Opponensi vélemény

Dr. Varga Zoltain "Az ioncsatorna-enzim hatarmezsgye: egyedi CFTR és TRPM2
csatornik szerkezete, mikodése' cimiit MTA Doktori értekezésérol

Dr. Varga Zoltan MTA doktori értekezése két témakorben elért kutatasi eredményeit
foglalja 0ssze. A vizsgélatokban dominél a fesziiltségfliggd K csatorndk gondolatkére, ebben
egyarant szerepek mind a csatorndk kapuzésanak részleteit feltir6 munkdk, mind olyan
vizsgalatok, melyek nagy affinitasu és adott esetben specificitasa, a K* csatorndkra hatd
toxinok hatdsmechanizmuséra, k6tésére, ill. ennek szerkezeti hatterére iranyultak . A maésik
teriilet, a fesziiltségfliggd Na® csatorndk fesziiltségérzékelésének és kapuzisanak
Osszefiggése. Ez utobbit jel6lt a tanulmanyitja soran elsajatitott igen korszerd
megkozelitéssel vizsgalta, melyben az elektrofiziologiat az igen gyors szerkezetvaltozdsok
kovetésére alkalmas fluorimetridval kombinalta. A moédszer Kiterjeszthetd, mas
fesziiltségfiliggd folyamatok kovetésére is alkalmas és a hazai munkacsoportban/intézetben is
beallitasra kerdilt.

A dolgozat 19 tudomanyos kozleményre épiil, a jelSlt ezek koziil 9-ben szerepel
kiemelt, elsé vagy utolsd helyen. A PhD. fokozat megszerzését kovets periodusban tovabbi
15 referalt folydiratban megjelent kézlemény és 5 konyvfejezet szerzoje/tarsszerzoje. A jelolt
tudomanymetriai paraméterei joval meghaladjék az MTA doktori fokozat megszerzéséhez
sziikséges hatdrokat, 39 eredeti kozlemény, 146 Osszesitett IF, kozel 650 fiiggetlen és 950
Osszes idézettség, 19-es H index.

Magiéra az értekezésre ratérve, az irasmil 143 szamozott oldalbdl all, az el8irdsoknak
megfeleléen tagolt, attekinthetd, gondolatmenete jol kovethet6. Formai szempontbdl is
kifogastalan, mindenben megfelel az MTA Doktori Ertekezéssel szemben tdmasztott
kovetelményeknek.

A Bevezetésben roviden attekinti a fesziiltségfliggd csatorndk jellemzd szerkezeti és
funkcionalis tulajdonsagait. Kiillon hangsalyt fektet a T sejtek szabalyozasiban fontos
szerepet jatszo Kv1.3 csatorna szerepére, valamint a kiilonbozé peptid skorpié toxinok
szerkezetéb6l ad6d6 géatld mechanizmusokra. Ugyancsak expondlja a FF Na® csatornak
fesziiltségérzékelésével és kapuzasdval kapcsolatos ismereteket. Ezt kiegésziti a
fesziiltségfliggd igen gyors szerkezeti valtozasok valds idejl kvetésére alkalmas médszer, a
voltage clamp fluorimetria jelentGségének bemutatasaval és az elsd hazai VCF munkaallomas
létrehozasanak megemlitésével.

A Célkitlizések, fejezet roviden Gsszefoglalja a kutatas kérdésfelvetéseit, az Anyagok
és Modszerek fejezet megfelel6 részletességgel mutatja be az alkalmazott metodikék teljes
spektrumat.

Jo valasztas volt az Eredmények és Megbeszélés fejezetek Gsszevondsa ez segiti az
olvasét a kisérleti eredmények értelmezésében, adott esetben utal a gyakorlati/terdpias
felhasznalas lehetdségére is.

A dolgozatot Az Osszefoglalds, a 237 kozleményt tartalmazé Irodalomjegyzék,
Koszénetnyilvanitas, il1. a Sajat kozlemények listaja zarja.

A disszertacioban §sszegzett munkak a fesziiltségfiiggd K* és Na™ csatorndkkal kapcsolatos
ismereteinket szdmos vonatkozasban jelent6sen bovitették. Az FEredmények rész egyes
alfejezeteinek megfeleléen sorolndm fel a jelslt véleményem szerint a legfontosabb j
eredményeit.

1/ Hiperpolarizaco soran elemezte, a Shaker csatorna aktivacios kapujanak, valamint VSD-
jének id6beli mozgasait, €s kimutatta, hogy az elébbi minden estben megelézi az utobbi
bekovetkeztét.

2/ Kimutatta, hogyan, milyen mechanizmussal befolyasolja az EC, illetve az IC proton
koncentracio tobb Kv csatorna miikodését.



3/ Szamos Kv csatornéra hat6 skorpié toxin vizsgalata soran azonositott egy Kv1.3-at nagy
affitassal és specifikusan gatlé peptidet, a Vm24-et, melynek tulajdonsigai akar terdpias
alkalmazés céljara is igéretesek lehetnek.

4/ Celzott mutacidkkal tervezett véltozést hozott létre az anuroctoxin tulajdonségaiban, ezéltal
megnovelve a Kv1.3 iranti specificitést.

5/ A sziv fesziiltségfliggd (Nav1.5) Na* csatornéjan 16v6 egyes fesziiltségérzékels domének
mozgasanak ¢€s a csatorna kapuzasnak id6beli viszonyait elemezte voltage clamp
fluoreszcencia segitségével.

A dolgozattal kapcsolatban a kivetkezd kérdéseim, megjegyzésem lennének:

1/ A Shaker FF K csatorna kapuzéasanak elemzésénél a csatorna zdrédésanak és a voltage
sensor domain (VSD) mozgésanak osszefliggését vizsgaltak vad tipus és egy (eredetileg
egyaltalan) nem permedlonak tartott W434F muténs csatornén. Az eredmények szerint a WT
csatornan a kapu zérédasa gyors (és bér e sebességet a permealé ion fajtaja befolyasolja) még
a lasstibb zar6dds esetén is gyorsabb mint a VSD mozgésa. Ennek megfelelden a kapu
zérddésanak nincs/nem észlelhetd hatdsa a VSD mozgasara.
A mutans csatornan (melyrél kimutattak, hogy bizonyos kériilmények kozott azért K+-ot
vezet) a porus zarddas lelassul, ez esemény egyben a toltésmozgés sebességmeghatarozdjavé
valik. Mds ionok (Cs™ és Rb") esetében azonban a muténs permeabilitdsa “elenyész6”, amit
bizonyit a depolarizaci6ra és repolarizaciéra kapott dramok szemre azonos mérete.
A 30c dbra, azonban a kiilonb6z6 ionok esetében mért farokaramok idéallandéit mutatja be.
Mi képezte e szamitdsok alapjait?
2/ Az eredmények meggy6zGek arra vonatkozoan, hogy az aktivacios kapu teljes zarddasa
minden esetben meg kell, hogy el6zze a VSD visszatérését. Nem nyilvanvalé azonban
szamomra, hogy maga az aktivacios kapu a hordozdja annak a “minimalis toltésmozgasnak”
ami a zarodaséhoz szitkséges. Nem lehetséges-¢, hogy a disszertaciéban kordbban
megemlitett masik mechanizmus érvényesiil, nevezetesen, a VSD részleges/minimaélis
elmozdulasa a feltétele a kapu mozgasanak.

3/ A Shaker csatornat befolyasold IC és EC pH-valtozasok elemzését kdvetden a limfocitak
legfontosabb FF K™ csatorndjénak, a Kv1.3-nak a pH érzékenységét vizsgaltak. Kimutattak,
hogy fiziolégiashoz kozeli ionkoncentraciok esetén a megnovekedett EC protonkoncentrécid
cs6kkenti a csatornan folyé dramot, viszont —szemben a Shaker csatornéval- lassitja az
inaktivaciot. Az utobbi hatdsnak fiziologiés jelentéséget is tulajdonitanak, mely szerint az
inaktivécio lassuldsa szerepet jatszhat a limfociték negativ membranpotenciljanak
fenntartasaban, elésegitve a proliferdciohoz vezeté fokozott Ca®* bedramlést gyulladdsos
elsavanyodott kérnyezetben. Kérdésem, hogy véleménye szerint ez a hatés jelentésebb lehet-e
annal, hogy acidézisban a nyitott csatornakon folyé 4ram nagysaga csokkent. Tehat
gyulladdsos koriilmények kozott varhaté pH-n hogyan viszonyulhat egymashoz a két
ellentétes részhatas, mi lehet az eredéjiik?

4/ A skorpi6toxinokkal végzett vizsgalatok jelent8ségét az is kiemeli, hogy a Kv1.3
csatornara specifikusan, nagy affinitassal hat6 gatloszerek a terapias felhasznalés lehetéségét
is magukban hordozzak. E toxinok kétédésének, hatasmechanizmusanak megértése ezért
kiilonos jelent6ségli. A Kv1.2-vel szemben (Kv 1.3n4l) nagyobb affinitdsi Css20 toxin
eseteben érdekes megfigyelés volt Kv2.1 esetében lassabban kialakulé gatlas parhuzamosan a
gatlas megsziinésének megnyulasaval. Az utébbi nagyobb mértéke lehet a hatterében a
Kv1.2-h6z val6 nagyobb affinitasnak. E szokatlan jelenség hétterében 1év6 lehetséges
folyamatokat, a k6tddés és gatlas kialakulasénak 1épéseit modellezték, értelmezték és
dokkoléasos vizsgdlatokkal aldtamasztottak. A magyarazathoz egyéb toxinok (és toxin
kimérak) irodalombol szarmaz6 szerkezeti és affinitési adatai is segitségiil szolgéaltak. E
toxinok vilagat kevésbé ismer6 olvaso/biralé dolgat megkdnnyitette volna néhany extra ébra,



ami egy¢értelmiien szemléltette volna az kiilsnb6z6 toxinok egyes csatornakhoz vald
kapcsoléddsanak, affinitdsanak és hatékonysagéanak fontos szerkezeti meghatirozdit.

5/ A VM21 toxin idealisnak tlinik a Kv1.3 gatlasara. Affinitdsa pikomdlos tartomanyban van,
specificitasa vizsgalt Kv csatorndk vonatkozasaban 3 a nagységrendet is meghaladja. Ennek
tikkrében mi indokolta a sokkal kevésbé elényds eredeti tulajdonsagokkal rendelkez6
anuroctoxinbol kiindulni az egyébként braviros eredménnyel jar6 peptid-szerkezet
modositasos kisérletsorozatban?

6/ A Navl.5 négy eltéréd VSD-jének fluoreszcens jelolésével lehetdvé valt az egyes VSD-k
mozgasainak kovetése a ms-os idétartomanyban és ezek 6sszehasonlitdsa a csatorna
vezetbképességének valtozasaval. A fluoreszcencia valtozas eredményei értelmezhetdk-e ugy,
hogy az I-es és II-es VSD esetében a depolarizaciora, ill. az azt kdveté repolarizaciora kapott
fesziiltségfliggd valtozdsnak nincs hiszterézise, mig IlI-as VSD esetében a steady state
inaktivacios (SSI) mérési koriilmények k6zott van, és a visszatérés sebességét befolyasolja a
depolarizalt allapotban eltoltott id6?

7/ A jelolt amerikai tanulméanyutjan elsajatitotta a voltage clamp fluorimetria megkdzelitést,
¢s hazatérését kovetden e technikat a Debreceni Egyetemen is beallitotta/meghonositotta. A
disszertacid Eredmény/Megbeszélés részének 5.4-es pontjaban e folyamatban 1évé és tervezett
kisérleteket harom pontjat ismerteti vazlatosan. E pontok koziil az egyikr8l néhéany el6zetes
eredményt is bemutat (melyek a membran koleszterin tartalma és a Kv csatornak kapuzasa
kozotti kblesonhatasra vilagitanak ra). A mésik két pont csak emlités szintjén szerepel 8-10
sorban, és mind6ssze olyan kevéssé informatiiv megéllapitést tartalmaz, mely szerint az
elézetes eredmények szerint a NSV (novel voltage sensor) a membranpotencial valtozésait
kozvetiti intracelluléris jelatviteli itvonalak felé. Valamint csak megemlit egy —a
disszertaciéban nem szereplé ujonnan beallitott médszert a ,,substituted cystein accessibility
method”-ot. Véleményem szerint az értékes disszertacié végérol ezek a pontok nem
hianyoztak volna.

Az érdekl8do kérdések utan véleményemet Gsszegezve Dr. Varga Zoltan értekezése egy igen
sikeres €s egyben igéretes kutatéi munka Gsszefoglaldsa, ezért a nyilvanos vitdra bocsatasat
valamint a jeldltnek az MTA Doktori fokozat megitélését javaslom, és messzemenden
tamogatom.
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