Opponensi vélemény

dr. Varnai PéteMOLEKULARIS KOLCSONHATASOK SZEREPE EMLSEJTEK JELATVITELI
OLYAMATAIBAN
cimiit MTA Doktori Ertekezéséi

Dr. Varnai Péter MTA Doktori Ertekezésének tém&@at1998 Ota végzett kutatasai képezik.
Jelolt ezen idszakbdl —a 2002 és 2008 kozotti évek — valasztat@zon munkait, melyekben az
inozitol lipidekhez kothét jelatviteli Gtvonalakat, az egyes Utvonalak aktidésa soran kialakuld
molekularis kolcsonhatasokat vizsgalta. Ertekezésélelolt tematikus felosztasban ismerteti az adott
témaban megjelent munkai kozil a legfontosabbrak dt kozlemény eredményeit. A disszertacié
0sszességében 18 extensp nemzetkdzi lektoralt folydiratban megjelent kdmtnyre alapszik. E
kozlemények kozul 4 Osszefoglalo, a tobbi eredeizldmény. A disszertacio alapjat képz
kozlemények kozil a Jeldlt 11-ben elsagy megosztott elsszersd, ami Hien tikrozi a bemutatott
eredményekhez tortdnelents hozzajarulasat. A kézlemények kumulativ impaktdea 120,868, az
ezen kdzleményekre kapott fuggetlen idézetek sza@® A kdzlemények kozul tdbb igen magas
impakt faktord, a szakterilet meghatarozé folyaitzn kerilt kdzlésre. Kulon kiemeléhdhogy a
megjeldlt 6t legfontosabb kézlemény mindegyikébelblf el szerd, s ezek a cikkek a PNAS, J Cell
Biol, J Biol Chem, J Cell Sci folyoiratokban jelektmeg. Fontosnak tartom kiemelni azt is, hogy
disszertacio alapjat képexozlemények mellett Jelolt tovabbi 24, a PhD disscio megvédését
koveben publikalt cikk tarsszeépe, melyek a disszertacioban bemutatottakhoz héaaonimagas
impakt faktoru folyoiratokban jelentek meg, igekitéélyes fiiggetlen idézettségi mutatoval (128,098
kumulativ impakt faktor és 1158 idézet).

Jelolt tudomanyos munkajat kiterjedt nemzetkozi (iggpiikodésben és nemzetkdzileg is
magas szinten jegyzett kutatoihelyekben végezte. Munkatarsai kozott szamos hafpat és
Hunyadi professzorok —, valamint az Amerikai Egyedillamokban dolgozé — Balla és Hajnoczky
professzorok —, sajat iskolat terémaz adott szaktertleten nemzetkozileg is meghadéak tekintett
mentor talalhatd. Jel6lt a hazai kutatolaboratobbamvégzett munkdjat jol 6tvozte ezen nemzetkdzi
kollaboraciokkal. Ez a kiterjedt egyUttikddés lehet a magyarazata, hogy Jeldlt egyetleanoly
kozleményt sem szerepeltet a Disszertaciot megatapublikaciok listajan, melynek utolsé szgez
lenne, ugyanakkor a kézlemények tobb mint felébshszers.

Az értekezés, a 101 irodalmi hivatkozéast felsorgkidzlrodalomjegyzéken kivil, 82 oldalon,

45 abraval illusztralva, részletesen targyalja akaucélkitizéseit, az alkalmazott modszereket és az
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elért eredményeket. A rovid irodalmi 6sszefoglalén Jeldlt ismerteti célKizéseit, az alkalmazott
mobdszerek fontosabb elemeit, majd kitér a kisécleteedményeinek és az azokbdl levonhato
kovetkeztetések felsorolasara. Az eredmények téggkor, tematikusan csoportositva, az adott
témahoz kapcsolédd fontosabb megallapitasok ketllpemutatasra, gazdagon illusztralva és
részletesen diszkutalva. Kulon kiemeléradbemutatott abrak igényes szerkesztése, ésémmy ahtogy
Jelolt az eredményeket kdzvetlenldl bemutatd abrdlkethszamos magyarazo, érteleZmas abrat
is k6z0l.

A molekularis biolégia eszkoztdranak és az élettamsgalomodszereknek tervsier
alkalmazésaval és szerencsés kombinaldsaval dzesmetretek kozil, megitélésem szerint, az

alabbiak tekinthétk 6nallo,0j tudomanyos eredményekek:

1. Kimutatta, hogy a PLC enzim PH doménjének PtdIggR4 kotése szikséges, de nem elégséges

feltétele a domeén és a plazmamembran kdzotti kolesds kialakulasanak.

2. Ramutatott, hogy a PH dom@6 ésp7 redk kozotti része az inozitol lipid kdtégéfiiggetlendl

szerepet jatszik a PH domén és a membran kozdtsddhatasban.

3. Bizonyitotta, hogy az Akt és a GRP1l fehérjek PH éoj@ben a funkciondlisan eléér
tulajdonsagokért az inozitol lipid kétést nem é&ikblcsonhatasok feléek, valamint kimutatta a
GRP1 PH doménje és az Arf6 fehérje kozotti kapdsbla

4. lgazolta, hogy az ER citoplazmatikus felszinérenyitott human 1-es tipusu 4Receptor N-

terminalis, ligandkotésért fetid doménjének helikalis része az endogémdPeptorokat aktivalja.

5. Kifejlesztett egy rapamicin-indukalt molekularislégbnhatason alapuld rendszert, mely alkalmas
a plazmamembran Ptdins(4,5)Bzintjének szabalyozhato cstkkentésére. A modszeyazolta
C&*-mobilizalé hormonnal létrehozott €gelnek, a Trp M8 ioncsatornanak, valamint a

transzferrin és az EGF receptor endocitozisanak§#l5)R érzékenységeét.

6. Kimutatta, hogy a funkciondlis kapacitativ ‘Gaearamlasért felés molekulakomplex
kialakitasdban a STIM és Orail fehérjéken kivll ,nrdsghatarozott meéfetfehériének vagy

fehérje komplexnek kell részt vennie.

A disszertacio nem tartalmaz az olvasast zavarongieégben helyesirasi hibakat vagy szerkesztési
hianyossagokat. Egy-két helyen talalhaté csak &pgy@lmetlenségbl adodd hiba vagy fogalmazasi
pontatlanséag. Ezek részletes felsorolasatdl eliekirazokat a disszertacioban megjeldltem, alaait cs

néhany példat ragadtam ki.



2. oldal: Béar van roviditések jegyzéke, talalhat@dan roviditések, melyek sem abban nincsenek
benne, sem a szdvegben nem kertlnek értelmezésre.

2. oldal: ,domének felfedezése letwat utat nyitott”

8. oldal: ,molekuldk plazmamembran lokalizacids ésgege”

11. oldal: ,csatornak kozotti atbeszelést” és ,dmweazelés ne okozzon”

12. oldal: ,protonnal jelzett inozitollal” — nemagan érthét, hogy ez a modszer hogyartikddik
13. oldal: , A kisérlet soran harom parhuzamoss&adunk”

6. abra szbvegében ,mint a bound 0 %-at abrazoltuk”

22. dbra szbvegében az 5. abrara tértdalas nyilvanvaldéan az eredeti kbzlemeény 5. abaqjtal
23. bra szbvegében a 21. 4brara tértéalas helyesen a 22. brara kellene utaljon

66. oldal ,a YFP-STIM1 molekula jellegzetes valtszenutatott”

Altalanos észrevételek:

Az értekezés a hagyomanyos felépitést koveti. Adtoményegre td, a megértést nagyban
elosegit Bevezetéstartalmazza azokat az informéacidkat, melyek szijigsék ahhoz, hogy egy, a
témaban kevéshé jartas olvaso is eligazodhasseredmények ismertetése soran. A megfogalmazott
Célkitiizésekvilagosak, és koherens médon jelélik ki azokaeladatokat, melyeket Jeldlt maga elé
tizott a kisérletek megkezdésétel A Modszerek fejezet kelb részletességgel mutatja be a hasznalt
modszereket, a korlltekidan elhelyezett irodalmi hivatkozdsok pedig lékéget adnak az
alkalmazott technikak részleteinek tisztazasaraleflt jol attekinthét tdblazatokban mutatja be a
kilonbo®, expresszalni kivant fehérjék szekvenciai hozegtmek helyeit, valamint a tenyésztés
koralményeit. Nem alkalmazza ugyanakkor a tabl&zab@goldast a hasznalt oldatok és antitestek
esetén. AzEredmények és Megbeszélésfejezetek dsszevonasa elfogadhatd, hiszen Jelodleat
eredményeit tematikus egységekben targyalja, mel@gén a szikséges meértékliszkusszid
megtalalhatdé. Egyedil az kifogasolhatd, hogy igmneeril sor egy olyan 6sszefoglalasra, mely
szintetizalné az egyes alfejezetekben megismerteket

Tekintettel arra, hogy a disszertaciét megalapobaleinények magas impakt faktorral
rendelked, rangos, nemzetkozi, referalt folydiratokban jééd&nmeg ahol a szigoru elvardsoknak az
eredmények mar megfeleltek, a részletes tartalréldtia, véleményem szerint, nincs sziukség. Ennek
megfeleben csak a disszertacié olvasasa kdzben feliheedglyes kérdéseimre, észrevételeimre
vonatkozoan kérem Jel6lt valaszait.



Konkrét kérdések:

1. Jelolt a 26. oldalon azt irja, hogy ,a P&EH C-terminalis részével a pl30PH szép
plazmamembran lokalizaciot mutatott (10. abra féluhegyedik sor)”. Ez az opponens nem
igazan latja ezt a szép lokalizaciot a 10. abrayediy sordban. Nem lehetett volna valamilyen
mobdon szamszésiteni a plazmamembraws. citoplazmatikus lokalizaciot? Milyen feltételek

teljestilése esetén tekintette Jeldlt egy fehélgmli@tét a plazmamembranban meghatarozonak?

2. A 4.1.5 fejezetben Jelolt a PLC delta 1-es és iadermai PH domeénjének inozitol-foszfat kdtéset
és membranlokalizaciojat vizsgélja. Mi indokoltaP&AC delta 1-es izoformajanak vizsgéalata

mellett pont a 4-es izoforma kivalasztasat? Miérnrkertlt sor a 3-as izoforma vizsgéalatara?

3. Jelolt a 14. abran a Ptdinskbt6 PH domének hatasat vizsgalta a sejtek letapadd$ana teljesen
vildgos miért nincs kuldnbség az ARNO-PH-val és ARRH (3G)-val valamint a Btk-PH-val és
Btk-PH (R28C)-val kapott ertékek kozott. Az is tolmagyarazatot kivant volna, hogy az ARNO-
PH esetén miért nem az Akt-PH vagy Btk-PH esetéotkeertékhez hasonld adatot kaptak. Az

abran a szignifikans kilénbségek jelzése is szeémlett volna.

4. Hasonloan, a 16. abran is j0 lett volna, ha fetitédre keriiltek volna a szignifikans kulonbségek.

igy ugyanis nem érthémi a killonbség a két +wm oszlop adatai kozott.

5. A 22. abra A részén taldn szerencsés lett volnaadrega szinskala kalibraciéjat. A B panel
grafikonjain nem érthétmiért csak a ,vad tipusu” sejtek kdzo6tt vannakaolgejtek, amelyek nem
valaszolnak (,no resp”) az ATP adagolasra {Gandvekedéssel. Jelslt nem ad semmilyen
bizonyitékot arra vonatkozdan, hogy a kapott kéaiéls egyitthatok szignifikansan kulonbék-

e. Arra sincs bizonyiték a szdvegben, hogy a kakottelaciok azt igazoljak, hogy fenndll a
kapcsolat az mRFP fluoreszcencia és &' @anziensek time-to-peak értékeiben bekdvetkez

valtozas kozott.

6. Az 51. oldalon Jeldlt az §Pés a rianodin receptorok szerkezeti hasonlGsdgpjam az egyes
analdég domének funkcionalis szerepének esetlegemsgagara hivja fel a figyelmet. Van esetleg

valamilyen irodalmi adata, vagy sajat mérésen adamegfigyelése, mely erre utalna?

7. A 37. 4bra B részén Jeldlt fluoreszcensen jelolVBTfehérje expresszidjanak hatasat mutatja be
ATP adagolassal kivaltott &a tranziensekre. Jeldlt véleménye szerint mi magyata a
magasabb expresszi6t mutatd sejtek esetén kialaksirillatérikus [C&]; véaltozasokat?
Jelentheti-e ez a megfigyelés azt, hogy az Orailekntk jelenésen nagyobb szdmban vannak

4



jelen mint a STIM1 molekulak, s igy a STIM1 overegszidja hatdsosabb kommunikaciot valési
meg az ER és a plazmamembrab k6zott? Prébéaltakgbaté&ozni, hogy milyen mértékSTIM1

és Orail expressziora van szikség ahhoz, hogy ezekoszcillaciok kialakulhassanak?
Elsidézhebek-e az oszcillaciok, ha csak az Orail molekulaesgzioja jeleriis?

. Mi magyarazhatja azt a megfigyelést, hogy egyetelsap elté$ vandorlasi kinetikat mutatnak a
STIM1 molekulédk (38. abra)? Toértentek-e probalkokaarra, hogy a STIM1 motilitasat, illetve
annak sebességét (a molekula laterdlis diffaziéj@gvetlentl meghatarozzak? Mi a véleménye a
Jeloltnek, befolyasolja-e a STIM1 molekuldk maodisiat expressziojuk szintje?

. Jelolt a ,rapa-foltok”, a STIM1 és az Orail molekkilrelativ elhelyezkedése alapjan arra a
kovetkeztetésre jut, hogy az ER és a felszini mamtévolsaga olyan, hogy a ,rapa-foltok”
tertletén tul kozel kertlnek egymashoz ahhoz, hodgy az Orail molekulat is magaba foglalo
molekulakomplex beférjen. Tekintettel arra, hogyididgias kortlmények kozétt az Orail és
STIM1 molekuldk interakcioja megvalosul feltételeith hogy az emlitett két membran tavolsaga
normal kérilmények kdzoétt a Jeldlt altal megadd@ttnin (45. abra) kordli. Mi Jelolt véleménye
arrol, hogy hogyan lép kdlcsonhatasra a PM-FKBP-RRE az ER-FRB-CFP ilyen korilmények
kdzott, hiszen kétségkivill rovidebbek, minthogyrjétéezt a tavolsagot. Jelentheti-e ez azt, hogy
az ER és a plazmamembran tavolsaga helyfliggéstriLghet-e ennek a helyfliggésnek szerepe
abban, hogy a STIM1 és Orail molekuldk csak priferelyeken — punkta— Iépnek

kolcsbnhatasra egymassal?

A fenti, Iényegi problémat nem érintkérdések véleményem szerinem befolyasoljak Jeldlt

tudomanyos eredményeinek igen pozitiv megitélésdéamint azt a megallapitast, hogy éxxekezés

minden szempontb6l megfelel az MTA Doktori Tanaddtal tamasztott kovetelményeknek és

illeszkedik a nemzetk6zi tudomanyos tendenciadkBelilt célkitizéseit megvalésitotta, s tudomanyos

eredmeényeivel bizonyitotta nemzetkozi sizintdomanyos munkara és munkacsoport iranyitaséba va

alkalmassagat. Mindezek alapjamyilvanos vita kitiizését és az MTA doktora fokozat odaitélését

tamogatom

Debrecen, 2011. marcius 31.

Dr. Csernoch Laszlo
egyetemi tanar
az MTA doktora



