Opponensi vélemény

dr. Czirjak Gabor: A TRESK hdttér kdlium csatorna molekuldris szabdlyozdsi
mechanizmusainak vizsgdlata

cimtit MTA Doktori Ertekezésérol

benytjtasat kovetd kizel 20 év kutatasai képezik. Jeldlt ezen id6szakbol vélasztotta ki azon, a
Semmelweis Egyetem Elettani Intézetében mikodé laboratériumaban végzett méréseket,
melyekben a TRESK csatornak miikodését vizsgaltak. Tanulméanyoztak a TRESK csatornak
szabalyozasanak kalciumfiiggését, valamint feltartak a csatorna foszforilacidjanak szerepét
annak nyugalmi allapota stabilizalasaban. Ertekezésében Szerzd tematikus felosztasban
ismerteti az adott téméban megjelent, a disszertdciét megalapozé 22 kozleményének
eredményeit, melyek koziil Czirjak doktor 12 esetben els, 6 esetben pedig utolso szerzd. A
kozlemények rangos nemzetkdzi folydiratban — koziiliik kiemelend6 a Physiological Reviews
és a Journal of Biological Chemistry— jelentek meg, amit a 136,1-es Osszesitett impakt
faktoruk is mutat. Jeldlt tovabbi 11 tudoményos koézlemény szerzdje vagy tarsszerzdje,
melyek szintén rangos idegen nyelvi folyodiratban jelentek meg.

Az értekezés, a 366 irodalmi hivatkozast felsorakoztatd Irodalomjegyzéken, a
Tartalomjegyzéken és a Roviditések jegyzékén kiviil, 193 oldalon, 68 (és egy fiiggelék)
abraval illusztralva, részletesen targyalja a munka célkitlizéseit, az alkalmazott modszereket
és az elért eredményeket. A részletes, tobb mint 40 oldalas irodalmi 6sszefoglalas utdn Szerz6
ismerteti célkitlizéseit, az alkalmazott modszerek fontosabb elemeit, majd kitér a kisérletek
eredményeinek és az azokbdl levonhatd kovetkeztetések felsoroldsara. Az eredmeények
targyalasakor, tematikusan csoportositva, a megismerés Utjat kovetve, az adott témaban
megjelent cikkek fontosabb megallapitasai keriilnek bemutatasra, gazdagon illusztralva €s
részletesen diszkutalva. Kiilon kiemelendd a bemutatott abrak igényes szerkeztése, €s az a
tény, hogy Jelslt az eredményeket bemutatd abrak mellett azokat magyarazo, értelmezé
abraszdveget is kozol, melyek Snmagukban is érthetévé teszik az abrakon bemutatasra keriilo
adatokat.

Az értekezés nyelvtani hibat csak elvétve tartalmaz. Ezek legtobbszor Szerz6 azon
torekvését  tikkrozik, hogy megprébal az angol szakirodalomban meghonosodott
kifejezéseknek magyar megfelel6t talalni még akkor is, ha az furcsa szohaszndlathoz vezet.

Gépelési hiba az értekezésben, a szovegszerkesztd hasznalata miatt szintén elenyészo



szamban talalhaté, olyankor is ugy, hogy egy egyébként értelmes, de oda nem ill§ sz6
helyettesiti a Szerzé altal fri kivantat. A hibak felsorolasatdl a birdlatban eltekintek, az

alabbiakban csak néhany, jellemz6 példat mutatok be:

Furcsa széhasznalat:

32. 0. ,,pdrolgé folyadék anesztetikumok”,

69. 0. ,,az EC [K'] kétszeres emelése”,

77. 0. 23. 4bra szdvege ,,belsejét kiforditort membrdn foltban” (megjegyzem Szerzd mashol,

akér ugyan azon az oldalon is, nyugodtan hasznélja az ,,inside-out” kifejezést;

Helytelen sz6hasznalat:
53. 0. ,,mérési feltételek meller”;

78. 0. 32. 4bra szovege ,,Az vad tipusi’”.

Az értekezés fontosabb @j tudomanyos megallapitdsait az alabbiakban foglalnim ossze:

1. Elsék kozott azonositottdk a human genomban, majd klonoztdk a TRESK ¢s a Kv8.2
csatorndkat. Igazoltak, hogy a Kv8.2 csatorna a retina fotoreceptoraiban fejezddik ki és
alapvetd szerepet tolt be a fényre adott vélasz kinetikdjanak kialakitasaban.

2. Elséként mutattak ki, hogy a TRESK csatorna megnyildsa Gq-fehérjékhez kapcsolt
receptorok aktivaldsaval is kivalthaté. Ramutattak, hogy a megnyilas hatterében az
intracellularis kalciumkoncentraciéo megemelkedése all.

3. Igazoltak, hogy a kalcium ionok nem kozvetlenil, hanem a kalcium/kalmodulin-
dependens protein foszfatdz kalcineurin aktivilasan, s a csatorna kovetkezményes
defoszforilaci6jan keresztiil fejtik ki hatasukat. Azonositottdk a csatorna szekvencigjaban
azokat a szerin aminosavakat (szerin klaszter), melyeket a kalcineurin defoszforilal,
tovabba a csatorna azon régidjat, ahova a foszfataz kotodik.

4. Megallapitottdk, hogy a kalcineurin mellett, in vitro, kotodik a csatornahoz a 14-3-3
fehérje és a tubulin is. E16bbi kotédése a TRESK csatorna miikddését gatolja, valamint
gatolja a szerin klasztert foszforilalé kinazokat is.

5. Ramutattak, hogy a szerin klaszter aminosavai koziil az S262-t és S264-et a mikrotubulus-
affinitas regulalé kinazok is foszforilaljak, gatolva ezzel a csatorna mikodését. A 252-es
poziciéban 1év6 szerint a protein kinaz A foszforilalja.

6. Leirtak a TRESK csatorna novel tipusu protein kinaz C izoenzimek (PKCn és ¢) altali
szabalyozasat, igazolva, hogy ezek a szerin klaszter aminosavait foszforilalo endogén

kinazok gatlasan keresztiil fejtik ki aktival6 hatasukat.



7. Farmakolégiai vizsgalatokra alapozva bebizonyitottak, hogy a Hg?* a Kop csatorndk koziil

csak a TRESK csatornékat gétolja.

Mint kordbban mér utaltam 4, Szerzd kovette a klasszikusnak szamit6 fejezetekre torténd
felbontast. Fnnek megfeleléen kérdéseimet, megjegyzéseimet az értekezésben tortend

eléfordulésuk sorrendjében teszem fel, kapcsolodva a megfeleld fejezethez.

MODSZEREK

' 54. oldal Az ionomycinnel torténd mérésekrdl szerzé csak annyit kozol, hogy a 2 és
30 mM K tartalmaz6 extracellularis oldatok esetén azok olyan valtozatat
hasznalték ,,amelyek EGTA helyett kétértékii ionokat (2 mM Ca** és5 0.5
mM Mg®") tartalmaztak”.

A mérések sordn Szerzé feltételezi, hogy novekvé ionomycin
koncentraciok adagoldsdnak hatdsdra egyre nagyobb intracellularis
kalciumkoncentracié-ndvekedés alakul ki. Az értekezésbél nem vildgos,
hogy mire alapozza ezt a feltételezést. Torténtek kalciumkoncentracid
mérések? Ha igen, milyen technikat alkalmaztak, erre ugyanis a Modszerek

fejezet nem tér ki?

Ugyancsak feltételezi, hogy a Ca’*-k elsédlegesen az intracellularis
raktarakbol szdrmaznak (pl. 101. o. ,a kalcium f6 forrdsa, az
intracelluldris raktar”). Miért gondolja a Jelolt, hogy az ionomycin‘
jelenlétében a felszini membranon keresztil nem térténik szamottevd
kalciumbelépés? probaltak-e valamilyen modszert ennek igazolasara?
Talalhaté-e  raktarvezérelt csatorna a  vizsgalt sejtek  felszini
membranjaban? Ha igen, az azokon at torténdé kalcium belépés miért |

hanyagolhato el?

' Az ionomycin eltdvolitdsa utdn az aramok csokkenése szinte azonnal |
megjelenik (pl. 36. abra). llyen gyorsan eltinne az intracelluléris raktarak

membranjabol az ionomycin?

94. oldal Szerzé jellemzden 50 nL térfogatot injektal a kisérletek soran (pl. 32. &bra).

Mekkora egy oocyta térfogata? Talalhato-e az oocytdkon mechanoszenzitiv




csatorna? Ha igen, mekkora térfogat injektalasa esetén lenne varhato azok |

aktivalodésa?

EREDMENYEK

69. oldal
18. abra

| kifelé rektifikdlds mechanizmusdt nem” vizsgaltak tovabb. Miért nem

| elképzelésiik a jelenség hatterében 4ll6 mechanizmusr6l?

Jelolt a TRESK csatornarol megallapitja, hogy az ,.a nyifott csatorna
rektifikdcié mechanizmust meghaladd mértékben enyhe kifelé rektifikaldst

mutat’. Ugyanakkor, bar ez egy fontos csatornatulajdonsagnak szamit, ,.a

folytattak kisérleteket ennek felderitésére? Van-e esetleg valamilyen

101. oldal
37. dbra

Az értekezésben Szerzd vizsgalja a Karbachol altal kivaltott TRESK dram
novekedést M1 muszkarinos acetilkolin-receptort expresszalé oocytikon.
Azon kivill, hogy megallapitja, hogy az MI1 receptor aktivaldsa
Karbachollal jelentésen néveli az aram nagysdgat, elemzi, hogy ez a
novekedés milyen mértékii. Ehhez az agonista addsira bekovetkezd
aramnovekedést az adagolas elotti értékre — a 37. abran Ip-val jeldlve —

normalizalja.

Fontos szem eltt tartani, hogy a normalizalas igen érzékeny az Iy értékre,
kiilonosen, ha annak nagysaga kicsiny. Az dbra B panelén bemutatott
esetben a vizsgalt két mutans — az AQLP és az AQAP — esetén az Ip érteke
jelentésen kisebb, mint a vad tipusu csatorna esetén. Ez jelent6sen
befolyasolja a normalizalas utan kapott adatokat. Kiilonésen annak
tikkrében érdekes ez a probléma, hogy az abra A panelén bemutatott
esetben a mutdnsok és a vad tipust csatorna Ip értékei teljesen azonosnak
timnek. Szerzd nem mutat adatokat arra vonatkozodan, hogy az o értékek
4tlagosan milyenek voltak a mutdns és vad tipusu csatorndk esetén. Ez
szerencsés lett volna a C és D paneleken bemutatott adatok

interpretalasahoz.

134. oldal
52. dbra

l_

Szerzd a cAMP  hatasat is vizsgalta oocytdkon mikroinjektalas
segitségével. Kapcsolodva a Mddszereknél feltett kérdésemre, a pipettaban

alkalmazott 0,1, 1 és 10 mM cAMP milyen koncentraciot

eredményezhetett az oocyta intracelluldris terében? Torténtek-e erre




vonatkozd szamitasok, becslések? Ha igen, milyen mértékben kellett
figyelembe venni, hogy a cAMP nem egyenletesen oszlik meg az egyes
intracellularis kompartmentekben? Hogyan viszonyulna a
mikroinjektalassal elért koncentrécio a sejt fiziologias aktivaldsa soran elért

cAMP koncentraciéhoz?

| Altalanos

kérdés

A TRESK aram aktivalodasa soran (pl. ionomycinnel vagy Karbachollal) a
normalizalt 4ram maximuma igen széles hatarok kozott mozog (kevesebb,
mint 7 — 27. bra; kozel 15 — 37. 4bra). Milyen jelenség 4llhat a jelenség
hatterében? Milyen szordst mutat a bazalis, nyugalmi TRESK 4aram?
Milyen aranyban vannak jelen nyitott TRESK csatornak egy nyugalomban
1év6 oocytan? Valtozik-e az egyedi csatornak vezetdképessége a kiilonbdzo

aktivalé mechanizmusok (pl. defoszforilacid) hatasara?

A fenti, lényegi problémat nem érinté kérdések mellett véleményem szerint dr. Czirjak

Gabor értekezése tartalmi szempontbol megfelel az MTA Doktori Tandcsa altal tamasztott

kovetelményeknek ¢és illeszkedik a nemzetkdzi tudomanyos tendencidkhoz. Szerzd

célkitiizéseit megvalésitotta, s tudomanyos eredményeivel bizonyitotta nemzetkozi szintl

tudoményos munkéra és munkacsoport iranyitdséra vald alkalmassagat. Mindezek alapjan a

nyilvinos vita kitiizését és az MTA doktora fokozat odaitélését tAmogatom.

Debrecen, 2021. december 5. - ( |
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