VALASZ
Dr. Gal Péter, az MTA doktora biralatara

Halasan koszonom dr. Gal Péter MTA doktori értekezésemrdl készitett biralatat, kritikai és dicséré
észrevételeit.

A Biralo két formai megjegyzést tett, melyeket vitatni nincs okom, minddssze a hidnyossagok okara
szeretnék magyarazatot adni. A disszertaciéban az abrdkat a hozzdjuk tartozd szoveggel egyitt
szovegdobozokban helyeztem el a szerkesztést konnyitendd. Viszont a szovegdobozon beldli
hivatkozasokat az EndNote a tOrzsszoveg hivatkozasaitdl kilon kezelte, a ketté egyesitését nem
tudtam megoldani. A szandékom az volt, hogy az érintett dbrak esetében a magam szdmara
lejegyzett elsé szerz6-évszam alapjan az értekezés elkésziilésekor a hivatkozdsokat manualisan
igazitom helyre a sz6vegdobozokban. Errél sajnos megfelejtkeztem, amiért Birdl6im elnézését kérem,
ahogy azért is, hogy a disszertdciét megalapozd kozleményeket az egyes fejezeteknél nem
azonositottam és nem helyeztem el a dolgozat végén. Ez utdbbi dontésemmel az értekezés
nyomtatott valtozatdnak méretét szandékoztam csokkenteni.

A Biralo kérdéseire és megjegyzéseire az aldbbiakkal szeretnék valaszolni.

1. A miozin foszfatdz M20 alegységének jelenlétét tiid6 artéria endotél sejtekben egyetlen
munkdban vizsgdltdk (Verin et al., J Cell. Biochem., 2000, 76, 489-498). Az egyféle endotél sejttipuson
(BPAEC) végzett immunprecipitacids kisérletekkel az M20 fehérjét nem tudtak detektdlni. Human
mikro- vagy makrovaszkuldris endotél sejteken az M20 jelenlétét nem vizsgaltuk, tudomasom szerint
mas munkacsoportok sem. Figyelembe véve az endotél és a simaizom MYPT1 kozotti hasonldsagot is,
az M20 |étezését az endotél sejtekben nem tartom teljes mértékben kizarhatdnak. Korabban az M20-
at szivizomban sem tudtak kimutatni (Nishi et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997, 236, 570-
575) és feltételezték, hogy az M20 csak a simaizomra specifikus miozin foszfataz alegység. A Kimura
munkacsoport munkai viszont éppen egy szivspecifikus M20 alegységet irnak le és jellemeznek
(Arimura et al., J. Biol. Chem., 2001, 276, 6073-6082; Shichi et al., J. Biol. Chem., 2010, 285, 33680-
33690). Ezek az Ujabb munkdk az M20 funkcidjara is javaslatot tesznek. Kimutattdk, hogy az M20,
aktivdlva a Rho kinazt, szabalyozza a MYPT1 gatlé foszforilacidjat és ezzel befolyasolja a Ca**-
érzékenyitést.

Az M20 és a MYPT csalad tovabbi tagjai kozotti kdlcsdonhatdsrdl nem all rendelkezésre adat. Az M20 a
MYPT1 C-termindlis részén taldlhatd Leu-cipzdr motivumhoz kot6dik. A MYPT1, -2 és MBS85 fehérjék
ezen része nagyon hasonld. A MYPT3 és a TIMAP viszont egyrészt kisebb fehérjék, masrészt C-
terminalis résziik nem hasonlit az el6z6 haromra. Ezért az M20 kot6dését a MYPT3 vagy a TIMAP
fehérjékhez kevésbé tartom valdsziniinek, de kisérleti meger&sités nélkil kizarni nem tudom.

2. Az MLC els6édleges Ser-19 és masodlagos Thr-18 foszforilacids helyeinek prioritasi sorrendje az
MLCK foszforilacié soran ismert volt, ezt nem volt célunk vizsgalni. Kordbbi in vitro mérések azt
bizonyitottadk, hogy a Thr-18 foszforilacidja sokkal lassabb, mint a Ser-19 oldallancé, az értekezésben
erre utaltam félreérthet6 mddon. Az endotél MLCK vizsgdlataval elsGsorban a kiilonleges N-
terminalis rész funkcidjardl szerettiink volna informacidéhoz jutni. A foszforilacids helyeken mutalt
MLC szubsztrat alkalmazasaval mindossze a bakulovirus expressziés rendszer felhasznalasaval
elGallitott simaizom és endotél MLCK preparatumok enzimaktivitasat és kinetikai paramétereit
ellendriztik, ami megnyugtaté eredményt adott.



3. A simaizom MLCK autofoszforilaciéjat és lehetséges autofoszforilacidés helyeit Tokui és mtsai
valamint Abe és mtsai vizsgéltak (Biochemistry, 1995, 34, 5173-5179; Cell Struct. Funct. 1996, 21,
183-188). A radioaktiv ATP szubsztrattal autofoszforilalt MLCK-t tripszinnel emésztették, a peptideket
oszlopkromatografiaval szepardltak, a radioaktiv, foszforildlt peptideket szekvendltak. Az MLCK
preparatumban esetlegesen jelen Iévs egyéb kinazokat specifikusan gatoltak. A Tokui féle munka két
foszfopeptidet azonositott a kindaz katalitikus doménjét kovet6 reguldtor doménben:

"8 akklskdrmkkymarrkwgktghavraigrlssmamisgmsgr®®®. (Az aldhlzott rész a két azonositott

peptidet, a vastagitott betli a potencialis foszforilaciés helyeket jeloli. D6lt betlivel a masik
munkacsoport altal azonositott peptidet jeléltem.) Az endotél MLCK ezzel homoldg régidja ettdl alig
tér el és tartalmazza a simaizom MLCK-ra megadott potencidlis foszforilacios helyeket:

17283 kklskdrmkkymarrkwgktgnavraigrlssmamisglsgr’’® (a jelolések az  elGz6vel

megegyeznek). Ezért feltételezhetjiik, hogy az altalunk detektdlt, autofoszforilaciénak tartott foszfat
beépiilés az endotél MLCK ezen régidjaban torténik, de ezt a feltételezést kisérletesen nem
ellendriztiik.

4. A TIMAP fehérjét kiénozé Ballermann munkacsoport SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) tag
szliréssel ellenGrizte a TIMAP gén kifejez6dését. Az endotél SAGE konyvtarakban tdbb mint
harmincszor nagyobb frekvencidval taldltak TIMAP tag-et az 6sszes vizsgalt nem endotél kényvtarhoz
hasonlitva. Erre alapozva irtak le azt, hogy a TIMAP expresszids szintje endotél sejtekben jéval
magasabb, mint mas sejttipusokban. Ezt Northern- és Western blot eredményeik is alatdmasztottak,
epitél sejtekben példaul a TIMAP nincs jelen. (Cao et al., Am. J. Phys. Cell Physiol., 2002, 283, 327-
337)

A TIMAP és a MYPT1 fehérjék molaris aranyardl nem tudok adatot szolgaltatni. A Biralé altal felvetett
versengés a két regulator kdzoétt igen valdszinli, mar 6nmagdban a foszfatdz katalitikus és reguldtor
alegységek szdmaban mutatkozd nagy kilonbség is erre utal. A PP1cP izoformdja szamos
foszfofehérjét defoszforilal a sejtekben és kiilonbdz6 holoenzim formainak is tobb szubsztratja
ismert. A PP1c katalitikus alegységrél in vitro vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy 6nmagaban,
regulator alegység(ek) nélkil olyan foszfoszubsztratot is defoszforildlhat, ami egyébként nem
természetes szubsztratja, vagy éppen a megfelel6 targeting, a célrairdnyité alegység hidnydban
inaktiv az egyébként endogén szubsztrattal szemben. Ezért reguldtor nélkili, ,szabad” protein
foszfatdz katalitikus alegység feltehet6en jellemzéen nincs jelen a sejtekben. Egy 2013-as
osszefoglalé munka foglalkozik ezzel a témaval. Molekularis szint(i lego-hoz hasonlitja a foszfataz
holoenzimek specificitdsahoz vezet6 PP1c - megfelelS regulator kapcsolédasokat (Heroes et al., FEBS
J., 2013, 280, 584-595), és bar konkrét szamadatokat a kdzlemény nem tartalmaz, a reguldtorok
molaris feleslegét allapitottak meg.

A MYPT1 és a TIMAP kozott véleményem szerint az efféle versengés mogott célként
munkamegosztas allhat aszerint, hogy egy adott szignal mellett melyik holoenzim forma aktivitasara
van/nincs sziikség a sejtben. A két fehérje a sejtmagban, a citoplazmaban és a plazmamembran
régioban egyarant el6fordul. Annak ellenére, hogy a PP1c-MYPT1 elsédlegesnek tartott és leginkabb
vizsgalt szubsztratja a foszfo-MLC, tébb mas fehérje defoszforilacidjaban is részt vesz, a PP1c-TIMAP
szubsztratjait pedig még most kezdjik megismerni. Erdekes téma lehet a késSbbiekben a két
holoenzim szubsztratjainak felhasznaldsaval 6sszehasonlito vizsgalatokat végezni.

5. A MYPT csalad tovabbi tagjainak a RACK1 fehérjéhez valé kot6dését még nem vizsgaltuk, de a
TIMAP és a csalad tobbi tagjanak szerkezeti hasonlésaga alapjan nem zarhaté ki. Megjegyzendd



viszont, hogy a TIMAP fehérje N- és C-terminadlis ,fele” 6énmagaban is kotédik a RACK1-hoz és az
ankirin ismétlédések utani C-termindlis fragmentumok szekvencia homolégidja a csalad tobbi tagjaval
jelentésen kisebb. Eredményeink szerint a kot6édés funkcidja az, hogy biztositia a TIMAP
prenilacidjahoz sziikséges farnezil transzferaz enzim jelenlétét/kozelségét. A MYPT csalad ismert
tagjai kozil a MYPT3 rendelkezik még a prenildcidohoz sziikséges CAAX motivummal C-terminalisan,
ezért feltételezhet6, hogy a MYPT3 prenilacidja a TIMAP-hoz hasonléan a RACK1-hoz koétédve
jatszédik le, de erre vonatkozé eredményekrél nem tudok, mi a MYPT3 fehérjét nem vizsgaltuk.

6. A GST-TIMAP fehérje protedz inhibitor koktél alkalmazasa mellett is gyorsan degraddldodott. A
kolcsonhatd fehérjepartner keresése soran az els§ LC-MS/MS elemzésre kildoétt néhdny minta,
koztik a Biralé altal emlitett is, TIMAP degraddciés terméknek bizonyultak. Els6sorban a TIMAP C-
terminalis része az, ami a protedzokra érzékeny, az N-termindlis fragmentumok sokkal stabilabbnak
mutatkoztak. A MYPT1 preparatumok is hasonléan érzékenyek a proteazokra.

7. Koszondm a Birald észrevételét és kiegészitését a trombinnal kapcsolatos hidnyos
fogalmazasommal kapcsolatban. A protedz-aktivalt PAR-1 receptort tartjdk a trombin-indukalt
jelpalyak elsédleges mediatoranak az endotél sejtekben is, a PAR-3 és -4, valamint a triptaz aktivalt
PAR-2 jelenlétérdl és funkcidjardl ebben a sejttipusban kevés adat all rendelkezésre (Coughlin,S.R.,
Nature, 2000, 407, 258-264; Mehta, D. and Malik, A.B., Physiol. Rev., 2006, 86, 279-367; Sukriti, S. et
al., Pulm. Circ., 2014, 4, 535-551). Coughlin 1999 és 2000-es kozlései szerint a trombin és a PAR-1
interakciéjaban jelent6s aminosav oldalldncok a PAR-1 N-terminalis részén elhelyezkedd trombin
hasitdsi helyet kozrefogjak, annak mindkét oldaldn, N- és C-terminadlis iranyban taldlhatdak. A PAR-1
receptor aktivalas részleteit ugyan nem targyalja a disszertacid, pontatlan fogalmazasom az aktivalas
lényegesebb |épése, a PAR-1 trombin altali hasitdsa helyett a trombin és a receptor két6désére
helyezi a hangsulyt.

8. A RACK1-hoz hasonld kisérletsorozattal azonositottuk az eukariéta elongdacids faktor 1 Al (eEF1A1)
fehérjét, melynek tobb un. ,moonlighting” funkciéjat is leirtdk, ilyen példaul fehérjék nuklearis
exportjanak elGsegitése. Az elongdcids faktor olyan fehérjék exportjaban vesz részt, amelyekben
jelen van egy 9 aminosavbdl allé motivum, amit TD-NEM-nek neveztek el (transcription-dependent
nuclear export motif). A TIMAP szerkezetében taldltunk egy nagyon hasonlé motivumot, ezért
feltételeztiik, hogy az elongacids faktor a TIMAP magi exportjat segiti. Eredményeink szerint a TIMAP
TD-NEM szer(i motivuma valéban esszencidlis a két fehérje kdlcsonhatasaban. A nukledris exportban
az elongdcids faktor kizdrdlagos szerepét azonban nem tudtuk bizonyitani. Viszont az eredmények
arra utalnak, hogy a ROCK kinaz altal foszforildlt elongacios faktor a PP1c-TIMAP komplex szubsztratja
és a foszfataz az eEF1A1 membran lokalizaciéjat szabdlyozza.

9. A tézisfliizetben a moddszerek leirasaban valéban egy sajnalatos elirds tortént, az SDS-PAGE
moddszerrel természetesen fehérjéket valasztottunk el méretiik szerint 4-15 %-os gradiens, illetve az
adott kisérletben vizsgalt fehérje mérete alapjan valasztott toménység(i SDS-poliakrilamid gélen.

Bizom benne, hogy valaszaim kielégit6ek és még egyszer koszoném a Biralé munkajat.

Debrecen, 2015. oktdber 6.
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