Mennyi volt a tartofesziiltség az aram-fesziiltség, az aktivdcios és inaktivacios idoadllando
vizsgalatanal? Amennyiben 0 mV csak akkor helyes a 15. oldalon leirt ,,...dbrazoltam a
depolarizacios impulzus amplitidéjanak fiiggbényében... ,,, ha nem 0 mV, akkor a kiemelt szo

helyett , fesziiltségének” kellene dllni.

Az észrevétele teljes mértékben helytallo, az altalam alkalmazott eredeti megfogalmazés
megtéveszt0, ugyanis a konduktancia fesziiltségfiiggésének vizsgalatdhoz, valamint az dram
aktivacios ¢és inaktivacidés idoallandojanak vizsgalatdhoz alkalmazott protokollokban
mindvégig -120 mV-os tartofesziiltséget alkalmaztam. Igy a depolarizald impulzusok
fesziiltségének értéke valdban nem egyenld azok amplitidojanak értékével. Ennek
megfeleléen az illetd mondat javaslatinak megfelelden lett modositva a palyamunka jelen,

atdolgozott valtozataban.

5. A 22. oldalon a recovery illesztésére hasznalt képletben a C definicioja hianyzik. Kell

egyaltalan a képletbe ez a paraméter?

Az eredmények kiértékelése soran altalam alkalmazott képlet nem tartalmazta a fentebb

emlitett C paramétert. A palyamunkaban talalhatd képletbe utdlagos szerkesztési hiba révén



keriilt kozlésre valoban hibdsan ez a paraméter, ezért sem lett az a kés6bbiekben definidlva.
Az illet6 fiiggvény helyes formaban a palyamunka atdolgozott valtozataban keriilt kdzlésre a

21. oldal 11. soraban. Eszrevételét kdszonom.

Végezetiil tisztelettel szeretném megkoszonni a birdloknak a palyamunkammal kapcsolatos
munkajat. Megtiszteld volt szamomra olvasni a biralatokban leirt elismerd észrevételeiket. A
munkdmmal kapcsolatos birdlé formai és tartalmi észrevételeiket megalapozottnak tartom.
Ugy érzem, hogy munkdm ezen észrevételeknek megfelelden torténd korrekcidja
kovetkeztében mind tartalmi, mind formai szempontbdl értékesebb lett. A palyamunkahoz

fizott kérdéseikkel pedig hozzajarultak a kutatdéi gondolkodasmodom tovabbi fejlesztéséhez.

Debrecen, 2012. julius. 09.

Zakany Florina

DEOEC-AOK 1V. évfolyam/ 8-as csoport
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Biralat
Zékany Florina Mutans Shaker kélium csatornak biofizikai jellemzdinek tanulmanyozasa
cimii TDK dolgozatarol

Referenciaszam: 1323/B

A palyamunkaban kijavitasra keriiltek az elgépelések. A feltett kérdésekre a Szerzd
adekvaltan és tomdren valaszolt, ismételten meggydzve a biralot a témaban és az alkalmazott

technikaban valo jartassagarol. A palyamunkat jelen formdjaban elfogadom (koéd: 1).

Debrecen, 2012. julius 10.
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