Valasz dr. Madarasz Emilia, az MTA Doktora biralatara

Mindenek el6tt szeretném megkoszonni Madarasz Emilia professzor asszonynak, hogy
dolgozatom birdlatat elvallalta, és azt alapos gondossaggal értékelte. K6szoném tovabbgondoldsra
0sztonz6 megjegyzéseit és kérdéseit, valamint azt, hogy a munkat fontosnak, id6szer(inek tartja. A
dolgozatot érinté megjegyzésekre és kérdésekre az aldbbiakban szeretnék valaszolni.

Orémmel tolt el, hogy a tisztelt birdlé poztivan értékelte a munkam soran alkalmazott
sokoldali megkozelitést és a dolgozat tematikus tagoldsat. Ugyanakkor osztom a professzor asszony
véleményét, hogy tobb téma sem tekinthet6 lezartnak, sajnos nem mindig adddott lehetdség egy
téma folytatasra. Abban is egyetértek, hogy tobb mint egy évtized tavlatabdél, ma mar tébb esetben is
mas megkozelités lenne alkalmazhatd, amelyek tdébb informaciéval szolgdlnak, azonban mindig arra
torekedtem, hogy a rendelkezésre allé legalkalmasabb mddszert valasszam. A dolgozat szerkezetét
illetéen sokaig mérlegeltem, hogy ,klasszikus” formdban irjam-e meg, vagy pedig egy-egy fejezet
eredményeinek bemutatdsat kdvesse az értelmezés is, végll az el6bbi mellett dontottem.

Orémomre szolgal, hogy a professzor asszony a dolgozatot jél érthetének talélta, és pozitivan
értékelte azon torekvésemet, hogy a tulzasokat elkeriilve, magyar kifejezéseket hasznaljak. Sajnalom,
hogy még ha kevés elirds is maradt benne, nem sikeriilt teljesen megszabadulni t6lik. Az abrdkat
igyekeztem mindenitt olyan méretiire késziteni, ami lehet6vé teszi azok eredeti kozlemény nélkuli
értékelését is anélkil, hogy tulzottan nagy terjedelmiek legyenek, lehet, hogy nem minden esetben
sikerlt az idealis kompromisszumot megtaldlni. Az eredményeknél valéban csak a sajat eredmények
bemutatasara szoritkoztam, az irodalmi koérnyezetbe vald beillesztést a klasszikus szakcikk
szerkezetnek megfelel6en a megbeszélés fejezetbe tettem. Ez a szerkezet kétségtelen, hogy egy ilyen
hosszu m( esetén elkerilhetetlen médon sok lapozgatashoz vezet. Remélem azonban, hogy ez nem
befolyasolta nagyon a disszertacio attekinthetGségét.

Egyetértek a tisztelt biraldval abban, hogy a vér-agy gat és az agyi endotél kozé semmi esetre
sem tehetd egyenlGségjel. Viszont kétségtelen, hogy az agyi endotélreteg képezi magdnak a
barriernek az oroszlanrészét. Ma mar klasszikusnak szamito kisérleteiben Reese és Karnowsky (1967)
kimutatta, hogy a torma peroxidaz az endotélsejtek kozo6tti szoros kapcsolatokban “akad el”. A vér-
agy gat tobbi sejtjének elsésorban az a szerepe hogy az endotélsejteket oly mdédon befolyasoljdk,
hogy azok egy jo barrier képezzenek. Természetesen még a hdrom sejtes modell és a vér agy gat kozé
sem tehetd egyenlGségjel, de kétségtelen, hogy ez all a legkdzelebb hozza. Bizonyos esetekben
azonban egy egyszer(bb modell is jol haszndlhatd vér-agy gat modellként, ez az oka annak, hogy
sokszor agyi endotélsejteken kapott eredményeket vér-agy gat jellemz6ként interpretdltam. Azt
viszont semmiképp sem szerettem volna, hogy ez megtéveszté legyen.

Reese TS, Karnovsky MJ. Fine structural localization of a blood-brain barrier to exogenous peroxidase. J Cell Biol. 1967
Jul;34(1):207-17.

1. Junkcionalis fehérjék expresszidjanak sajatsagai a vér-agy gat sejtjeiben

-Hogyan igazolhatd, hogy az occludin-expresszdlé ,neuronok” és asztrocitdk prepardtuma nem tartalmazott mds, pl.
endotél vagy meningedlis sejteket?

-Mivel a disszertaciém témaja a vér-agy gat, ezért a neurondlis tenyészetekkel kapott
eredményeket és mddszereket nem mutattam be részletesen. A tenyészeteket neurofilamentum
festéssel jellemeztiik, amint az az eredeti kdzleményben szerepel, és az emlitett okok miatt nem
részleteztem disszertaciomban. Elnézést, ha ez az egyértelm(iség révdsdra ment. Ezen tulmenden,
agyi endotélsejtek a neuronok esetében alkalmazott tenyésztési koriilmények kozott hosszabb tavon
nem élnek tul. A meningealis sejtek fibroblaszt jellegli sejtek, és fibroblasztokban kisérleteink soran
nem sikerllt occludint kimutatni. Az asztrocita tenyészeteket GFAP festéssel jellemeztiik. Az
kétségtelen, hogy PCR segitségével egész kis mennyiségl szennyezddés is adhat jelet, azonban
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western-blot esetén ez mar jellemz6en nem igy van, és immunfluoreszcens vizsgalatok is
aldtamasztottdk eredményeinket.

-Hogyan érték el a , differencidlt asztroglia” dllapotot, és hogyan tudtak ,segité sejtektdl” mentes, tiszta neuron-készitményt
eléallitani a Western blot vizsgdlatokhoz? Vajon mennyi volt ezekben a tenyészetekben az éretlen asztroglia-progenitor sejt
(amelyek sajdatsdgai nem azonosak az ,érett” glidval, és dltaldban uraljdk az in vitro osztodé asztroglia tenyészeteket)? Az
ugyancsak epitél-kinézetli (!) sejtek occludin festédése, ami a kicsi és s6tét 5.dbrdn kizdrdlag felszini membrdn-festédésnek
latszik, csak GFAP festéssel egyiitt bizonyitand az asztrocitdk és/vagy asztrocita-progenitor sejtek occludin-tartalmdt.

-Az alacsony passzazsszamu, epitél kinézetli, de GFAP pozitiv sejteket tekintettiik
ydifferencidlatlan” asztrocitdknak. Néhany passzalds utan a sejtek morfolégidja megvaltozott, az
epitél kinézetet egy nyulvanyokkal jellemzett morfolégia valtotta fel, természetesen a GFAP
pozitivitds megmaradt, és nestint sem sikeril kimutatni bennik, ezeket tekintettik ,differencialt”
asztrocitaknak. Kétségtelen, hogy tovabbi jellemzés nagymértékben pontositotta volna
eredményeinket, de a megfigyelés annyira Ujszer( volt, hogy miutan megbizonyosodtunk arrdl, hogy
nem artefaktum, igyekeztiink azt a lehet6 leghamarabb publikalni.

-Az | és Il tipusu endotél sejtek kozétti kiilénbség, a megfigyelt morfoldgiai és funkciondlis eltérések nem adddhatnak
egyszertien a sejt-slirliség eltéréseibdl? A sejt-mozgds szamdra rendelkezésre dllo tér minden tenyészetben megszabja a sejt-
motilitdst, ami viszont az ezt segité molekuldris rendszerek (pl. ECM bontds és produkcid) aktivdléddsdval jar. Az igen kicsi és
nem tul j6 mindségli (7.) dbrdn jelentds kiilénbség az | és Il tipusu sejtek kézétt nem ldtszik, de a sejtsiirliség-eltérés
feltételezhetd. A fagokinetikus nyomvonal eltéréseit is csak a sz6vegbdl lehet nyomon kévetni, és a nyomvonal statisztikus
elemzése teljes egészében hidnyzik. Az ECGFokozta fehérje-termelés vdltozdsok kapcsdn is felvetédik a kérdés: kézvetlen
sejt-stabilizalo hatdsrdl van sz, vagy a névekedési faktor hatdsdra megndétt sejtsiirliség okozza a motilitasban és ehhez
kapcsolodé mechanizmusokban Idtott vdltozdsokat?

-A fagokinetikus nyomvonal vizsgdlata soran minden kisérletet haromszor végeztiink el, és
minden tenyésztési korilmény esetén 50 nyomvonal alapjan végeztik a statisztikai elemzést. Ez
terjedelmi okokbdl maradt ki a disszertaciobol. Kétségtelen, hogy a sejtslirliség jelentGs médon képes
befolyasolni a sejtek egyes tulajdonsagait. Amellett, hogy 0sszehasonlithato s(irlségli tenyészeteket
hasznaltunk kisérleteinkhez, néhany valtozas valdszinlitlen, hogy az esetleges sejtslrliségbeli
kiilonbség eredménye lenne. igy példdul az alfa-aktin megjelenése nem varhaté még abban az
esetben sem, ha viltozik a sejtek s(ir(isége, ez inkabb az EMT-re jellemz8. Hasonldan, egyes
junkcionalis fehérjék mennyiségének ilyen erGteljes csokkenése sem jellemzé eltérd s(rliségd, de

konfluens tenyészetek esetében.

2. A szigndltranszdukcid sajatossdgainak vizsgalata agyi endotélsejtekben

i) -Az ionotrép glutamdt-recetorok mRNS-szint(i expresszidjanak igazoldsa agyi endotél sejtekben a szerzé fontos
eredménye, amelyet munkatdrsaival még 1999-ben kézélt. (A dolgozatban bemutatott dbrdn azonban nem ldtszik az
endotélsejtek NR1, NR2A-C és mGIluR expresszidja!). Ma ugyanezen eredmények megerdsitésére mdr valés-idejii PCR
bizonyitékokra lenne sziikség.

- Kimutathatok-e az NMDA és AMPA receptor alegységek fehérje szinten is?

-A disszertacidoban az NR1, NR2A-C és mGluR altal adott jelek, bar ott vannak, valéban
halvanyak (kilonésen az NR2A-C). Ennek oka az expresszié alacsony szintje, amit a nem idealis
nyomdatechnika csak tovabb hangsulyozott. A mellékelt abran meggy6z6bben latszik az expresszid.
Kisérletein soran célunk az expresszid kimutatasa volt, a valds idejli PCR a relativ valtozasok

kimutatasa soran jelentett volna nagy segitséget. Azonban a kisérletek kivitelezésekor még nem allt
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rendelkezésre ez a modszer.

-NMDA és AMPA receptor alegységek fehérje szinten is kimutathatdak agyi endotélsejtekben.
Mi ugyan nem vizsgdltuk a glutamat receptor fehérjék expresszidjat, de vizsgalataink egyértelmuen
azt mutattdk, hpgy funkcionalis NMDA receptorok vannak az agyi endotélsejteken. Mas kutatok
vizsgaltak és mutattak ki kdzvetlenil is glutamat receptor fehérje expressziot agyi endotélsejteken.
igy Reijerkerk és munkatarsai (2010) NR1 receptorok expresszidjat mutattak ki immunfluoreszcens
madszerekkel, de kimutattak AMPA (GIuR1) (Andrds és mtsai., 2007), kainat receptorok (GIuR5-7)
(Newcomb és mtsai., 2008), illetve metabotrép glutamat receptorok jelenlétét is (Collard és mtsai.,
2002).

Reijerkerk A, Kooij G, van der Pol SM, Leyen T, Lakeman K, van Het Hof B, Vivien D, de Vries HE. The NR1 subunit of NMDA
receptor regulates monocyte transmigration through the brain endothelial cell barrier. J Neurochem. 2010 Apr;113(2):447-
53.

Andras IE, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA and AMPA/KA receptors are involved in
glutamate-induced alterations of occludin expression and phosphorylation in brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow
Metab. 2007 Aug;27(8):1431-43.

Newcombe J, Uddin A, Dove R, Patel B, Turski L, Nishizawa Y, Smith T. Glutamate receptor expression in multiple sclerosis
lesions. Brain Pathol. 2008 Jan;18(1):52-61.

Collard CD, Park KA, Montalto MC, Alapati S, Buras JA, Stahl GL, Colgan SP. Neutrophil-derived glutamate regulates vascular
endothelial barrier function. J Biol Chem. 2002 Apr 26;277(17):14801-11.

- A funkciondlis vizsgdlatokat, amelyek kézvetetten igazolhatjgk ezen receptorok funkciondlis jelenlétét olyan magas
glutaminsav-terhelés (2mM) mellett vizsgdltdk, amely messze meghaladja nemcsak az élettanilag relevdns, de a
farmakoldgiai kisérletekben alkalmazott dézisokat is. Van hasonlé vdlasz ennél alacsonyabb Glu-terhelésre is?

-Az alkalmazott glutamat koncentracié valéban relativ magas, f6leg akkor, ha azt az agy
nyugalmi allapotaban mért extracellularis koncentraciéjdhoz viszonyitjuk (a vérben a koncentracié
magasabb, elérheti a 100 mikromdlos nagysagrendet (Leibowitz és mtsai., 2012)). A glutamat
koncentracidja fizioldgids korilmények kozott az extracellularis folyadékban igen alacsony (1-3
pmol/l) (Tossman és mtsai.,, 1986), Ujabb adatok szerint akdr nanomdlos nagysagrendii is lehet,
azonban a teljes agyszovetben mért koncentracid ennél tébb nagysagrenddel magasabb. Példaul
Hawkins és Mans (1983) 12 umol/g koncentraciot mértek, ez jo kozelitéssel 10 mM-os nagysagrendet
jelent, igy nem elképzelhetetlen, hogy jelentds neurdlis sériiléssel jaré folyamatokban lokalisan a
glutamat koncentracié akar a millimdlos nagysagrendet is elérje. Talan ez is magyarazhatja, hogy az
irodalomban gyakran hasznaltak millimélos koncentraciét. igy példaul Andras és munkatarsai (2007)
1 mM glutamat alkalmazasa esetén észleltek csdkkenést a junkcionalis fehérjék expresszidjaban,
ennél kisebb koncentracid hatastalannak bizonyult. Kuhlmann és munkatarsai (2008) 0,25-1 mM
koncentraciétartomanyban mutattak ki transzendotelidlis ellenallas csékkenést.

Leibowitz A, Boyko M, Shapira Y, Zlotnik A. Blood glutamate scavenging: insight into neuroprotection. Int J Mol Sci.
2012;13(8):10041-66.

Tossman U, Jonsson G, Ungerstedt U. Regional distribution and extracellular levels of amino acids in rat central nervous
system. Acta Physiol Scand. 1986 Aug;127(4):533-45.

Hawkins RA, Mans AM. Intermediary metabolism of carbohydrates and other fuels. In: Handbook of Neurochemistry
(Lajtha, A., ed.), pp. 259-294. Plenum Press, New York (1983).

Andrés IE, Deli MA, Veszelka S, Hayashi K, Hennig B, Toborek M. The NMDA and AMPA/KA receptors are involved in
glutamate-induced alterations of occludin expression and phosphorylation in brain endothelial cells. J Cereb Blood Flow
Metab. 2007 Aug;27(8):1431-43.

Kuhlmann CR, Gerigk M, Bender B, Closhen D, Lessmann V, Luhmann HJ. Fluvastatin prevents glutamate-induced blood-
brain-barrier disruption in vitro. Life Sci. 2008 Jun 20;82(25-26):1281-7.

ii) -Az RBE4 patkdny agyi endotél vonalon kapott eredmények kiterjeszthetbk-e az agyi endotél sejtekre, és ha igen, vajon

minden agyi régio endotél sejtjeire?
-Vajon sikeriilt-e azéta tisztdzni a nem-specifikus szerotonin transzport szerepét és jelentGségét?

-Kétségtelen, hogy a sejtvonalak és primér sejtek kozé nem lehet egyenl&ségjelet tenni.
Azonban az agyi endotél sejtvonalak jellemz&en szlikebb fehérje expresszios mintazattal
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rendelkeznek, mint a primér sejtek, igy ha valami jelen van a sejtvonalban, akkor j6 eséllyel jelen lesz
a primér sejtben is. Forditva ez mar nem igaz. Az endotelidlis szerotonin transzporter expresszidjanak
esetleges regiondlis kiilonbségeirsl tudtommal nem all rendelkezésre informacio.

-A szerotonin transzporter mellett mdas SLC transzporterek is szerepet jatszhatnak a
szerotonin transzportjdban, amelyek nem Na® érzékenyek, mint az SLC22al1-3 (Oct), az SLC29a4
(Pmat) és az SLC47al (Matel). Ezek szerepe azonban a szerotonin transzportjaban nem tekintheté
tisztazottnak. Neheziti a kérdés megitélését, hogy az egyes transzporterek expresszidja nagyfoku faji
kiilonbségeket mutat. Mig patkanyban egy funkciondlis Pmat-ot sikerilt jellemezni, aminek az agybol
a vér iranyaba torténd transzportban lehet szerepe, hozzajarulva e neurotranszmitter agybdl valo
eltdvolitdsdhoz (Okura és mtsai., 2011), addig egérben példaul nem sikerdlt funkcionalis, szerotonint
transzportald fehérjét kimutatni a vér agy gatban, igy itt a nem carrier medidlta transzport
dominalhat, ami igen alacsony szin(i (André és mtsai., 2012). Ez védheti a kdzponti idegrendszert a
vérben levé biogén aminoktdl, ugyanakkor csokkentheti az agybdl vald eltavolitast is. Ugyanakkor az
agyi endotélium MAO aktivitdsa is hozzajarulhat a szerotonin szint szabalyozasahoz.

Okura T, Kato S, Takano Y, Sato T, Yamashita A, Morimoto R, Ohtsuki S, TerasakiT, Deguchi Y. Functional characterization of
rat plasma membrane monoamine transporter in the blood-brain and blood-cerebrospinal fluid barriers. J Pharm Sci. 2011
Sep;100(9):3924-38.

André P, Saubaméa B, Cochois-Guégan V, Marie-Claire C, Cattelotte J, Smirnova M, Schinkel AH, Scherrmann JM, Cisternino
S. Transport of biogenic amine neurotransmitters at the mouse blood-retina and blood-brain barriers by uptakel and
uptake2. J Cereb Blood Flow Metab. 2012 Nov;32(11):1989-2001.

iii) A Ca2+ -hidny esetén fellépé endotél-morfoldgia vdltozdsait és a Rho-kindz ebben jdtszott szerepét értékelhets, szép
immuncitokémiai és AMF képekkel mutatja be. A Ca-hidnyos sejtek alakvdltozdsa nem vdratlan (bdr tudomdnyos
igazoldsdhoz az AFM mérések statisztikai elemzésére is sziikség lett volna). A jelenséget kiséré sejtfelszini zonulin-1 és
claudin-5 dtrendezddés fontos eredmény. A dolgozatban bemutatott modszer- és kisérlettdr ismeretében azonban felvetédik
a kérdés:

- miért nem vizsgdltdk a ZO-1 és Claudin-5 intracelluldris ,sorsat” az dtrendez6dések sordn? Ezek a fehérjék a membrdnbdl
valé , kivonddds” sordn lebomlanak vagy intracelluldrisan megérzédnek és a visszarendezddés sordn ujra beépiilnek, esetleg
fontos kézvetit6i gyors magi reakcioknak?

- vajon a Rho-kindz szerepének vizsgdlatai soran miért nem mérték a transzendotelidlis elektromos rezisztencidt?

-Immunfluoreszcens vizsgalataink alapjan Ca** megvonas hatdsara a junkciondlis fehérjék a
membranbdl eltlinnek, de annak kozelében maradnak, és kolokalizdlnak a kialakuld periférias
aktingyrivel. Az, hogy Ca** visszaadas hatdsara a junkciok hamar visszaalakulnak, szintén arra utal,
hogy a fehérjék nem bomlanak le. Epitélsejtekben kimutattak, hogy a Ca** megvonds a junkcionalis
fehérjék klatrin-medialta endocitézisat okozza (lvanov és mtsai., 2004), és a fizioldgias extracelluldris
Ca’* szint visszaallitdsa sordn a junkcionalis fehérjék valdszinileg ezen intracellularis raktarakbdl
jutnak vissza a sejt-sejt kapcsolatokba. Endotélsejtekben feltételezhet6en egy hasonlé mechanizmus
jatszodik le, azonban — bar probalkoztunk vele — ezt nem sikerilt bizonyitanunk. Ennek technikai okai
voltak, ugyanis endocitdzis gatldsara csupan aspecifikus maddszerek 4alltak rendelkezésiinkre
(hipertdnids szukrdz, pH csokkenés vagy fenilarzén oxid alkalmazasa), amelyek azonban sejtjeinkben
citotoxikusnak bizonyultak.

-Egyetértek a professzor asszonnyal, hogy a TEER mérések valdban szépen kiegészitették
volna az elvégzett kisérleteket. Dolgozatomba ez ugyan nem kerilt be, de szamos kisérleti
eredményilnk azt mutatja, hogy a Rho kinaz gatlasa kontroll kérilmények kdzott néveli a TEER-t, és
gatolja annak csokkenését kilonb6z6 agensek altal kivaltott junkciondlis sériilések esetén is (pl.
dasatinib hatdsara). Ugyanakkor a mi kozleménylinkkel egyidGben jelent meg egy tanulmany, amely
kimutatta, hogy bélepitélsejtekben is a Rho kindz medidlja a Ca®* megvonas okozta junkcionalis
atrendezédést (Samarin és mtsai., 2007), és ebben igazoltak, hogy a ROCK gatlas megakadalyozza a
Ca’* deplécio altal okozott rezisztencia csokkenést.

Ivanov Al, Nusrat A, Parkos CA. Endocytosis of epithelial apical junctional proteins by a clathrin-mediated pathway into a
unique storage compartment. Mol Biol Cell. 2004 Jan;15(1):176-88.
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Samarin SN, Ivanov Al, Flatau G, Parkos CA, Nusrat A. Rho/Rho-associated kinase-Il signaling mediates disassembly of
epithelial apical junctions. Mol Biol Cell. 2007 Sep;18(9):3429-39.

iv) A ZO-2 szerepe a jeltovdbbitdsban. Ennek a kérdéskérnek a vizsgdlata, szamomra, a dolgozat legérdekesebb része.
-Kérdezném, mit lehet 2013-ban tudni a ZO-2 magi, esetleges génaktivdcios hatdsairdl.

-Orémmel tdlt el, hogy a ZO-2 szignaltranszdukcidban betdltdtt szerepének vizsgalata
felkeltette tisztelt biralom érdeklédését. Amikor elsé kisérleteinket végeztiik, igencsak meglepd volt
Z0-2 festést a magban latni. Mivel addig csak egy kozleményben irtdk le, hogy junkcionadlis fehérje
jelen lehet a magban (Z0-1), hosszu idének kellet eltelnie addig, amig meggy6z4dtink rdla, hogy a
jelenség nem artefactum. Az aldbbiakban foglalom Ossze azokat a fehérjéket, amelyekhez jelen
ismereteink szerint a ZO-2 kapcsolddni képes, és amelyek szerepet jatszhatnak a ZO-2 magi
funkcidinak elldtdsaban:

- Fos, Jun és C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) transzkripcids faktorok. A ZO-2-nek az AP1
transzkripcids faktorokhoz valé kot6dése, az altala szabdlyozott gének expresszidjanak gatldsahoz
vezet (Betanzos és mtsai., 2004).

- YAP2 (Yes kinase-associated protein 2). A ZO-2-vel valé magi kapcsolata fokozza a proapoptotikus
hatasat (Oka és mtsai.,2012).

- TAZ (transcriptional coactivator with PDZ binding motif). ZO-2-vel vald kapcsolata szabalyozza magi
lokalizacidjat (Remue és mtsai., 2010).

- STAT1. Vaszkuldris simaizomsejtek proliferaciéjat szabalyozza (Kusch és mtsai., 2009).

- ARVCF (armadillo-repeat protein of the p120(ctn) family). ZO-2-vel vald kapcsolata szabdlyozza magi
lokalizacidjat (Kausalya és mtsai., 2004).

- ZASP (Z0-2 associated speckle protein). Gatolja a ZO-2 ciklin D1-re gyakorolt gatlé hatasat (Lechuga
és mtsai., 2010).

- LASP1 (LIM and SH3 protein 1). A LASP1 PKA 4ltali foszforilaciéja a LASP1/Z0-2 komplexum magba
torténd vandorlasat eredményezi (Mihlan és mtsai., 2012).

A Z0-2 sejtciklus szabdlyozdsaban betoltott szerepét tamasztja ald az a megfigyelés, miszerint e
fehérje a sejtciklus G1 fazisaban képes a magba vandorolni, majd a mitdzis soran kivandorol onnan,
és gatolja a ciklin D1 fehérje expresszidjat myc-en keresztll (Gonzalez Mariscal és mtsai., 2009). A
Z0-2 gatolja a GSK3béta gatldé foszforilalasat, és az igy aktivalt GSK3béta a Wnt uUtvonal gatlasa
mellett szdmos gén expresszidjat szabdlyozhatja (Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2012). A transzkripcids
faktorok mellet a ZO-2 a magban kapcsolédik még laminB1l-hez, SC-35-h6z és Ptdins4,5P2-hoz
(Gonzalez-Mariscal és mtsai., 2012).

Betanzos A, Huerta M, Lopez-Bayghen E, Azuara E, Amerena J, Gonzalez-Mariscal L.The tight junction protein ZO-
2 associates with Jun, Fos and C/EBP transcription factors in epithelial cells. Exp Cell Res. 2004 Jan 1;292(1):51-66.

Oka T, Schmitt AP, Sudol M. Opposing roles of angiomotin-like-1 and zona occludens-2 on pro-apoptotic function of YAP.
Oncogene. 2012 Jan 5;31(1):128-34.

Remue E, Meerschaert K, Oka T, Boucherie C, Vandekerckhove J, Sudol M, Gettemans J. TAZ interacts with zonula
occludens-1 and -2 proteins in a PDZ-1 dependent manner. FEBS Lett. 2010 Oct 8;584(19):4175-80.

Kusch A, Tkachuk S, Tkachuk N, Patecki M, Park JK, Dietz R, Haller H, Dumler I. The tight junction protein ZO-2 mediates
proliferation of vascular smooth muscle cells via regulation of Statl. Cardiovasc Res. 2009 Jul 1;83(1):115-22.

Kausalya PJ, Phua DC, Hunziker W. Association of ARVCF with zonula occludens (ZO)-1 and ZO-2: binding to PDZ-domain
proteins and cell-cell adhesion regulate plasma membrane and nuclear localization of ARVCF. Mol Biol Cell. 2004
Dec;15(12):5503-15.

Lechuga S, Alarcén L, Solano J, Huerta M, Lopez-Bayghen E, Gonzalez-Mariscal L. Identification of ZASP, a novel protein
associated to Zona occludens-2. Exp Cell Res. 2010 Nov 15;316(19):3124-39.

Mihlan S, ReiR C, Thalheimer P, Herterich S, Gaetzner S, Kremerskothen J, Pavenstadt HJ, Lewandrowski U, Sickmann A, Butt
E. Nuclear import of LASP-1 is regulated by phosphorylation and dynamic protein-protein interactions. Oncogene. 2012 Jun
4. doi: 10.1038/0onc.2012.216.

Gonzalez-Mariscal L, Tapia R, Huerta M, Lopez-Bayghen E. The tight junction protein ZO-2 blocks cell cycle progression and
inhibits cyclin D1 expression. Ann N Y Acad Sci. 2009 May;1165:121-5.

Gonzalez-Mariscal L, Bautista P, Lechuga S, Quiros M. ZO-2, a tight junction scaffold protein involved in the regulation of cell
proliferation and apoptosis. Ann N 'Y Acad Sci. 2012 Jun;1257:133-41.
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3. Az agyi endotélsejtek patoldgias koriilmények kozott: extracellularis stresszfaktorok hatasa.

i) Hipoxia hatdsainak vizsgdlataival kapcsolatban felvetdik a régi kérdés: milyen eltérések vdrhatdk az anoxia és hipoxia
sejtbioldgiai kévetkezményei kézott? A vizsgdlatok sordn a sejteket (sajnos nem mindeniitt egyértelmd, hogy milyen
sejteket) 16 ordn dt tartottdk O2-mentes gdzkérnyezetben. Hogy ezzel anoxids kériilményeket, illetve milyen mértéki
hipoxidt értek el, az a leirdsbdl nem itélheté meg; ehhez tudni kéne az el6zetesen normoxids folyadék és az oxigén-mentes
légtér térfogatait. A hosszas 02-elvonds, nem meglepd modon, a sejt-kapcsolatok kdrosoddsadval jar, hiszen — az ismert
élettani tétel szerint — elséként a specializalt sejtfunkciok kdarosodnak, a sejt integritdsdt fenntarto folyamatok hosszabban
ellendlinak. A bemutatott ERK-aktivdcio azonban hozzdjdrulhat a jelenség megértéséhez.

-A hipoxia, amint azt az elnevezése is tiikrozi, egy alacsony oxigén koncentrdciét jelent, ami
fokozatosan mehet at teljes oxigénhidnyba. ValdszinUsithet6, hogy a bioldgiai hatasokat és azok
sulyossagat illetéen is egy hasonld atmenetrél beszélhetiink. Kisérleteink soran, amelyekben egér
agyi endotélsejt vonalat hasznaltunk, nem volt arra technikai lehetdséglink, hogy egy zart
rendszerben kb. 1 ml térfogatu tapfolyadékban megmérjik az oxigén koncentracidjat. Azonban a
tapfolyadékot a kisérlet megkezdése el6tt alaposan atdramoltattuk egy 95% N,-t és 5% CO,-t
tartalmazé gazeleggyel, majd a zart kamrat is, mielStt a sejteket belehelyeztiik volna. igy

sy s

valdszinlsithetd, hogy a sejtek igen alacsony oxigén koncentracidju kbrnyezetben voltak.

Bdr patofizioldgiai, de akdr laboratériumi feltételek mellett is nehéz a hipoxiat és reoxigendciot elkiiléniteni, a hosszas
hipoxidnak kitett sejtek fiziolégids dllapotdt érdemes lett volna alaposabban megvizsgdini.

- Mérték-e a vizsgalt paramétereket kdzvetleniil a hipoxids kezelés utdn?

Az LDH toxicitds teszt erre nem a megfelel6 modszer: csak akkor jelez, amikor a pusztulo sejtekbél mdr kiszabadulnak
citoplazma-komponensek. Az eldidézett ,patoldgids” sejtdllapot meghatdrozdsdara mdr csak azért is sziikség lett volna, mert
a hipoxidt reoxigendcio kévette, amelyet a Szerzé egyértelmiien oxidativ stresszként, a bekévetkezett valtozdsokat oxidativ
stresszre adott sejtvdlaszként kezeli. Ennek igazoldsdra az elGzetes hipoxia-okozta hatdsokat mindenképpen figyelembe
kellene venni.

—A 30. dbrdn a bemutatott junkciondlis fehérje csékkenés nehezen igazolhatd. Ebben az esetben legaldbb denzitometrids
kiértékelés kellene a kdvetkeztetés aldtamasztdsdra.

-Egyetértek a professzor asszonnyal, hogy igen nehéz fizioldgids koriilmények kozott a
hipoxiat és reoxigenaciot elkiloniteni. A kizardlag a hipoxia altal kivaltott valaszokat nem vizsgaltuk.
Mivel mar a hipoxia is okozhat oxidativ stresszt, ezért dontottiink dgy, hogy az agyi keringés
csokkenését, esetleg ledllasat jobban tiikr6z6 glikdézmentes allapot vizsgdlatara terjesztjik ki
kisérleteinket.

-A kilonb6z4 toxicitasi tesztek (LDH, MTT, “neutral red” ATP koncentraciomérés) valtozo
érzékenységlek, és fliggenek a toxicitas jellegétdl is (Weyermann és mtsai., 2005). Bar valdban az
LDH a legkevésbé “ézékeny”, azért valasztottuk ezt a modszert, mert a sulyos sejtsérilés-
sejtpusztulds altal okozott valtozasokat akartuk kiszlirni. A metabolikus aktivitason alapuld mérések
minden bizonnyal adtak volna jelet, hisz az nagy valdszintiséggel csdkken a hipoxia soran.

-A 30-as abra négy fliggetlen kisérletbél egy reprezentativ blottot mutat be, ennek jelzése az
abraaldirdsbdl sajnos kimaradt.

Weyermann J, Lochmann D, Zimmer A. A practical note on the use of cytotoxicity assays. Int J Pharm. 2005 Jan
20;288(2):369-76.

ii) Az in vitro O2- és tdpanyag-elldtottsdg vizsgdlatait jol egészitik ki az in vivo vérzéses sokk kisérletek, amelyek a
kismolekuldju anyagok szelektiv dtjutds-névekedésével tovdabb valdszinisitik, hogy els6ként a vér-agy gdt paracelluldris
ellendlldsa kdrosodik. A bemutatott 35. dbrdval kapcsolatban azonban meg kell jegyezni, hogy azon jészerével csak a
magyardzo nyilak Idthatok. A permeabilitds meghatdrozds modszerével kapcsolatban kérdezném: a kis-molekuldju
flureszcens jelz6 anyag és az EvansBlue-Albumin komplexum feltehetGen eltéré mértékben kétédik ,,nem-specifikus” médon
az érfalakhoz. Mennyiben befolydsolhatja ez a nem-specifikus lerakédds a permedbilitds fotometrikus meghatdrozdsdt, ha
az teljes szévet-homogenizatumbdl térténik?

-A  35-0s abran igyekeztiink kivalasztani egy olyan agyi teriileteket, amely a
legreprezentativabb mdédon mutaja be a shock soran észlelt valtozasokat. Ez magyarazza, hogy rajtuk



gyakorlatilag egy érszakasz lathatd, a fels6 sor esetében tébb mint 200 mikron hosszan. A
permeabilitds mérés soran az agyat PBS-el atmossuk, mert az erekben maradd festék valdban
jelentésen befolyasolnd a méréseket. Ily mddon viszont, amint azt szdvettani metszeten végzett
fluoreszcens vizsgalataink mutatjak, nem marad kitapadt festék az érfalon.

iii) A vér-agy gdt gyulladdsos folyamatokban : TLR2/6 szerepe
-A 36. dbrdn ldthatd, hogy a HUCMEC/D3 endotél sejtvonal expresszdl TLR4-t, mig a primér patkdny endotél sejtek nem.
Vajon a primér human endotélre is jellemzé a TLR4?

-Mi a kisérleteink soran valdban nem tudtunk kimutatni TLR4-et primér patkany agyi
endotélsejteken. Irodalmi adatok alapjan fizioldgias koriilmények kdzott a TLR4 igen alacsony szinten
van jelen agyi endotélsejtekben, am expresszidja indukdlhaté pl. LPS-sel (Singh és Jiang, 2004).
Primér human agyi endotélsejteken tudtommal nem vizsgdltak TLR expressziot, és egy ilyen
vizsgalatot nagymértékben megnehezitene az, hogy j0 minségl primér human agyi endotél igen
nehezen hozzaférhet6. Azonban azt varnam, hogy a human sejtvonalhoz hasonldan a primér sejtek,
ha fizioldgias korilmények kozott alacsony szinten is, de expresszalnak TLR4-et.

Singh AK, Jiang Y. How does peripheral lipopolysaccharide induce gene expression in the brain of rats? Toxicology. 2004 Sep
1;201(1-3):197-207.

-A 37. dbrdn lathatd érdekes effektus, hogy metabolikus stressz (dimetil-naftokinon) hatdsdra az ésszes vizsgdlt TLR (2,3,4,6)
expresszio megné D3 sejtekben. Miutdn ezt a jelenséget a Szerzé nem diszkutdlja, itt teszem fel a kérdést: hogyan vezethet a
metabolikus stressz a TLR expresszié névekedésére?

-A DMNQ-t (2,3-dimetil-1,4-naftokinon) széles kdrben alkalmazzak oxidativ stressz kivaltasara
(Dooley és mtsai., 2004), és mi is e célbdl hasznaltuk. Az oxidativ stressz viszont ismert, hogy
kiilonboz6 sejttipusokban képes aktivalni a TLR-eket (Roop és mtsai.,, 2010), ami részben
magyarazhatja az iszkémias folyamatokhoz tarsuld gyulladasos jelenségeket. A kapcsolat alapjaul egy
lehetséges molekularis mechanizmus a HIF-1alfan keresztiil vezethet. Az oxidativ stressz megndveli a
HIF-1alfa expresszidjat (Pialoux és mtsai., 2009), és példaul a TLR4 promodtere tartalmaz HIF-1alfa
koté motivumot (Kim és mtsai., 2010), amelyen keresztil novekedhet a gén expresszidja.

Dooley CT, Dore TM, Hanson GT, Jackson WC, Remington SJ, Tsien RY. Imaging dynamic redox changes in mammalian cells
with green fluorescent protein indicators. J Biol Chem. 2004 May 21;279(21):22284-93.

Roop Gill, BM, MRCS, Allan Tsung, MD, and Timothy R. Billiar, MD. Linking oxidative stress to inflammation: toll-like
receptorsFree Radic Biol Med. 2010 May 1; 48(9): 1121-1132.

Pialoux V, Mounier R, Brown AD, Steinback CD, Rawling JM, Poulin MJ. Relationship between oxidative stress and HIF-1
alpha mRNA during sustained hypoxia in humans. Free Radic Biol Med. 2009 Jan 15;46(2):321-6.

Kim SY, Choi YJ, Joung SM, Lee BH, Jung YS, Lee JY. Hypoxic stress up-regulates the expression of Toll-like receptor 4 in
macrophages via hypoxia-inducible factor. Immunology. 2010 Apr;129(4):516-24.

-A 39. dbra grafikonjardl a szignifikanciat jelzé csillagok lemaradtak.

-A 40. és 41. dbra immuncitokémiai képeinek értékelésekor megint csak a széveg segit: az abrak minésége nem engedi meg
kévetkeztetések levondsdt.

-A 39-es abrardl a beillesztés soran valdéban lemaradtak a szignifikanciat jelz6 csillagok.
Szignifikans az 50 és 100 pg-os kezelés soran észlelt csokkenés.

-A 40-es és 4l-es abrdk esetében igyekeztem a kozleményben megjelenthez hasonld
dbraméretet alkalmazni, ami nem foglal tul sok helyet, és az informaciék még latszanak rajta.
Sajnalom, hogy nem sikertlt mindig az idealis kompromisszumot megtaldlnom.

iv) -A dohdnyfiist egyes Gsszetevéinek hatdsa a vér-agy gdtra fejezet fontos és hasznos vizsgalatokat mutat be. Agyi endotél
sejtek tenyészeteit kezelték 5 — 24 6rdn dat 0,1 — 100 uM-os nikotin vagy 30uM-os fenantrén oldatokkal. A vdlasztott
koncentrdciéo gyakran olyan magas, hogy azt cigarettdzdssal ugyancsak nehezen lehetne elérni (30uM-os fenantrén
koncentrdcio eléréséhez pl. kb. 2 percenként kellene egy erds cigarettdt elszivni); szerencsésebb lett volna fejezetnek a
nikotin- vagy fenantrén-hatds vizsgdlata cimet adni.



- A nikotin- és/vagy policiklusos szénhidrogének hatdsdra megvdltozo fehérjékrél nyert proteomikai eredményeket érdemes
lett volna egy tabldzatban bemutatni.

-Az alkalmazott koncentracidk valéban magasak. Nikotin esetében ennek egyik oka, hogy a
patkany kevésbé érzkeny ra (LD50: 50 mg/kg), mint az ember (LD50: 0,5-1 mg/kg), masrészt pedig igy
szerettiik volna részben kompenzalni azt, hogy tobb hdénapig tarté kezelés in vitro modellen nem
kivitelezhet6. Alacsonyabb koncentracié alkalmazdsa sordan nem észleltlink eltérést a junkciondlis
fehérjék expresszidjaban és a transzendotelidlis elektromos ellendlldsban. A kdvetkeztetésiink is az,
hogy 6nmagdban a nikotin és a fenantrén olyan koncentracidban, ami in vivo is elképzelhetd, révid
tdvon nem okoz endotelidlis permeabilitds valtozast, viszont az oxidativ stressz altal kivaltott hatast
potencirozhatja.

-A proteomikai vizsgalatok eredménye azért nem keriilt teljes egészében bemutatdsra, mert
csak a relevans véltozdsokat szerettem volna ismertetni.

v) Az occludin lebontdsdnak nechanizmusa

- A claudin-1 expresszié legaldbbis normdl (humdn) agyban rendkiviil alacsony (Hewitt, BMC Cancer 2006, 6:186 ) Vajon
endotél sejtekben a claudin-5 hasonld lebomldsi sajatsdgokat mutathat? A claudin-20-ndl tébb isoformdjanak mindegyikére
igaz lehet a lassu turnover és a lebontds utvonalai biztosan azonosak fajtdl és sejttipustdl fiiggetleniil?

- Az occludinhoz kapcsolodo fehérjéket ,elézetes éleszt6 kettds hibrid vizsgdlatokkal” vdlasztottdk ki: ki végezte ezeket a
vizsgdlatokat - a modszer-leirdsok kézott nem szerepel

- 48. dbra: miért nem Idthato a nagy moltémegl occludin-ltch komplexum an anti-occludin immunprecipitdcio és
immunfestés utdn (1.sdv)? Mit jelent a HC és LC, minek a nehéz vagy kénnyd ldncdrdl van sz6?

-A junkcionalis fehérjék lebontasardl agyi endotélsejtekben nem all rendelkezésre kdzvetlen
informdcid. Kéldokvéna endotélsejtekben (HUVEC) a claudin-5 felezési ideje mintegy 70 perc, ami egy
membranfehérje esetén roévidnek mondhaté. A lebontdsi folyamatban szerepet jatszik a claudin-
5 199-es lizinen torténd ubiquitinacidja, amit proteaszomalis degradacio kovet, illetve szerepe van
egy ubiquitinaciotdl flggetlen lizoszémalis degradacidnak is (Mandel és mtsai.,, 2012). Retinalis
endotélsejtekben egy ennél sokkal hosszabb felezési id6t mértek, ami nem volt gdatolhato
proteaszdma inhibitorral (Murakami és mtsai., 2009). MDCK sejtekben egy ubiquitindcié fliggd, de
lizoszomalis degradaciét figyeltek meg claudin-1,-2, és -4 esetén (Takahashi és mtsai., 2009). Egy
masik munkacsoport mintegy 4 éra felezési id6t mért claudin-4 esetében, illetve tobb mint 12-6t
claudin-2 esetében, és a stabilitds meghatarozasaban dontd szerepe volt a claudinok citoplazmatikus
végeinek (Van ltallie és mtsai.,, 2004). Az eddigi eredmények alapjan valdszin(sithetd, hogy a
claudinok turnovere és lebontasi mechanizmusa sejtfligga.

-Az éleszt6 kettds hibrid kisérleteket az ,Institute of Molecular Biology”-ban (Salzburg,
Ausztria) kutatécsoportbeli kollégam végezte. Bar én is aktiv résztvevdje voltam a projektnek, ezt a
konkrét kisérletet nem én végeztem el, ezért nem keriilt a dolgozatba részletes bemutatasa.

-A 48-as dbra 1-es sdvja egy occludin immunprecipitaciot és occludin festést mutat. A
precipitalast kovets elektroforézishez a mintakat az altalanos western-blot protokoll szerint olyan
kortulmények kozott végeztik, amelyek soran a fehérje komplexumok jellemz6en szétesnek. Az LC és
HC a precipitdlds soran hasznalt ellenanyagok konny(i és nehéz lancai.

Mandel I, Paperna T, Volkowich A, Merhav M, Glass-Marmor L, Miller A. The ubiquitin-proteasome pathway
regulates claudin 5 degradation. J Cell Biochem. 2012 Jul;113(7):2415-23.

Murakami T, Felinski EA, Antonetti DA. Occludin phosphorylation and ubiquitination regulate tight junction trafficking and
vascular endothelial growth factor-induced permeability. J Biol Chem. 2009 Jul 31;284(31):21036-46.

Takahashi S, Iwamoto N, Sasaki H, Ohashi M, Oda Y, Tsukita S,Furuse M.The E3 ubi uitin ligase LNX1p80 promotes the
removal of claudins from tight junctions in MDCK cells. J Cell Sci. 2009 Apr 1;122(Pt 7):985-94.

Van ltallie CM, Colegio OR, Anderson JM. The cytoplasmic tails of claudins can influence tight junction barrier properties
through effects on protein stability. ] Membr Biol. 2004 May 1;199(1):29-38.

vi) -Az oxidativ stressz dltal okozott cito- és genotoxikus hatdsok vizsgdlata vér-agy gdt sejtekben. Ezt a fejezetet jo lett volna
dsszevonni az 5.3.1. A hipoxia hatdsa a junkciondlis komplexum miikédésére” cim(i fejezettel. Igazi genotoxicitdsi mérés —a



leirtak alapjan — nem tértént, az apoptotikus és nekrotikus sejt-ardnyok megaddsa pedig éppenséggel hidnyzik az 5.3.1.
fejezetbdl.

- A p53-expresszio névekedése hipoxia/reoxiddcié hatdsdra nem meglepd; de a ,,mikronukleoszos” sejtekrél jo lett volna
legaldbb egy dbrat mutatni

- Az asztrocitdk nagy ellendllé képessége hipoxia/oxidativ stressz/éhezés hatdsaival szemben szintén ismert. Az azonban
nem vildgos, hogy milyen asztrocita tenyészeteken vizsgadltdk a hatdst és hasonlitottdk dssze a sertés agyi endotél sejteken
mért hatdsokkal. Az Anyag és Mddszer fejezet szerint asztrocita tenyészeteket csak egér és patkdny agybdl készitettek.

-A tisztelt birdlé felveti, hogy érdemes let volna az 5.3.6. fejezetet (Az oxidativ stressz altal
okozott cito- és genotoxikus hatdsok vizsgdlata a vér-agy gat sejtjeiben) az 5.3.1. (A hipoxia hatasa a
junkcionalis komplexum mikodésére) fejezettel 6sszevonni. Azért dontottem a kiilon fejezet mellett,
mert az 5.3.1. fejezetet egy sor olyan fejezet koveti, ami a junkcionalis komplexum m(ikodésérgl szdl,
és ezt a gondolatsort nem szerettem volna megbontani egy junkcionalis komplexum m{ikodését nem
érinté gondolatsorral. Bar tébb mddszer is rendelkezésre all, a mikronukleuszos sejtek vizsgalata
limitacioi ellenére is egy széles korben elfogadott mddszer a genotoxikus hatasok vizsgéalatara (Kirsch-
Volders és mtsai., 2011). Az 5.3.1. fejezetben csak az oxidativ stressz altal kivaltott
membransériléssel jard toxikus hatdsokat vizsgaltuk, és nem vizsgaltuk az apoptotikus és nekrotikus
sejtek aranyat.

-A mikronukleuszos sejtek aranyardl terjedelmi okokbdl csak a statisztikai analizist mutattam
be, mert Ugy gondoltam, hogy nem hordozott volna plusz informaciét egy abra bemutatasa.

-A neuronokhoz képest valdban ismert volt az asztrocitak relativ ellendlldképessége, azonban
kivancsiak voltunk, hogy ez hogyan viszonyul az endotélsejtek ellenalléképességéhez, amelyek
szintén ellenallébaknak tekinthetSk a neuronokhoz képest. A kisérletsorozatban egér asztrocitakat és
egy spontdn sertés agyi endotélsejt vonalat hasznaltunk. Azért dontottiink sertés agyi endotélsejt
alkalmazasa mellett, mert az oxidativ stressz junkcionadlis komplexumra gyakorolt hatdsanak
vizsgalata sordn nem tapasztaltunk kilénbséget az egér és sertés sejtvonalaink valaszreakcidi kozott,
de a sertés sejtvonal stabilabbnak, jobb vér-agy gat tulajdonsagokkal rendelkez6nek bizonyult.
Primér sertés asztrocita az adott koriilmények kézott nem allt rendelkezésre.

Kirsch-Volders M, Decordier I, Elhajouji A, Plas G, Aardema MJ,Fenech M. In vitro genotoxicity testing using the
micronucleus assay in cell lines, human lymphocytes and 3D human skin models. Mutagenesis. 2011 Jan;26(1):177-84.

vii) Hiperozmotikus mannitol hatdsa az agyi endotél sejtekre

-Az endotélsejtek morfoldgiai vdltozdsa ozmdtikus stresszre igen érdekes fejezet. Morfoldgiai és molekuldris bioldgiai
mddszerek 6tvézésével igazolja, hogy a hiperozmotikus sejt-reakcio nem a viz passziv ujra-eloszldsdrol szol. Az AFM-mel
vizsgadlt morfoldgiai vdltozdsok leirdsdndl szerepel, hogy (pp.92: ,,....a legnagyobb sejtmagassdg 2 um volt”. Itt a Szerzd
valésziniileg a sejt-szélekre gondolt; az EM képen (61.11 a,b,) is Idthatd, hogy a magot is tartalmazé régid, értelemszeriien
ennél ,magasabb”. Az él§ sejteken AFM adatokkal valo dsszevetésnek az a nehézsége, hogy az adatok egy adott ,vonal”
mentén, adott id6pontban mért értékek, amelyek nem tiikrézhetik az él6 sejtben dllanddan zajlé mag/citoplazma-mozgds
okozta vdltozdsokat. A ,vonal” a miiszer szamdra ,régzitett” poziciot jelent, az élé sejt vagy az dllanddan helyet vdltoztato
sejtmag szempontjabdl azonban nem. A mérésbél levont kévetkeztetés akkor lenne indokolt, ha statisztikusan igazoltdk
volna, hogy mannitol-kezelés nélkiil legaldbb 10 sejten mért vonal-menti értékek vdltozdsa kisebb, mint az ugyanennyi
mannitol kezelt sejten mért eltolodds. A leirdsbdl nem deriil ki, hogy hdny sejten mérték a magassdg-vdltozdasokat és a
Young-moduluszt (bdr ez utébbindl szérds-értékek szerepelnek).

-Erés hiperozmotikus kezelés hatdsdra a sejt szinte teljes ,gépezete” - szabdlyozo vagy szabdlyozott mindségben - reagdl. Az
Ax| gyors foszforildciéja és hasaddsa fontos eredmény, és a tovdbbiakban sokat segithet abban, hogy eligazodhassunk a
vdlaszreakcié-szévevényben. Az azonban, hogy mi (vagy mik) inditja(k) el — molekuldris értelemben — a hiperozmozisra adott
sejg\s/dlaszt, ugy tlinik még mindig nem vildgos. Mi errél a Szeré véleménye?

N Control
& Mannitol -Az agyi endotélsejtek igen lapos sejtek, és tobb szaz sejten

végzett mérések alapjan allithatd, hogy magassaguk rendszerint a magot
+++tartalmazo régidban sem haladja meg a 2-3 mikront. A bemutatott
AFM képen a szagatott vonal mentén végzett mérés érint magi régiot, és
itt a magassag kicsit tobb mint 2 mikron. A mellette levé EM abran is 2-3
mikron a sejt vastagsaga a magnal, igy a 2 mikron valéban kicsit alabecsult
00 S erthe nucius owoinoes  €rték. A magassagmérésrdl is késziilt statisztikai analizis, ami terjedelmi

Cell region

9



okokbdl csak az eredeti kézleményben szerepel. Eziton mellékelem a hidnyolt informaciot. A
magassagot és a Young moduluszt 3 flggetlen kisérletsorozatban alkalmanként tobb tiz sejten
mértik meg.

Az AFM képalkotas soran rendszerint egy 40 x 40 mikron méretd teriiletet szkenneltiink 256 x 256
képpontos felbontasban, 50 mikron/s sebességgel, igy a kép elkészitése néhany percet vett igénybe,
és a teljes teriilet le lett szkennelve. A magassag megallapitasahoz a kész képen lehet tetszbleges
vonal mentén mérni a magassagot, a magassagi kép mérés nélil is érzékelteti sziirkearnyalatos kdd
alapjan a magassagot. Kétségtelen, hogy az AFM nem alkalmas gyors (masodpercek alatt lezajld)
folyamatok nyomon kovetésére.

-A hiperozmdzisra adott sejtvdlasz molekularis mechanizmusai nem tekinthetéek kell6en
ozmotikus agensekkel sikerilt el6idézni, sejtpermedbilis anyagok, mint az urea, nem indukaltak
valtozast. Mivel ez utébbi esetben nem alakul ki ozmotikus gradiens és térfogat valtozds sem,
feltételezziik, hogy a sejtek térfogatvaltozasa fontos |épés e szignalizacids utak aktivalasa soran. igy
felvet6dik a celluldris mechanoreceptorok illetve ozmoreceptorok szerepe. Ezek a receptorok nem
specifikus kation csatornak, ozmoreceptorként elsGsorban a TRPV1, -2, -4 ismeretes (Liedtke, 2007).
Mechanoszenzitiv csatorna aramokat sikerilt mérni agyi endotélsejtekben (Chang és mtsai., 2011),
amelyek expresszalnak TRPC1-et (Inoue és mtsai., 2009), TRPA1l-et (Earley és mtsai., 2009) és TRPV1-
et is (Golech és mtsai., 2004), amelyek ismeretes, hogy fontos szerepet jatszhatnak az ozmotikus,
illetve mechanikai ingerekre adott endotelialis reakciok medialasaban.

Liedtke W. Role of TRPV ion channels in sensory transduction of osmotic stimuli in mammals. Exp Physiol. 2007
May;92(3):507-12.

Chang X, Zeng Y, Yu H, Hu J.Mechanosensitive channel currents recorded in rat microvascular endothelial cells with whole-
cell mode. Technol Health Care. 2001;9(5):427-32.

Inoue R, Jian Z, Kawarabayashi Y. Mechanosensitive TRP channels in cardiovascular pathophysiology. Pharmacol Ther.
2009;123(3):371-85.

Earley S, Gonzales AL, Crnich R. Endothelium-dependent cerebral artery dilation mediated by TRPA1 and Ca2+-Activated K+
channels. Circ Res. 2009 Apr 24;104(8):987-94. Epub 2009 Mar 19.

Golech SA, McCarron RM, Chen Y, Bembry J, Lenz F, Mechoulam R, Shohami E, Spatz M. Human brain endothelium:
coexpression and function of vanilloid and endocannabinoid receptors. Brain Res Mol Brain Res. 2004;132(1):87-92.

viii) Melandma sejtek és agyi endothél sejtek kélcsénhatdsa.

-A melanéma sejtek endotél rétegen vald dtvdndorldsdrdl (74.dbra) és a hatdsukra térténd felszini fehérje-valtozasokrol
(77.dbra) késziilt mikroszkopos képeket nehéz értékelni az abrdk mérete és a 77. dbra esetén a nagyitds mértéke miatt is. Az
endotél réteg ala szildrd feliiletre becsuszo sejtek fény- vagy konfokdlis mikroszképos elemzése helyett haszndlhattak volna
un. transzmigrdcios kamrdkat, ahol az dtvandorlo sejtek egy nagy pdrusu membrdn mdsik oldaldn jelennek meg. Ez egy
transzepitelidlis elektromos ellendllds-mérésre berendezkedett laborban nem jelenthet komoly nehézséget. Van elvi oka,
hogy nem ezt mddszert vdlasztottdk?

-Rendkiviil fontos eredmény, hogy a melanoma sejtekkel valo kontaktus hatdsdra az endotél sejtek junkciondlis fehérje-
tartalma igen erGsen csékken. Ugy tiinik, hogy ez a hatds a melandma sejtek kondiciondlt médiumdval nem vdithaté ki, és a
melandma sejtek felszinéhez asszocidlt proteolitikus aktivitdsnak van szerepe a folyamatban. A dolgozat leaddsa dta eltelt
idében sikeriilt kézelebb jutni e protedz-aktivitds természetéhez?

-A 74-es abra valéban kisméretii képeket tartalmaz, amelynek oka, hogy az egy videdbdl
szarmazik, ahol jél nyomon kovethet6 az egyes sejtek mozgdsa. A junkcionalis fehérjék
lokalizacidjanak vizsgdlata sordn azért haszndltunk Uveg fedélemezeket, mert igy sokkal szebb
fluoreszcens mikroszkdpos felvételeket tudtunk késziteni a sejtekrél, mint ha nagy pdrusméret(
membranokon novesztettiik volna 6ket. Ez utdbbiak esetében a membran autofluoreszcencidja és
“hullamossaga” is rontotta volna a képek mingségét. A konfokalis mikroszkdpos és a time lapse vided
felvételek egyértelmien igazoltdk, hogy a melandma sejtek képesek voltak a szilard fellileten
novesztett endotél réteg ald is bevandorolni, igy nagy pdrusméretii membranokat csak a
transzmigracios kisérletek esetében alkalmaztunk.

-Az endotélsejtek junkciondlis fehérjéinek mennyiségi csokkenése valéban sokkal
kifejezettebb volt a melandma sejtek jelenlétében, és kevésbé volt kivalthaté a melandma sejtek
kondiciondlt médiumaval. Eredményeink alapjan agyi endotélsejtek jelenlétében a melandma sejtek
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nagy mennyiségl zselatinbonté szerin proteazt expresszaltak a membranjukban és szabaditottak fel a
felliliszoba is. A membran kotott zselatinbontd szerin protedzok kdzil azonositottuk a szeprazt. Ezen
protedzokrél azonban keveset tudunk, kevés képviseljik ismert. A DPPIV f6leg nem tumordlis
sejtekben expresszaladik, jelenlétét kimutattuk agyi endotélsejtekben, a melandma sejtekben viszont
nem. A kozlemény megjelenése 6ta vizsgaltuk még az ST14/matriptase/epithin-t, amely mRNS
szinten kis mértékben expresszalédik A2058 és B16/F10 sejtekben is. A matriptase2/TMPRSS6
jelenlétét csak B16/F10 sejtekben sikerilt kimutatnunk. Ezen protedzok szerepének vizsgélata
folyamatban van.

Végezetil szeretném még egyszer haldsan megkdszonni Dr. Madarasz Emilia professzor asszonynak a
dolgozat birdlatat és a tamogatd véleményét. Tisztelettel kérem, hogy észrevételeire és kérdéseire
adott valaszaimat sziveskedjék elfogadni.

Tisztelettel, Szeged, 2013. janudr 7.

Krizbai Istvan
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