Opponensi vélemény

Dr. Csanady Laszlé "Az ioncsatorna-enzim hatarmezsgye: egyedi CFTR és
TRPM2 csatornak szerkezete, miikodése' cimit MTA Doktori értekezésérol

Dr. Csanady Laszl6 MTA doktori értekezése két témakorben elért kutatasi
eredményeit foglalja 6ssze, a CFTR, valamint a TRPM2 csatorndk szerkezetének és
miitkodésének Osszefliggését vizsgalja. A dolgozat 17 tudomanyos kozleményre €piil, a
jelolt az adott (PhD. fokozat megszerzését kovetd) periddusban tovabbi 12 referalt
folyoiratban megjelent koézlemény és 2 konyvfejezet szerzdje. A jelolt hivatalos
tudomanymetriai paraméterei joval meghaladjdk az MTA doktori fokozat
megszerzésehez sziikséges hatarokat, 31 eredeti kozlemény, 171 Osszesitett IF, 700
feletti fliggetlen és 800 feletti Osszes idézettség, 15-6s H index. Véleményem szerint
azonban e szamértékek nem tiikrozik teljes egészében a tudomanyos teljesitményt.
Ugy gondolom érdemes kiemelni, hogy dr. Csanady Laszlo az értekezés alapjaul
szolgalo kozlemények koziil csak egyben nem kiemelt szerz6, emellett a disszertacio
végén felsorolt tovabbi publikacidkban is tobbségben vannak az elsé és utolséd szerzds
kozlemények. Mi tobb, 2000-ben postdoc-ként megérkezve a CFTR kutatasok egyik
vezetd mithelyébe, a David Gadsby altal vezetett munkacsoportba a New-York-i a
Rockefeller Egyetemen, egyediili szerzés kozleménye jelent meg az egycsatornas
mérések matematikai analizisérél a Biophysical Journal folyoiratban. Masik fontos
értékelendé szempontnak tartom, hogy tanulmanyutjarol hazatérve, a Semmelweis
Egyetem Biokémiai Intézetében is folytatni tudta a New York-i periodushoz hasonlo
szinvonalon kutatémunkéjat. Ehhez nyilvan elengedhetetlen volt tobb nemzetkozi
(Howard Hughes, Wellcome Trust, NIH) valamint hazai (MTA Lendiilet, OTKA)
palyazati tdmogatas elnyerése, és a kiilfoldi miithellyel valo fenntartott kollaborécid.
Ugyanolyan fontos volt azonban, hogy Dr. Csanady Laszl6 bizonyitotta, nemcsak egy
jol miik6dé munkacsoport hasznos, 6nall6 munkat is végezni képes tagjaként, hanem
egy Ujonnan létrehozott labor vezetdjeként is megallja a helyét. Nem tartozik
kozvetleniil a tudomanyos munka/teljesitmény megitéléséhez, mégis ¢érdemes
megemliteni, hogy a kutatasok mellett az egyetemi gradudlis és posztgradudlis (PhD)
képzésben is aktivan részt vesz.

Magara az értekezésre ratérve, az irasmii 122 szamozott oldalbdl all, az
eléirasoknak megfelelden tagolt, attekinthetd, gondolatmenete jol kovethetd. Formai
szempontbodl is kifogastalan, mindenben megfelel az MTA Doktori Ertekezéssel
szemben tamasztott kovetelményeknek.

A Bevezetésben roviden jellemzi a sejtmembranon keresztiili kiilonb6zo
transzportformakat kiilon exponalva a dolgozat egyik fontos elméleti kérdését, a
csatorndk egyensulyi/nem egyensulyi kapuzéasat (ez egy 1ényeges tartalmi kérdés lesz a
dolgozatban), majd két f6 kutatasi témanak megfeleléen részletesebben bemutatasra
keriilnek a vizsgalt CFTR és TRPM2 csatornak. Mindkét csatorna esetében ez a
bemutatds elsésorban a szerkezet-funkcio jellegzetességeire Osszpontosit, taldn a
CFTR esetében e bevezetésben érdemes lett volna egy a félmondatos emlitésnél
bévebben irni arr6l, hogy a mutacio(k) jelentésen befolyasol(hat)jak a csatorna
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Annak ellenére, hogy a sajat funkciondlis vizsgalatok nyilvan a sejtfelszinen



megjelend CFTR-t célozzdk e keérdés -fontossdga miatt- megérdemelt volna egy
tovabbi bekezdést.

A Célkitiizések fejezet vilagosan megfogalmazza és "felvezeti" a késobbi
Eredmények fejezetben kifejtett kérdéseket.

Az Alkalmazott Modszerek ismertetése megfeleld, egyértelmiien tiikkr6zi azt a
kortltekintést €s precizitast, ami az egész kisérleti munkat is jellemzi. A "gyari tiszta"
vegyszerek ellendrzése, majd e teszten "megbukott" nukleotidok tisztitasa jo példaja
annak, hogy megfeleld gondossaggal hogyan lehet elkeriilni hibakat €s az azokbol
adodo téves kovetkeztetéseket. Kiilon alfejezetben szerepelnek itt azok az igen
hasznos, a jelolt altal kidolgozott, alkalmazott majd kozkinccsé tett matematikai
analizisek, melyek nagyban segitik az egyedi (vagy tobb) csatornas mérések
kiértékelését, valamint a kiillonbozd kinetikai modellek statisztikai rangsorolasat.

Az Eredmények és Megbeszélések kozos fejezetben a végigkovethetjiik azokat a
vizsgalatokat egyben gondolatmeneteket melyek meggydzden aladtamasztjak ¢és
bizonyitjak a kovetkeztetéseket, melyek néhol "csak" gazdagitjak ismereteinket, néhol
viszont alapvetden valtoztattak meg a folyamatokrdl korabban alkotott képet, ezaltal j
perspektivat nyitva mind elméleti vonalon, mind a farmakoldgiai megkdzelités
szdmara. E kérdésekre a véleményem szerint legfontosabb 0j eredmények pontban
részletesebben visszatérek.

A dolgozat befejezéseként a Koszonetnyilvanitast, az Irodalomjegyzéket, ill. a
Sajat kozlemények jegyzékeét olvashatjuk.

Az Eredmények rész egyes alfejezeteinek megfeleléen tulajdonképpen tobb
pontban is fel lehetne sorolni a jel6lt ) eredményeit. Ezek koziil véleményem szerint a
legfontosabbak (koziililk néhany csoportositva) a kovetkezok:

1/ Molekularis biologia ¢és elektrofiziologiai mddszerek kombinaldsaval
feltérképezte és pontositotta a CFTR molekula doménszerkezetének hatarait.
kimutatta, hogy a kiilon fehérjeként kifejezett domének miikéddképes csatornava
tudnak 0sszeéllni.

2/ A regulatoros (R) doménrél kimutatta, hogy alapvetéen gatolja a
csatornamiikodést és ezt a hatast sziintetik meg a PKA hatasara tobb helyen
bekovetkezo szabalyozo foszforilaciok.

3/ Kimutatta, hogy a PKA egyik célpontja a 786-0s szerin foszforilacioja
kovetkeztében lerdvidiil csatorna atlagos nyitvatartasi ideje és ez vezet a csatorna
makroszkdopos dramanak (ill. aktivalhatdsaganak) csokkenéséhez.

4/ Igen fontos eredménynek tartom, annak bizonyitdsat, hogy a CFTR kapuzasa
nem egyensulyi folyamat. A csatorna a megnyildsat eredményezd ATP-kotést
kévetéen mindaddig nyitva van, amig az ATP nem hidrolizal, tehat az enzimatikus
folyamat ¢és a kapuzas szigoruan kapcsolt. Ez a felismerés alapvetden
megvaltoztatta a CFTR kapuzédsardl kordbban elfogadott elképzelést ¢és
termodinamikai megfontoldsokat kovetden irdnymutatast jelent arra, hogy milyen
modon befolyasolhatoé a csatorna aktivitasa.

5/ Kimutatta, hogy a TRPM2 csatorna miikodését az intracellularis [Ca?*], az ADP
rib6z (ADPR) valamint a sejtmembran PIP, szintje szabalyozza. Tekintettel arra,
hogy a TRPM2 Ca?*-k6t6 helyei a csatorna porusanak belsé szajadékahoz kozel
helyezkednek el (és a nyitott csatorna Ca**-ra permeébilis), az aktiv allapotot az EC
térbsl valé Ca** bearamlas is fenntarthatja. Szamos tovabbi -sejtes rendszerben



nyert- eredmény alapjan a TRPM2 szabalyozo6janak vélt anyag (H,O,, CADPR sth.)
hatasa indirekt.

6/ Tobbféle megkozelitéssel egyértelmiien cafolta, hogy a TRPM2 ADPR hasitasa
¢s kapuzasa kapcsolt folyamatok lennének. A kapuzas tehat az esetleges
enzimaktivitastol (ADPR hasitastol) fliggetlen, egyenstlyi folyamat ennek
megfelelden célszerii tervezni mitkodeésének farmakoldgiai szabalyozésat.

Mivel az eredmények €és azok megbeszélése teljes mértékben meggyd6z0, kérdéseim
inkdbb a tovabbgondolkodas, €s a szerzd altal eldrevetitett gyakorlati jelentdség
vonatkozasaban lennének:

Kérdések:

1/A cisztikus fibrozis viszonylagos gyakorisaga és a betegség sulyossaga érthetévé
teszi, hogy miért folynak génterapids €s velilk parhuzamosan intenziv gyogyszeres
probalkozasok a hibas transzportfehérje funkcio helyreéllitasdra. Ez utobbiak a
"korrektorok™ ill. "potenciatorok" a mutans gén altal kodolt fehérje mas-mas
természetli hibdjat célozzak meg. Vannak mar klinikai fazisban is alkalmazott
"potenciatorok". Van-e esetleg olyan vizsgalat, ami ezeknek (pl: Ivacraftornak (1,4-
dihydroquinoline-3-carboxamide), vagy egyéb szernek) csatorna kapuzasara kifejtett
hatasat elemzi a dolgozatban leirt részletességgel? Miért pont az NPPB molekula
hatasat elemezték ennyire behatdéan, amikor annak egyarant vannak (eltérd végso
hatast eredményez6) porusblokkold, ill. kapuzast befolyasold tulajdonsagai is.

2/ Ismereti szerint a "corrector", ill. "potenciator” effektusok kozott van-e, és ha igen,
milyen az Osszefiiggés. A mutdns csatornakra hato kiilonb6zé tamadéasponti
vegylletek befolyasoljak-e egymas hatasait?

3/ Az ABC transzporterek koziil az MDR és MRP csalad tagjai szamos, élettani és
orvosi terapias szempontbol is igen fontos szerepet jatszanak. Miikodésiik, az altaluk
katalizalt transzportfolyamatok kovetésére csak sokkal kisebb idobeli felbontassal
van méd, mint ami az akar milliszekundumos tartomanyban vizsgalhato egy-csatorna
aramok esetében lehetséges. Erdekes felvetés, hogy a szerkezetileg rokon CFTR-en
megismert torvényszeriiségek esetleg modellként szolgalhatnak az MDR-MRP
fehérjék mikodésének tisztazdsahoz. Van-e a jeloltnek ismerete arrdl, hogy éltek-e
mar ezzel a lehetdséggel, tehat modellként valé alkalmazasrol, ill. azon alapulo
eredményrél/kovetkeztetésrol szamolt-e mar be valaki?

Az érdeklddo kérdések utan véleményemet Osszegezve Dr. Csanady Laszlo értekezése
egy eddig is sikeres és igéretes kutatdoi munka Osszefoglalasa, ezért a nyilvanos vitara
bocsatasat valamint a jeloltnek az MTA Doktori fokozat megitélését javaslom, €s
tamogatom.
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