Opponensi vélemény Dr. Balla Andras
AZ AT1 ANGIOTENZIN RECEPTOR MUKODESEBEN

SZEREPET JATSZO MECHANIZMUSOK VIZSGALATA cimii MTA doktori értekezésérél.

El6ljaroban megjegyzem, hogy miutan a G fehérjékhez kapcsolt receptorok vizsgalata tébb
évtizeden keresztil kiilonb6z6 szempontok alapjan rendkiviili médon érdekelt, nagy
figyelemmel tanulmanyoztam Dr Balla Andrds munkajat.

Dr Balla Andrds munkajanak szakmai szinvonalat jol jellemzik a scientometriai adatok (2023
majus) Tudomanyos folydiratcikkek szédma: 40, Osszesitett impakt faktor: 229, Osszes
idézettség: 3034, Flggetlen idézettség: 2600, Hirsch index: 25. Maga a doktori m( 10 eredeti
és 2 osszefoglald kdzlemény anyagdra épll. Fontos azonban megjegyezni, hogy az
értekezésbdl kimaradt 28 kdzlemény is dltalaban magas impakt faktoru folydiratban jelent
meg: példaként emlitem a két IF=6 korili Frontier periodikaban tavaly, illetve 2022-ben
megjelent kdzleményt, melyekben Dr. Balla Andras meghatarozo szerzé.

Az irodalomjegyzékkel egyltt 65 oldal terjedelm( doktori értekezéshez csatoltan talaljuk az
alapul szolgdld kézleményeket. Maga a disszertacio igy 225 oldalnyira duzzadt fel, de a
referenciak konny( elérhet&sége csak segiti az értékelést.

Térjlnk 4t a tudomanyos eredmények és jelentGséglik értékelésére.

Mindenekel6tt megallapitom, hogy véleményem szerint a munka hitelességéhez nem fér
kétség.

A szerz8 a munka soran elért legfontosabb megallapitdsokat 11 pontban sorolja fel. Ezek a
kovetkez6k (idézem):

»1. Kimutattuk, hogy a ll-es tipusu PtdIns 4-kindzok az endoszémakkal asszocialédnak és
megklonoztuk a ll-es tipusu Ptdins 4-kinazok egyik izoformajat (PtdIins4KIIB).

2. Bebizonyitottuk, hogy a Ptdins4Kllla enzim szerepet jatszik a plazmamembran a Ptdins(4)P
szintézisében.

3. Kimutattuk, hogy a PtdIns4Kllla enzim felel6s a plazmamembranban az Angll hormon-
szenzitiv PtdIns(4)P és Ptdins(4,5)P2 pool képz&déséért és fenntartasaért.

4. BRET médszer felhasznaldsaval feltérképeztiik az AT1-receptor stimulusat kévetd
aktivalédast, regulacids |épéseket, illetve receptor-medidlt endocitézist él6 HEK293
sejtekben. Kimutattuk, hogy az angiotenzin receptor megoszldsa az aktivaciot kdvetden a
plazmamembran kilénb6z6 mikrodoménjei kozott megvaltozik az internalizaciot
megelG6z6en. Adataink alapjan ez a mozgds a receptor G-fehérje aktivacidjanak az
eredménye.

5. Kimutattuk az AT1-receptor szelektiv aktivaldasanak kovetkezményeit kiilonb6z6
ligandumokkal. Jellemeztik az eltéréseket a receptor B-arresztin2 kotésében, a kalcium jel
generaldsban és internalizacids képességében a receptor G-fehérje fliggetlen aktivalddasat
kovetben.

6. A kis G-fehérje aktivalédas mérésére létrehozott BRET bioszenszorok alkalmasak
novekedési faktorok, hormonok (pl. Angll) szignalizacidjanak vizsgdlatara, illetve kiilonb6z6
vegylletek ezen szignalizacios jelpalyakra torténs farmakoldgiai hatasanak tesztelésére él6
sejtekben, valamint a szondak targetalasaval kiilonb6z6 intracellularis kompartmentekben
demonstraltuk kis G-fehérje jelpalyak mikodését. Jellemeztiik a Ras kis G-fehérje
aktivalédast az AT1R stimulusat kovetGen, illetve kimutattuk, hogy HEK293 sejtekben ez a
folyamat nem az EGF-receptor transzaktivacio kdvetkezménye.



7. Kimutattuk, hogy az AT1-receptor internalizacidja Iényegesen korabbi id6pontban
megtorténik, ha a receptor stimuldldsa G-fehérje fliggetlen mddon torténik. Eredményeink
alapjan a jelatvitel-szelektiv agonistak altal okozott gyors korai internalizacié nem az eltéré
endocitotikus Utvonalakon keresztiil jon Iétre, valamint sem az eltér6 B-arresztin kotés
erdsség, sem pedig a Ca2+ jel hidnya nem jatszik szerepet a folyamatban.

8. Vizsgaltuk a plazmamembran Ptdins(4,5)P2 szerepét az AT1R teljes agonista és
funkcionalisan szelektiv agonista indukalt internalizacidjaban. A G-fehérje aktivacid
kovetkeztében létrejové Ptdins(4,5)P2 bontds, majd pedig reszintézis meghatarozé az Angll
altal kivaltott lassabb internalizacidban.

9. Bebizonyitottuk, hogy a PtdIns 4-kinaz Illa esszencidlis szereppel bir az AT1-receptor
endocitézisanak szabalyozasaban.

10. Kimutattuk, hogy az Angll-stimulus hatasara szdmos DUSP izoforma expresszidja
megemelkedik érfal simaizomsejtekben és bizonyitottuk, hogy ezen véltozasok dont6en nem
EGF-receptor transzaktivacion keresztil torténnek érfal simaizomsejtekben.

11. Kimutattuk, hogy a koleszterin 25-hidroxildz enzim expresszidja jelentésen fokozddik
vaszkularis simaizomsejtekben az angiotenzin Il hatasara, illetve a stimulus hatdsara a sejtek
25-hidroxikoleszterint termelnek, mely az atherosclerosis kialakulasaban szerepet jatszo
gyulladdsos folyamatokat segitheti el6.”

Valamennyi felsorolt megadllapitast elfogadom Gj tudomanyos eredménynek.

Megallapitom, hogy mindezek a kovetkez6 nagyobb kategdriakba sorolhatdk: Az 1-3. és 9.
megallapitas a PtdIns 4-kindzok, és kiilondsen a Ptdins 4-kindz llla szerepével foglalkoznak az
AT1R mikodésében;

A 4-8. megallapitasok az AT1R aktivalasat kovet6 molekularis |épéseket deritették fel,
kiilonos tekintettel teljes agonista és a funkcionalisan szelektiv agonistak hatasai kdzotti
eltérésekre;

Végil a 10-11. megdllapitasok az AT1R Angll-stimulus hatasara térténé aktivacidjat kovetd
génexpresszid valtozasokra vonatkoznak. Itt megjegyzem, hogy a génexpresszid valtozdsok
vizsgalata ugy tlinik, hogy még igen sok elehet6séget rejt magaban, mivel a hivatkozott
kisérletek szerint mintegy 100 gén expresszidja valtozott az AT1R stimulacidja utan, azonban
ezek kozil csak a kettds specifitasu foszfatazok (3 kiilonb6z6 enzim) és a koleszterin 25-
hidroxildaz enzimek expresszié valtozasaval foglalkozott részletesebben Dr. Balla Andras.
Modszertanilag a hdrom kategdria igen eltérd eljardsokat alkalmaz. A széles mddszertani
repertoar nagy értéke a disszertacidban foglalt munkdnak. A klasszikus enzim aktivitas
méréstél a fehérje gélelektroforézisen keresztiil a kiilonb6z6 klénozasi és génexpresszids
technikdk jelentik a hagyomanyos biokémiai médszereket, mig a miszeres vizsgalatok kozil
az immuncitokémiaval kombinalt konfokalis mikroszkdpia alkalmazasaval mar a Ptdins 4-
kindazok és az AT1R intracelluldris lokalizacidjara és kolokalizacidéjukra nézve tudott értékes
informaciéhoz jutni. Szdmomra azonban a legizgalmasabbak az AT1-receptor stimulusat
kovet6 aktivalddasnak, a reguldcios Iépéseknek, illetve a receptor-medidlt endocitdzisnak
él6 HEK293 sejtekben torténd vizsgalata voltak BRET (biolumineszcencia rezonancia
energiatranszfer) segitségével. Ezekhez a vizsgdlatokhoz kiilonb6z6 BRET szondakat
készitettek, amelyek alkalmasak voltak kilonbozé fehérjék, illetve egyes fehérje szakaszok
tavolsagat mérni az id6 fliggvényében, igy az AT1R aktivalasa utdn bekdvetkez6 valtozasok
dinamikdjat, példaul a Ras kis G-fehérje aktivalddasat, vagy az AT1R internalizaciéjanak egyes
részlépéseit kdvetni.

Ugyancsak nagyon érdekesnek talalom a jelatvitel-szelektiv agonista ligandokkal végzett
kisérleteket. A G fehérjéhez kapcsolt receptoroknak tobbféle aktiv konformacidja létezhet,



amelyek eltérg jelatviteli utvonalakat indithatnak be. A jelatvitel szelektiv agonistak ezek
koziil egyik, vagy masik aktiv konformaciét stabilizalva a kiilénb6z6 Utvonalakat aktivalhatjak.
Az AT1R esetében az egyik Utvonal a Gq/11 fehérjén keresztil, a masik attél fuggetlenil a R-
arresztin medialt médon aktivalédik. Utdbbi Utvonal egyébként a receptor
internalizaciéjdhoz is vezet. A receptor internalizacio folyamatat is id6ben tudta koévetni a
BRET szondak alkalmazdasdaval Dr Balla Andras.

Az opponenstdl elvart kritikai észrevételek soraban csak viszonylag jelentéktelen hibdkra
hivhatom fel a figyelmet a kivalé tudomdanyos eredmények és az értekezés gondos
Osszedllitdsanak a fényében.

A hidnyossagok kozil a legsulyosabb szerintem, hogy a Kisérletek leirasa, mddszerek
fejezetbdl teljesen hianyoznak a hivatkozasok. Sajnos az ,,Irodalmi hattér és a kutatds
elézményei” cim( fejezetben — egyetlen dbraaldirastdl eltekintve - sem idézi a szakterilet
mas kutatdcsoportjainak a munkait, csupdn a sajat 6sszefoglald kozleményeire hivatkozik. Ez
az eljards nem csupan unfair, hanem a munka elhelyezését a nemzetkozi tudomanyos
eredmények sordban sem segiti.

Szerkesztési kifogasom a Bevezetés és célkitlizések fejezettel kapcsolatban a kovetkezé: A
bevezetésben a sorrendet megcserélném, elére véve az ATIR tdrgyalasat, viszont
kdlcsdnhatdsait az EGFR és PDGFR rendszerekkel csak érint6legesen jelezve, hiszen az a
célkitizések kozott nem szerepel. A bevezetésben indokolt lenne a mddszertani fejlesztések
sziikségességét jelezni.

A Tudomanyos eredmények 6sszefoglaldsdaban a 8. dbra adatainak elemzésénél irja Balla
Andras: kimutattuk, hogy ... a PtdIns4KIIf izoforma enzimaktivitasa kisebb, mint a
Ptdins4Klla-é (8. dbra, A és B panel). Kifogasolhatd azonban, hogy az aktivitdsok nincsenek
fehérje mennyiségre vonatkoztatva. Ezért nem tudhatd, hogy a mért dsszaktivitas kiilonbség
az expresszalt fehérjék mennyiségi kiilénbségének, vagy a specifikus aktivitasok eltérésének
a kovetkezménye.

31. és 32. abrak aldirasa elnagyolt, hidnyos, nehéz megérteni, hogy melyik panel, illetve
melyik gérbe mit reprezental. Példaul a 32. abra: mit kell tudni az ott szerepl6 ligandumokrdl
és mi az egyes jelolések értelme: pl. a TRV120023 ligandum jele az abran TRV3.

A rovidités jegyzékbdl sajnos hianyoznak egyes gyakran el6forduld, nem trividlis roviditések.
(pl. RBD=Ras kot6 domén, vagy tK=tail K-Ras)

Fentieken tulmenden néhany kérdés is felmeril az opponensben:

A 22. dbra kapcsan: Mi a magyardzata annak, hogy a GFP-OSH2-PH2x szonda felismeri a
plazmamembrdan Ptdins(4)P-jét, de nem kotédik a Golgiban taldlhaté Ptdins(4)P-hoz?

23. B. panel Meglepd, hogy a PAO+DTT hatasa jelent6sen eltér a PAO+merkaptoetanol
hatdsatol. Lényegében ugyanis a PAO hatast kellene latni mindkét esetben.

A 3.10,Az eredmények gyakorlati jelent6sége” cim( fejezetben olvashatd a disszertacid 57.
oldalan a kovetkez6 megallapitas:

Az eredmények gyakorlati hasznositasa szempontjabdl az is |ényeges, hogy a jelatviteli
folyamatok nyomon kovetésére kifejlesztett rezonancia energiatranszferen alapuld
modszerek tovabbfejleszthetbek nagy szamu vegyilet hatdsanak ,,high-throughput”



vizsgalatdra.” Meg kell jegyezni, hogy kinai szerz6k (Guo et al(Am J Physiol Cell Physiol 323:
C583-C594, 2022) 6sszefoglald kdzleményukben felhivjak a figyelmet a FRET/BRET
modszerek hidnyossagaira és arra is, hogy az RLuc helyett NanoLuc alkalmazdasdval a fehérje
részletek kozotti tavolsag mérés érzékenysége jelentésen javithatd, tovabba ezen mddszerek
high-throughput assaykben torténé alkalmazasara is hoz példakat. Mi Dr. Balla Andras
véleménye ezekrdl a fejleményekrdl?

Végiil szeretném felhivni Dr. Balla Andras figyelmét arra, hogy a jelatvitel szelektiv agonistak
vizsgdlatan tul érdemes lenne a jelenleg forgalomban 1évé jénéhany AT1R antagonista
gyogyszer viselkedését abbdl a szempontbdl, hogy mutatnak-e jelatvitel szerinti
szelektivitast. Ugyancsak az alapkutatdson tulmendé érdekessége lehet jelatvitel szelektiv
antagonistak kutatdsanak és megfelel6 vegyiiletek felismerése esetén in vivo farmakoldgiai
vizsgdlatuknak és klinikai fejlesztésiik kezdeményezésének.

Osszefoglaldlag megallapitom, hogy Dr. Balla Andrds MTA doktori értekezése kiemelkedd
kutatdmunka jo szinvonalu 6sszefoglaldsa. A disszertacié nyilvanos vitdra bocsajtasat és

sikeres védés esetén az MTA doktora cim odaitélését javasolom.

Tisztelettel,

Dr. Aranyi Péter Budapest, 2024. 09. 15.
a bioldgiai tudomany doktora



