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Opponensi vélemény
Dr. Csanady Laszl6 “Az ioncsatorna-enzim hatarmezsgye: egyedi CFTR és

TRPM2 csatornak szerkezete, miikodése” cimii MTA doktori értekezésérol

A szerz0 miive, mint azt mdr a disszertacio cime is jelzi “Az ioncsatorna-enzim
hatiarmezsgye: egyedi CFTR és TRPM2 csatorndk szerkezete, miikodése” olyan
kifejezett orvosbioldgiai alapkutatdsok eredménye, amely a problémakor megragaddsat
illetden egyardnt magan viseli a biokémia, biofizika, élettan (elektrofiziologia) és
farmakologia tudomadnyteriiletek jellegzetességeit, de a kutatdsok konkrétan igen
koriilhatdrolt moédon biofizikai szubcelluldris elektrofiziol6giai modszerekkel és
szemlélettel valdsultak meg. A nem a sziikkebb szakteriileten tevékenykedd birdlo
szdmdra is nyilvdnval6 azonban, hogy a mii komplexitdsa és a kiviildllo kutatd
szempontjabdl részleteiben nehezen kovethetd jellege ellenére fontos gyakorlati
jelent6ségli témat képvisel.

A CFTR (Cystic Firbrosis Transmembrane Regulator) csatorndk kutatdsa
ugyanis - az alapvetd biofizikai torvényszerliségek megismerésén tilmenden -
alapvetd gyakorlati jelentdséggel is rendelkezik. A CFTR klorid, tehdt aniocsatorna
mikodésének zavarai kiilonféle betegségek alapjaul szolgdl. A nem is olyan ritka
(1/2500) orokletes megbetegedés a cistikus fibrdzis, amely e csatorndk funkcidjdnak
csokkenése révén sulyos tiid0, bél és hasnydlmirigy megbetegedésekhez vezet. A
CFTR kloridcsatorna tilmiikodése viszont a harmadik vildgban oly gyakori és sokszor
fatdlis kimenetelli szekrécids tipusu bakteridlis eredetli hasmenéseket okoz. Mindkét
csatorna funkci6zavar tehat fontos terdpids célpontot képvisel €s mint ilyen a

gyogyszerfejlesztések szempontjabdl is kiemelt figyelmet érdemel. Mivel a CFTR



klorid ioncsatorna az ABC (ATP Binding Casette) fehérjecsaladba tartozik, amelyek
altalanossagban részt vesznek a gydgyszerek olyan alapvetd transzport folyamataiban
mint szoveti elosztds multidrug rezisztencia. Igy a CFTR klorid csatornak kutatdsanak
elozoekben emlitett specifikus farmakoldgia targetek befolydsoldsdn tulmenden
altaldnos farmakoldgiai jelentdsége sem aldbecsiilhetd. A jelolt altal kutatott méasik
csatornatipus a TRPM2 (Transient Receptor Potential Melastatin 2) egy
kationcsatorna, amely a szervezet kiilonféle szervrendszeriben fordul el és fontos
élettani szabdlyz6 és patofizioldgiai szerepe lehet. A hasnydlmirigy beta sejtjeiben a
TRPM?2 aktivitds segiti a gliikkéz kivéltotta inzulin szekréci6t s mint ilyen fontos
szerepet jatszik a vércukorszint szabdlyozdsiban. A Reaktiv Oxigén Szarmazékok a
tovabbiakban roviden ROS aktivdlja a TRPM2 csatorndkat, amely e csatornikon
keresztiil Ca®* bedramldsihoz vezet. A Ca®* bedramlds az immunrendszerben a
citokintermelés fokozdodasaval részt vesz a gyulladdsos folyamatokban. Az iszkémiat
kovetd reperfiizié sordn mind az agyban, mind a szivben jelentds mennyiségli ROS
képz6dik, amely a TRM2 csatorndkon keresztiil fokozott Ca®* bedramldst és
kovetkezményes intracellularis Ca®™ tiltelitédést okoz, amely apoptézishoz, azaz
sejthaldlhoz vezethet. Ugyanakkor a TRPM2 ioncsatorndk csokkent mitkodése nem
kellden tisztazott médon hozzdjarulhat az amiotrofids lateroszklerézis €s Parkinson kor
silyosboddsihoz is. Igy nyilvdnvalé, hogy a TRPM2 kation csatorna a CFTR
aniocsatorndhoz hasonldéan fontos, Uj gyogyszer tidmadaspont lehet a felfedezd
gyogyszerkutatidsok szdmdra olyan fontos betegségekben, mint a stroke, szivizom
infarktus, gyulladds, cukorbetegség, vagy éppen az agy neurodegenerativ betegségei.
Az elmondottak alapjan egyértelmiien megéallapithatd, hogy a jelolt kutatdsainak és az
ennek eredményeképpen megsziiletett MTA doktori disszertacigjanak tudomanyos
biofizikai, biokémiai érdekességén tulmenden nagyon fontos gyakorlati, terdpids
jelentdsége is nyilvanvalo.

A dolgozat 122 szamozott oldalt tartalmaz, a megértést 47 igen szemléletes dbra
segiti. A munka célkitlizései érthetoek €s vildgosak, az értekezés is ennek alapjan
késziilt. A szerzo két fontos transzmembrdn ioncsatorna szerkezetének és funkcidjanak
vizsgdlatéra épiil. A BEVEZETES kissé hosszadalmasnak és részletesnek tiinhet és 20

oldal terjedelmii. Ez a terjedelem azonban véleményem szerint kivanatos, hiszen ennek



hidanydban nagyon nehéz lenne megérteni a munka tudomdnyos tartalmdt, a
célkitiizéseket és a téma jelentdségét. A CELKITUZESEK 3 oldalt foglalnak el és
megfelelden vazoljdk fel a kisérletes munka sordn megoldasra szant problémdkat. Az
ALKALMAZOTT MODSZEREK fejezet 6 oldalt tesz ki 3 4brdval. E leirds lehetne
ugyan valamivel részletezObb a bonyolult kisérleti eredmények megértését illetden, de
a mélyebben érdeklddo, a kivant részleteket olvas6 meg tudja taldlni a disszertacid
alapjaul szolgdlé kozleményekben. A kovetkezé fejezet az EREDMENYEK ES
MEGBESZELES, amely osszességében 61 oldal terjedelmii és két nagy fejezetre
tagolhatd. Az els6 rész a CFTR anioncsatorndk, mig a mdsodik rész a TRPM2
kationcsatorndk vizsgilataival foglalkozik. En magam szerencsésebbnek tartottam
volna az eredmények leirdasat €s ezek diszkusszidjat kiilon és csatornatipusonként is
elkiiloniilten targyalni. Ez véleményem szerint jobb lehetOséget kinalt volna a
szerzOnek arra, hogy munkdjanak részleteit €s ennek jelentdségét az ismert irodalom
Osszefiiggésében kifejthesse jobban kidomboritva azt, hogy mi, vagy a kisérletek
idOpontjdban mi volt a ,,state of the art” tudas, amelyet a jelolt munkatérsaival egyiitt
megvaltoztatott, illetve tovabbfejlesztett. Ez utobbi probléma kezelésére a szerzo egy 4
oldal terjedelmii SZINTEZIS fejezetet iktatott be, amely némileg pétolja ezt a
legalabbis altalam kifogédsolt megoldast. A disszertaciot a LEGFONTOSABB
EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA és a KOSZONETNYILVANITAS fejezetek
zarjak 2-2 oldal terjedelemben. A mi 109 referencidt tartalmaz, amelybdl 17-ben a
szerz0 is szerepel.

Dr. Csanddy L4szl6 lektordlt, tudomédnyos foly6iratokban megjelent in extenzo
dolgozatainak szdma a birdlat megirdsdnak idOpontjaban 33, amelyek Osszesitett
impakt faktora 171.4 (+1 Cell és 1 J. Gen Physiol). Osszes idézettsége 952, amelybél a
fliggetlen idézetek szama 811. Ebbdl kiemelendd, hogy a jeldlt els6 vagy egyediili
kozleményeinek szdma 19, utolsé szerzds kozleményeinek szama 9 és a H-indexe 15.
A kozlemények tobbsége, amelyek jelentds része egyébként az értekezés alapjaul is
szolgdl, a szakteriilet vezetd nemzetkozi folydirataiban (Journal of General
Physiology, Biophysical Journal, J of Physiology, Proceedings of National Academy
of Sciences USA) jelent meg, amely mint azt az MTA doktori védéseken mar

kozhelyként szokds megjegyzeni, részben formadlissa is teszi egy ilyen tudomdnyos mil



szakmai jellegli birdlatit. A disszertdcioban szerepld kisérletek egy része a vilag
kozvetlen élvonaldba tartoz6 Gadsby professzor USA-beli laboratériuméaban késziiltek,
ahol a jelolt is tevékenykedett, majd hazatérve a témat kooperécids szinten is és sajit
maga sajat munkacsoportjdval folytatta. Kiilon megemlitésre méltd, hogy a
disszertacié alapjdul szolgald egyik kozleménye a Nature-ben megjelent kdzlemény,
amelyben a szerzo utols6 szerzoként szerepel.

A jelolt legfontosabb 1) tudomanyos megallapitdsait az aldbbiakban foglalom
0ssze:
1, Megéllapitotta, hogy a mitkodoképes CFTR csatorndk egymadssal komplementer
rész-szegmensek egyiittes expresszidjival is Osszeépithetok.
2. Megallapitotta, hogy a CFTR csatorna R-domenja dontden gatlé hatdsu, amely
egyarant felfiiggeszthetd az R domen foszforildcidjaval vagy delécidjaval.
3. Megaéllapitotta, hogy a CFTR csatorna kapuzasi ciklusa és az ATP hidrolizis kozott
szoros Osszefiiggés létezik, a nyitdsi események tobb mint 95 %-a ATP hidrolizissel
végzddik és az ATP hidrolizis a zar6dds meghatirozo 1épése is.
4. Megallapitotta, hogy a NPPB (5-Nitro-2(3 Phenil-Propionilamino) Benzonsav) az
egyik legnagyobb hatdserdsségli CFTR stimuldtor és az a stimuldlé két kinetikailag
elkiilonithetd hatds a nyitasi 1épés energetikdjdnak csokkentése és az ATP-hasitadsi
1épés gétldsa révén valdsult meg.
5. Megallapitotta, hogy a TRPM2 csatorna egymastdl fiiggetlen gyors és lassu kapuval
rendelkezik és a csatorndk nyitdsi és zdrGddsi sebessége az intracelluldris Ca**
koncentrécio fiiggvénye.
6. Megéllapitotta, hogy az intracelluldris ADP-Rib6z, az intracelluldris Ca2" és a
membran belso rétegében taldlhaté PIP2 a TRPM?2 csatorna co-aktivatorai, amelyek a
csatorna intracelluldris lassu kapujat szabalyozzak.
7. Megallapitotta, hogy az ADP-Rib6z elsdsorban a zart konformaci6ji TRPM2
csatorndhoz képes kotddni és a csatorna kapuzédsa egyensuilyi folyamat, amely nem
csatolddik az ADP-Rib6z hasitdshoz.
8. Megillapitotta, hogy a ciklikus ADP-Rib6z adenozin-5-monofiszfét és a nikotinsav-
adenin-dinukleotid-foszfat kozvetleniil nem befolydsoljdk a TRPM?2 csatorndk

aktivitdsat, igy intakt sejtekben tapasztalt modulal6 hatdsaik kozvetettek.



A disszertacidval kapcsolatos kérdéseim a kovetkezdek:
1. A Bevezetésben a jelolt targyalta mind a CFTR mind a TMPRM?2 csatorna
farmakoldgiai befolydsolhatdsagdnak potencidlis lehetdségeit. Milyen lehetdséget 1at a
jelolt sajat  kutatdsi eredményei hasznositdsanak az emlitett két csatorna
modulétorainak terdpids célu gyogyszerfejlesztésében?
2. A jelolt 30 oldalon leirja, hogy az oocytdkat 82.5 mM Na Cl-ot 2mM KCl-ot
tartalmazé oldatban taroltdk 18 °C-on. Ez erésen hypozmotikusnak tiinik. Nem
okozott-e ez problémat a tarolds sordn €s milyen koriilmények kozott torténtek a két
mikroelektrodas volgate clamp mérések?
3. A protein kindz A aktivator IBMX-et és a cAMP aktivétor forskolint igen magasnak
tind koncentracioban 1 mM és 50 pM alkalmaztik. Miért volt sziikség ezekre a
magas koncentracidkra?
4. A 45 oldal 15. 4br4jan inside out makro patch felvétel lathat6 kb 20 pA-es
aramamplitidéval, a 76. oldal 34. dbrajan pedig 100 pA-nél is nagyobb amplitidéval.
Ugyanakkor a 71. oldal 31. abrdjan a single channel aramamplitidgja kb 0.5 pA, a 94.
oldal 45. dbrdjan 2 pA, amely vélhetden mikro patch felvétel eredménye. Mikor és
miért haszndlt a jelolt makro és mikro patch elrendezést és mi volt a kiillonbség a
kétféle technika esetén patch pipetta végének atmérdje kozott?
5. A jelolt a 76. oldalon emliti, hogy az TMPRM?2 méréseket oocytin zavartdk az
oocytdkban jelenlevd endogén Cl csatorndk, ezért CI' mentes Na-glukonat kddoldatot
alkalmazott. Nem lehetett volna ezt a problémaét olyan kisérlettel is kezelni, ahol a
patch csak 1-2 ioncsatornét tartalmaz és a csatorndk analizise a konductancia és a
toltéshordoz6 alapjan is szepardlhatd lett volna?
6. Az el6z6 kérdéshez kapcsoldddan kérdezném, nem vetddott-e fel a ,,mammalian cell
line” (CHC HEK) haszndlata, amelyekbe tetszoleges mennyiségben lehetett volna
expresszdlni a CFTR és TMPRM?2 ioncsatorndkat €és ezeket mind whole cell mind
single channel szinten vizsgalni lehetett volna?

Osszegezve elmondhaté, hogy Dr. Csanddy L4szl6 dj eredményei és
felismerései jelentdsen hozzdjarultak a CFTR és TRPM2 ioncsatorna miikodésének
jobb megértéséhez és remélhetden e csatornatipusok milkodését befolydsold terdpia

kifejlesztéséhez. Megdllapithatd, hogy az alkalmazott vizsgdlati modszerek és kisérleti



megkozelitések jol vélasztottak és korrektiill, magas szinten kivitelezettek és a
célkitizéseknek megfeleldoen nyertek felhasznalast. A disszertacioban foglalt
tudoményos eredmények hitelesek, magas nivéji nemzetkdzi folydiratokban
publikaltak és a jelolt sajat eredményeinek tekinthetoek.

Mindezek alapjan ugy gondolom, hogy az értekezés mind formai, mind tartalmi
szempontbol mindenben megfelel az MTA doktori cim megszerzésével szemben
tdmasztott kovetelményeknek, igy a nyilvdnos vitdra vald kitlizést, az értekezés
elfogadésat és sikeres védés esetén az MTA doktora cim odaitélését messzemenden

tdmogatom.
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