Dr. Csanady Laszld: Az ioncsatorna-enzim hatarmezsgye: egyedi CFTR és TRPM2 csatorndak szerkezete,
mikodése

c. MTA doktori értekezésének birdlata

Eziton is koszéndm a lehetGséget és a megtiszteltetést, hogy Dr. Csanady Laszl6 MTA doktori
disszertacidojanak értékelésében a birald feladatat ellathatom. A biraléi feladatot azért latom el 6Gréommel,
mert j6l ismerem Dr. Csandady kivald kutatdmunkajat, hosszu évek 6ta figyelem érdekl6déssel az altala
habilitacids téziseit volt szerencsém részletesen atnézni opponensi minéségben, azaz a az MTA doktori

disszertacioban leirt kisérleti eredmények egy részének igen részletes elemzésére is mar médom nyilt.

« sz

Biokémiai intézetébdl nyujtotta be. Tudomanyos kutatdmunkajat nemzetkoézileg is magas szinten elismert
kutatd mdhelyekben végezte olyan neves professzorokkal és kutatdkkal egyittm(ikodésben mint pl. David
Gadsby (The Rockefeller University, New York). Csanady Dr.-nak lehet&sége nyilt arra is, hogy mar PhD
tanulmanyait Prof. Gadsby laboratériumaban végezze, ami igen komoly |6kést adott tudomdanyos

karrierjének, amely lehetGséggel kivaldan élt.

A disszertacié kivald példa a molekularis bioldgiai mddszerekkel elGallitott, mddositott ioncsatornak
hasznalatara alapvet6 biofizikai, élettani sejtbioldgiai és farmakoldgiai kérdések tisztazasa soran. A
disszertaciobal kitlinik, hogy Csanady doktor nem a manapsag divatos, nagy teljesitményd sz(ir6 és vizsgalo
madszerekre épil6, hipotéziseket alig tartalmazé iranyt, hanem a szamomra sokkal értékesebb, hipotézis
vezérlet és célzottan tervezett vizsgadlatokat végzett, melyek egyértelm(i és vilagos kovetkeztetések
levonasat engedik meg. Csandady Dr. szakmai munkajabdl kiemelem, hogy modern, a kor kihivasainak
megfelel6 ioncsatorna szerkezet-funkcid vizsgalatokat végzett két olyan ioncsatorna esetén (CFTR és
TRPM2), amelyek élettani szempontbdl jelent&sek, a csatornak rontgen krisztallografias szerkezete pedig a
vizsgalatok idején még nem volt meg, vagy nem voltak megmagyarazhatdk pusztan a szerkezet alapjan az
elektorfiziolégia tulajdonsagok. A disszertacié témajat illetGen iddszer(, olyan kisérleteket végzett melyek
Osszekotik egymdssal az ioncsatorndk, a transzporterek és az enzimek tanulmanyozasat, és fontos
megallapitasokat tesz a fentebb emlitett, a fehérjék altal ellatott alapvet6 funkcidok kdzos tulajdonsagaira
vonatkozdan. A doktori disszertdci6 tudomanyos értéke tehat nem csak kozvetlenll a disszertacidoban
bemutatott eredményeket jelenti, hanem olyan alapvet6, a csatorndak m(ikodésére vonatkozé
megallapitasokat tesz, melyek mas kutatdcsoportok szamara is tampontot jelenthetnek a szerkezet-funkcié
vizsgalatok soran. Az altala kifejlesztett, a csatornak kapuzdsi paramétereit nehezitett koriilmények kozott
(=tobb csatorna egy patch-ben) is meghatdrozni engedd statisztikai mddszert elterjedten hasznaljak a
vilagban, szdmos nagy formatumu kozlemény irdsahoz jelentette a matematikai-statisztikai alapot. A
disszertacidoban bemutatott kisérletek nagy részének szintén ez a statisztikai eljaras az alapja. A kiséreltek
tokéletes technikai kivitelezése nem csak lélegzetdllitéan latvanyos egy-csatorna méréseket és élettartam
hisztogrammokat eredményezett, hanem fontos kovetkeztetések levondsara alkalmas kvalitativ és
kvantitativ eredményeket adott. Kilon kiemelést érdemel, hogy tudomanyos eredményeinek nem csak
elméleti, hanem komoly gyakorlati kévetkezményi is lehetnek, kilonos tekintettel a CFTR csatorna

stimulatorok kozé tartozd 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoat szerkezet-aktivitas vizsgalatara. A nevezett



csoportba tartozd vegyiletek a cisztikus fibrozis betegség egyik terdpias lehetGségét jelentik, igy a

hatdsmechanizmus ismerete tovabbi terapids célzatu molekula fejlesztést indithat el.

A disszertacio alapjat 17 kozlemény adja, melyek kozil 14 a PhD fokozat megszerzését kovetSen késziilt. E
kozlemények koziil 16 esetben meghatarozd (elsé vagy utolsé szerzd) volt. Ezt egésziti ki tovabbi 12
kozlemény, melyek nagy részében Pdlyazoé szintén meghatdrozo szerz6 (8 kozleményben elsé vagy utolsé
szerz@). Ez utdbbiak egy kivételével mind a PhD megszerzése 6ta keletkeztek. A kdézlemények donté része
egy-kétszerz6s munka, ami tovdbb emeli Palyazé szakmai munkajanak sulyat a kozleményekben. Az
emlitett cikkek kizardlag a szakma vezets folydirataiban jelentek meg (J.Gen.Physiol., J. Physiol., Biophys. J.)
ill. volt kozottik egy igen magas impakt faktoru 6sszefoglald kozlemény is (Nature).

Teljes életmdve a disszertacié benyujtasanak pillanatdban 29 kézlemény (kumulativ IF: 171,4), ezek atlagos
impakt faktora 5,91, ami kiemelked6en magas az elektrofizioldgia teriiletén. Megjegyezném, hogy a terilet
els6 szamu lapja a J. Gen. Physiol, ahol Palyazé szamitasaim szerint 15 kézleményt publikalt. A disszertacid

beaddasakor a fliggetlen idézetek szama 707-volt, ami szintén kiemelkedd az ioncsatorna biofizika teriletén.

A CFTR s a TRPM2 csatorna biofizikai és farmakoldgiai vizsgalata soran megitélésem szerint az alabbi Uj

0nallé tudomanyos eredményeket érte el:

. megallapitotta, hogy mikod6&képes CFTR csatorndk allithatdk el6 egymassal komplementer rész-
szegmensek egylttes expresszidjaval, ezzel meghataroztak a CFTR modularis felépitéséhez a domén
hatdrokat

. kimutattak, hogy a CFTR R-domén gatlé hatdsi, melyet a domén foszforilacioval lehet
felfliggeszteni

. Meghatarozta az egyes potencialis CFTR foszforilaciés helyek hozzajarulasat a CFTR funkcidjanak
szabalyzdsdahoz, ramutatott a 768-as szerin foszforilaciéjanak jelentGségére

. A CFTR ATP-fligg6 kapuzasi |épéseinek részletes analizise (egyes kapuzasi |épések aktivacids
entalpidjanak, aktivacidos szabadentalpidjanak és aktivacids entrdpidjanak becslése) alapjan a kapuzast
jellemzé6 tovaterjed6 konformacios hullamra tett javaslatot és annak egyes mozzanatait is definidlta.

. megallapitotta, hogy szoros csatolds van CFTR esetén az ATPaz ciklus és a kapuzasi ciklus kozott: a
nyitdasok >95%-a ATP hidrolizissel végz6dik.

. meghatarozta, hogy a CFTR csatorna 5-Nitro-2-(3-fenilpropilamino)benzoattal (NPPB) térténd
stimuldcidja a nyitasi |épés energiagatjanak csokkentése és az ATP-hasitasi |épés gatlasa révén valdsul meg.
A AF508 CF mutacié esetén, mely alacsony alapaktivitdssal rendelkez6 csatornat eredményez, az NPPB a
10-15-sz6r0s stimulaciot is okoz.

. Az NPPB farmakoforjai a 3-nitrobenzoat mely csak a nyitasi |épésre, mig a 3-fenilpropilamin rész
csak az ATP-hasitasi |épésre hat.

. TRPM2 csatorna esetén egy olyan Ca’' aktivalé kétéhelyet azonositott, mely a csatorna kapujatdl
intracelluldris irdanyban helyezkednek el egy mély liregben, a pérus bemenetének kézvetlen kdzelében

. inside-out patch clamp kisérleteivel fényt deritett arra, hogy szamos olyan molekula, melyet a
TRPM2 modulatoranak hittek teljes-sejt konfiguracioban végzett mérések alapjan valdjaban nem
kozvetlenil a csatornakra hatva fejtik ki hatasukat, vagy nem kell6en tiszta vegyszerek hasznalata miatti fals
pozitiv eredmények miatt jutottak téves kévetkeztetésre (H,O,, AMP, cADPR, NAADP, és NAAD).

. megmutatta, hogy a nyitott TRPM2 csatornak nagy affinitdssal kotik a PIP,-t valamint azt, hogy a
PIP, a TRPM2 latsz6lagos Ca’* érzékenységét befolyasolja.



. Megallapitotta, hogy a T5L TRPM2 tripla mutans csatorna (szelektivitdsi sz(ir6 mutans) nem
inaktivalodik, egyéb tulajdonsagai azonban hasonléak a vad tipusu csatornahoz, igy kivaléan alkalmas a
TRPM2 modulatorainak részletes vizsgalatahoz.

. Nem hidrolizalhaté ADPR analég (AMPCPR) felhasznalasaval bizonyitotta, hogy TRPM2 csatornak
ADPR-stimulalta kapuzdsa és a ligand esetleges hidrolizise kdz6tt nem 4all fenn csatolas, azaz a TRPM2

esetében a porus kapuzasa egyszer( egyensulyi folyamat.

Dr. Csanady az MTA doktori szabalyzatban megfelel6 mddon elkészitette a doktori disszertaciot, mely jé
keresztmetszetet adott Palyazd tudomanyos életm(ivérél. A disszertacié mind formai mind tartalmi
szempontbdl maximdlisan megfelel annak a kévetelménynek, hogy a Palydazé tudomanyos tevékenysége
megitélhetd legyen, igy a formai vizsgalatnak nem latom jelentGségét, csak néhany statisztikai adatot adnék
meg. A disszertacié magyar nyelven készilt, 122 szamozott oldalt tartalmaz. Az irodalomjegyzék kozel 110
irodalmi hivatkozast tartalmaz, melyek zome az utébbi tiz évbdl szarmazik, ami a téma aktualitasat hien
mutatja. A disszertacio elején megtaldlhatd a roviditések jegyzéke is, mely elGsegitette a leirtak megértését.
A disszertdcié megértését 47 tobbpaneles, tobbségében szines abra kénnyiti meg. Itt szeretném kiemelni
azt, hogy Pdlyazo rendkiviili gondossaggal jart el az abrak 6sszeadllitasakor, figyelmet szentelt arra is, hogy a
primer kisérleti eredmények bemutatdsan tul a kutatds eredményei alapjan kialakitott modelleket is
grafikusan szemléltesse, ami nagyban megkoénnyitette az olykor meglehet6sen bonyolult &abrak

értelmezését.
A disszertacid olvasasat helyesirasi hibak vagy szerkesztési hianyossdgok nem nehezitik. Egy-két helyen
taldlhatd csak apré figyelmetlenségb6l adddod hiba vagy fogalmazasi hidnyossdag amelyek részletezésétdl a

hibak elhanyagolhatd volta miatt eltekintek.

Altaldnos észrevételek:

A disszertacié bevezetGje tomor, lényegre tor6, a megértéshez sziikséges informaciot altaldban
tartalmazza. Annak ellenére irom mindezt, hogy két csatorna mikodésével kapcsolatosa alapveté
informaciot bele kellett slriteni a bevezetésbe. Mivel a disszertacid egyik meghatdarozé pontja az
ioncsatorndk kapuzasanak statisztikai leirdsa és a Palyazo altal kifejlesztett algoritmus, emiatt
szerencsésnek tartottam volna a bevezet6ben ennek kiemelését, megemlitve a kordbbi maddszerek
hianyossagait és kifejlesztet algoritmus elGnyeit. Igaz késébb a médszerek kdzott ir a maximum likelihood

modszer felhasznalasardl, de ennek részletesebb ismertetését célszerlinek tartottam volna.

Az anyagok és mddszerek fejezet kell6 részletességgel mutatja be a haszndlt mddszereket, a megfelel6

irodalmi hivatkozasok beépitésével lehet&ség nyilik a mddszerek egyes specidlis kérdéseinek tisztazasara.

Az eredmények és megbeszélés fejezetek 6sszevonasat jo megoldasnak tartottam tekintve az alkalmazott
madszerek és kisérletes problémak sokszinliségét, az egyes fejezetek igy egy egységet alkottak, a fejezetek
végein a szikséges mértékl diszkusszi6 megtaldlhatd. Kiilon értékelend6 a doktori mi végén talalhato
szintézis, mely a CFTR és TRPM2 szabdlyozasat, a katalitikus aktivitds és a csatorna kapuzas kozotti
kapcsolatot és az aktivitdas farmakoldgiai befolyasolasanak torvényszerlségeit, hasonldsagait és

kiilonbségeit foglalja dssze.



Tekintve azt, hogy a disszertacié hatterét adé kozlemények magas impakt faktord, nemzetkozi, referalt

folydiratokban jelentek meg ahol a szigoru sztenderdeknek az eredmények mar megfeleltek, a részletes

tartalmi birdlattdl el lehet és el is kell tekinteni. Ennek megfelel6en csak a disszertacié olvasasa kdzben

felmeril6 egyes kérdéseimre, észrevételeimre vonatkozéan kérem Jelolt valaszait:

1.

Az inside-out patch konfiguraciéban elvégzett mérések esetén tapasztalataim szerint allanddan
felmerilé probléma, hogy a pipettaba behuzott membran Un. omega alakzatot vehet fel, ami
megneheziti a csatorna citoszolikus bejaratanal az oldatok gyors és pontos cseréjét. Ez kiilonosen
érdekes lehet ott ahol a Ca** elvonas utadn az dram megsziinésének igen gyors (~ms) kinetikajat méri. A
patch geometria miatt az oldatcsere akkor is nagyon lassu lehet, ha egyébként a gyors perfuzids
berendezés ~ms alatti oldatcserére alkalmas. Sajat tapasztalataim szerint minden egyes patch esetén
meg kell hatarozni az oldatcsere kinetikajat, és erre korrigalni a mért dram valtozast. Tortént-e ilyen
kisérlet, mivel lehetett pontosan kimérni az aktudlis oldatcsere kinetikat? Tortént-e korrekcio az
oldatcsere kinetikajara?

A fentiekhez hasonldan problémas lehet, kiilon6sen nagy daramok esetében az ionok akkumulacidja a
pipettdban, ha pipettaba folyd iondaramot mériink. Jelentett-e ez gondot a Jeldlt altal végzett
kiséreltekben? Tortént-e erre korrekcié?

Az elektrofizioldgiai mérések esetében a diffuzidés potencial és az arra vonatkozé korrekcio kritikus
pontja az adatok értelmezésének. Kiilonosen érdekes ez a kérdés akkor, amikor a pipettan belil
kiilonb6z6 mobilitdsu ionokat tartalmazo oldatokat rétegeztek egymadsra. Feltehet6 ugyanis, hogy az
id§ elére haladtaval a Na* és a glukonat ionok eltéré mobilitdsa miatti diffiziés potencial az oldatok
keveredésével megsziinik. Hogyan vették ezt figyelembe? Szintén kérdés, hogy a Na' glukonat (v
glutamat) és a NaCl mennyi id6 alatt keveredett olyan mértékben, hogy a patch ClI- ionokkal
szennyezett legyen?

Az oocita expresszids rendszer elényei mellett komoly hatranyokat is hordoz. Az altalam vizsgalt Kv1.3
csatorna biofizikai tulajdonsdgai nagyon kilonboznek az emlGs expresszids rendszerben vagy human T
sejtekben mértekt6l. TRPM2 esetén ismer-e konkrét kiilonbségeket a két rendszer kozott (béka oocita
vs. eml6s expresszidos rendszer)? Hogyan viszonyul pl. a béka oocita membran PIP, tartalma az
emlGshoz? ElképzelhetS-e hogy a TRPM2 aktivatoraira vonatkozé irodalmi megallapitasok valamilyen
maodon a hasznalt expresszids rendszert6l is fliggenek?

A disszertacié 41. oldalan azt irja, hogy a cut- AR csatondk aktivacidjahoz nincs sziikség elGzetes
foszforilaciora. Felhaszndlhaté-e ez a konstrukt a csatorna biofizikai és farmakoldgiai vizsgalataihoz,
ugyanis ekkor meg lehetne takaritani egy a csatorna aktivaciéjat beindité kisérletes lépést.

A 46. oldalon azt irja, hogy patch kitépést kdvetSen is egyensulyt tud tartani egymassal a PKA altal
katalizalt foszforilacié és a feltételezhet6en a membrdnhoz asszocialt endogén foszfataz. Ez teljes sejt
kisérleteknél konnyen elképzelhetd, kitépett patch esetén azonban, tekintve a membran folt miniat(r
voltat, mar kétséges hogy elegend6 foszfatdaz maradhat-e a membranban. Lehet-e alternativ
magyardzata a foszforilacid steady-state bedlldasanak? Van-e fliggetlen kisérletes bizonyiték arra, hogy
elegendd foszfataz talalhato a kitépett patch-ben?

A disszertacido 17. abra C, D és E panelek Osszehasonlitasakor az tlinik ki, hogy az S768A mutdns
csatorna esetében PKA koncentraciétél fiiggetleniil n6 az atlagos nyitvatartdsi idS, ezek értéke kb
azonos 55 nM és 550 nM PKA esetében. Ugyanakkor a nyitasi valdszinlség jelentGsen fligg a PKA
koncentraciotol. A 46. oldalon azonban azt irja, hogy a mutacié megndveli a csatornak atlagos

nyitvatartdsi idejét, ami miatt megné a nyitasi valdszinlség és emiatt novekszik a PKA iranti



10.

11.

érzékenység. A bemutatott adatok alapjan nem vildagos, hogy mely paraméterek tudhaték be a
mutdcidénak és mely lIépés lesz PKA szenzitiv. Kérem ennek kifejtését.

A 19. abran nagyon latvanyosan mutatja be a modelleket és modell diszkriminaciohoz hasznalt
illesztéseket. A C és D ill. az E és F panelek 6sszehasonlitasanal az lathatd, hogy az dabrazolt
hisztogrammok valdban eltérnek egymdstél. Nem lathaté az azonban, hogy a hisztogrammok alakja
mennyire fligg attdl, hogy milyen szélesre valasztja az események hosszait (bin witdth). Azt szeretném
megkérdezni, hogy milyen elvek szerint valasztotta ki a bin width-et, és mennyire volt ettél fliggetlen a
modell diszkriminacio és a konkluzié?

A 26. dbra cimében az szerepel, hogy az NPPB okozta CFTR stimulacié nagymértékben fesziltség-
fliggetlen. Az abran azonban, ha jol értelmezem, akkor rogzitett membranpotencidl mellett kapuzd
CFTR csatornak lathatdk, ill. az NPPB koncentrdcid a valtozé. A 64. oldal tetején is azt irja hogy az NPPB
hatdsa fesziltség-fliiggetlen és a 26. abrdra hivatkozik. Kérem tisztazza ezt a kérdést roviden. A 26.
abran egyébként jo lett volna a AF508 CF mutacio esetén bemutatni az NPPB hatdsat, mert ott sokkal
nagyobb valtozasokat varunk mint WT csatorna esetében.

Az NPPB szerkezet-funkcié vizsgdlata alapjan kapott eredményekre épitve érdemes lenne jobb
tulajdonsagu aktivatorokat fejleszteni. Torténtek-e erre probalkozasok, és ha igen, akkor milyenek az
el6zetes eredmények (amennyiben ezek publikiusak)?

Ismert-e az, hogy a TRPM2 csatorna esetében mi a pdrus pontos szerkezete, az aktivacids kapu
helyzete, ill., hogy mi biztositja a ligand kotés és a kapu nyitadsa kdzotti kapcsolatot? Terveztek-e olyan
vizsgalatokat, melyek ezekre a kérdésekre adndnak valaszt? Ha igen, akkor milyen mddszert prébalnak

pl. a csatolds vizsgalatara?

A fenti kérdések/megjegyzések érdemben nem befolyasoljak Jel6lt tudomanyos eredményeinek igen

pozitiv megitélését. Osszefoglaldasképp megallapithatd, hogy az MTA doktori cim megszerzésének feltételeit

a disszertacio alapjan magasan teljesitette. Javaslom a disszertacid nyilvanos vitara torténé kitlizését és

sikeres védés esetén az MTA doktori cim odaitélését.

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

kivanok!

Debrecen, 2015. november 18.
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