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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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II. ABSZTRAKT

A Shaker-IR kaliumcsatorndk egy aktivacios ¢és egy a C-tipusu inaktivacioért felelds
inaktivacios kapuval rendelkeznek. A két kapu egymadssal csatolt, de a C-tipust inaktivacio
molekularis mechanizmusanak részletei maig sem tisztazottak. Jelen ismereteink szerint a C-
tipustt inaktivaci6 a porus extracellularis szdjadékanal 1étrejové konformdciovaltozas
eredménye, az viszont, hogy ez a molekularis atrendez6dés pontosan milyen régiokat érint
nem ismert. Munkam sordn arra kerestem a valaszt, hogy az inaktivacios kapu képes-e¢ az
aktivacios kaputdl filiggetleniil mozogni, azaz megvalosulhat-e a csatorndk inaktivacioja
kozvetleniil a zart allapotbol.

Meéréseimhez olyan mutans csatornat hasznaltam, amelyben az S6-o0s transzmembran helikalis
nyitott aktivacios kapu mellett hozzaférhetéek az intracellularis oldal felé] alkalmazott Cd**
szamara. A Cd”" irreverzibilis kétédése a konduktancia elvesztését eredményezi, igy a
modifikacids reakcid az ionaramok mérésével jol monitorozhatd. A méréseket tsA-201
sejtekbe (SV40 large T antigénnel transzformalt human embrionélis vese sejtek) transzfektalt
T449A/V474C csatornakon végeztem a patch-clamp technika fesziiltség-zar tizemmaodjaban,
inside-out konfiguracidban.

A kisérleteim sordn alkalmazott protokoll harom, egyenként 5 ms hosszasagli
depolarizalé impulzust tartalmazott. Az els6 és a masodik impulzus kézott 20 s-ig a patchet
elsbb Cd*" hiadnydban, majd kiilonbozé Cd**  koncentracid jelenlétében olyan
membranpotencidlon tartottam, ahol az eldzetesen elvégzett biofizikai karakterizalds alapjan
makroszkopos aram nem volt detektalhato, de a csatorndk inaktivacidja mar megfigyelhetd
volt. A masodik depolarizaldé impulzust kovetéen 60 s-on keresztil -120 mV-os
tartofesziiltséget alkalmaztam.

Az igy kapott csticsaramok felhasznalasaval meghatarozott relativ visszatérd aramhanyad
a kontroll mérések esetében ~1, 20 uM-os Cd*" koncentracid mellett 0,84 = 0,04 (n=6), mig
200 puM-os Cd*" koncentracié mellett 0,19 + 0,12 (n=3). Lathat6, hogy Cd*" jelenlétében a
csatornak kisebb hanyada tér vissza az inaktivalt allapotbdl, mint a kontroll mérések esetén.
Ez a jelenség egyre kifejezettebb a Cd** koncentracié ndvelésével. Mindez azt tamasztja ald,
hogy a csatorna aktivacidja megeldzi az inaktivaciés kapu zarddasat, azaz inaktivacid

kozvetleniil zart allapotbol nem valosulhat meg.



III. BEVEZETES

II1/ 1. Az ioncsatornakrol altalaban

Az ioncsatorndk az ¢€l6 szervezetek miikddése szempontjabol kulcsfontossagi
transzmembran fehérjék, melyek szdmos élettani folyamat szabédlyzasaban részt vesznek,
valamint meghatarozé szerephez jutnak kiillonb6z6 pathologias folyamatok kialakuldsdban és
fenntartdsaban is. Az ioncsatorndk a biologiai membranokon egy hidrofil poérust képezve
biztositjdk az ionok koordindlt &ramlasat. Ezt a funkciét a membranfehérjék kozott
egyediilallo felépitésiik, porusuk és kapuik révén képesek ellatni. A pdrus biztositja az ionok
atjutasat a membranon keresztiil, mig a csatorna kapuinak meghatarozott koreografia szerinti
mozgasa (nyitasa, zarasa) felelds a koordinalt ionaramlas kialakitasaért.

A poérus nem csak passziv utvonalként szerepel az ionok membranon keresztiili atjutdsa
soran. A porusban taladlhatd szelektivitasi szird révén egy adott ioncsatorna csak
meghatdrozott ionok szdmara atjarhatd. Az ioncsatornak tovabbi jellemzdje a kapuzas, ami
révén az egyes ioncsatornak kiilonféle ingerek (membranpotencial valtozés, extracellularis,
vagy intracellularis ligand bekotddése, mechanikai ingerek, stb.) hatdsara a funkcionalisan
vezetd nyitott, és a funkciondlisan nem vezetd zart és inaktivalt strukturalis allapotok kozotti
atmenetre képesek. A kisérleteim soran hasznalt, késébbiekben bemutatandé mutans Shaker

csatorna ezek alapjan a fesziiltség kapuzott kaliumcsatornak (K, ) koz¢ sorolhato.

11/ 2. A Shaker kdliumcsatorna és a humén Shaker tipust kdliumcsatornak

Az altalam tanulmanyozott Shaker csatorna a Drosophila melanogaster-ben eléforduld
fesziiltség kapuzott kaliumcsatorna, amelyek fontos szerepet jatszik a kifejlett rovar és az azt
megel6z6 fejlodési alakok harantcsikolt izom, illetve idegszovetének miikodésében. A
csatornakon atfolyd gyorsan inaktivalodo, tranziens A-tipusu kéliumaram részt vesz tobbek
kozott a larvdk neuromuszkuldris junkcidjdban a preszinaptikus neurotranszmitter
felszabadulas terminalasaban (Wang és mtsai, 1996). A Shaker elnevezés a csatornat kodold
génekben -Shaker (Sh), Hyperkinetic (Hk), és ether a go-go (eag)- leirt mutaciok

eredményeképpen éter anesztézidban jelentkezd labremegésbol adodik.



A Shaker csatorna human szervezetben nem fordul eld, mégis kiemelt szerepet kap
szdmos human ioncsatorna szerkezet-funkcidjanak tanulmanyozasaban. Ennek oka, hogy a
csatorna nagymértékli szekvencia homoldgiat, ezéaltal mind strukturdlis, mind pedig
funkcionalis hasonlosdgot mutat a human szervezetben eléforduld szintén fesziiltség kapuzott
kaliumcsatorndk egyik csoportjaval, a Shaker tipusu kéliumcsatornakkal. Ezen csatornak
kapuzésanak, szerkezet-funkciojanak megismerésére vonatkozé korabbi kutatdsok nagy része
a Shaker csatornat hasznalta fel modellként, ezért a kisérletes munkank soran mi is ezt az
ioncstatornat alkalmaztuk.

A Shaker tipust kaliumcsatorndk ingerelheté és nem ingerelhetd sejtekben egyarant
eléfordulnak. A fesziiltség kapuzott kaliumcsatornak egyezményes jelolését tekintve a Kvl1.1-
Kv1.8 jelolésti ioncsatornak sorolhatok a Shaker csoportba. Munkacsoportunk érdeklédésének
kozéppontjaban a Kv1.3 jelolésii ioncsatorna all, ami tobbek kozott megtaldlhatd a B és T-
limfocitdkban (a késdbbiekben B- és T-sejtek), a progenitor B-sejtekben, makrofagokban, a
hasnyalmirigy Langerhans sejtjeiben, neuronokban, oligodendrocitdkban, mikroglidkban,
oszteoklasztokban, fibroblasztokban ¢és vérlemezkékben is (Gutman és mtsai, 2005). A Kv1.3
ioncsatorna a limfocitdk domindns kalium csatorndjaként részt vesz a nyugalmi
membranpotencial kialakitasaban és fenntartisaban, valamint a sejtek Ca™" fiiggé jelatviteli
folyamatainak szabalyozasaban is lehet6vé téve a kalcium jel kialakuldsat (Panyi és mtsai,

2004 a; 2004 b). Ezaltal a csatornanak kiemelkedd szerepe van a T-sejtek antigénekkel és mas

crer

mtsai, 1984).

A Kvl.3 ioncsatorna kiilonb6z6 tipusu gatloszerekkel torténd gatlasa depolarizalja a T-
sejteket, ami csokkenti a kalcium bedramlasdhoz sziikséges elektrokémiai gradienst
megakaddlyozva a sejtek proliferaciojat in vitro (Leonard ¢és mtsai, 1992), ¢és
immunszupressziohoz vezet in vivo (Cahalan és Chandy, 1997). Szdmos olyan autoimmun
betegség ismert, amelyekben ezen sejtek koros aktivacidja mutathato ki, igy a Kv1.3 csatornat
szelektiven gatlo, nagy affinitasti peptid toxinok és egyéb ugynevezett kis-molekula Kv1.3
inhibitorok kifejlesztése forradalmasithatnd tobbek kozott a rheumatoid arthritis, a sclerosis
multiplex, és mas autoimmun betegségek kezelését, egy a mainal specifikusabb, kevesebb

mellékhatassal bird terapiat biztositva (Beeton és mtsai, 2005; Panyi és mtsai 2006 a; Feske és

mtsai, 2012).



111/ 3. A Shaker csatorna szerkezete

A Shaker csatorna és a Shaker tipusu kaliumcsatorndk felépitésiiket tekintve négy
alegységbdl felépiild homotetramer csatorndk. Az egyes alegységeket nem-kovalens
kolcsonhatasok tartjak ossze. A négy alegység kozel szimmetrikusan helyezkedik el az altaluk
koriilhatérolt, centralis elhelyezkedésti porus koriil (MacKinnon,1991). Minden alegységet
egyenként hat transzmembran a-helikdlis szegmentum (S1-S6), és az ezeket Osszekotd
szamos intracellularis és extracellularis hurokszekvencia épiti fel. Az alegységek N-és C-

terminalis vége intracellularisan talalhat6 (1. &bra).

1. abra: A Shaker tipusu kaliumcsatornak felépitése.

Az abra a Kvl.2 ioncsatorna rontgenkrisztallografias kisérletek alapjan meghatarozott szerkezeti
modelljén alapul (Chen és mtsai, 2010). Az abrat a Pymol program segitségével szerkesztettem, a
szerkezeti adatok PDB kodja: 3LUT.

A négy alegység piros, kék, sarga, zold szinekkel van jeldlve, az egyes alegységek a 163-421.
aminosavakkal bezarolag keriiltek megabrazolasra. Az egyik alegység esetén jelolésre keriiltek a
felépitésében résztvevo transzmembran helikalis szegmentumok (S1-S6). A porusban centralisan egy
kaliumion talalhatoé (fehér szinnel jeldlve). Az abra az ioncsatornat az extracellularis oldal feldl

feliilnézetben, nyitott strukturalis allapotban abrazolja.



Az alegységekben az S1-S4 szegmentumok épitik fel a membranpotencial valtozast
érzékeld fesziiltségszenzort, mig az S5 és S6-0s szegmentumok, valamit az ezeket dsszekotd

hurok vesz részt a porus kialakitasaban. (2. dbra)

2. abra: A Shaker tipusu kdliumcsatornak két egymassal szemben fekvo alegységének szerkezete
oldalnézetbol.

Szerkezeti adatok PDB kodja: 3LUT, az egyes alegységek a 163-421. aminosavakkal bezardlag
keriiltek feltlintetésre. Az S1-S4-es szegmentumok az abran sarga, illetve piros szinnel vannak jelolve,
mig a porus kialakitasaban részt vevé S5-S6-0s szegmentum és az ezeket 6sszekoté hurok mindkét
alegység esetén zold szinnel vannak jelolve. A fehér szinnel jelolt gombdk a kaliumionokat
reprezentaljak. A csillag az ugynevezett ,.torony régiot” (turret) jeloli, ami kiemelten fontos szamos
skorpio toxin megkotésében. A strukturdlis elemek pontos funkcidjanak magyarazatat lasd a

szovegben.

A Shaker csatorndk fesziiltségkapuzott ioncsatornak, ennek megfeleléen a depolarizacio
jelenti azt a szignalt, melynek hatidsara a csatornadk aktivalodnak. A membranpotencial
valtozéasainak érzékeléséért az ugynevezett fesziiltségszenzor domén felelds, amelyet minden

alegység S1-S4-es transzmembran szegmentumai épitenek fel. A fesziiltség érzékeld funkcid



kialakitasa szempontjabdl kiemelten fontosak a netté negativ toltést hordozé S3 hélixek és a
tobbszoros pozitiv toltéseket hordozd S4 hélixek (Jiang és mtsai, 2003). Ezt jelzi, hogy az S4-
es szegmentum négy pozitiv toltésli argininje, jelentdsen konzervalodott a kiilonbozo
fesziiltség kapuzott kaliumcsatorndk esetén (Seoh €s mtsai, 1996). Kell6 mértékii membran
depolarizaci6 hatasara a fesziiltségszenzor a membranban az extracellularis tér felé mozdul el
(Aggarwal ¢és mtsai, 1996), ami végiil az aktivacios kapu megnyilasahoz vezet. Ez az alapja a
csatorndk membranpotencidl fiiggd aktivacidjanak (Bezanilla, 2000).

A csatorna porusat az S5-S6-os szegmentumok és az ezeket 6sszekotd hurok hozza létre.
A csatorna porusrégidja tartalmazza az egyéb kationokkal (pl. Na') szembeni K" szelektivitast
biztositd, GYGD szekvenciat amely a csatorna szelektivitasi szlrdjét alkotja (Heginbotham,
1994). Ezt a szekvencidt ,,signature” szekvencianak is nevezik, mivel ez alapjan a kiilonb6z6
kaliumcsatornak egyértelmiien elkiilonithetdk a mas ionokra szelektiv ioncsatornaktol. A
fesziiltség kapuzott kaliumcsatornak kristalyszerkezetének tanulsdga szerint a csatorndk
porusai négy szekvencidlis kaliumkotohelyet tartalmaznak (Neyton és mtsai, 1988a; 1988b).
Ezen feliil egy szintén extracelluldris elhelyezkedésti rehidracios-dehidracios kotdhelyet is
feltételeznek (Zhou és mtsai, 2001).

Az S5-S6-o0s szegmentumokat 0sszekotdé hurokszekvencia tovabbi érdekessége, hogy a
gatloszer (skorpid toxin) kotddéséért is, amely kisérletek szdmos indirekt informaciot
nyUjtottak a porusrégio és a szelektivitasi filter strukturdjarél (MacKinnon, 1988; Swartz,
2013). Az igy nyert kovetkeztetéseket rontgenkrisztallografias kisérletekkel igazoltak a
Shaker csalddba sorolhaté Kv1.2 csatorna esetén (Long és mtsai, 2005).

A Shaker csatorna harom széles korben tanulmanyozott kapuval, egy aktivacios és két
kiilonb6z6 inaktivacids kapuval rendelkezik. Az aktivacids kapu a porus citoplazmatikus
szajadékdnak megfeleléen helyezkedik el, felépitésében a négy S6-os transzmembran
helikalis szegmentum C-terminalis régidjaban elhelyezkedd, 475-478-as pozicioja
aminosavak altal alkotott peptid szakaszok vesznek részt (Del Camino és mtsai, 2001). Az N-
tipust inaktivacioért felelds inaktivacids labdakat a csatorna alegységeinek N-termindlis
részét képezd, Shaker csatorna esetén 6-46-os pozicidban talalhatdo aminosavak épitik fel. A

C-tipusu inaktivacioért felelds inaktivacios kapu a porus extracellularis szdjadékanal talalhato.



11/ 4. Az N-tipust és a C-tipust inaktivacio bemutatdsa

Ismert, hogy negativ tartofesziiltségrol torténd fenntartott depolarizacid soran a csatornak
az aktivaciét kovetden szamos kiilonbozo, Osszefoglaldoan inaktivacidnak nevezett
mechanizmus révén egy stabil strukturalis allapotba keriilnek. Ezt az allapotot nevezziik
inaktivalt allapotnak. Az inaktivalt allapotban levd csatorna funkciondlisan nem vezetdképes,
igy az impulzus sordn az aramgorbén az inaktivacid kinetikdjatol fliggd aramcsokkenés

tapasztalhat6 (3. abra).

IS
o
< / /
/ /
zart allapot —> aktivaci6 —— > inaktivacio = 00—---------- > Inaktivaciébol valo
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a
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3. abra: Az inaktivdcio jelenségét szemléltetd sematikus dbra.

Az dbran egy depolarizalé impulzus alatt 1étrejové ion aram sémaja lathaté. A fenntartott
depolarizacié soran létrejovo strukturalis valtozasok révén a csatorna a funkcionalisan nem vezetd,
inaktivalt allapotba keriil. Az inaktivaciobol vald visszatérés csak megfeleld ideig kelléen negativ

tartofesziiltség alkalmazasa mellett lehetséges (b6vebb magyarazat a szovegben).

Az inaktivalt allapotban levd csatorndra tovabba az is jellemzd, hogy a depolarizaciot
kovetden meghatarozott ideig, kelléen negativ membranpotencial jelenléte sziikséges ahhoz,
hogy az inaktivaciobol vald visszatérés megvaldsuljon, igy egy kovetkezd depolarizald
impulzus hatdsara a csatornak Ujra a funkcionalisan vezetd, nyitott allapotba keriilhessenek.
Ezek alapjan belathatd, hogy az inaktivacié folyamatanak kiemelkedd szerepe van egy adott
ingerre kialakulo kéliumaram megvaltoztatdsa révén szdmos jelatviteli folyamat
szabalyzasaban, igy példaul az akcids potencidlok alakjanak és frekvencidjanak (Geiger és
mtsai, 2000) szabalyzasaban, vagy a T-limfocitdk aktivacidjanak szabalyzasaban is. A vad
tipusu Shaker csatorna, illetve a Shaker tipusu csatornak dontd tobbsége esetén az inaktivacio

alapvetden két kiilonb6z6 modon johet 1étre, N-tipustl, vagy C-tipusu inaktivaciod révén. A



kétféle inaktivacid mechanizmusa jelentdsen kiilonbozik egymastol, ezt jelzi az is, hogy az
inaktivacié kinetikajat jellemzd inaktivacios idéallandok, illetve a csatornak inaktivaciobol
vald visszatérését jellemz0 idéallandok nagysagrendekkel kiillonboznek egymastol (Zagotta €s
mtsai, 1990).

Elészor az N-tipusu inaktivacié folyamatdt mutatom be, amely egy kinetikailag igen
gyors inaktivaciot tesz lehetové. Az N-tipust inaktivacio folyamatdban a csatorna
alegységeinek N-termindlis részét képezd inaktivacios labdék jatsszak a kulcsszerepet,
melyeket a 6-46-0s pozicioban taldlhaté aminosavak hoznak létre (Hoshi és mtsai, 1990).
Shaker csatorna homotetramer felépitése révén mindegyik alegységén rendelkezik egy
inaktivaciés labdaval. Bizonyitottan mindig csak az egyik inaktivacios labda vesz részt az
inaktivalt allapot kialakitdsdban, mintegy beliilrdl eltdmitve a csatorna porusat (MacKinnon és
mtsai, 1993). Az egyes inaktivacios labddk kozott negativ kooperacid figyelhetdé meg
(Hashimoto ¢és mitsai, 2000). A folyamatban az inaktivacidés labddk szerepét az teszi
egyértelmiivé, hogy ezen peptid szakaszok enzimatikus eltavolitasaval az N-tipusu inaktivacio
folyamata meggatolhato, illetve ezt kovetéen a rendszerhez kiviilr6l visszaadva az
inaktivacios labdakat, az 0jbol kialakithaté (Antz és mtsai 1999). Tovabbi jellegzetesség,
hogy intracellularisan alkalmazott poérusblokkolokkak (pl. TEA") az N-tipusu inaktivacid
folyamata lassithato, illetve meggatolhatdo, ami az inaktivaciés labda ¢és az adott
porusblokkold szomszédos, részben atfedd porusbeli kotdhelyeivel magyarazhatdé (Choi és
mtsai 1991). Az inaktivacidos labdan kiviil bizonyos csatorndhoz kapcsolodd béta
alegységeken talalhat6 inaktivaciés domének is képesek N-tipusu inaktivaciot létrehozni, a
fentebb részletezett mechanizmushoz hasonldéan (Morales és mtsai, 1995).

Az N-tipusu inaktivaciéval szemben a C-tipusu inaktivacidhoz vezetd pontos molekularis
mechanizmusok nem ismertek. Jelen ismereteink szerint a C-tipust inaktivacid a poérus
extracellularis szdjadékanal 1étrejovo konformacidvaltozas eredménye, az viszont, hogy ez a
molekularis atrendezddés pontosan milyen régidkat érint nem ismert. Valosziniinek latszik,
soran a csatorna ion szelektivitdsanak megvaltozik. Ezt tdmasztja ald szamos korabbi kisérlet,
amely soran az inaktivalt allapotban levd csatornan jelentés Na™ aramot tapasztaltak (Starkus
és mtsai, 1997). Igy egyre inkabb hattérbe szorul az az elképzelés, ami szerint az inaktivacid
a csatorna poérusanak osszeeséséhez vezet (Yellen és mtsai, 1994). A mechanizmust tekintve
bizonyitast nyert, hogy a C -tipusu inaktivaciot a csatornat alkotd négy alegység megfeleld

részei kooperativ médon hozzék 1étre (Panyi és mtsai, 1995), ami magyarazatot adhat arra,
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hogy a C -tipust inaktivacié kinetikajat tekintve lényegesen lassabb folyamat, mint a fentebb
bemutatott N-tipust inaktivacio.

A C-tipusu inaktivacio sebessége szamos tényezdvel mutat Osszefiiggést. Ezek koziil
a pozicidoban eredetileg megtalalhaté treonint alaninra cserélik az inaktivacio jelentdsen
gyorsul, mig a hisztidinnel, vagy més aromas aminosavval torténd csere az inaktivacio
lassulésat eredményezi (Lopez-Barneo ¢és mtsai, 1993). Tovabba ismert tény, hogy az N-
tipust inaktivacio (Baurkowitz és mtsai, 1995) és bizonyos intracelluldris porusblokkolok
(Baurkowitz és mitsai, 1996) gyorsitjdk a C-tipusi inaktivacid sebességét, mig az
extracellularis kalium koncentracid6 novelésével az inaktivacio lassuldsa figyelhetd meg
(Grissmer és mtsai, 1989). Ezek a megfigyelések azzal magyarazhatok, hogy a csatorna a
porusban szekvencidlisan elhelyezkedd K" kotShelyek koziil a legkiilsé kotShely telitettsége
gatolja a C-tipust inaktivaciohoz vezetdé molekularis atrendezddéseket, egy hasonlattal élve
ugy, mint egy lab az ajté becsukodasat (,,foot-in-the-door” mechanizmus) (Baukrowitz és
mtsai, 1996).

A Shaker csaladba sorolhat6 ioncsatorndk egy része, mindkét inaktivacids mechanizmus
révén inaktivalodhat, mig kiemelendd, hogy a limfocitdk domindns kalium csatorndja, a
Kv1.3 ioncsatorna kizarolag C-tipusi inaktivaciot mutat, ugyanis nem rendelkezik N-
terminalis inaktivaciés labdakkal. Ezek alapjan belathatd, hogy a Shaker tipusu
kaliumcsatornak kapuzéasanak és a C-tipust inaktivacid folyamatanak pontos megértése miért

all szdmos kutatas kozéppontjaban.
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IV. PROBLEMAFELVETES, CELKITUZES

A fesziiltség kapuzott kaliumcsatorndk szerkezet-funkcidé kutatdsa soran szerzett
strukturalis ismeretek jelentds része rontgenkrisztallografids kisérletekbdl szarmazik, igy
logikus lenne a C-tipust inaktivacié soran létrejové molekularis valtozasokat is ezzel a
modszerrel tanulmanyozni. Ezeknek a kisérleteknek a kivitelezését meggatolja az a tény, hogy
az inaktivalt allapotban levd kaliumcsatornat tobbszori probalkozas ellenére sem lehetett a
rontgenkrisztallografias kisérletekhez kristalyositani. Igy keriilt elétérbe a pontos szerkezet
meghatarozdsdban az Aaltalunk is alkalmazott patch-clamp technika, amely segitségével
kiilonb6zé mutans csatorndkat felhasznalva az ionaramok mérésével a kiilonbozo szerkezeti
valtozasok indirekten nyomon kovethetévé valnak.

A C-tipustu inaktivacié tanulmanyozasa céljabol az altalam hasznalt, ,,Anyagok ¢és
modszerek fejezetben” részletesen bemutatandd, tobb mutéciot is tartalmazo T449A/V474C
Shaker csatorna két kapuval, az aktivacios és a C-tipust inaktivacidért felelds inaktivacios
kapuval rendelkezik. M¢éréstechnikai szempontb6l fontos, hogy N-tipusu inaktivacid
kialakitasaért felelds inaktivacios labdakat alkot6 aminosavakat kodold részek a csatorna
kialakitasakor eltavolitasra keriiltek, ennek megfelelden a csatorna kizardlag C-tipust
inaktivacio6 révén inaktivalddhat. Ezek alapjan a csatorna aktivacios és inaktivacios kapujanak
aktualis allapotat figyelembe véve a legegyszeriibb esetben egy Osszesen négy strukturalis
allapotot tartalmazé kapuzéasi modell allithat6 fel. A 4. abran az ,,0” az aktivaciés kapu nyitott
(open) allapotat, a ,,C” annak zart (closed) allapotat jeldli, mig az ,I” jelolés mellett az
inaktivacios kapu zarva van, a csatorna igy inaktivalt allapotban talalhato. Ezen allapotok
koziil egyediil a nyitott strukturalis allapot vezetd, ugyanis barmelyik kapu zarodasa

meggatolja a csatornan keresztiili kaliumion aramlast.
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4. abra: Az egyszeriisitett négy allapotos kapuzasi modell.

Az éabra a zart (C), nyitott (O), nyitott inaktivalt (OI), és zart inaktivalt (CI) allapotok kozti atmenetet
mutatja. A zart és nyitott allapot kozti atmenetet az adott ioncsatorna aktivacios kiiszobének megfeleld
depolarizacié jelenti (AV). Fenntartott depolarizacié hatarsara a csatorna az inaktivacidos kapu
zarddasaval inaktivalodik, majd ezt kovetden meghatarozott ideig, kellden negativ membranpotencial

mellett a csatornak az inaktivacios kapu nytasaval visszatérnek a kiindulasi zart allapotba.

Korabban bizonyitast nyert, hogy a Shaker csatorna aktivacids és a C-tipust inaktivacios
kapui csatoltak egymassal olyan modon, hogy az inaktivacios kapu zart allapota gyorsitja az
aktivaciés kapu nyitasat, ¢és lassitja annak zarddasat, igy mintegy a nyitott allapotban
stabilizalja az aktivacids kaput (Panyi és mtsai, 2006 b). Azért, hogy kozelebb kertiiljiink a C-
tipusu inaktivacios kapuzds folyamatdnak pontos megértéséhez, jelen munkdm sordn arra
kerestem a valaszt, hogy az inaktivacidés kapu képes-e az aktivacios kaputol fliggetleniil
mozogni, azaz létrej0het-e az inaktivacio kozvetlentil a zart allapotbol (5. dbra kék nyil), vagy
a masik Ut jarhato, melynek értelmében az aktivacios kapu nyitdsa megeldzi az inaktivacios
kapu zarodasat (5. abra sziirke nyilak). Ez tobb tényezd miatt is fontos kérdés, ugyanis azon
tul, hogy hozzajarul a C-tipust inaktivacido soran bekovetkezd molekuldris valtozasok
pontosabb megismeréséhez, az inaktivalt allapotban levé csatorna szerkezetének
megismerésével megnyilik a lehet6ség a csatorna ezen dllapotira specifikus

gyogyszermolekuldk tervezésére (Panyi és mtsai, 2007).

“If
-

A palyamunkaban bemutatott kisérletek kozponti kérdése az, hogy a C-tipusu inaktivacios kapuzashoz

5. abra: Célkitiizésem osszegzése.

vezetd molekularis atrendezddések csak az aktivacios kapu mozgasa mellett (sziirke nyilak) johetnek

1étre, vagy az aktivacids kapu mozgasatol fiiggetleniil is bekdvetkezhetnek (kék nyil).
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Azért, hogy pontosan tudjuk az aktivacids kapu nyitasat vizsgalni, a méréseinkhez

hasznalt T449A/V474C mutans Shaker csatornaban az S6-os transzmembran helikalis

crer

aminosavait ciszteinekre cserélték (6.abra, A panel). Ez a pozicid a nyitott allapota
csatornaban a poérus felé tekint. Kisérleteink alapja, hogy ezek a ciszteinek kizarolag nyitott
aktivacios kapu mellet hozzaférhetdk az intracelluldris oldal felél alkalmazott anorganikus

Cd** szamara (6.4bra, B panel).

A panel B panel

Cl Nincs aramvesztés

Cd2+

ol
Van aramvesztés

T449A/ V474C

6. abra: A4 kisérletek soran alkalmazott T449A4/ V474C mutdans Shaker csatorna felépitése (A panel); a
cisztein modifikacios kisérletek elve (B panel).

A panel: A szerkezeti modell a ,Bevezetés” részben bemutatott Kv1.2 ioncsatorna modell két
egymassal szemben fekvd, porust kozvetleniil hatdrolo S5 és S6-os transzmembran helikalis
szegmentumait és az ezeket Osszekotd huroszekvenciat mutatja (Kv1.2 ioncsatorna, 325-421.
aminosavat jeldltem, mig a sziirke szin a 449-es pozicioval homolog aminosavat emeli ki. Az el6bbi
poziciokba helyezett ciszteinek biztositjiak a Cd*" kotédését, mig az utobbi muticié a C-tipusu
inaktivacio kinetikdjanak gyorsitasa céljabol keriilt alkalmazasra. B panel: A homotetramer mutans
csatorna 474-es pozicidji ciszteinjeihez a Cd*" kizardlag az aktivacids kapu nyitasa mellett képes

kotédni, zart aktivacios kapu mellett nem. A kotédés kovetkeztében az érintett csatornak
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konduktanciaja irreverzibilisen megsziinik, igy az aktivaciés kapu nyitdsa esetén aramvesztést
tapasztalunk, mig a zart allapotbol kozvetleniil végbemend inaktivacié esetén ez az aramvesztés

elmarad.

A Cd*" kotddése a cisztein oldallancokhoz irreverzibilis és a konduktancia elvesztését
eredményezi, igy a létrejové modifikacié, ami csak az aktivacids kapu nyitdsa mellett
lehetséges, az ionaramok mérésével monitorozhatova valik. A Cd*" kotédéséhez legalabb
harom 474-es pozicioju ciszteinre van sziikség (Liu és mtsai, 1997). Az elektrofiziologiai

kisérletek soran alkalmazott mérési protokoll felépitését lasd az ,,Eredmények’ egységben.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

V/ 1. A T449A/V474C mutans ioncsatorna felépitése

A kisérletek soran hasznalt T449A/V474C mutéans ioncsatornat kédold plazmidot Prof.
Carol Deutsch és munkatarsai biztositottak szamunkra (Department of Physiology, University
of Pennsylvania, Philadelphia, USA).

A mutans csatorna eldallitasakor a vad tipust Shaker csatornabol eltavolitasra keriiltek az
N-tipust inaktivacioért felelds 6-46-os pozicioban talalhatd ,,inaktivacids labdat” kodolo
aminosavak (Hoshi és mtsai, 1990). Az igy nyert Shaker-IR csatorndban ezt kovetden a 301-
es és 308-as pozicioban taldlhaté endogén ciszteineket szerinekkel helyettesitették, ezaltal
elkeriilhetd ezek Cd*'-mal t6rténd zavard reakcidja a cisztein modifikacios kisérletek soran
(Holmgren ¢és mtsai 1996). A kovetkezd mutacid a C-tipust inaktivacidé Kkinetikajat
nagymértékben meghatarozd 449-es pozicioban talalhatd treonin alaninra torténd cseréjét
jelentette, ami jelentdsen gyorsitja a C-tipusu inaktivacid sebességét, lehetévé téve annak
tanulmanyozasat (Lopez-Barneo és mtsai, 1993). Az igy felépiilé konstruktban a kisérleti

crer

a kisérleteim soran alkalmazott homotetramer T449A/V474C mutans Shaker csatorna.

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

Az SV40 large T antigénnel transzformalt human embrionalis vese sejteket, mas néven
tsA-201 sejteket magas gliikkoz tartalmu Dulbecco’s minimum essential medium tapoldatban
tenyésztettem (10% FBS, 2 mM L-glutamin, 100 U/ml, penicilin-G, ¢és 100 pg/ml
streptomycin). A sejtek tenyésztése 37°C-os, 5% CO; -ot €s 95%-os paratartalmat biztositd
termosztatban, 25 cm’-es tenyésztdflaskaban tortént. A sejteket hetente kétszer passzaltam. A
letapado sejteket a passzalas soran 5 percig tartdé 0,2 g/ EDTA-t tartalmazd PBS oldattal
torténd inkubacioval valasztottam le a tenyésztéflaska aljarol.

A transzfekciot megel6z6 napon a sejteket 60x15 mme-es petrikbe helyeztem, higitasi sort
készitve. Masnap a transzfekciohoz mindig egy 75 %-os konfluencidji petrit valasztottam. A
sejteket Ca-foszfat precipitdcids modszerrel ko-transzfektdltam a T449A/V474C mutans
ioncsatornat kodolod plazmiddal (10 pg), illetve EGFP plazmiddal (1 pg). Mivel tranziens
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transzfekciot alkalmaztam a méréseket mindig a transzfekciot kovetd 12-36 oras idéablakban
végeztem el. A transzfekciot kovetden a sejteket 35 mm atmérdjli, a folyamat eldtt egy oraval
elézetesen poly-L-ornitinnel kezelt, majd desztillalt vizzel atmosott petrikbe helyeztem, 2 ml
tapoldat kiséretében. A poly-L-ornitin alkalmazasat az inside-out konfiguradcioban torténd
mérés kovetelte meg. Kozvetleniil a mérés megkezdése eldtt az adott petriben levé sejteket
kétszer 1 ml kiils6 oldattal (150 mM NacCl, 2 mM KClI, 1,5 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES; pH= 7,38) mostam, majd végiil a sejteket 2 ml kiilsé oldatban inkubaltam.

A sejtek tenyésztése soran, illetve a transzfekcidhoz Sigma Aldrich gyari készitményeket

hasznaltam, (Sigma Aldrich, Budapest, Magyarorszag).

V/ 3. Fluoreszcens mikroszkopia

Méréskor az EGFP pozitiv transzfektalt sejtek egyéni azonositdsdhoz Nikon TS-100 invert
fluoreszcens mikroszkopot (Nikon Instruments, Melville NY, USA) hasznéaltam (7. dbra). Az
excitatios szlird a 455-495 nm-es, az emisszios szird az 515-555 nm-es hullamhosszusag
tartomdny szamdara volt atjarhat6. A plazmidok transzfekcid soran alkalmazott aradnya
biztositotta, hogy az EGFP pozitiv sejtek tobb, mint 60%-a kifejezte a ko-transzfektalt mutans
ioncsatornadt a mérési idésdvban. Ez egy ,tapasztalati” ardny, a transzfekcid hatasfokat

pontosan nem hataroztam meg.

AT GRS
WX TEN

7. abra: A kiserletek sordan alkalmazott tsA-201 sejtek morfologidja fénymikroszkopia (A panel) és

fluoreszcens mikroszkopia (B panel) soran, 40x-es nagyitas mellett.
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A felvételeket Nikon Coolpix 4500-as digitalis fényképezogéppel készitettem. Az A és B panelek a

srer

mutans ioncsatornat a mérési idésavban a plazmidok ko-transzfekcié soran alkalmazott aranya révén.
A mérés soran minden esetben igyekeztem olyan sejtet kivalasztani, ami lehetéleg jol
elkiiloniilt a kornyezetében levd sejtektdl, mutatta a letapadt tsA-201 sejtekre jellemzo

nyulvanyos morfoldgiat, tovabba megfeleld fluoreszcens jelet adott.

V/ 4. Elektrofiziologia

A méréseket a patch-clamp technika (Hamill és mtsai, 1981) segitségével, inside-out
konfiguraciot alkalmazva végeztem. A depolarizaldé impulzusok nagysdgat munkam soran az
altalam alkalmazott inside-out konfiguracio ellenére, didaktikai szempontb6l mindvégig az
¢lettani konvencidknak megfelelden tlintettem fel. A cisztein modifikacios kisérletek
technikailag megkovetelik az inside-out konfiguracio alkalmazasat, mivel a Cd*" nem képes
atjutni az ioncsatorna szelektivitasi szlirdjén, igy az aktivacios €s inaktivacids kapu kozott
elhelyezkedd, az S6-os szegmentumok 474-es poziciodiban elhelyezkedd ciszteinek kizardlag a
csatorna citoszolikus oldala felél, nyitott aktivacios kapu mellett hozzaférheték a Cd*"
szamara.

A mérésekhez Axopatch 200A patch-clamp erdsitét (Molecular Devices Inc., Sunnyvale,
CA, USA) hasznaltam, fesziiltség-zar lizemmoddban, ezaltal a  vizsgalt sejt
membranpotencialja konstans értéken tarthaté, mikdézben a sejtmembranon atfolyd aram
nagysaga meghatarozhat6. A mérések soran Burleigh PCS5000 (Thorlabs Inc., Newton, New
Jersey, USA) mikromanipulatort hasznaltam. Az ingerld fesziiltség-impulzusokat és az
adatgytjtést IBM kompatibilis személyi szamitdégép vezérelte Axon Digidata 1200 és 1322A
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztdegységen keresztiill a pPCLAMPS8/10
programcsomag (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) segitségével. Az
aramgorbéket 4 pdlust Bessel sziirdvel sziirdztem. A mintavételezés frekvenciaja, a Nyquist
teoria értelmében, a sziirdk sarokfrekvenciajanak legalabb kétszerese volt.

Mivel nem minden EGFP pozitiv sejt fejezte ki a mutdns ioncsatorndkat, ezért a
palyamunkaban bemutatott kisérleti protokollok elvégzése eldtt minden esetben egy rdévid
kisérleti protokollal (-120 mV-os tartéfesziiltségrdol torténd Sms hosszisagu +50 mV-os
depolarizal6 impulzussal) gyézédtem meg arr6l, hogy az adott sejten van aram. A
csucsaramok értéke altalaban 400-2000 pA- nek adodott a +50 mV-os tesztpotencial érték

mellett. Kisérleteimben csak azokat a patcheket hasznaltam fel, amelyek esetén az aram
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amplituidé nagysaga meghaladta a 200 pA-t. Tovabba a késébbiekben csak azok az
aramgorbék kertiltek kiértékelésre, melyek esetén az egyenstlyi aram nagysaga a csucsaram
nagysaganak 5%-anal kisebb volt.

A pipettakat boroszilikat tivegkapillarisokbol hiiztam 5 fazisban. A pipették ellenallasa az
alkalmazott oldatok esetén 3-4 MQ volt.

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

V/'5. Oldatok, perfzids rendszer

Az éltalam alkalmazott inside-out konfigurdcionak megfeleléen a pipetta tartalmazta a
kiilsé oldatot, melynek pontos Gsszetétele mind a kontroll, mind a Cd*" jelenlétében torténd
mérések soran az alabbi volt: 150 mM NaCl, 2 mM KCIl, 1,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10
mM HEPES. A kontroll mérések soran belsé oldatként (@ )egy 105 mM KF, 35 mM KCI, 10
mM EGTA, 10 mM HEPES tartalmt oldatot alkalmaztam. A Cd*" alkalmazasa mellett
torténd mérések soran a belsd oldat (¢ )dsszetétele az alabbi volt: 105 mM KF, 35 mM KCI,
10 mM HEPES, illetve 20 pM Cd*" vagy 200 uM Cd*". Az EGTA ebben az esetben azért
keriilt kihagyasra, mivel az képes megkotni a Cd*"-ot. A Cd*"-ot tartalmazé oldatokat a
méréseket megel6zden frissen kevertem ki. Minden oldat pH-jat egységesen 7,38-ra allitottam
be.

Az intracellularis oldatokat egy a gravitacio altal hajtott, gyorsperfiizios rendszer (SF-
77A Perfusion Fast-Step system; Warner Instruments, Hamden, USA) segitségével vezettem
az inside-out patchre, 0,5 ml/perces iitemben, folyamatos elszivas biztositdsa mellett. A
perfuzids rendszer kimeneti oldalat egy hasab alaku, harom részre osztott perfuzios fej adta.

A mérések soran minden egyes patch esetén el0szor egy perfuizid tesztet végeztem, amely
révén a perfuzios rendszer oldatvaltdsanak a ténye, illetve az oldatcsere késési ideje az adott
mérés esetén pontosan meghatarozhatova valik. A perfuzio teszt lényege, hogy a +50 mV-os
impulzus alatt a kontroll belsé oldathoz képest kisebb K™ koncentracioju belsé oldatra @ (50
mM KF, 65 mM NaCl, 35 mM NaF, 10 mM HEPES, pH= 7,38) valtva megvaltozik a kémiai
hajtoerd, igy az impulzus alatt kapott aramgorbe alapjan az oldatvaltas ténye €s a depolarizalo
impulzussal egy idOben elinditott perfuzids rendszer pozicid valtasanak késési ideje

meghatarozhatova valik (8. abra).
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8. abra: A perfizio teszt soran alkalmazott kisérleti protokoll felépitése az aktualisan alkalmazott
belso oldatok feltiintetese mellett.

Az impulzus soran kapott aramgorbén jol lathato az oldatvaltas valds ideje, illetve az oldatvaltas ténye
az ionaramlast meghatarozo elektrokémiai gradiens valtozasa révén (A panel). A perfuzids rendszer
kimeneti oldalat egy harom részre osztott perfuziés fej adta (B panel). A C panelen levo
oszlopdiagrammon a perfiizids rendszer poziciovaltasanak késési idejét (tq) tiintettem fel, az atlagérték

kozepes hibajaval adott esetszam mellett (n).

Az oldatok elkészitése soran Sigma Aldrich gyari készitményeket hasznéltam, (Sigma

Aldrich, Budapest, Magyarorszag).

V/ 6. Adatok értékelése

Az eredmények kiértékeléséhez a pClamp8/10 program csomagot hasznaltam (Molecular
Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA). A mérés soran kapott aramgorbéket kiértékelés soran
eldszor korrigéltam az adott impulzus el6tti -120 mV-os tartéfesziiltség mellett meghatarozott

ohmikus szivargasi aram értékével.
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Az ,Eredmények” fejezet V/2. alfejezetében az egyes fliggvények illesztése a Marquardt-
Levenberg-algoritmus segitségével tortént.

A mérési adatok kozlésénél az atlagértéket és annak kozepes hibdjat (SEM) adtam meg
adott mérési szam (n) mellett. A mérési eredményeket reprezentald abrakat a SigmaPlot 10.0
programmal szerkesztettem.

Az eredmények statisztikai elemzése a palyamunkaban mindvégig a Student-féle
kétoldali egymintas t-proba elvégzésével tortént, 5%-os szignifikancia szint mellet. Az
aktualis p értékek minden statisztikai probanal kiilon megjelolésre keriiltek. A szignifikans

eltéréseket a palyamunkaban csillaggal (% ) jeloltem.

V/ 7. Molekula szerkezeti abrak

A palyamunka soran bemutatott, a Shaker csatorna felépitését szemléltetd szerkezeti
abrakat a Pymol program segitségével szerkesztettem. A szerkezeti adatok PDB kodja: 3LUT.
Az abrdk a Kvl.2 ioncsatorna rontgenkrisztallografias kisérletek alapjan meghatérozott
szerkezeti modelljén alapul (Chen ¢és mtsai, 2010). Mivel jelenleg a Shaker csatorna teljes
felépitését bemutatd, hasonlo szerkezeti modell nem all rendelkezésre, ezért palyamunkédmban
mindvégig ezt a modellt hasznaltam fel a mutians Shaker csatorna és a Shaker tipusu
ioncsatornak felépitésének szemléltetésére. Ezt a Shaker csatorna és a Kvl.2 ioncsatorna
kozotti nagyfokt szekvencia homologia teszi lehetévé. Az aktudlisan abrazolt szekvencia

hosszat az egyes abrak esetén kiilon jeldltem.
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VI. EREDMENYEK

V1/ 1. A patch-clamp mérések soran alkalmazott kisérleti protokoll felépitése

A kontroll és az aktivacids kapu nyitasat monitorozé Cd*"-os mérések soran alkalmazott
kisérleti protokollok alapja harom ,,1épcsé”, ami harom, egyenként 5 ms hosszusagi +50 mV-
os depolarizaldé impulzust jelent (9. abra). Az elsé és a masodik impulzus kozott 20 s-ig a
patchet a kontroll mérések soran elébb Cd*" hianyaban, majd a modifikacids mérések soran
20 pM, vagy 200 pM-os Cd** koncentracié mellett -90 mV-os tartofesziiltségen tartottam,
amely membranpotencidlon az eldzetes biofizikai karakterizalas alapjan makroszkopos aram
nem volt detektalhatd, viszont a csatornak inaktivacioja mar megfigyelhetd (lasd még a 10.
abran). A masodik impulzust kdvetden, mindkét esetben 60 s-on keresztiil -120 mV-os
tartofesziiltséget alkalmaztam, ami elegendd a csatorndk inaktivalt allapotbol zart allapotba

val6 visszatéréséhez. Ezt kovette a harmadik depolarizalé impulzus.

+50 mV 20s +50 mV +50 mV
P / L [
< 7 / »
-9o/mv
-120 mV [ , -120 mv
' //
<“«—> 20 yM,vagy 200 pM Cd
5ms 60 s

relativ visszatérd
aramhanyad ~1

VAN zart 1
allapotbdl
inaktivacio !:& H

e -_— .
mechanizmus relativ visszatérd

! —> aramhanyad értéke < 1

c u\ !:& H

NINCS zart N
allapotbol !_!\:- !Q\
inaktivacio c

1 = relativ visszatérd

aramhanyad ~0

9. abra: A kontroll és az aktivacios kapu nyitasat monitorozo Cd -os kisérletek soran alkalmazott

meérési protokollok felépitése, a kisérleti stratégia bemutatasa mellett.
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Az egyes depolarizadld impulzusok soran kapott csucsaramok (I;, I, és I3) felhasznalasaval a
késobbiekben az (I;-1,)/ (I;-1,) képlet segitségével hataroztam meg a relativ visszatéré aramhanyad
értéket, amely paraméter jol reprezentalja azt, hogy az elsé €s masodik impulzus kdzotti csticsaram
veszteség mekkora hanyadat kapjuk vissza a harmadik impulzus soran. Ezaltal az abran bemutatott
modon a relativ visszatérd aramhanyad értéke alapjan kovetkeztethetiink az elsé és masodik impulzus
kozotti inaktivacio mechanizmusara. Amennyiben az inaktivacios kapu zarodasa az aktivacios kapu
nyitasa nélkiil bekovetkezhet a Cd*" nem tud bekotédni, igy nem tapasztalunk csucsaram vesztést, a

relativ visszatéré aramhanyad értéke kozel 1. Ellenkezd esetben, ha zart allapotbol az inaktivacié nem

crcr

irreverzibilis elvesztését eredményezi, ami a harmadik impulzus soran csucsaram vesztéshez vezet, a
relativ visszatéré aramhanyad értéke pedig a 0-hoz kozelit. A harmadik lehetéség, hogy az inaktivacio
a zart és a nyitott allapotbol egyarant megvalosulhat. Ebben az esetben a harmadik impulzus soran
szintén csucsaram vesztést tapasztalunk, aminek a mértéke kisebb, Osszevetve a kizardlag nyitott

allapotbol megvaldsuld inaktivacio esetén tapasztalhatotol.

A harmadik impulzus soran kapott csticsaram nagysagabol kovetkeztethetiink az elso és a
masodik impulzus kozott kialakuld inaktivacid mechanizmusara. Amennyiben az inaktivacios
kapu zarodasa az aktivacios kapu nyitasa nélkiil is bekovetkezhet a Cd*" nem tud bekotédni,
igy nem tapasztalunk csiicsaram vesztést. Ha az inaktivacio csak az aktivacids kapu nyitasa
mellett lehetséges, a 474-es poziciéji ciszteinekhez kot6dé Cd*™ a muténs ioncsatornak
konduktancidjanak irreverzibilis elvesztését eredményezi, ami a harmadik impulzus soran
jelentds csucsaram vesztéshez vezet. A harmadik lehetdség egy olyan kevert mechanizmus,
amely sordn az inaktivacio mind a zart, mind pedig a nyitott allapotbol bekovetkezhet. Ebben
az esetben a Cd*" bizonyos inaktivalt csatornakhoz képes hozzakotddni, mig mas
csatornakhoz nem, igy ebben az esetben is tapasztalunk csticsairam csokkenést a harmadik
impulzus soran, aminek mértéke viszont kisebb lesz dsszevetve a kizardlag nyitott allapotbol
megvalosuld inaktivacid esetén tapasztalhatotol. Az eredmények értékelése sordn mind a
kontroll, mind pedig a Cd*" alkalmazasa mellett végzett mérések estén az (I;-I)/ (I;-I) képlet
segitségével (ahol I, I, és I3 az impulzusok soran kapott csucsaramokat jelolik) hataroztam
meg a relativ visszatérd aramhanyad értékét, amely jol reprezentdlja azt, hogy az elsd ¢és
masodik impulzus kozotti dramveszteség mekkora hanyadat nyerjiilk vissza a harmadik
impulzus soran. Ezaltal ennek a paraméternek az értéke jol mutatja az elsé és masodik
impulzus kozotti inaktivacid mechanizmusat. Ha van zart allapotbdl inaktivacid a relativ
visszatérd aramhanyad értéke kozel 1, ha nincs zart allapotbol inaktivacio akkor kozel 0, mig

egy esetleges kevert mechanizmus esetén egy koztes értéket vesz fel.
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VI/ 2. A T449A/V474C mutéans ioncsatorna biofizikai jellemzése

A fentebb bemutatott kisérleti protokoll tervezésekor mindvégig figyelembe vettiik a
T449A/V474C mutans ioncsatorna kapuzasat jellemzd biofizikai paramétercket. A mutans
csatorna biofizikai karakterizaciojat a kisérleteimet megel6zden témavezetéim, Dr. Szant6 G.
Tibor ¢és Prof. Dr. Panyi Gyorgy, végezték el (lasd ,Filiggelék” megfelelé része).
Palyamunkdmban a konduktancia fesziiltségfiiggését és az inaktivacid fesziiltségfiiggését
jellemzd paraméterek részletes bemutatdsat azzal indoklom, hogy ezek alapjan Kkertilt
kivalasztasra az elsé és masodik impulzus kozott alkalmazott -90 mV-os tartofesziiltség,
amely membranpotencidlon az biofizikai karakterizalds alapjdn makroszkdpos aram nem
detektalhato, viszont a csatornak inaktivacioja megfigyelhetd. Ezt a 10. abra szemlélteti. Ezen
a membranpotencidlon makroszkopos aramot a csatorndk alacsony nyitdsi valdszinlisége,
illetve az alacsony elektrokémiai potencial miatt nem latunk, igy az aktivaciés kapu nyitasa
soran létrejové iondramot kozvetleniill nem tudjuk mérni. Ezért sziikséges a
,»Célkitlizésekben” bemutatott kisérleti stratégiat alkalmaznunk, amikor is az aktivacios kapu
mérjiik. A biofizikai jellemzOk meghatarozasat szolgald kisérletek soran alkalmazott mérési
koriilmények (sejt, transzfekeid, inside-out konfiguracio, kiilsé oldat, kontroll belsd oldat) az

»Anyagok és modszerek” részben bemutatottakhoz hasonloak voltak.

A panel B panel
A normalt konduktancia fesziltségfiiggése: Az inaktivacio feszultségfiiggése:
1,0 | 1,0
e¢e0°
08 | 08 |
- 06 06 A

o

) 0.4 Vip =-51,6£2,7 mV /120 04 | V1/2;Inact =-81,840,7
0,2 (n=5) 0,2 (n=4)
00 @@ 00 |

-100 80 -60 -40 -20 0 20 40 4110 <100 -90 -80 -70 -60
E,, (mV) En (mV)

10. abra: A4 T449A4/V474C mutans ioncsatorna konduktancidjanak és inaktivaciojanak
fesziiltsegfiiggese.

A panel: A normalt konduktancia fesziiltségfiiggésének meghatarozasahoz -100-t6l +50 mV-ig terjedd
300 ms hosszusagl impulzusokat alkalmaztak 10 mV-os 1épéskozokkel, az impulzusok kozti id6 pedig

60 s volt. Az igy kapott aramgdrbékbdl a G= I/(E,,—E..,) Osszefiiggés segitségével hataroztdk meg az
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adott tesztpotencialhoz tartoz6 konduktancia értéket (G), ahol E, a membranpotencial a depolarizalo
impulzus alatt, E,., pedig a Nernst-egyenletb8l szamitott K™ egyensulyi potencial, majd az egyes
kondunktancia értékeket a legnagyobb értékre (Gy) normaltdk. Ezt kovetéen abrazoltadk a normalt

konduktancia értékeket az alkalmazott tesztpotencial fliggvényében. Az abrazolt adatpontokhoz

1
Boltzmann-fiiggvényt, G, =

norm V-V,

l+e *

illesztve hataroztak meg a félaktivacios fesziiltség (Vi)

atlagértékét és annak kdzepes hibajat (SEM) adott mérési szam (n) mellett.

B panel: Az inaktivacio fesziiltségfiiggésének meghatarozasa soran azt hataroztak meg, hogy adott
membranpotencialon tartva a csatornak mekkora hanyada keriil az inaktivalt allapotba. Az alkalmazott
protokoll alapja két +50 mV-os impulzus par. Koztiik 20 s-ig a tartofesziiltséget -110 mV-tol -60 mV-
ig, 5 mV-onként valtoztattak, az impulzusparok kozott 60 s-ig -120 mV-os tartofesziiltséget
alkalmaztak. Ezt kovetéen, az igy kapott csucsaramokbol (az impulzuspar elsé impulzusa 1.5,
masodik impulzus I) képzett hanyadost az aktualis tartofesziiltség fiiggvényében abrazoltak. Az abran
a félinaktivacios fesziiltség (Vin.mact) atlagértékét és annak kozepes hibaja (SEM) keriilt feltiintetésre,
fliggvény kertilt

_ V_V1/2;inact
llesztésre. 1- e k

adott mérési szam (n) mellett. Az adatpontokhoz a VI,y=

A két abra alapjan jol lathato, hogy -90 mV-os membranpotencidlon makroszkdpos dram
még nem lathatd, viszont a csatornak inaktivacidja mar megfigyelhetd, ezért a késébbiekben
ezt a tartofesziiltséget alkalmaztuk kisérleteink sordan az elsé és masodik impulzus k6zott az

inaktivalt allapot 1étrehozasahoz.

V1/ 3. Kontroll koriilmények soran kapott eredmények

A kisérletek elvégzése sordn eldszor a kontroll méréseket végeztem el. A 11. abra az
egyes depolarizalé impulzusok soran kapott aramgorbéket mutatja. Lathatd, hogy a masodik
impulzus soran aramcsokkenés kovetkezik be a csatorndk bizonyos hanyadanak -90 mV-os
tartofesziiltségen bekovetkezd inaktivacioja miatt. Ezt az inaktivacidt viszont a masodik és
harmadik impulzus k6zott 60 s-ig alkalmazott -120 mV-os tartofesziiltség megsziinteti, igy az
elézetes varakozasoknak megfelelden a harmadik impulzus soran megkozelitdleg

visszakapjuk az els6 impulzus soran tapasztalt csicsaramot.
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11. abra: A kontroll koriilmények soran kapott eredmeények.

Az abran a fentebb bemutatott mérési protokoll soran kapott aramgorbéket tiintettem fel kontroll
koriilmények kozott. Az egyes depolarizald impulzusok soran kapott csucsaramokat I, I, és I3 jeldli.
Ezeket felhasznalva az (I3-1p)/ (I;-1;) képlet segitségével hataroztam meg a relativ visszatérd
aramhanyad értéket. Az eredmény megadasanal feltlintettem az atlagérték kozepes hibajat (SEM) adott

mérési esetszam (n) mellett.

Az eredmények kiértékelése soran az impulzusok alatt kapott csicsaramokat az ohmikus
szivargasi aram aktualis értékével korrigaltam, majd az igy nyert adatok felhasznélasaval az
(Is>-I)/ (I1-Ip) Osszefiiggés segitségével hataroztam meg a relativ visszatérd aramhanyad
értekét. A képletben I;, I, és Is rendre az egyes depolarizdldo impulzusok sordn kapott,
ohmikus szivargasi aramra korrigalt csucsaramok nagysagat jelolik mind a kontroll, mind
pedig a késébb bemutatando, aktivacios kapu nyitasat monitorozé Cd**-os mérések soran. A
relativ visszatérd dramhanyad értéke jol reprezentélja azt, hogy az elsd és masodik csucsdram
kozotti aramveszteség mekkora hanyadat nyerjlik vissza a harmadik impulzus soran. Mivel a
kontroll mérések esetén a masodik impulzus soran tapasztalt csicsaram veszteség csak az
inaktivacio révén johet 1étre, amit a masodik és harmadik impulzus kozott alkalmazott negativ
tartofesziiltség megsziintet, igy a relativ visszatérd aramhanyad értéke a kontroll mérések

soran kozel 1-nek adodott. Ezt igazolta az elvégzett kétoldali egymintas t-préba is, ami
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alapjan kijelenthetd, hogy 5 %-os szignifikancia szint mellett a kontroll mérések soran a
relativ visszatérd dramhéanyad értéke szignifikdnsan nem kiilonbézik az 1-tdl (p> 0,25).

A késObbiekben egy masik kontroll kisérletet is elvégeztem, amelynek célja annak
bizonyitasa, hogy a Cd*" kizarolag a nyitott allapotd ioncsatornakhoz képes hozzakotddni. A
12. abra alapjan lathatd, hogy amennyiben a csatornadkat egy olyan membranpotencidlon,
esetinkben -120 mV-on tartjuk, ahol a csatorna aktivacidja a konduktancia
fesziiltségfiiggésének alapjan nem valdsul meg, a csatorndk zart allapotban vannak. Ennek
megfelelden a masodik impulzus soran inaktivalt allapot levé csatorndk aranyat reprezentdlo
L/I; arany 0,923 + 0,071 (n=2). Azt, hogy a Cd*" a zart allapotban levé csatorniakhoz nem
képes hozzako6tddni az I,/1; ardnyon til, az I5/1; arany, 0,982 + 0,016 (n=2) jelzi. Ezen tul ez a
kisérlet biztosit minket arrol, hogy a Cd** az altalunk alkalmazott legmagasabb
koncentracioban nem ,toxikus” az ioncsatorna fehérjére. Az eredmények kiértékelése a
palyamunkaban bemutatottakhoz hasonloan tortént. Ez a kisérlet a palyamunka Biralo
javaslatara keriilt be a palyamunka torzsszOvegébe, a mérési esetszdmok ndvelését a

késobbiekben tervezziik.

+50 mV +50 mV +50 mV
-120 mV -120 mV -120 mV -120 mV
200 ym/Ccd*

200
0 4
Aram (pA) |
-400 -

600 I I I5

200 ms
Id6 (ms)

12. abra: A Cd’" kotddésének vizsgdlata zart dllapotii T449A4/V474C mutdns Shaker csatorndhoz.

Az abran a depolarizalé impulzusok soran kapott aramgorbéket tiintettem fel, a kapott csucsaramok
nagysagat I, I, és I5 jeloli. Az abrazolt esetben az elsé és a masodik impulzus kozott 20 s-ig 200 pM-
mindvégig -120 mV volt, mig a depolarizalé impulzusok 5 ms hosszusagii +50 mV-os nagysaguak,
hasonléan a palyamunkaban bemutatott mérési protokollhoz. Az eredmények a biralati valasz

torzsszovegében kertiltek kozlésre.
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V1/ 4. Cd*" alkalmazasa mellett kapott eredmények

A kontroll kiséleteket kdvetden az inaktivacioval egyidejlileg 20 uM-os vagy 200 pM-os
koncentracio melletti mérés soran kapott aramgorbéket tlintettem fel. A mésodik impulzus
soran itt is tapasztalhato aramcsdkkenés, amelyet a kontroll mérésekhez hasonldan egyszeriien
az inaktivacio, vagy a Cd*" bekotédése is eredményezhet. A kérdés megvalaszolasa
szempontjabol a harmadik impulzus a dont6. Amennyiben van kozvetlen dtmenet a zart
allapotbol az inaktivalt allapotba, a Cd*" nem tud bekotddni, ezaltal a harmadik impulzus
soran vissza kell kapnunk az elsd impulzus sordn tapasztalt csucsdramot, mivel az
inaktivaciobol vald visszatérés a masodik ¢és harmadik kozott alkalmazott negativ
tartofesziiltség révén lehetséges. Ellenkezd esetben, ha az inaktivacid az aktivacios kapu
az ¢érintett csatorndk estén a konduktancia irreverzibilis elvesztését eredményezi, igy a

harmadik impulzus soran dramvesztést tapasztalhatunk az elsé impulzushoz képest.

+50 mV

+50 mV +50 mV
—L%
-120 m\ : -120 mV -120 mV
200 uM Cd%
00 71 -V / (\ [—
1 relativ visszatérd
— aramhanyad = () 84+0,04 (n=6)
< -04 20 UM Cd?* melett
£
®
<L -0,8 relativ visszatéré
\V\/\J aramhanyad = 0,19+0,12 (n=3)
200 uM Cd?Z* mellett
1,2 I, l, 15
4_; T T T T 1 T T
2,5 1d6 (ms)

13. abra: Az aktivdcids kapu nyitasdt monitorozé Cd’ -os mérések sordan kapott eredmények.

Az abran a depolarizalé impulzusok soran kapott aramgorbéket tiintettem fel, a kapott csucsaramok
nagysagat I, I, és I3 jeloli. Az abrazolt esetben az els6 és a masodik impulzus kozott 20 s-ig 200 M-
meghatérozott a relativ visszatérd aramhanyad értéke mindkét Cd*" koncentracio esetén jol

reprezentalja azt az irreverzibilis csiicsaram vesztést, ami a Cd*" bekotédésével magyarazhatod. Az
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eredmények megadasanal feltiintettem az atlagértékek kozepes hibajat (SEM) adott mérési esetszamok

(n) mellett.

A kontroll mérésekhez hasonloan a Cd*"-os méréseknél is meghatiroztam a relativ
visszatérd aramhanyadot. Mind a 20 puM-os (0,01>p>0,005), mind pedig a 200 uM-os
(0,02>p>0,01) Cd*" koncentracié mellett kapott relativ visszatérd aramhanyad értékek az 5%-
os szignifikancia szint mellett elvégzett kétoldali egymintas t-proba alapjan szignifikdnsan
kiilonboznek az 1-t6l. Tehat Cd*" hatasara egy jol lathaté aramvesztést tapasztaltunk, ami a

Cd*" bekotddésével magyarazhato (13. 4bra).
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VII. MEGBESZELES

VII/ 1. Az elektrofiziologiai mérések soran kapott eredmények 0sszegzése

A kontroll és az aktivacios kapu nyitasat monitorozé Cd*"-os mérések soran kapott
mérési eredményeket az alabbi oszlopdiagrammon Osszegeztem (14. dbra, A panel). Az abra
jol szemlélteti, hogy mig a relativ visszatérd aramhéanyad értéke a kontroll mérések esetén
0,97+0,05 (n=6), tehat kozel 1-nek adodott, addig a Cd*"-os mérések esetén a paraméter
értéke 1-nél mindkét Cd*" koncentracié esetén szignifikansan kisebb. 20 pM-os Cd**
koncentracio jelenlétében a relativ visszatérd aramhanyad értéke 0,84+0,04 (n=6), 200 uM-os

Cd*" koncentracio esetén 0,19+0,12 (n=3).

A panel B panel

1,0 4

—

X
tel

A panel: A relativ visszatéré aramhanyad értéke a kontroll koriilmények, illetve a 20 uM-os és 200

0,8 1

0,6 1

04 A

0,2 1

Relativ visszatéré aramhanyad

0,0 -

14. abra: Az eredmények osszegzése.

uM-os Cd*" koncentracio mellett. A feltiintetett hiba az atlagérték kozepes hibdja (SEM), a mérési
esetszamok (n) a szovegben keriiltek feltlintetésre. Az 1-t6l szignifikans eltéréseket az abran
csillagokkal jeldltem (1asd még ,,Eredmények” megfeleld része).

B panel: A palyamunkaban kozzétett eredmények arra utalnak, hogy a C-tipusu inaktivaciohoz vezetd

molekularis valtozasok az aktivacios kapu nyitdsa mellett kovetkezhetnek be (sziirke nyilak).

Ezek alapjan megallapithato, hogy Cd*" jelenlétében a csatornék kisebb hanyada tér vissza az
inaktivalt allapotbol, mint a kontroll mérések esetén, ami fokozédik a Cd*" koncentracid

névelésével. Ezen til a 200 pM-os Cd*" koncentracié mellett meghatarozott relativ visszatéré
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aramhanyad értéke 5%-os szignifikancia szint mellett (0,15>p>0,1) elvégzett kétoldali
egymintas t-proba alapjan szignifikansan nem kiilonbozik a 0-t6l. Mindez azt tdmasztja ala,
hogy az aktivicios kapu nyitasa megeldzheti az inaktivacios kapu zarodasat. A fentebb
bemutatott statisztikai proba eredménye alapjan véleményiink szerint az inaktivacid

kozvetleniil a zart allapotbol nagy valosziniséggel nem valdsulhat meg (14. abra, B panel).

VII/ 2. Tovabbi célkituzések

A 4. abran bemutatott egyszerisitett négyallapotos kapuzasi modellben nincs feltiintetve
az egyes strukturalis allapotok kozotti 6sszes elméletileg lehetséges atmenet. Eddig egyrészt a
zart (C)-nyitott (O)-nyitott inaktivalt (OI) allapotok kozti atmenet egyértelmii, ami fenntartott
depolarizalé impulzus hatasara jon létre. A zart inaktivalt (CI) és zart (C) allapotok kozti
atmenet a kellden negativ tartofesziiltségek mellett végbemend inaktivaciobol valo visszatérés
révén lehetséges. Mivel az aktivacios kapu mozgasat az aktudlis membranpotencial érték
hatarozza meg a nyitott (O) és zart allapot (C) kozti atmenet egy rovid depolarizald impulzus
esetén szintén bekovetkezhet, hasonldan a zart inaktivalt (CI)- nyitott inaktivalt (OI) allapotok
kozti atmenetekhez. A palyamunkédban bemutatott kisérletek alapjan a zart (C)- zart inaktivalt
(CI) atmenet valdsziniien nem lehetséges. Az, hogy a nyitott inaktivalt (OI)- nyitott (O)

allapot kozti atmenet 1étrejohet-e még nem tisztazott (15. &bra).

G

C o}

I !

t=

15. abra: Az egyszeriisitett négyallapotos kapuzdsi modell kiegészitve az egyes strukturalis dallapotok
kozotti lehetséges datmenetekkel (sziirke nyilak).
Az abra a zart (C), nyitott (O), nyitott inaktivalt (Ol), és zart inaktivalt (CI) strukturalis allapotok és a

koztiik 1étrejové lehetséges atmenetek vannak feltiintetve. A sziirke nyilak a mar bizonyitot
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atmeneteket jelolik, mig az nyitott inaktivalt (OI) és nyitott (O) allapotok kozti atmenet lehetdségének

vizsgalata jovobeli munkank kozponti kérdése (piros nyil).

A kérdés megvalaszolasa viszont érdekes 01j informaciot jelente szamunkra az aktivacios
¢s az inaktivacids kapu kozti kapcsoltsag folyamatanak tisztdzadsaban, ugyanis ha a nyitott
inaktivalt (OI) és a nyitott allapot (O) kozti atmenet lehetséges (14. abra, piros nyil) az azt
jelentené, hogy az inaktivaciobol vald visszatérés soran nincs sziikség az aktivacios kapu
mozgasara. A folyamat tisztazasa segitene a C-tipust inaktivacios kapuzas soran bekovetkezd
molekularis mechanizmusok pontosabb megismerésében, ami alapvetd feltétele a
bevezetésben is emlitett, késObb terdpiasan is felhasznalhatd gydgyszermolekulak

tervezésének.
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VIIL KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Szolldsi Janos egyetemi tanarnak, a DEOEC
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet igazgatdjanak, amiért lehetové tette szdmomra, hogy az
intézetben tudomanyos didkkori munkat végezhessek.

Szeretném halamat kifejezni témavezetdmnek, Prof. Dr. Panyi Gyorgynek, a DEOEC
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet tanszékvezetd egyetemi tanardnak, amiért bevezetett a
tudomanyos kutatémunkaba, felkeltette az érdeklédésem a téma irant és lehetové tette, hogy a
munkacsoportjaban a tudomanyos didkkori munka keretében kutatomunkat végezzek.
Munkamat napi szinten irdnyitotta és feliigyelte, példatlan szakmai tudésaval mindig a
rendelkezésemre allt.

Koszonettel tartozom masik témavezetdomnek, Dr. Szantd6 G. Tibor egyetemi
tanarsegédnek, aki mindennapos tanitasaival bevezetett az elektrofizioldgiai kisérletek
tervezésének, kivitelezésének, az eredmények értelmezésének és azok tudoményos szinvonala
interpretalasanak folyamatdba biztositva szamomra a folyamatos szakmai fejloddés lehetdségét
¢s mindvégig maximalisan tdmogatott. Kiilon koszonettel tartozom a palyamunka elkészitése
soran adott iranymutaté tanacsaiért.

Koszonettel tartozom az elektrofiziologiai munkacsoportban dolgoz6é Dr. Krasznai
Zoltannak, Dr. Varga Zoltannak, Dr. Hajda Péternek, Dr. Papp Ferencnek, Dr. Telek
Andreanak, Dr. Toth Agnesnek, Nagy Cecilidnak, Bartok Adamnak, Szilagyi Orsolyanak,
Matta-Domjéan Brigittanak, Mészaros Beatanak, akik minden kérdésem kapcsan készségesen
segitettek, ¢és akikkel mindig j6 hangulatban zajlott a munka.

Szeretnék koszonetet mondani a DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet valamennyi

dolgozdjanak, akik munkam soran segitettek.
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X. FUGGELEK

Az aldbbiakban a TDK péalyamunka alapjaul szolgalo, altalam végzett kisérletes munka tételes

felsorolasa kovetkezik. Az alabbi feladatokat Onalldan, témavezetdim lektoralasa mellett

végeztem:

A kisérleteim soran hasznalt tsA-201 sejtek gondozasa.

A sejtek transzfekcidja.

A patch-clamp mérések soran felhasznalt oldatok elkészitése.

A méréshez hasznalt pipettak huzasa, hdvel torténd polirozasa.

A palyamunkiban bemutatott kontroll, illetve a Cd*"-ot felhasznalo cisztein
modifikacids patch-clamp mérések, illetve a palyamunka 1492/A referenciaszamu
biralatara adott valaszaban szerepld kiegészit abran bemutatott patch-clamp mérések
kivitelezése.

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

Abrak elkészitése.

TDK péalyamunka elkészitése.

Témavezetéim, Dr. Szantd6 G. Tibor és Prof. Dr. Panyi Gyorgy altal kordbban elvégzett

kisérletek, amelyek az 4ltalam végzett mérések alapjaul szolgéalva, a kisérletek soran 4ltalam

alkalmazott megfeleld tartofesziiltség meghatarozasaban nyujtottak segitséget. Ezen kisérletes

eredmények palyamunkamban vald kozlésének célja a kisérletes munkdm soran altalam

levont kdvetkeztetések hitelességének és helyességének a biztositasa:

A  T449A/V474C mutans ioncsatorna biofizikai karakterizaciojat szolgalo

paraméterek, a konduktancia fesziiltségfiiggésének, az inaktivacio fesziiltségfliggésének

vizsgélata céljabol végzett patch-clamp mérések kivitelezése, a kisérletek sordn nyert

adatok kiértékelése, a kapott paraméterek meghatarozasa.

Debrecen, 2014. januar 29.

Zakany Florina
DE-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DE- AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
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1492/A jelii biralat Zakany Florina “Zart allapotbdl torténd inaktivacio lehetoségének
vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel” cimii

TDK dolgozatarol

A Szerz6 a Cimlapot, az Irodalomjegyzéket, a Koszonetnyilvanitast és a kotelezé Fiiggeléket
is beleszamitva 37 oldal terjedelemben szdmol be Tudomanyos Didkkoéri munkdjarol:
kaliumaram méréseket végzett SV40 large T antigénnel transzformalt human embrionalis
vese sejteken és Cd*" adagolasaval probalta meghatarozni az inaktivaciobol valé visszatérés
lehetséges Gtvonalait a Shaker kaliumcsatornak esetében. A palyamunka bemutatja a kapott
eredményeket és a Shaker kaliumcsatornakhoz kapcsolodd elméleti alapokat. A palyazo
témavalasztasat nagyon érdekesnek taldlom. A feladat megvaldsitasa gondos ¢€s latszik, hogy

sok munka all mogotte. Részletes véleményemet az alabbiakban foglalom dssze.

A palyamunka felépitése vilagos, kielégiti a formai kovetelményeket. A palyamunka
nyelvezete, stilusa gordiilékeny. A beadott munka kiilsdre igényes, szép, elirasokat, tartalmi
hibakat csak elvétve tartalmaz. De itt felhivnam arra a nyelvtani szabalyra a Szerzo figyelmét,
hogy a két egyszerii szobol alakult dsszetételeket a szotagszamtol fiiggetleniil egybeirjuk. Igy
példaul a kaliumcsatorna, kaliumkoncentracio, kaliumkotdhely, stb. egybeirandd. Az abrak
jolszerkesztettek, segitik a szdveg pontos megértését. Itt javaslom, hogy a palyamunka
szovegét ugy kellene attordelni, hogy az abraszovegek lehetdleg egy oldalra keriiljenek az
abraval. A mérések kivitelezése magasszintli elektrofiziologiai  jartassagrol tesz
tanubizonysagot, bar itt megjegyzem, hogy a Fiiggelék megfogalmazasa alapjan nem
egyértelmii, hogy a Szerzé végezte-e a patch-clamp méréseket. Az adatok statisztikai

elemzése azonban teljesen hianyzik €s ezt potolni kell.

A tovéabbiakban az Palyamunka olvasdsa kozben felmeriilt kérdéseimet €és észrevételeimet

sorolom fel az eléfordulasuk sorrendjében.

A Roviditések jegyzékébe én még beirnam az FBS és PBS oldatokat. Valamint pontositani

kellene, hogy a Cd*" a kadmiumiont jeldli.



Az Absztraktban a C-tipust inaktivacidt definialni kellene. Ugyanitt a tsA-201 sejteknek
legalabb az eredetét meg kellene adni. A mésodik bekezdés utols6 mondatiban a magyar ¢és
angol irasmod keveredik. El kellene dontenie a Szerzének, és ezt konzekvensen végigvinni az
egész dolgozaton, hogy melyiket hasznalja. Az Absztrakt utols6 el6tti mondataban a jobb

érthetdség kedvéért javaslom a ,,fokozodik™ szot ,,tovabb csokken”-re cserélni.

A Bevezetés a palyamunka egyik legjobban megirt része. Itt az els6 mondatban a két utolsod
sz6 sorrendjét javaslom felcserélni. Az ,,A-tipust kdliuméaram” elsé emlitésénél definidlni
kellene, hogy itt a gyorsan inaktivalodo aramrol van sz6. A 4. oldal utolsé sorabdl a ,,soran”
sz6t torolni kellene. En ugy tudom, hogy 8 fajta Kv1 csatorna van. Ha ezzel egyetért a Szerz6
akkor ezt javitani kellene az 5. oldal 2. bekezdésében. Ugyanitt a T-limfocitak emlitésénél
zardjelben meg kellene adni a ,,T-sejtek” elnevezést, mert a szoveg tovabbi részében mar ezt
hasznalja a Szerz6. A kovetkezd bekezdésben az ,elektrokémiai” sz6 hibasan van irva.
Ugyanebben a mondatban a ,,vezet” szot az ,,immunszupresszidhoz” utan kellene athelyezni.
Az utolso sorban a referencia el6tti pontot tordlni kellene. Az 1. és 2. abra szdvege nincs
sorkizarva. A ,,megabrazolas” kifejezést keriilni kellene, mert ilyen sz6 nincs a magyar
nyelvben. Javaslom tovabba, hogy mindkét dbran a kaliumionokat ne lila, hanem mas (pl.
fehér) szinnel jelolje a Szerz6, mert most alig latszanak a pontok. A 8. oldal harmadik
bekezdésében ,,szamos fentebb emlitett peptid tipust gatloszer”-rdl ir a Szerzdé. Sajnos nem
talaltam meg ezeket a korabbi szovegben. A 3. dbrahoz kapcsolodik az elsé kérdésem: hogyan
lehet meghatdrozni az aramjelbdl az inaktivacio fajtajat? A 10. oldalon MacKinnon citalasa
utan hidnyzik egy pont. Ké mondattal késobb az ,,N-tipust” kifejezésben egy felesleges
sz0k6z van. Majd ugyanebben a mondatban egy felesleges ,,a” és egy ,,az”, ami helyett ,,a”

kell. A 11. oldal tetején az elsé ,,lassabb” torlendd.

A Célkitlizések mértéktartéak. A 4. dbran javaslom, hogy az OI -> CI atmenetet jel6l6 nyil
folé is kerililjon AV, mert szerintem ez is csak membranpotencidlvaltozas hatdsara jon létre. A

6. abra B paneljén az ,,aramvesztés” kifejezést az abra szovegében meg kellene magyarazni.

Az Anyagok és modszerek fejezet vildgosan bemutatja, hogy a Szerz6 milyen modszerekkel
nyerte az eredményeit. Itt is taldltam azonban javitanddkat. Szamos helyen a Szerzd gyari
készitményeket, vegyszereket, programot emlit, de csak kevés helyen és ott is hidnyosan adja
meg a gyartot és a szarmazasi helyet. Ezeket potolni és egységesiteni kellene. A 17. oldal elsé
bekezdésének utols6 mondatdban a Szerzd emliti, hogy a sejteket 2 ml kiilsé oldatban

inkubalta. Miért és mennyi ideig? A kovetkezd bekezdésben megadhatnd a Szerzd a



transzfekci6 atlagos mértékét. Itt megfontolasra ajanlanam egy fluoreszcens kép bemutatasat,
hogy az olvasoé el tudja képzelni milyen sejteken is folytak a mérések ¢és lassa a transzfekcid
hatasat. A kovetkezé kérdésem, hogy mi indokolta a belsd oldatokban a KF hasznalatat Cd**
esetében? A 7. dbra szerintem eltér az atlagtol a késés szempontjabol, mert az én becslésem
szerint ezen a rekordon 33 ms volt a késési id6. Az abraszoveg utolsé mondatédban egy ,,az”
van ,,a” helyett. A 19. oldal aljan a Szerzé nagyon roviden emliti az aramjelek ohmikus
komponensre torténd korrekciojat. Errdl itt részletesebben kellen irni, hogy az olvasé
elképzelhesse, hogyan tortént ez a bemutatott 5 ms hosszi aramjelek esetében. igy jobban
érthetévé valnanak az eredményekben bemutatott dramjelek. Ahogy azt a biralat elején is
irtam, hidnyolom az adatok statisztikai elemzését, amelyet itt kellene leirni, majd az abrakon

¢s az Eredményekben bemutatni.

Az Eredmények targyszerlien bemutatja a mérések adatait. A fejezet elején a Szerzd ismerteti
a hasznalt mérési protokollt. Itt azt szeretném megkérdezni, hogy a -90 mV-ra torténd
depolarizacié milyen mértékii inaktivaciot okoz atlagosan? A 22. oldal méasodik bekezdésének
utols6 mondatdban megfogalmazott kizarolagossaggal (a ,,csak” szd) nem értek egyet. Az
inaktivacio nem csak igy kovetkezhet be, de a Cd*" csak nyitott csatornahoz tud kétédni. Ez a
logikai hiba a Megbeszélésben ujra eléfordul és a Szerzot téves kovetkeztetés levondsahoz
vezette. A 9. dbrdhoz kapcsolddik kovetkezd kérdésem. Mennyi volt az I /I3 arany atlaga?
Volt-e olyan kritérium, amelyben ezt az aranyt haszndltdk a rossz (gyors rundown-al
rendelkez0) sejtek kisziirésére? Az I,/1; arany atlaga kontroll esetben megadhatna egy korabbi
kérdésemre a valaszt, nevesen, hogy mennyi a -90 mV-ra torténd depolarizacié alatt az
inaktivacio? Ezt az aranyt érdemes lenne megadni a 10. abraval kapcsolatosan a Cd**-os
kisérletek esetében is. A 200 uM Cd*"-al végzett mérések esetszamat kicsit kevésnek talalom.
Volt valami technikai akadélya tobb sejt vizsgalatanak? Az &bran és késébb a szdvegben
megadott atlagos relativ visszatérd aramhanyad értékek kontroll értékekhez képesti statisztikai
vizsgalatat itt feltétleniil potolni kell. Hiadnyolom tovabba, hogy a Cd*" kizarélag nyitott
csatorndhoz vald kotddésének bizonyitasara egy olyan protokoll elvégzését, amelyben az elsd
két impulzus kozott -120 mV-ra tér vissza a membranpotencidl. Tekintve Liu és munkatarsai
(1997) altal bemutatott 7. abrat, a Cd*" képes ndvelni az dram nagysagat. Ebben az esetben

pedig a Szerzd altal szamolt I,/I53 ardny alabecsiili a valos csokkenést.

A Megbesz€lés els6 bekezdésében a Szerzé a relativ visszatérd dramhanyad kontroll értékét

kozel 1-nek mondja. Ebben az esetben is el kellene végezni a statisztikai elemzést, ami



bizonyitja ennek az értéknek nem szignifikans kiilonbozdségét 1-t6l. A 26. oldal utolsod
bekezdésének megallapitasdt nem tartom teljes mértékben megalapozottnak. Véleményem
szerint a mondat igy lenne helyes: ,,Mindez azt tdimasztja al4, hogy az aktivacids kapu nyitasa
megelézheti az inaktivacios kapu zarodasat.” A bemutatott eredményekbdl nem kovetkezik,
hogy ,,az inaktivacid kozvetleniil a zart allapotb6l nem valdsulhat meg”. Ezért nem latom
megalapozottnak a Tovabbi célkitiizések azon mondatat sem, hogy ,,A palyamunkaban
bemutatott kisérletek alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a zart (C)- zart inaktivalt (CI)
atmenet nem lehetséges.” A 12. dbra szovegében egy ,,a” betli hidnyzik. A 27. oldal utolso

mondatdban nem vilagos, hogy a Szerzé melyik d&tmenetrdl beszél.

Az irodalomjegyzékben a 6. és 14. referencidban az 0jsdg neve nincs roviditve ugy, mint a

tobbi helyen. A 13. referencidban pedig felesleges az ,,of”” az 01jsag nevében.

A fent kifejtett véleményem alapjan - elsdsorban a statisztikai elemzés hidnya és az
eredményekbdl levont téves kovetkeztetés miatt - az egyébként magas szinvonalu
palyamunka elfogadasat a hidnyossadgok potlasatol és a kovetkeztetések feliilvizsgalatatol

teszem fiiggdvé (2C).

Debrecen, 2013. november 21.

(A) Lényegi valtoztatasok elvégzése utan fogadja el. (kod: 2C).



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimi TDK

palyamunka 1492/A referenciaszamu biralatara

A palyamunkaban a Biral6 észrevételeinek megfelelen javitasra kertiltek az elgépelések,
helyesirasi ¢és formai hibak. A Birald altal kért fogalmazésbeli pontositasok, értelmezést

megkonnyitd valtoztatasok az aktualizalt palyamunkaban olvashatok.

A Birélo a palyamunka értékelésénél egyik f6 hianyossagként az eredmények statisztikai
elemzésének hianyat emelte ki. Ennek megfeleléen, a Birdld ezen észrevételével teljes
mértékben egyetértve, a palyamunka jelen formajaban az eredmények bemutatasat
kiegészitettem a kért statisztikai elemzésekkel. Ezek a kiegészitések az ,,Anyagok ¢&s
modszerek fejezet 6. pontjanak utolsé bekezdésében, tovabbd az ,Eredmények”, illetve a

»Megbeszélés” eredményeket bemutaté megfeleld részeiben kertiltek kozlésre.

A Biral6 talan legfobb kritikai észrevétele a palyamunkéaval kapcsolatban az, hogy a
Biralo6 szerint az eredmények alapjan levont végs6 konkluzid, miszerint ,,az aktivacios kapu
nyitasa megeldzi az inaktivacidos kapu zarddasat, igy az inaktivaci6 kozvetleniil a zart
allapotbdl nem valosulhat meg”, téves. A biralatot idézve ,,... Véleményem szerint a mondat
igy lenne helyes: ,,Mindez azt tamasztja ald, hogy az aktivacios kapu nyitasa megelozheti az
inaktivacios kapu zdrodasat.” A bemutatott eredményekbol nem kovetkezik, hogy , az
inaktivacio kozvetleniil a zart dllapotbol nem valosulhat meg”. Ezért nem ldatom
megalapozottnak a Tovabbi célkitiizések azon mondatat sem, hogy , A palyamunkaban
bemutatott kisérletek alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a zart (C)- zart inaktivalt (CI)

’

dtmenet nem lehetséges.” A Birdlo ennek megfeleléen kéri a késdbbiekben a
kovetkeztetéseim feliilvizsgalatat.

A palyamunka jelen valtozatdban a 9. 4bran keriilt bemutatdsra a kisérleti protokoll
felépitése és a kisérleti stratégia 1ényege. Ez az abra a Birdlo észrevételének megfelelden, a
korabbiakhoz képest kiegésziilt egy 1) lehetséges kimenetelt bemutatd résszel, amely egy
olyan kevert mechanizmust mutat be, amely sordn mind a zart allapotbol, mind pedig a nyitott
allapotbol lehetséges az inaktivacio. Ahogy a 9. dbran is megfogalmaztam, az inaktivacio

mechanizmusara a relativ visszatéré aramhéanyad értéke alapjan kovetkeztethetiink. A

palyamunka aktualizalt verzidjaban kozzétett kiegészitéseket Osszegezve, abban az esetben,



amennyiben létrejohet a zart allapotbol az inaktivacid, a relativ visszatéré aramhéanyad értéke
~1; ha az inaktivacio csak az aktivacids kapu nyitasat kovetden johet 1étre ez az érték ~0; mig
egy esetleges kevert mechanizmus esetén a paraméter értéke 0 és 1 kozott valtozik.

Eredményeimet dsszegezve, a 20 uM-os, illetve a 200 uM-os Cd*" koncentracié mellett
végzett kisérletek soran kapott relativ visszatérd 4aramhanyad értékek szignifikansan
kiilonboznek 1-t6l (a statisztikai probat lasd a palyamunka VI/4. alfejezetének utolsod
bekezdésében), tehat Cd*" hatasira egy jol lathato, koncentraciofiiggd aramvesztést
tapasztaltunk, ami a Cd*" bekotédésével magyarazhato. Ezen tal a 200 pM-os Cd*'
koncentracié mellett meghatarozott relativ visszatérd aramhanyad értéke szignifikdnsan nem
kiilonbozik a 0-t6l (a statisztikai proba a VII/1. alfejezet utolsé bekezdésében). Ez az
eredmény a palyamunka 9. dbrdjdnak megfeleléen szdmunkra azt tdmasztja ald, hogy az
aktivacidos kapu nyitdsa megelézi az inaktivacios kapu zarddasat, igy az inaktivaciod
kozvetleniil a zart allapotbdl nem valdsulhat meg. Ezaltal a palyamunkaban eredetileg levont
végso kovetkeztetést nem valtoztattuk meg.

Az, hogy az éltalunk meghatarozott relativ visszatéré d&ramhéanyad értéke 0-tol kiilonbozik
vagy azzal magyarazhato, hogy -90 mV-on a csatorndk nyitisa olyan rovid ideig tart, hogy a
Cd*" nem képes hozzakétédni az expozicios idé alatt az sszes inaktivalodé csatornéhoz,
vagy a masik lehetdség, hogy a csatorndk kis hanyada mégis kozvetleniil a zart allapotbol
inaktivalodik. A tovabbiakban e két lehetséges magyarazat kozotti differencialas céljabol 200
uM-osnal nagyobb Cd*" koncentraciok melletti kisérletek elvégzését tervezziik. Az elézd
esetben ugyanis a Cd*" koncentracio névelésével a relativ visszatérd aramhanyad értékének a
0-hoz kell kozelitenie (ahogy azt mar a 20 pM-os, illetve a 200 uM-os koncentraciok mellett
tapasztaltuk), illetve ideélis esetben el kell érnie azt; mig a kozvetleniil zart allapotbol

bekovetkezd inaktivacié esetén ilyen tendenciat nem figyelhetiink meg.

A tovabbiakban a Birald altal feltett kérdésekre, fObb észrevételeire adott részletes

valaszaim kovetkeznek a biralatban valo el6forduldsuk sorrendjében.

1. ,,A mérések kivitelezése magasszintii elektrofiziologiai jartassagrol tesz tanubizonysagot,
bar itt megjegyzem, hogy a Fiiggelék megfogalmazasa alapjan nem egyértelmii, hogy a Szerzé

vegezte-e a patch-clamp méréseket.”

A pélyamunka biralat eldtti valtozatdban bemutatott patch-clamp mérések a szerzo altal

végzett kisérletek, melyek a korabbi fiiggelékben mint ,,kontroll, illetve a Cd*"-ot felhasznalo



cisztein modifikacios kisérletek kivitelezése” szerepeltek. Ezek a kisérletek a palyamunka
jelen valtozatdban kiegésziiltek a palyamunka 1492/A referenciaszamu birdlatara adott
valaszaban szerepld kiegészitd dbran bemutatott, a Biral6 altal kért mérésekkel. Ezek szintén
a szerzd altal elvégzett patch-clamp mérések a fiiggelék jelen valtozatdban megjelolésre
keriiltek. A birdlatot kovetden a kisérleti stratégiank, illetve az altalunk levont konkluzid
tovabbi magyarazata céljabol indokoltnak tartottuk a palyamunkdban koézzétenni a
T449A/V474C mutans Shaker csatorna biofizikai karakterizaciojat célz6 méréseket, illetve az
ennek soran nyert eredményeket. Ezeket a karakterizaciés méréseket a témavezetdim
korabban elvégezték, ami a fliggelék és a torzsszoveg aktualis formajaban is megjeldlésre

kertlt.

2. ,,A masodik bekezdés utolso mondataban (Absztrakt) a magyar és angol irasmod keveredik.
El kellene dontenie a Szerzonek, és ezt konzekvensen végigvinni az egész dolgozaton, hogy

melyiket hasznalja.”

A péalyamunkéban mindvégig torekedtem arra, hogy az egyes szakkifejezések magyar
irasmaddjat hasznaljam, ahol van megfeleld, a megértést nem zavaro, irodalomban is elterjedt
ilyen magyar kifejezés. Ezzel indokolom a ,voltage clamp” helyett a ,fesziiltség-zar”
megfogalmazas hasznalatat. Az ,,inside-out” kisérleti konfiguracidonak viszont nem ismerek
hasonld, megértést nem zavard magyar megfeleldjét, ezért a dolgozatban a késébbiekben is

ezt a megfogalmazast hasznaltam.

3., A 3. abrdhoz kapcsolodik az elso kérdésem: hogyan lehet meghatarozni az aramjelbdl az

inaktivacio fajtajat?”

Ahogy azt a bevezetésben is emlitettem az N-tipust inaktivacio egy kinetikailag gyors,
mig a C-tipust inaktivacid egy kinetikailag lassu folyamat. Egy adott d&ramjel esetén az aram
inaktivacios idéallanddja révén lehet szdmszerlien jellemezni az inaktivacid kinetikajat.
Ennek a paraméternek az értéke alapjan a kétféle inaktivacid egymastol jol elkiilonithetové
valik. Az é&ram inaktivacios idéallandojanak értéke a vad tipust, N-tipust inaktivacidval
inaktivalodod Shaker ioncsatorndk esetén néhany ms-os nagysagrendli, mig a kizardlag C-
tipusu inaktivaciot mutatd ioncsatorndk esetén ennek értéke tobb 10 ms, tehat

nagysagrendekkel tobb.



4. ,,4A 17. oldal elso bekezdésének utolso mondataban a Szerzé emliti, hogy a sejteket 2 ml

kiilso oldatban inkubalta. Miért és mennyi ideig?”

A patch-clamp mérések sordn a sejteket nem a sejttenyésztd tapfolyadékban, hanem a
kiils6 folyadékban tartottam. Ennek oka, hogy a patch-clamp mérés elején, sziikség van egy
nagysagrendil kontatkus kialakulhat.

Mivel a tsA-201 sejtek letapadd sejtek, igy egy adott 35 mm-es atmérdju ,kispetri”
mérésének kezdetekor a tapfolyadék leszivasat kdvetden a sejteket eldszor kétszer 1 ml kiilsé
oldattal mostam at, ezt kdvetden a sejtek ¢életképességének megorzése érdekében a petribe 2
ml kiilsé oldatot tettem. Erre vonatkozik a pdlyamunkaban az ,inkubalas™ kifejezés, ami
ebben az estben valoban megtévesztd lehet, ugyanis az oldat alkalmazisanak idétartama
valtozo volt, attol fliggden, hogy hanyadik ,,megfogott” sejt esetén sikeriilt kialakitani a
mérési koriilményeket. Ezt kdvetden az inside-out konfiguracidnak megfeleléen a patchet a
megfeleld Osszetételli belsd oldattal perfunddltam, amelyek aktudlis Osszetétele a

palyamunkaban pontosan megjeldlésre keriiltek.

5. ,,A kovetkezo kérdésem, hogy mi indokolta a belso oldatokban a KF haszndlatat cd™*

esetéeben?”

A Cd* melletti mérések soran alkalmazott belsd oldat a kontroll belsé oldattol abban
kiilonbozott, hogy Cd*" tartalmazott, mig EGTA-t nem a Cd*" aspecifikus kotédésének
elkeriilése végett. A KF alkalmazasira a Cd*™-os és a kontroll belsé oldat esetében is az
intracelluldris  tér kaliumkoncentracidjanak reprezentdlasa, ¢és az oldat megfeleld
ozmolaritasanak beallitasa végett keriilt sor, mivel a Cd*"-ot tartalmazé belsd oldattal
viszonylag hosszu ideig, 20 s-ig perfundaltam a patchet. Erre a célra elméletileg a KCl is
hasznalhato lenne, de kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy KF alkalmazasa mellett

idealisabb mérési koriilményeket tudtunk 1étrehozni, stabilabb aramokat sikeriilt detektalnunk,

igy a belso oldataink esetében mindvégig KF-ot alkalmaztunk.

6. ,,A fejezet (Eredmények) elején a Szerzo ismerteti a hasznalt mérési protokollt. Itt azt
szeretném megkérdezni, hogy a -90 mV-ra torténo depolarizacio milyen mértékii inaktivaciot

okoz dtlagosan?”



A péalyamunka aktualis valtozatdban Gjonnan kozzétett 10. dbra B panele az inaktivacio
fesziiltségfiiggését mutatja. Az abra y tengelyérdl az adott membranpotencial érték mellett a
nem inaktivadlodo csatorndk hényada leolvashatd, ezt az aranyt 1-bdl kivonva pedig
meghatdrozhatd az inaktivalodo csatorndk pontos hdnyada. A mérési protokoll, illetve az
eredmények értékelésének tovabbi magyarazata a palyamunkaban olvashatdé. A -90 mV-os
tartofesziiltség mellett a nem inaktivalddo csatornak relativ hanyada ezaltal 0,89 + 0,17- nek

(n=4) adddott.

7.,,A 9. abrahoz kapcsolodik kévetkezo kérdésem. Mennyi volt az I /13 arany atlaga? Volt-e
olyan kritérium, amelyben ezt az aranyt hasznaltak a rossz (gyors rundown-al rendelkezo)
sejtek kisziirésére? Az I,/I; arany atlaga kontroll esetben megadhatnd egy korabbi kérdésemre
a valaszt, nevesen, hogy mennyi a -90 mV-ra térténé depolarizacio alatt az inaktivacio? Ezt
az ardnyt érdemes lenne megadni a 10. dbrdval kapesolatosan a Cd* -os kisérletek esetében
is.”

A 20, illetve 200 pM Cd** mellett végzett kisérletek elétt minden esetben elvégeztem a
palyamunkaban bemutatott kontroll mérési protokollt. Az eredmények értékelése soran csak
azok a méréseket vettem a késdbbiekben figyelembe, amelyek esetén a kontroll mérés soran
kapott I3 cstics a kontroll I; csucs 90%-anéal nem volt kisebb. Ez volt az altalam alkalmazott
modszer a gyors rundown-nal rendelkezd patchek kizarasara, az I 1/I3 arany atlagat kiilon nem

hatadroztam meg.

A kérdés masodik felében szerepelé I,/I; arany atlagat a kontroll és a Cd*" mellett végzett
kisérletek esetén nem hataroztam meg, a -90 mV-ra torténd depolarizaci6é hatdsara 1étrejovo
inaktivacié mértéke az aktualizalt palyamunka 7. abrdjara utalok, illetve a Birdl6 6. kérdésére

adott valaszomra.

8. ,, Tekintve Liu és munkatdrsai (1997) dltal bemutatott 7. dbrat, a Cd*" képes névelni az
aram nagysagat. Ebben az esetben pedig a Szerzo altal szamolt 1,/1; arany alabecsiili a valos

csokkenést.”

A Biralo altal emlitett cikk 7. abrajan egy masik mutans ioncsatornan, a 476-os
pozicioban ciszteint tartalmazd mutans csatornan végzett mérést tettek kozzé. Mi a

palyamunkaban kozzétett minden mérésiinket a T449A/V474C muténs Shaker csatornan



végeztik, ami a 476-0s pozicioban nem tartalmazott ciszteint, igy az abran bemutatott un.
»lock-open” allapot sem tud kialakulni az altalunk alkalmazott mutans csatorna esetében.

A két ioncsatorna esetén a Cd*" kotédése mas mechanizmus alapjan torténik, igy mas
hatast hoz létre. Ahogy a Biralo altal emlitett Liu-féle cikk egy masik, 5. abrajéan is latszik a
V474C csatornak esetén a Cd*" kotddése 1ényegében egy porusblokkot hoz 1étre. Az 5. dbra A
panele azt mutatja, hogy ez a kotddés az aram nagysagat csokkenti. Igy esetiinkben az

altalunk szamolt I,/I; ardny nem becsiili ala csucsdram valds csokkenését.

A Biralo altal emlitett 7. abran szereplé mutans V476C Shaker csatorna esetén az
alegységek 476-os pozicioban levd ciszteinje és az egyik szomszédos alegység 486-0s
nyitott allapotban (lock-open allapot) rogzitheté (Holmgren, M., Soon Shin, K., Yellen, G.
(1998) Neuron 21, 617-621.). Ennek az elektrofizioldgiai hatdsait mutatja a Liu-féle abra B
része. Az abra A részében egy, az abran megjelolt impulzusprotokoll sordn kapott
reprezentativ aramgorbét tiintettek fel a szerzék. Ezen valoban ugy latszik, hogy a Cd*"
alkalmazésa alatt kapott masodik csucs nagyobb a kontroll csticsndl. Mivel az &bran egy
egyedi mérés soran kapott aramgorbét tlintettek fel, igy az nem tobb mérés atlagabol
szarmazik, elképzelhetd, hogy a protokoll elinditdsa el6tt nem vartdk meg a cslicsdram
stabilizalodasat, ezért a méasodik csucs soran hamisan magasabb értéket kaptak, a cikkben
ugyanis nem jelolik hasonlé protokoll elvégzését. Ennek a jelenségnek viszont valoban egyik
érdekes oka lehet, hogy a Cd*" képes névelni az dram nagysagat a V476C Shaker csatorna

esetén, ahogy azt a Biral6 is megfogalmazta.

Ezek az eshetdségek viszont, ahogy fentebb is emlitettem nem befolydsoljak az altalunk
kapott eredményeket, mivel a T449A/V474C ioncsatorna esetén a Cd*" a csatorna pérusiba

kotddik, igy a ,,lock-open” allapot kialakuldsaval nem kell szdmolnunk.

9. A4 200 uM Cd**-al végzett mérések esetszamat kicsit kevésnek taldlom. Volt valami

technikai akadalya tobb sejt vizsgalatanak? ”

A péalyamunkdban bemutatott patch-clamp mérések technikai megvaldsitasa igen
Osszetett. Mindegyik kisérlet tranziens transzfekcié mellett, inside-out konfiguracidban,
gyorsperfuzios rendszert alkalmazva keriilt kivitelezésre. Ezaltal a kisérletek technikai
kivitelezésének nehézsége, a mérés soran fellépd esetleges komplikdciok szadma messze

tulmutat egy ,hagyomanyosnak” mondhato teljes sejt mérés esetén tapasztalhatotol. A



palyamunkaban bemutatott kisérletek szama 0Osszehasonlitva az irodalomban eléfordulo,
hasonlé mérési koriilmények mellett végzett patch-clamp kisérletek mérési szamaval nem
mondhat6 kevésnek. Ez viszont nem cafolja meg azt az elvet, amit mi is kdvetiink, miszerint

minden kisérlet esetén a minél nagyobb mérési szam elérése a cél.

10. ,, Hidnyolom tovibbd, hogy a Cd°* kizdardlag nyitott csatorndhoz vald kétddésének
bizonyitdasdra egy olyan protokoll elvégzését, amelyben az elso két impulzus kozott -120 mV-

ra tér vissza a membranpotencial.”

A Biral6 altal kért kisérletet elvégeztem, ennek eredményét az alabbi kiegészitd abraval
szemléltetem. A lentebb bemutatott kiegészité dbra alapjan lathat6, hogy amennyiben a
csatorndkat egy olyan membranpotencidlon, esetiinkben -120 mV-on tartjuk, ahol a csatorna
aktivacioja a konduktancia fesziiltségfiiggésének alapjan nem valdsul meg, a csatornak zart
allapotban vannak. Ennek megfeleléen a masodik impulzus soran inaktivalt allapot levo
csatorndk aranyat reprezentald I/I; arany 0,923 + 0,071 (n=2). Azt, hogy a Cd*" a zart
allapotban levd csatorndkhoz nem képes hozzakotddni az I,/1; ardnyon tal, az I3/1; arany,
0,982 £ 0,016 (n=2) jelzi. Az eredmények kiértékelése a palyamunkdban bemutatottakhoz
hasonldan tortént. Az alacsony mérési szdmot ebben az esetben azzal indokolom, hogy a plusz
kisérletek kivitelezésére, a palyamunka birdlatban kért modositdsaira, a kérdések
megvalaszolasara hivatalosan viszonylag rovid hataridd, két hét all a palyamunkat benytjtd
rendelkezésére. A késdbbiekben tervezziik a mérési esetszamok ndvelését ebben az esetben is.

Ezen tul ez a kisérlet biztosit minket arr6l, hogy a Cd*" az altalunk alkalmazott
legmagasabb koncentracidban nem ,,toxikus” az ioncsatorna fehérjére. Ezéltal a palyamunka
12. abrajaban kozzétett kisérlet esetén a harmadik impulzus sordn létrejovd csucsaram-
csokkenés magyarazatanak keresésekor ezekkel a fentebb emlitett eshetdségekkel nem kell

szamolnunk.
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Kiegészité abra: 4 Cd’" kitédésének vizsgdlata zart dllapotii T449A4/V474C mutdns Shaker
csatornahoz.

Az 4bran a depolarizal6 impulzusok soran kapott aramgorbéket tiintettem fel, a kapott csucsaramok

nagysagat I, I, és I5 jeloli. Az abrazolt esetben az els6 és a masodik impulzus kozott 20 s-ig 200 pM-

srer

mindvégig -120 mV volt, mig a depolarizal6 impulzusok 5 ms hosszusagi +50 mV-os nagysaguak,
hasonléan a palyamunkaban bemutatott mérési protokollhoz. Az eredmények a biralati valasz

torzsszovegében kertiltek kozlésre.

Végezetiil tisztelettel szeretném megkdszonni a Birdlonak a palyamunkdmmal
kapcsolatos munk4jat. Megtisztel6 volt szdmomra olvasni a birdlatdban leirt elismerd
észrevételeit. A munkdmmal kapcsolatos birdlo formai ¢és tartalmi észrevételeit
megalapozottnak tartom. Ugy érzem, hogy munkdm ezen észrevételeknek megfelelen
torténd korrekcioja kovetkeztében mind tartalmi, mind formai szempontbdl értékesebb lett. A
palyamunkahoz flizott relevans kérdéseivel pedig hozzajarult a kutatéi gondolkoddsmoédom

tovabbi fejlesztéséhez.

Debrecen, 2013. december 11.
Tisztelettel,

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



Biralat Zakany Florina VI. éves orvostanhallgaté ,,Zart allapotbol torténo inaktivacio
lehetdségének vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp

modszerrel” cimi Tudomanyos Diakkori Palyamunkajardl

Referenciaszam: 1492/B

A szerz6 36 oldalas dolgozataban, illetve tudomanyos didkkori tevékenysége alatt arra kereste
a valaszt, hogy mutans, Shaker kéalium ioncsatorna esetén létrejohet-e a csatorna inaktivacidja
kozvetleniil zart allapotbol. A palyamunkaban kivaloan dokumentéalt és szemléltetett
kisérletek elvégzését kovetden arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az adott kisérletes
koriilmények kozott a tobbszorosen mutins Shaker kalium ioncsatorndk esetében ez a

folyamat nem figyelhetd meg.

A palyamunka vilagos felépitésli, konnyen olvashato, gordiilékeny, a témaban kevésbé jaratos
olvas6 szamara is egyértelmii. Az elvétve taldlhato gépelési hibak nem akadalyozzak a munka
megértését, azonban fel szeretném hivni a figyelmet arra, hogy néhény dbra (9. és 10.) egy-

egy részlete sajnos lemaradt a nyomtatas soran.

Mivel a mi kielégiti a TDK palyamunka irdsara vonatkoz6 szabalyok minden formai és
tartalmi kovetelményét, igy a palyamunkat valtoztatasok nélkiil, jelen forméaban elfogadom.

Kod: 1

Debrecen, 2013. november 26.

(B) Valtoztatas nélkiil elfogadja (kod: 1)



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimii TDK

palyamunka 1492/B referenciaszamu biralatara

Tisztelettel szeretném megkdszonni a birdlonak a palyamunkdmmal kapcsolatos
munkajat. Megtiszteld volt szamomra olvasni a birdlatokban leirt elismerd észrevételeit. A
munkammal kapcsolatos biralo formai és tartalmi észrevételeit megalapozottnak tartom. Ugy
érzem, hogy munkdm ezen észrevételeknek megfeleléen torténd korrekcioja kovetkeztében

mind tartalmi, mind formai szempontbol értékesebb lett.

Debrecen, 2013. december. 11.

Zékany Florina
DEOEC-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DEOEC Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet



1492/A jelii 2. biralat Zakany Florina “Zart allapotbdl torténd inaktivacio lehetéségének
vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel” cimii

TDK dolgozatarol

A Szerz6 az elso biralatom majdnem minden kérését elvégezte és kérdéseimre kielégitd
valaszt adott, amit ezaton is kdszondk. Azonban maradt némi javitand6 a dolgozatban és az

eredmények értelmezésében altalam vélt ellenmondas feloldasa sem sikeriilt maradéktalanul.

Sajnalom, hogy a kért és elkészitett 1j abrat csak a valasz mellékleteként juttatta el és ahogy
irta ,,technikai okok miatt” nem illesztette be a palyamunkéba. Valamint az is furcsa, hogy a
Szerzd a gyari készitmények, vegyszerek, mérdeszkdzok és programok emlitésénél a javasolt
kiegészités helyett inkabb az Osszes gyartoi €s a szarmazasi hely adatot tordlte. Ez a gyakorlat
keriilendd, mivel ha a Szerz6 a késdbbiekben tudomanyos palyan kivan dolgozni, a

kozleményekben ezeknek szerepelnie kell. Ezért ezeket potolni és egységesiteni kellene.
Az 1j 10. abra szovegében a 100 mV eldl hidnyzik egy — jel.

Végezetiil tovabbra is fenntartom azt a megallapitasomat, hogy a bemutatott eredményekbdl
nem kovetkezik maradéktalanul, hogy ,,az inaktivaci6 kdzvetleniil a zart allapotbdl nem
valosulhat meg”. Idézet a Szerz6 birdlatomra adott valaszabol: ,,Az, hogy az altalunk
meghatarozott aramhanyad értéke 0-t6l kiilonbozik vagy azzal magyarazhato, hogy -90 mV-
on a csatornak nyitasa olyan rovid ideig tart, hogy a Cd*" nem képes hozzakétédni az
expozicios 1d6 alatt az dsszes inaktivalddo csatorndhoz, vagy a masik lehetéség, hogy a
csatornak Kkis hanyada mégis kozvetleniil a zart allapotbdl inaktivalodik.” Tehat a Szerz6
sem tekint el ettdl a lehetdségtdl, sOt ennek tisztazasara Gjabb kisérleteket tervez. Ezért azt

javaslom, hogy a 30. oldal tetején az utolsé mondat allitasat egy kicsit gyengiteni kellene.

A fent kifejtett véleményem alapjan a javitott paAlyamunka elfogadasat a javitasok

elvégzésétol teszem fiiggové (2B).

Debrecen, 2014. januar 6.

(A) Valtoztatasok elvégzése utan fogadja el. (kod: 2B).



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimii TDK

palyamunka 1492/A referenciaszamu 2. biralatara

A Biral¢ altal kért formai ¢és tartalmi javitasokat (10. dbra dbraszovege; j abra -jelenleg
12. abra- palyamunkdba torténd beillesztése; gyari készitmények €s mérdeszkdzok gyartdoinak
pontos megjeldlése) részletesen a palyamunka jelen valtozata tartalmazza. Tovabba a
palyamunka korabbi valtozataban a 30. oldal tetején taldlhat6 utolsé mondat allitasat a Birdlo
javaslatanak megfeleléen egy ,kicsit gyengitettem”. A modositott palyamunkaban ez a
mondat az 31. oldal, 2. sordban igy olvashato: ,, Mindez azt tamasztja ald, hogy az aktivacios
kapu nyitasa megelozheti az inaktivacios kapu zarodasat. A fentebb bemutatott statisztikai
proba eredménye alapjan véleményiink szerint az inaktivacio kozvetleniil a zart allapotbol

nagy valoszintiséggel nem valosulhat meg”.

Végezetiil ezlton is tisztelettel szeretném megkdszonni a Biradlonak a palyamunkdmmal
kapcsolatos munkajat. Ugy gondolom, hogy munkdm a Birald magas szintli szakmai
tudasdnak megfeleld észrevételei alapjan torténd korrekciojat kovetden mind tartalmi, mind

formai szempontbdl értékesebb lett.

Debrecen, 2014. januar 29.
Tisztelettel,

Zakany Florina
DE-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DE-AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet



Biralat Zakany Florina VI. éves orvostanhallgaté ,,Zart allapotbol torténo inaktivacio
lehetdségének vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp

modszerrel” cimi Tudomanyos Diakkori Palyamunkajardl
Referenciaszam: 1492/B
A palyamunkat valtoztatasok nélkil, jelen forméban elfogadom.
Kéd: 1

Debrecen, 2014. januér 09.

(B) Valtoztatas nélkul elfogadja (kod: 1)



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimii TDK

palyamunka 1492/B referenciaszamu 2. biralatara

Tisztelettel szeretném megkdszonni a birdlonak a palyamunkdmmal kapcsolatos munkdjat.

Megtiszteld volt szdmomra olvasni a biralatokban leirt elismerd észrevételeit.

Debrecen, 2014. januar 29.

Tisztelettel:
Zakany Florina
DE-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DE-AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet



Biralat Zakany Florina VI. éves orvostanhallgaté ,,Zart allapotbol torténo inaktivacio
lehetdségének vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp
modszerrel” cimii Tudomanyos Didkkori Palyamunkajarol

Referenciaszam: 1492/A

A kijavitott palyamunkat elfogadom (A).

(A) Valtoztatas nélkil elfogadja (kdd: 1)



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimii TDK

palyamunka 1492/A referenciaszamu 3. biralatara

Tisztelettel szeretném megkdszonni a birdlonak a palyamunkdmmal kapcsolatos
munkajat. Az elismerd észrevételei mellett a birdlatok soran leirt biralé formai €s tartalmi
észrevételeit megalapozottnak tartom. Ugy érzem, hogy munkdm ezen észrevételeknek
megfelelden torténd korrekcidja kovetkeztében mind tartalmi, mind formai szempontbol

értékesebb lett és hozzéjarul a késébbiekben tudomanyos szemléletem fejlddéséhez.

Debrecen, 2014. marcius 03.

Tisztelettel:
Zakany Florina
DE-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DE-AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet



Biralat Zakany Florina VI. éves orvostanhallgaté ,,Zart allapotbol torténo inaktivacio
lehetdségének vizsgalata mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp
modszerrel” cimii Tudomanyos Didkkori Palyamunkajarol

Referenciaszam: 1492/B

A péalyamunkat valtoztatasok nélkiil, jelen formaban elfogadom.

Kod: 1

Debrecen, 2014. januar 09.

(B) Valtoztatas nélkul elfogadja (kod: 1)



Valasz Zakany Florina ,,Zart allapotbdl torténé inaktivacio lehetoségének vizsgalata
mutans Shaker kalium ioncsatorna esetén patch-clamp modszerrel”cimii TDK

palyamunka 1492/B referenciaszamu 3. biralatara

Tisztelettel szeretném megkdszonni a birdlonak a palyamunkdmmal kapcsolatos
munkajat. Az elismerd észrevételei mellett a birdlatok soran leirt biralé formai €s tartalmi
észrevételeit megalapozottnak tartom. Ugy érzem, hogy munkdm ezen észrevételeknek
megfelelden torténd korrekcidja kovetkeztében mind tartalmi, mind formai szempontbol

értékesebb lett és hozzéjarul a késébbiekben tudomanyos szemléletem fejlddéséhez.

Debrecen, 2014. marcius 03.

Tisztelettel:
Zakany Florina
DE-AOK VI. évfolyam/ 8-as csoport
DE-AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
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