Valasz Dr. Panyi Gyorgy opponensi biraldi véleményére

Szeretném megkdszonni Dr. Panyi Gyorgynek, a MTA doktoranak doktori értekezésem
biralatat, elgondolkodtat6 kérdéseit.

Valasz az altalanos észrevételekre:

Az inozitol lipidek 4talakulasait végzd enzimek koziil, amelyeket a 4. 4bran mint ,,kindzok” és
»foszfatazok” jeloltem, jelenleg egészen pontosan 19 db kindzt és 28 db foszfatazt ismeriink.
Ezek részletes felsoroldsat feleslegesnek tartottam, azonban az Osszefoglald kdézleményre,
amely valamennyit részletesen bemutatja (Sasaki €s mtsai 2009), ugyan kicsit nehezen
megtalalhato helyen, a 4.4.1 fejezetben hivatkoztam.

Egyetértek, hogy talan egyszerlibb lett volna kdzds néven nevezni az altalaban hasznalt
extracellularis oldatot. Egyébként van is neve, amit a napi rutin soran hasznalunk, egy
amerikai kollégdmrél neveztem el, ezt azonban nem akartam a dolgozatban alkalmazni.
Viszont annak, hogy minden moédszernél megtalalhatd az oldat dsszetétele, annyi elénye azért
van, hogy nem kell keresgetni mas fejezetben ezt az informéciot. A szuszpenzidés mérések
soran hasznalt médium (3.10 fejezet) valoban megegyezett az egysejtes mérések soran
alkalmazottal (3.8 fejezet).

Az egyes fejezetek kozotti Osszefiiggést, az egységes képet a Kutatas jelentdsége fejezetben
prébaltam felvazolni, ami valoszinileg talsagosan szlikszavara sikeredett. El6addsomban
megprobalom érvényesiteni ezt a szempontot is.

A feltett kérdésekre valaszaim a kovetkezoek:

1. Amennyiben azt latjuk, hogy a membranlokalizdcid6 megsziintetésének (jelen esetben a
PtdInsP, deplécidnak) nincsen hatisa a FRET héanyados valtozasara, akkor annak
legvalosziniibb oka a fluoreszcensen jelzett fehérjék alacsony expresszidja. A membran
lokalizaciot mutatdé PH domének esetében ugyanis az tigynevezett aspecifikus FRET-r6l
van szO0, amikor is az energiatranszfer nem a molekuldris interakcid (ennek
kovetkezménye a specifikus FRET), hanem az igen kis kompartmentben bekodvetkezd
hatalmas koncentraciondvekedésbdl adodo kozelség hatdsara jon 1étre. Azt, hogy adott
esetben specifikus vagy aspecifikus energiatranszferrél van-e sz6 legegyszeriibben ugy
lehet eldonteni, hogy vizsgalni kell az energiatranszfer 1étrejottét a fluoreszcens fehérjék
expresszidjanak fliggvényében. A specifikus FRET gyakorlatilag valamennyi, mar
mérhetd jel esetében kialakul és elér egy bizonyos értéket, mig az aspecifikus FRET egy
bizonyos expresszids szint felett jelenik meg, €és egy ideig egyenes ardnyban valtozik az
expresszioval. Ezekbodl a mérésekbdl lehet egyébként meghatarozni a méréshez sziikséges
expresszios szintet is.

2. A birdlo6 kérdésével tokéletesen ravilagitott a konfokalis mikroszképos megkozelités €s az
energiatranszfer mérés kozotti kiilonbségre. Abban az esetben ugyanis, amikor egy
egyébként a membranokhoz valamilyen mértékben kotédo fehérje a citoplazmaban is elég
nagy mennyiségben jelen van, a konfokalis mikroszkoppal nem tudjuk megkiilonbdztetni
e két frakciot. Ezzel szemben a FRET mérést nem befolyasolja adott konstrukcio
citoplazmatikus jelenléte. Az energiatranszferhez sziikséges molekularis kozelség, ami
egyébként joval kisebb a mikroszkdp felbontasandl, pontosabban e kozelség valtozasa a
membranlokalizacid megsziinése kovetkeztében jol mérhetd FRET jelet ad. Ezért tehat a
konfokalis képeken a lokalizdcido szamszerlisitésével nem is probalkoztunk. Mint
emlitettem, a fluoreszcens fehérjék citoplazmatikus jelenléte (pl. CFP és/vagy YFP) a



FRET mérést nem befolyasolja, megfeleld korrekcidk elvégzésével (hattér és atbeszélés
korrekcio) még a hanyados abszolut valtozasai is azonossa tehetok.

A PLC31 PH domén esetében nem tudjuk, hogy mi lehet az a fehérje, amivel kdlcsonhat a
PH domén. Talan egyszer kideriil. A GRP1 esetében a dolgozatban is emlitem, hogy
sikeriilt kimutatni, hogy a PH domén ¢és az Arf6 kozott alakul ki az a kdlesonhatas, ami
sziikséges a membranlokalizacidhoz. Egy egészen 0j kozleményben (JBC M111.233015)
kristalystruktira meghatarozdssal a FAPP1 PH domén esetében aminosav szinten
azonositjak egy masik fehérje, az Arfl kotés részleteit. Figyelemre mélto, hogy mindkét
esetben az a felszin felelds a fehérje kotésért, ahol a PLCS1 PH doménben azonositott 8
aminosav is talalhato.

A PLC81 PH doménhez képest a PLCo4 jelentdsen kisebb affinitassal kotddik a PtdInsP,-
hoz. Ez jol latszik a konfokalis képeken (12. dbra A panel). A lokalizacid szamszeriisitést
kovetden, a normalizalt gorbék valoban kicsit kiilonb6zd kinetikat mutatnak, azonban
ezzel az elemszdmmal ez nem szignifikans kiilonbség. A bemutatott kisérletnek az volt a
Iényege, hogy bizonyitsuk, €16 sejtben a PLC64 PH domén is alkalmazhat6 a PtdInsP;
kimutatasra. Gondolati uton elég nehéz azt kitalalni, hogy ha taldlnank kiilonbséget a
kinetikak kozott, akkor az megfelelne annak, ami az abran latszik. A PLC31 PH domén
esetében a lipid szekvesztracid miatt ugyan tobb a plazmamembran PtdInsP, tartalma,
amib6l angiotenzin II hatasara feltehetden tobb InsP; keletkezik. A nagyobb Ca*"-szignal
pozitivan befolyasolhatja a PLC aktivitast, ami csokkentheti a PtdInsP, reszintézis
hat4sossagat, tehat a PtdInsP, emelkedése lassabb lesz. Ugyanakkor a PLC61 PH domén a
nagyobb affinitds miatt elobb jelzi a PtdInsP, megjelenését. Nehéz megjosolni a
folyamatok végeredményét, amennyiben a kérdést megnyugtatdan tisztazni szeretnénk, ez
csak tovabbi kisérletekkel lehetséges.

Az ARNO fehérje a human populacioban 2G és 3G formaban egyarant eléfordul (JBC
275, 3221). Ugyan a 3G muténs jelentdsen kisebb PtdInsP3-kotd képességgel rendelkezik,
azért képes a PtdInsP; specifikus kotésére (JBC 275, 32816, 4. dbra), ami magyardzza a
2G-hez hasonld hatasat. Az igazi, lipid kotésre nem képes muticiot az ARNO-val
nagyfoku hasonlosagot mutaté6 GRP1 fehérje esetében készitettiik el (R284C). Ez a
mutans a sejtek letapaddsanak mérésekor még nem 4&llt rendelkezésre, azonban a
szétteriilés mérésekor mar igen, és amint az a 15. abran jol latszik, teljes mértékben
hatastalannak bizonyult, ami arra utal, hogy a gatl6 hatds nem az overexpresszid, hanem a
lipidkotés kovetkezménye.

Az InsP;-kotd domének egyértelmli expressziojat mutatd sejtekre az a jellemzo, hogy
benniik Ca®"-mobilizalé agonistaval nem lehet Ca’*-szignalt kivaltani. A 22. bran ezek a
sejtek, mint nem valaszolo sejtek vannak feltiintetve. Olyan sejtekben, amelyekben igen
alacsony az expresszid, olyan alacsony, hogy szinte mar alig tudjuk a fluoreszcencia
méréssel kimutatni, kivalthato a Ca2+-jel, azonban jelentdés iddbeli késéssel. A
fluoreszcencia mérés bizonytalansagabol adodoan a fluoreszcencia és a késés kozotti
Osszefliggés nagy szorast mutatott. Az emlitett kisérletekkel azonban azt kivantuk
bemutatni, hogy az InsP; pufferolasnak funkcionélis kovetkezménye van a sejtekben. Az
InsP3-k6té doménok InsP3-koté képességét korabban in vitro InsP;-kotési assay-ben
pontosan meghataroztuk (6. abra), a dolgozatban ¢és a kdozleményben csupan
érdekességként, illetve a modszer érzékenységének szemléltetésére jegyeztem meg, hogy
ez az affinitas kiilonbség a funkcionalis mérések soran is lathato volt.

A kérdés tehat az, hogy az UBC6 enzim iranyitot szekvencidjanak (233-250) N-terminalis
végéhez kapcsolt domén az ER lumenben vagy a citoplazmaban helyezkedik el. Egyrészt
az irodalomban fellelheté adatok alapjan is a citoplazmatikus lokalizaci6 a valdszinii



10.

(citoplazméaba juttatott antitestekkel kimutathato az UBC6 fehérje), masrészt a p130-as
fehérje PH doménjével kapott adataink is erre utalnak. Ez utobbi esetében ugyanis a
szintén N-termindlisan elhelyezked6, ER-hoz targetidlt InsP;-k6té domén a
citoplazmatikus verziéval megegyez6 hatast gyakorolt a Ca®-szignalra, ami azt jelenti,
hogy az ER citoplazmatikus felszinén talalhaté (22. és 23. abra). Ahogy a biralé javasolta,
fluoreszcencia quenching-gel, vagy mas fluoreszcens eljarassal (pl. FRET) vizsgalhat6
lenne a kérdés, kiillondsen, ha rendelkezésre allna egy biztosan felszini vagy luminalis
fehérje. Ilyen vizsgéalatok azonban nem torténtek.

crer

csokkenteni, €s a lokalis InsPs hatasokat vizsgalni. Az, hogy ez a konstrukcio aktivélja az
endogén receptorokat, egy meglehetésen meglepd felfedezés volt, nem is fogom
elfelejteni soha, amikor rajottem. A lehetséges hatdsmechanizmus utan kutatva talaltunk
egy kozleményt, amelyben biokémiai méddszerekkel kimutattdk, hogy a receptor LBD-ja
képes kotddni a C-termindlis porus doménhez (Boehning és mtsa 2000). Munkank
jelentdsége, hogy igazoltuk ennek a kdlcsonhatdsnak a funkciondlis kdvetkezményét €16
sejtben, és megallapitottuk, hogy InsP; kotéstol fiiggetleniil, a LBD C-terminalis helikalis
darabja elegend6 a kolcsonhatashoz, illetve ezen informaciok ismeretében modositottuk a
receptor aktivacigjat magyardzd6 modellt. Arra vonatkozéan, hogy a LBD hatéasat
ugyanazon a fehérjén, a tetramer egy masik tagjan, esetleg egy masik tetrameren fejti ki,
kisérleteinkbdl nem vonhat6 le kdvetkeztetés.

A  TrpM8 csatornar6él valdéban jol ismert, hogy mikodéséhez sziikséges a
plazmamembranban jelen 1évé PtdInsP,. A 31. 4bra az eredeti kozlemény megfeleld
abrajanak csak egy részét mutatja, azt a kisérletet, amit valéban én végeztem, amikor is a
citoplazmatikus Ca®'-koncentracio véltozasabol kovetkeztettem a csatorna nyitottsagi
allapotara. Ami azonban ez esetben igazan érdekes, az abra masik részén van, ami egy
patch-clamp mérés (Rohacs Tibor kollaboracios egyiittmiikodés), €s amibdl kideriil, hogy
a PtdInsP, deplécios rendszer patch-clamp koriilmények kozott is mitkddik. Evidensen ez
utobbi adatok €s a konklizié kimaradt a dolgozatbol.

Igen, ez a jo hir, a kicsit rossz hir pedig az, hogy tobbet is. Az utobbi iddszakban szamos
kozlemény jelent meg, amelyekben olyan fehérjékrdl szamolnak be, melyek kotédnek az
Orail-hez. Az egyik, egy ugynevezett CRAC regulator 2A (Nature Cell Biology 12, 436),
amelyrdl kimutattak, hogy része a STIM1-Orail komplexnek. E fehérje tartalmaz egy EF-
hand-et, ily modon érzékelni képes a citoplazmatikus Ca”*-szintet. Ez utobbi emelkedése
soran levalik az Orail-r6l, aminek kovetkezménye a komplex szétesése, tehat egy negativ
visszacsatolas valdsulhat meg ezzel a mechanizmussal. Egy masik fehérje a Golli
(Biochem J 430, 453), amelyik overexpresszalva gatolja az Orail-t, ugyanakkor e gatlas a
STIM1 overexpresszidjaval kivédhetd. E fehérjérdl szintén kimutattdk, hogy része a
komplexnek. Aztan ott vannak a Trp csatorndk. Ez év marciusdban jelent meg egy
kozlemény, amely a TrpCl-r6l mutatja ki, hogy kapcsolodni képes a STIMI1-Orail
komplexhez (PLoS Biol 9, €1001025).

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