Dr. Varnai Péter: MOLEKULARIS KOLCSONHATASOK SZEREPE EMLOS SEJTEK JELATVITELI OLYAMATAIBAN

c. MTA doktori értekezésének biralata

. e

intézetébdl nyljtotta be az MTA Orvosi Tudomanyok Osztalydhoz. Tudomanyos kutatdmunkdjat nemzetkozileg
is magas szinten elismert kutaté m(ihelyekben végezte olyan neves professzorok és kutatédk irdnyitdsdval, mint
Spat Andras akadémikus, Hunyady Laszl6 akadémikus és Balla Tamas az MTA kilsé tagja. Az itt felsorolt
mentorokon felll a Spat iskolabdl kikerilt, azéta komoly nemzetkozi karriert befutdé kutatékkal is szoros
egylUttm(ikodésben és nemzetkozi kollaboracidoban végezte tudomdanyos kutatd munkajat. Ez utdbbiak kozil
kiemelném Hajndczky Gyorgydt és Rohacs Tibort, akik jelenleg az Egyesiilt Allamok kiilonbdz86 egyetemein
professzorok.

A disszertacio kivalé példa a molekularis biolégiai mddszerekkel el6allitott, fluoreszcensen jelolt
molekuldk haszndlatdra alapvetd sejtbioldgiai kérdések tisztdzasa sordn. A disszertdcidbdl kitlinik, hogy Varnai
doktor nem a manapsag divatos, nagy teljesitmény( sz(iré és vizsgdlé maddszerekre épil6, hipotéziseket alig
tartalmazé iranyt, hanem a szamomra sokkal értékesebb, hipotézis vezérlet és célzottan tervezett vizsgalatokat
végzett, melyek egyértelmd és vilagos kovetkeztetések levondsat engedik meg. A disszertacid témajat illetéen
idGszerd, a sejtek jelatviteli folyamatait, ezen beliil is az inozitol lipidek és a Ca®* jelatvitel molekuldris szintd
vizsgalatat végezte el kurrens, az esetek nagy részében az altala kifejlesztett molekularis szenzorok
segitségével. A doktori disszertacio tudomanyos értéke tehat nem csak kozvetlenil a disszertacidban
bemutatott eredményeket jeleni, hanem olyan molekularis szenzorok elGallitdsat, amellyel igen értékes
eszkozoket adott a szakterilettel foglalkozé kutatdk kezébe. Ezek kézil mindenképp kiemelném az inozitol
lipid szenzorok, inozitol lipid szintet mddosité molekuldk és a rapamicinnel indukalhaté heterodimerizacios
rendszerek kifejlesztését és azok célzott kifejezését a sejten belili egyes kompartmentek vizsgalatdhoz. A
kifejlesztett mdédszerek tudomanyos értékét megitélésem szerint nagyon vildgosan mutatja kdzleményeinek
igen magas idézettsége. A disszertacioban bemutatott kisérletek nagy részének alapja a kifejezett
fluoreszcencias molekuldak konfokdlis mikroszképpal torténd vizsgalata. A kiséreltek tokéletes technikai
kivitelezése nem csak |élegzetdllitéan latvanyos képeket eredményezett, hanem a megfelel6 kontroll
elvégzésével, fontos kovetkeztetések levondsdra alkalmas kvalitativ és kvantitativ eredményeket adott. A
fentebb emlitett technikai eljarasokat protein expresszidos és in vitro ligand kotést méré kiséreltekkel
kombinalta, melyek szervesen kiegészitik a sejtes kisérletekbdl kapott eredményeket és logikus
kdvetkeztetések levonasat teszik lehetévé.

A disszertacid 18 in extenso kdzleményre alapszik, melyek 10 év kutatdmunkajabdl szarmaznak (1998-
2008) és lektoralt folyoiratokban keriltek kozlésre. E kozlemények kozil 4 6sszefoglald, a tébbi eredeti
kozlemény. A disszertacid alapjat képzé kozlemények kozil 11-ben Jeldlt els6 ill. megosztott els szerz6, ami
hlen tiikrozi a bemutatott eredményekhez torténd jelentés hozzajaruldsat. A kdzlemények 6sszesitett impakt
faktora 120,868, az ezen kdzleményekre kapott fliggetlen idézetek szama 363. E kdzlemények egy része magas
impakt faktoru, a szakteriilet meghatarozo lapjaiban kozolt cikkeket jelentik. A kivalasztott 5 legfontosabb

kozlemény mindegyikében els6 szerzG, a cikkek a PNAS, J. Cell. Biol., J Biol.Chem., J. Cell Sci. folydiratokban
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jelentek meg. Kilon kiemelném, hogy disszertacidban szerepl6 kozleményeken felil még 24, a Ph.D.
disszertacié megvédését kovetben publikdlt cikk szerz6je, melyek a disszertaciodban bemutatottakhoz
hasonléan magas impakt faktoru folydiratokban jelentek meg igen tekintélyes fliggetlen idézettségi mutatdval
(128,098 kumulativ impakt faktor és 1158 idézet).

A molekularis szenzorok igen eredeti alkalmazasa sejtbiolégiai és molekuldris élettani szempontbdl

megitélésem szerint az alabbi 6nallé Uj tudomanyos eredményeket adta:

1. Kimutatta, hogy a foszfolipaz C enzim PH doménjének Ptdins(4,5)P, kotése szlikséges, de nem elégséges
feltétele a domén és a plazmamembran kozo6tti kélcsénhatas kialakulasanak.

2. A PH domén mutdcids analiziséval kimutatta, hogy a domén B6 és B7 red6k kozotti része az inozitol lipid
kotésétdl fliggetlenil szerepet jatszik a PH domén és a membran kozotti kdlcsénhatdsban

3. Az Akt és a GRP1 fehérjék PH doménjében pontmutansok létrehozasdval bizonyitotta, hogy a
funkcionalisan eltéré tulajdonsagokért az inozitol lipid kdtést nem érint6 kdlcsonhatdsok felelGsek.

4. lgazolta a GRP1 PH doménje és az az Arf6 fehérje kozotti kapcsolatot
Kimutatta, hogy az ER citoplazmatikus felszinére iranyitott InsP3 receptor ligandkotésért felelGs
doménjének C terimalis, helikalis része az endogén InsP; receptorokat aktivalja

6. A plazmamembran Ptdins(4,5)P, szintjének kontrollalhaté csokkentésére alkalmas, rapamicin-indukalt
molekularis kdlcsonhatason alapuld rendszert fejlesztett ki

7. A plazmamembran Ptdins(4,5)P, szintjének akut csékkentésével a Ca’**-mobilizdlé hormonnal létrehozott
Ca’*-szignal, a Trp M8 ioncsatorna, valamint a transzferrin és az EGF receptor endocitozisanak PtdInsP,
érzékenységét bizonyitotta.

8. Kimutatta, hogy a funkcionalis CRAC csatorna kihalkitasaban a STIM és Orail fehérjéken kivil mas,
meghatarozott geometriai feltételeknek eleget tevé feférjének vagy feférje komplexnek sziikségszeriien

részt kell vennie

A disszertaci6 magyar nyelven késziilt, 95 szamozott oldalt és az o6t legjobbnak itélt kozlemény
kalonlenyomatait tartalmazza. Az irodalomjegyzék kozel 100 irodalmi hivatkozast tartalmaz, melyek zéme az
utébbi tiz évbdl szarmazik, ami a téma aktualitasat hlen mutatja. A disszertacié elején megtaldlhatd a
roviditések jegyzéke is, mely el6segitette a leirtak megértését. A disszertacid megértését 45 tobbpaneles,
tobbségében szines dbra konnyiti meg. Az dbrak egy része a kutatas eredményei alapjan kialakitott modelleket

mutatja be, ami hiien tikrézi a mii gondos megirasara forditott eréfeszitéseket.

A disszertacido olvasdsat helyesirdsi hibdk vagy szerkesztési hidnyossagok nem nehezitik. Egy-két helyen
taldlhaté csak apro figyelmetlenséghdl adédd hiba vagy fogalmazasi hidnyossag amelyek részletezésétél a

hibak elhanyagolhato volta miatt eltekintek.

( 2. Oldal: ,,domének felfedezése lehetdvé utat nyitott ,,
2



4. oldal: ,Az inozitol lipidek részt vesznek a legkiilonfélébb patolégias allapotok kifejl6désében is”-szokatlan
fogalmazas

44. oldal: Az ER-hoz ranyitott mutans ugyanis a Ca**-csuics késén kiviil

46. oldal: ,,Els6 menetben....”- szokatlan fogalmazas

22. dbra szévegében a 5. dbrara vald utalds nyilvanvaldan az eredeti kozlemény 5. abrajara utal)

Altaldnos észrevételek:

A disszertacié bevezetbje tomor, lényegre tord, a megértéshez szlikséges informacidt altaldban tartalmazza. Az
inozitol lipidek kémiajaban, azok egymasba torténG atalakuldasdban és az egyes lépéseket katalizalo
enzimekben nem készség szinten jaratos birald szamara hasznos lett volna egy olyan abra elhelyezése a

bevezetésben, mely a fentieket a 4. dbratdl részletesebben mutatja be.

Az anyagok és moddszerek fejezet kell6 részletességgel mutatja be a hasznalt mddszereket, a megfelel6
irodalmi hivatkozasok beépitésével lehet6ség nyilik a mddszerek egyes specidlis kérdéseinek tisztazasara. Az
oldatok ionosszetételének bemutatdsakor talan célszer( lett volna az azonos 6sszetétel(i oldatokat egy kozos
néven nevezni (pl. normal extracelluldrsi oldat) és igy hivatkozni rd. Ezzel elkerllheté lett volna ugyanazon
oldat tobbszori felsorolasa- ilyenkor ugyanis az olvasé 6sztondsen korabbi oldatokhoz viszonyitott kilénbséget
keresi, s csak ezutan jon ra hogy azonos oldatokrdl van szd. (pl. 10. oldal alulrél 4. sor és 15. oldal alulrél 12.

sor). A 3.10 fejezetben hidnyzik a mérdoldat sszetétele, feltételezem az hasonld volt, mint a 3.8 fejezetben.

Az eredmények és megbeszélés fejezetek Osszevondsat jo megoldasnak tartottam tekintve az alkalmazott
modszerek és kisérletes problémadk sokszinliségét, az egyes fejezetek igy egy egységet alkottak, a fejezetek
végein a szikséges mértékl diszkusszié megtalalhaté. Talan célszerd lett volna doktori mi végén egy egy-két
oldalas szintézist adni, bar az ,,Uj tudomanyos eredmények fejezet” ezt tobbé-kevésbé megteszi, a mi egyes

fejezetei kozotti 6sszefliggéséket ez kevéssé vilagitja meg.

Tekintve azt, hogy a disszertdcié hatterét add kozlemények magas impakt faktorud, nemzetkozi, referdlt
folydiratokban jelentek meg ahol a szigoru sztenderdeknek az eredmények mar megfeleltek, a részletes
tartalmi biralattdl el lehet és el is kell tekinteni. Ennek megfelel6en csak a disszertacié olvasasa kozben

felmeril6 egyes kérdéseimre, észrevételeimre vonatkozdan kérem Jelolt valaszait:

1. 24. oldal -membranlokalizacié vizsgalata FRET segitségével. A disszertacidban azt irja, hogy ,,Amennyiben a
CFP-vel és YFP-vel jelzett fehérjék 1:1 aranyu expresszidja elér egy bizonyos szintet, a plazmamembranhoz
kot6d6 fehérjék esetében kialakul az energiatranszferhez sziikséges molekularis kozelség”. Hogyan lehet
eldonteni azt, hogy a FRET hidnya az alacsony expresszié kovetkezménye vagy a molekuldris asszociacié

hidnya? Van-e olyan objektiv paraméter amivel az expresszid elégséges szintjét meg lehet hatarozni?



Mekkora becsiilt membréanfelszini sirliség kell ahhoz, hogy a random FRET kialakulhasson, tekintve a FRET
igen szigoru tavolsag-fliggését?

10. abra. Az 1. és 4. sor paneljeinek Osszehasonlitasakor az szdmomra az latszik, hogy az ET igen
érzékenyen jelezte az lonomycin hatdsat, azaz az asszociacid csokkenését. Ezzel szemben a konfokalis
képen a PLCS:PH-GFP szabad szemmel is azonosithaté membran jelet adott, ugyanakkor a p130 95-
164/PLC&,(71-170) PH-GFP esetén a konfokalis képen a kontrol kériilmények kozt és az ionomicin kezelést
kovetben felvett képek kézott nem szembet(ing a kiilénbség, holott itt is azt varna az olvasoé hogy a kiméra
membran lokalizaciét mutat. Alkalmaztak-e objektiv mérészamot a membranlokalizacié/citoplazmatikus
lokalizacié ardnydnak Osszevetésére? Befolydsolhatta-e a FRET eredményeket a citoplazmaban talalhaté
kiméra fehérjék jelenléte?

A membrdn asszociaciéban szerepet jatszé6 8 aminosavbdl allé minimalis domén a kiséreltek alapjan
egyértelmlien befolydsolja a PH-doménnel rendelkezé fehérjék kotédését a membranhoz. A kotédés
molekuldris mechanizmusara vonatkozdan sziilettek-e Ujabb eredmények a disszertacié beadasa 6ta?

a 12. abra B panelje azt mutatja, hogy mind a PLC6,PH-GFP mind pedig a PLC&,PH-GFP szignalbdl szamitott
fluoreszcencia hdnyados id6fligg6. A hanyados csokkenése hasonld kinetikat mutat, a hdanyados
visszatérése azonban kinetikailag eltérének latszik. Volt-e statisztikalig szignifikans kiilonbség a két kinetika
kozott, ha igen, mi lehet a kinetikai kilénbség magyarazata? Taldn az, hogy a PLC6,PH-GFP esetén a
membranhoz valé visszakotédés a gyorsabb? Vagy a sejtek eltér6 kinetikaval szintetizaltak ujra a lebomlott
inozitol lipideket?

14. és 15. abrdk. azon esetekben ahol az inozitol ipidek kotésére képtelen mutdnsok is jelent6sen
befolyasoltak a sejtek valaszat (pl. ARNO-PH (3G)) nem-specifikus, talan a fehérjék overexpresszidjaval
magyarazhaté hatasrdl lehet szé. Mi errél a Jel6lt véleménye?

22. 4bra B panel: a 0,467 és a 0.261 r* értékek elég alacsonynak téinnek ahhoz, hogy a fehérje expresszié és
a Ca” jel késése kozotti korrelaciot egyértelmiien megallapithatd legyen.

Az ER citoplazmatikus felszinére iranyitott IP;R-LBD-vel végzett kiséreltek egyik sarkalatos pontja, hogy az
LBD valéban az ER citoplazmatikus felszinére keril. Igazoltdk-e ezt valahogy? Vagy a konstruktbdl
egyértelmlien kovetkezik a citoplazmatikus felszinre torténé lokalizacié? Esetleg fluoreszcencia
guenchinggel igazolni lehetne a megfeleld orientaltsagu elhelyezkedést?

Amint az a disszertacidban olvashaté az IP3R-LBD 427-605 kozotti helikdlis szegmense egy homotetramer
csatorna esetén akar az alegységen belil, akar egy szomszédos alegységben a csatorna funkcidért felelGs
részt aktivalhatja. A bemutatott kisérletek esetében véleményem szerint egyik mechanizmus sem
lehetséges, a homotereamer csatornakhoz valamilyen médon asszocialédé, csak a LBD megfelel6 részét
tartalmazd ER targetdlt fehérje hozza létre a csatorna rész aktivalasat. Mit gondol, lehet-e ebbdl az
informaciobol kovetkeztetetést levonni arra, hogy az LBD helikalis része a homotetramer csatorna
felszinéhez kotddik? Lat mas lehet6séget is arra hogy az ER targetalt fehérje LBD-je a homotetramer
csatorna mas részéhez kot6dhessen?

A 31. dbra értelmezéséhez utalni kellett volna arra, hogy TRMP-8 csatorna azon csatornak egyike, melynek

aktivitasdhoz a plazma membran PtdIns(4,5)P, nélkll6zhetetlen, azaz nem csak egy véletlen hatas
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ismertetésérdl van szo, hanem egy stratégiailag kivalasztott csatornardl (TRMPS8), és egy korabban ismert
jelenség mechanizmusanak egyértelm(i tisztazasardl (TRMP-8/PtdIns(4,5)P,)

10. A disszertacié fénypontja szdmomra kétségteleniil a kapacitativ Ca** bedramlds mechanizmusanak
vizsgalata volt. E vizsgalatokban a disszertacio kordbbi fejezeteiben bemutatott molekularis interackcids
vizsgalatokat Jelolt szellemesen kombinalta, ill. kiegészitette TIRF mikroszkdpos vizsgdlatokkal. A téma
vizsgalata soran egyik meghatarozé felfedezése az volt, hogy a kapacitativ Ca®* beadramlasért felellgs
molekularis komplex a Stim1 és Orail molekuldkon kivll egyéb fehérjéket is tartalmaz. A Stim1-Orail altal
kialakitott CRAC csatorna vizsgalata az egyik leggyorsabban fejl6dé aga az ioncsatorna kutatasnak. Arra

lennék kivancsi, hogy a Jelolt altal jésolt komplex elemeit sikeriilt-e azéta azonositani?

A fenti kérdések/megjegyzések érdemben nem befolyasoljak Jelolt tudomanyos eredményeinek igen pozitiv
megitélését. Osszefoglalasképp megallapithatd, hogy az MTA doktori cim megszerzésének feltételeit a
disszertdcid alapjan magasan teljesitette. Javaslom a disszertacié nyilvdnos vitdra torténd kitlizését és sikeres

védés esetén az MTA doktori cim odaitélését.

Végezetil szeretnék gratuldlni a példamutatéan magas szintl kutatdomunkahoz, és tovabbi sikeres munkat

kivanok!

Debrecen, 2011. marcius 04.

W é?—a"*"
Panyi Gyorgy
az MTA doktora



