Valasz Dr. Csernoch Laszlo opponensi biraloi véleményére

Szeretném megkoszonni Dr. Csernoch Lészlonak, a MTA doktoranak doktori értekezésem
biralatat, értékes kérdéseit.

A feltett kérdésekre valaszaim a kovetkezoek:

1.

A 10. dbran bemutatott kiséretsorozattal célunk az volt, hogy egy PtdInsP, kotésre amigy
képes PH domént (a p130-as fehérje PH doménjét) ugy valtoztassunk meg, hogy az a
elkészitettem az emlitett PH doménnek, sokaig egyik sem mutatott membranlokalizaciot.
Ezek utdn az a kiméra, amit a 10. dbra negyedik sordban lathatunk nemhogy szép, hanem
csodalatos lokalizacionak bizonyult. Komolyra forditva a szét, a membranlokalizaci
mértéke a konfokalis mikroszkopos felvételeken valoban nehezen itélhetd meg,
kiilondsen, ha egy konstrukcio a citoplazmaban is nagy mennyiségben jelen van. Lehet
ugyan szamolni egy membran/citoplazma intenzitds aranyt, ahogy azt tettiik példaul a 12.
abran bemutatott kisérletben, azonban tekintettel arra, hogy nehéz pontosan megmondani,
mely pixelek felelnek meg a plazmamembrannak, az eredmény elég pontatlan lesz. Ennek
kikiiszobolésére végeztik el a FRET vizsgalatokat, ami persze azt jelentette, hogy
valamennyi PH domén kiméra esetében el kellett késziteni a CFP-s és YFP-s verzidkat,
azonban a FRET mérések esetén a PtdInsP, lebontas, és ilymoédon a lokalizacid
megsziinésének hatasara bekovetkezd hanyados valtozdsbol maér objektiv. modon
kovetkeztetni lehetett a kezdeti lokalizacid mértékére. A plazmamembran lokalizaciora
tehat nem a konfokalis képek, hanem az energiatranszfer mérésekbdl kdvetkeztettiink.

A kérdés teljesen jogos. Mi magunk mindig is a PLC31 enzim PH doménjét vizsgaltuk és
alkalmaztuk a sejtekben talalhatdo PtdInsP, kimutatdsara, ugyanis in vitro mérésekbdl
tudott volt, hogy nagy affinitassal és specifikusan képes kotni ezt a lipidet. A PLCo4
enzim PH doménje egy kollaboracios egyiittmiikodés keretében keriilt a kezembe abbdl a
munkacsoportbo6l, ahol ezt az enzimet megklonoztak (J Biol Chem 271, 25). Kérdésiik az
volt, hogy a PLC31 PH doménhez képest a PLC54 PH doménjének milyen a PtdInsP,-
kotd képessége, €s hogy ez szerepet jatszik-e az enzim intracellularis lokalizacidjaban. A
PLCd3 esetében nem tortént ilyen jellegli megkeresés, ezért ezzel nem is foglalkoztam.

A 14-17. abrék olyan funkcionalis vizsgalatokat mutatnak, amelyek jelatalakitasaban
PtdInsP; képzddésnek szerepe van. Erre utal a folyamatok nagymértékii wortmannin
érzékenysége. A kiindulasi munkahipotézisiink szerint, ha a sejtekben olyan doméneket
expresszalunk, amelyek képesek kotddni a PtdInsPs-hoz, akkor azt varjuk, hogy
affinitdsuktdl fliggden kiilonbozo mértékben ugyan, de hasonléan gatoljak ezeket a
folyamatokat (dominans negativ hatas). Tehat a kisérleteket kell dsszehasonlitanunk abbodl
a szempontbol, hogy az egyes PH domének egységesen viselkednek-e. Es azt talaltuk,
hogy nem. Példaul volt olyan funkcid, amit az egyik PH domén gatolt, mig egy masik
funkciét ugyanaz a PH domén nem befolyasolt, vagy éppen fokozott. Természetesen
szamolhattunk volna szignifikancidt is az egyes PH domének hatdsossagdnak
Osszehasonlitasara egy-egy sejtfunkcion beliil, de mint emlitettem, ebben az esetben nem
ez volt a kérdés. Az eltérd gatlasi mintdzat ugyanis csak ahhoz kellett, hogy kidolgozzuk
azt a munkahipotézist, mi szerint a megfeleld membranlokalizacié nemcsak a lipidkotéstol
hanem mads interakcioktdl is fligg, és amit aztan a megfelel6 mutdciokkal bizonyitottunk
is. Konkrétan valaszolva a kérdésre, a 14. abran a Btk és a lipidet nem kété R28C mutans
kozott azért nincs kiilonbség, mert ez a PH domén (akarcsak az Akt PH) a sejtek
letapadasat nem befolyasolja. Az ARNO és a GRP1 PH domén azonban igen. Hogy a
gatlast a 3G mutans miért nem védte ki, az valoban kicsit bévebb magyarazatra szorul. Az



ARNO fehérje a human populacioban 2G és 3G forméban egyarant el6fordul (JBC 275,
3221). Ugyan a 3G muténs jelentdsen kisebb PtdInsP3-ko6td képességgel rendelkezik, azért
képes a PtdInsP; specifikus kotésére (JBC 275, 32816, 4. dbra), ami magyardzza a 2G-hez
hasonlé hatasat. Az igazi, lipid kotésre nem képes mutaciot az ARNO-val nagyfoku
hasonlosadgot mutatd GRP1 fehérje esetében készitettiik el (R284C). Ez a mutans a sejtek
letapaddsdnak mérésekor még nem allt rendelkezésre, azonban a szétteriilés mérésekor
mar igen, €¢s amint az a 15. abran jol latszik, valoban ki is védte a GRP1 gatlo hatasat.

Az eldz6 pontban részben valaszoltam a kérdésre. A ,,+wm” megjelolés két oszlop
esetében valoban szerencsétlen és félreérthetd. Az egyik a GFP, a masik a BtkPH-GFP
(szomszédos oszlopok) esetre vonatkozik.

A Ca®" mérések soran sosem alkalmaztam kalibraciot, ugyanis mindig elegendé volt az az
informacié, hogy a citoplazmatikus Ca*"-szint emelkedik-e vagy sem, illetve hogy a
maximalis értékét milyen késéssel éri el. Az abra szovegben utaltam arra, hogy a
melegebb szinek magasabb Fura hanyadosnak felelnek meg. A “vad tipus” megjel6lés a
az InsP;-k6t6 doménokra vonatkozik, ami létrehozta a Ca2+-jel késését, illetve teljes
gatlasat. Emellett kontrollként olyan mutdnsokat is hasznaltunk, amelyek nem kotik az
InsPs-t, és amelyek megnyugtatdé modon nem is gatoltdk a Ca®**-szignal kialakulasat.
Ezekkel a kisérletekkel azonban azt kivantuk bemutatni, hogy az InsP; pufferoldsnak
funkcionalis kovetkezménye van a sejtekben. Az InsPs;-kotd doménok InsP;-kotd
képességét korabban in vitro InsP;-kotési assay-ben pontosan meghataroztuk (6. abra), a
kozleményben ¢és a dolgozatban csupan érdekességként, illetve a moddszer
érzékenységének szemléltetésére jegyeztem meg, hogy ez az affinitds kiilonbség még a
funkcionalis mérések soran is érzékelhetd volt, azonban ezt a kiilonbséget szigora
statisztikai vizsgalatokkal valéban nem tdmasztottam ala.

Megallapitottuk, hogy az endogén receptor aktivacioért az InsP; receptor LBD-jén beliil a
C-terminalis 427-605 aminosavakbdl 4116 helikalis rész a felelds, ami egészen jol atfed az
ugynevezett RIH (rianodin receptor ¢és InsP; receptor homoldgia) domének egyikével.
Ezek a RIH domének olyan mintegy 200 aminosavbol all6 domének, amelyek nagyfoku
azonossagot mutatnak a ryanodin és az InsP; receptorok kozott, illetve mas fehérjében is
megtalalhatok (TIBS 25, 48). Erdekes modon az InsP; receptorban és a rianodin
receptorban egyarant két-két darab RIH domén taldlhatd (patkdny 1-es tipust InsP;
receptor: 462-677 ¢és 1164-1371, humén rianodin 1 receptor: 431-643 és 2157-2365). A
kérdés az volt, hogy amennyiben ezeket a darabokat az ER felszinére iranyitjuk, képesek
lesznek-e az izolalt LBD-hez hasonloan aktivalni az endogén InsP; receptort. Ha igen,
akkor ezzel funkciét rendelhetink a RIH domének mellé. Valamennyi konstrukciod
elkésziilt, azonban aktivaciét nem sikeriilt kimutatnunk, tehat ez a hipotézis nem
igazolddott. A RIH doménen kiviil mas probalkozasunk nem volt, és erre vonatkozo
irodalmi adatot sem ismerek.

Ezekben a kisérletekben a fluoreszcensen jelolt STIMI1-t és az Orail-t egylittesen
expresszaltuk a sejtekben. Mivel az Orail jeldletlen volt, az oszcillaciot mutatd sejtekrol
csak annyit tudunk mondani, hogy benniik a STIM1 expresszidja viszonylag magas volt,
¢s azt csak feltételezziik, hogy ez egyben nagyobb Orail expressziot is jelentett. Az Orail
overexpresszioja egyébként altaldban nem oszcillacidt, hanem inkébb a Ca2+-szigné1
gatlasat eredményezi. Esetiinkben nagy valoszinliséggel arrdl van szo, hogy a Ca’'-
raktarak Uritésének hatdsara az egyidejii STIM1/Orail overexpresszio hatalmas mértékii
Ca”*-bedramlas hoz létre, amit a tapszigarginnal tortént ingerlés is mutat. Figyelemre
méltd, hogy az oszcillacid kizarolag a Ca®'-mobilizald hormonnal tortént ingerlés esetén
jelentkezett, tehat 1étrejottében nagy valdsziniiséggel a PLC vagy az InsPs receptor Ca*™
altal torténd szabalyozasanak, és nem az Orail esetleges inaktivaciojanak vagy a STM1 és



az Orail kozotti kommunikacio valtozasanak van szerepe, bar ez utdbbi sem zarhato ki. A
mechanizmus vizsgalatara érdekes lenne példaul megnézni, hogy valtozik a sejtek InsP;
tartalma, de ilyen tipusu kisérleteket még végeztiink, illetve azt sem vizsgaltuk, hogy
pontosan milyen expresszids tartomanyban és milyen expressziés aranyok esetén
figyelhetd meg a jelenség.

A jelenségrol, miszerint egylittes STIM1 és Orail overexpresszid soran jelentds idobeli
eltolodas figyelheté meg a sejtek kozott a tapszigarginnal aktivalt kapacitativ Ca*"
bedramlés kialakuldsaban, annyit sikeriilt megéllapitani, hogy ennek oka a STIMI
plazmamembranhoz érkezésének, egyedi sejtek kozott megfigyelhetd eltérdsége. A
jelenséget ATP ingerlés esetén soha nem lattam, bar agonista hatisara elsdsorban a
plazmamembran kozeli periférias ER iiriil, tehat az esetleges kiilonbségeket sokkal
nehezebb megfogni. Kimutattdk, hogy a STIM1 ko6tédni képes a mikrotubulusok pozitiv
végén taldlhatdo fehérjékkel (EB1) ami alapjan jelenleg ugy gondoljuk, hogy a
mikrotubulusok novekedése a motorja a STIM1 ER-ban torténd lateralis mozgasanak,
tehat azt lenne érdekes megvizsgalni, hogy ilyen szempontbdl van-e kiilonbség példaul a
kiilonboz6 osztodasi allapotban 1€vo sejtek kozott, illetve, hogy a mikrotubuléris rendszer
allapota mutat-¢ korrelaciot a Ca*"-bearamlas kialakulasaval. A STIMI expresszio és a
motilitds mértéke kozott feltling dsszefiiggést nem lattam, bar a jelenséget részletesen nem
is vizsgaltam. A motilitas kdozvetlen mérésére sem torténtek kisérletek.

A rapamicin hatdsara bekovetkezd rapa-folt képzdédés iddbeli lefolyasara jellemzd, hogy
szinte azonnal, bizonyos pontokban kezdddik a membranok kozotti kapcesolat kialakulésa,
majd ezek folyamatos novekedésével, néhany perc elteltével alakul ki a jellegzetes kép,
ami egyébként kisértetiesen hasonlit ahhoz, amit igen jelentés STIM1 overexpresszid
esetén is latunk (34. 4bra), és amit a plazmamembran és az ER nagy kiterjedésii
egymashoz simuldsanak tekintiink. E lefolyas dsszhangban all azzal a feltételezéssel, hogy
az ER ¢s a plazmamembran kozott nyugalomban is 1éteznek ugynevezett kontakt pontok,
ahol esély van a plazmamembranba iranyitott FKBP és az ER felszinre iranyitott FRB
talalkozasara. Evidensen ezeken a helyeken a két membran tavolsaga olyan, hogy létre tud
jonni a kapcsolat a két domén kozott, amit aztan a rapamicin csak stabilizal. A kontakt
pontok feliiletiiket tekintve ugyanakkor igen kis kiterjedésiiek, azaz nem akadalyozzék az
Orail ¢és a STIM1 kozotti kapesolat kialakulasat, sot azaltal, hogy egymas kozelében
tartjak e két membrant, inkabb segitik azt.

Végezetiil ismét szeretném megkdszonni Professzor ur értékes biralatat, kérdéseit. Koszonom,
hogy a nyilvanos védés kitlizését javasolta. Egyuttal kérem Professzor urat valaszaim
elfogadasara.
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