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Haldsan koszonom dr. Homolya Laszl6 MTA doktori értekezésemrdl készitett birdlatat, kritikai és
dicsérg észrevételeit.

A Birdlo kérdéseire az alabbiakkal szeretnék valaszolni.

1. Az endotél sejtek mind felépitésiikben, mind funkciéjukban heterogének. Egy ezzel kapcsolatos
Osszefoglalé munka szerzdje (Aird, Circul. Res., 2007, 100, 158-173) a kornyezetiikh6z folyamatosan
alkalmazkodd endotél sejteket a kaméleonhoz hasonlitja. Az endotél sejtek heterogenitasat a
permeabilitasukban tapasztalhatd kilonbségek jol tikrozik. Ezt a sejteken kivili és bellli eltérések
egyarant befolyasoljak. Chi és mtsai (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003, 100, 10623-10628) 53 mikro- és
makrovaszkularis, valamint artérids és vénds endotél sejtkultira expresszids profiljat hasonlitottak
Ossze. Szamos, a sejtkapcsolatokat és a permeabilitast befolydsolé fehérje génjeinek kifejez6désében
tapasztaltak jelent6s eltérést, mint példaul integrinek, LIM kindz, GEF, Vav Rho GTPaz, MLCK, miozin.
Ezért az egyes endotél sejttipusokra feltart jeldtviteli Utvonalak, kilondsen az azok finom
hangolasaért felel6s specifikus fehérje kolcsonhatdsok feltétel nélkili altalanositdsa félrevezetd
lehet. Néha ellentmonddnak t(in6 eredmények mogott is az eltéré sejttipus eltéré viselkedése all.
Sajat eredményeink szerint példdul az NHERF2 overexpresszidja vagy csendesitése a tidé artéria
endotél sejtek proliferaciéjat nem befolyasolta, mig HUVEC-re egy masik munkacsoport azt irta le,
hogy az NHERF2 csendesités jelent6sen megemelte a proliferaciot (Bhattacharya, Blood, 2012, 119,
4798-4806). A cGMP és az NO is kivalthat permeabilitas csokkenést is és névekedést is helytél és az
aktuadlis koriilményektél fiigg6en (van Nieuw Amerongen and van Hinsbergh, Vascul. Pharm., 2003,
39, 257-272). A tumor endotél sejtek és a tumorok erei abnormalisak alakjukban és méretikben,
valamint az eldgazdsok szamaban is. A tumor endotél sejtek monolayerének eltérései hypoxidhoz
vezetnek, ami az angiogenezis stimulalasat okozza (Bussolati et al., FASEB J., 2003, 17, ,1159-1161). A
tumor endotél sejtekre folyamatos magas VEGF-A expresszio jellemzd, ami az Uj erek kialakuldsanal a
Ltip” sejtek a normalistdl eltérd viselkedéséhez vezet (Nagy et al., Annu. Rev. Pathol., 2007, 2, 251-
275). Human vastagbél tumorbdl szdrmazé és normal endotél sejteket Gsszehasonlitva a VEGF
endogén inhibitorai, az sVEGFR-1 és -2 fehérjék alacsonyabb szintjét taldltdk a tumor endotél
sejtekben (Jayasinghe et al., Oncol. Rep., 2009, 21,933-939).

2. A trombin proteaz sérilt érszakaszokon fejti ki hatasat az endotél sejtekre (Grand et al., Biochem.
J., 1996, 313, 353-368), ahol a koagulacié mellett az endotél barrier funkcidt is befolydsolja. A PAR-1
receptor aktivalasaval Gi fehérjén keresztll inaktivalja az adenilat ciklazt ezzel gatolja a PKA-t. A Gq
fehérjére hatva aktivélja a foszfolipaz C-t, ez Ca’*-szint emelkedést okoz, ami az MLCK-t aktivalja és
ezzel n6 az MLC foszforildciés szintje. Ugyancsak hat a G13 fehérjére, ami a Rho kis G-fehérjén
keresztil a ROK-t aktivalja és az a miozin foszfatazt gatolja (Bogatcheva et al., Biocemistry, 2002,
67,75-84; Bogatcheva et al., Microvasc. Res., 2004, 67, 64-77). A trombin hatdsa az endotél sejtekre
gyors és reverzibilis. Feltételezik, hogy az ATP trombin-indukalt, sérilt érszakaszokhoz koéthetd
kiaramlasa az endotél sejtekbdl szintén lokalisan behatarolt (Godecke et al., Am. J. Physiol., 2012,
302, C915-C923). Az ATP és az adenozin is a miozin foszfataz aktivitdsanak névekedését valtja ki az
endotél sejtekben. Bar a pontos jelatviteli mechanizmus még nem ismert (a kévetkezd valaszban
néhany részletre kitérek), feltételezhetjiik, hogy a sejtekbdl felszabadult ATP-nek a trombin hatas
reverzibilissé tételében szerepe lehet. Erre utal az is, hogy HPAEC trombin-indukalt rezisztencia



csokkenése utan adva az adenozint a sejtekhez, a rezisztencia gyorsan a kontroll értékre allt vissza és
azt stabilan meg is tartotta (Umapathy et al., Vascular Pharm., 2010, 52, 199-206).

3. Ko6sz6ndm a Birdlé megjegyzését az ATPyS-sel kapcsolatosan. Megjegyezném, hogy az ATPyS-t az
ecto-ATPaz gatldszereként irtak le (Chang and Lin, Biochem. Biophys. Res. Comm., 1997, 233, 442-
446), ami kompeticiora utalhat a két szubsztrat kozétt. Az ATP/adenozin illetve P2/P1 receptor
kérdésében valéban jogos a kétely, van-e egydltalan a gatfunkcio erdsitésében kdzvetlen hatasa az
ATP-nek a P2 receptorokon keresztil. A P1 és P2 G-fehérjéhez kapcsolt receptorok, G-fehérje
specificitasuk eltérd. EIGszor egy kordbbi munkat emlitenék, ami az ATP kozvetlen szerepére utalhat
(Noll et al., Am. J. Physiol., 1999, 276, 1891-1901). Tiid6 aorta endotél sejtek albumin ateresztd
képességét vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy az ATP-hez viszonyitva az ADP és AMP az ateresztd
képességet alig csokkentette. Egy, az adenozin hatdsaval foglalkoz6 munka (Umapathy et al.,
Vascular Pharm., 2010, 52, 199-206) a P1 receptorok kozul kizarélag az A2A és A2B tipus
expressziojat mutatta ki HPAEC-n. Tovabba a két receptor, illetve G-fehérjék (P1 2A specifikus Gas és
P2Y specifikus Gaqg és Gai2) csendesitésével azt is bizonyitottdk, hogy az adenozin barriert er&sité
hatdsaban a P1 A2A receptor jatszik szerepet. Az ATP hatdsat ugyanez a munkacsoport korabban
vizsgélta (Kolosova et al., Circ. Res., 2005, 97, 115-124), és bar kozvetlenil a P2 receptorra iranyuld
kisérletet nem végeztek, a hozza kapcsolhaté G fehérjék (Gaq és Gai2) csendesitése az ATP
receptoranak részvételét igazolta a barrier er6sodésében. Az adenozin kezelés a Gas-en keresztiil a
cAMP szint emelkedéséhez vezet, ami aktivdlja a PKA-t. ATP kezelés utan, ugyan cAMP szint
emelkedést nem tapasztaltak, a PKA atmeneti aktivalédasat detektdltdk. Ez egyrészt az altalunk
bemutatott TIMAP PKA/GSK3 éltali foszforilacidjaval aktivalhatja a TIMAP-PP1c-t, ezt azonban eddig
nem vizsgaltuk. Masrészt ismert az ATP/adenozin kezelés utan a miozin foszfataz aktivitasanak
novekedése (Kolosova et al., Circ. Res., 2005, 97, 115-124; Hartel et al., Cardiovasc. Res., 2007, 74,
487-496; Umapathy et al., Vascular Pharm., 2010, 52, 199-206). A miozin foszfatadz regulaciéjdban
nagyon fontos a MYPT1 regulator alegység Thr-696 oldallacanak ROK altali foszforilaciéja, ami a
holoenzim aktivitasat gatolja. A PKA a MYPT1 szomszédos, Ser-695 helyét foszforilalhatja és ezzel a
gatld hely foszforildciéjat gatolhatja (Grassie et al., 2011, Arch. Biochem. Biophys., 510,147-159). A
miozin foszfatdz miikodését a MYPT1 szdmos kodlcsdnhatd fehérje partnere is befolydsolhatja, ezért a
PKA hatds valamelyik kélcsonhaton keresztiil is érvényesiilhet. HUVEC sejteken példdul kimutattak,
hogy a PKA-t aktivalé forskolin kezelés kbvetkeztében a CPI17 fehérje trombin-indukalt foszforilacidja
és kot6édése a MYPT-hez, ezzel miozin foszfatazt gatlé hatdsa lecsdkkent (Aslam et al., Cardiovasc.
Res., 2010, 87, 375-384).

4. A GST-TIMAP fehérje protedz inhibitor koktél alkalmazdsa mellett is gyorsan degradalédott. A
kolcsonhatd fehérjepartner keresése soran az elsé LC-MS/MS elemzésre kuld6tt néhany minta,
koztik a Biralé altal emlitett is, TIMAP degraddciés terméknek bizonyultak. Elsésorban 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.

5. In vitro méréseink szerint a Tyr-on foszforilalt MLCK Ca** hidnyaban nem aktiv, de ez nem indokolja
az 5.1.1 &brdn a Ca*'/kalmodulin aktivaldshoz viszonyitva a Tyr foszforilacié downstream
elhelyezését. A jelenleg rendelkezésre allo adatok alapjan ez még nem ismert, ezért a két szignal
up/downstream elvélasztasat el kellett volna kertlném.



6. Bar nem tartom kizartnak, hogy adott esetben egymast helyettesitsék, a MYPT1 és a TIMAP kozotti
PP1cP iranti ,versengés” mogott véleményem szerint célként munkamegosztas allhat aszerint, hogy
egy adott szignal mellett melyik holoenzim forma aktivitasara van/nincs szikség a sejtben. A két
fehérje a sejtmagban, a citoplazmdban és a plazmamembran régidban egyardnt el6fordul. Annak
ellenére, hogy a PP1c-MYPT1 els6dlegesnek tartott és leginkdbb vizsgalt szubsztratja a foszfo-MLC,
tobb mas fehérje defoszforildcidjdban is részt vesz, a PP1c-TIMAP szubsztratjait pedig még most
kezdjik megismerni. A két regulator alegység szerkezeti hasonlésaga miatt néhany korabbi kozlés
esetében még az is felmerilhet, hogy a kolcsébnhatdé partner/szubsztrat azonositasahoz az
immunprecipitacio soran alkalmazott MYPT elleni antitestek nem precipitaltak-e TIMAP-ot is. A Biralé
kérdésének megvalaszoldsdhoz a két holoenzim szubsztratjainak felhaszndlasdval szisztematikus
Osszehasonlitd vizsgalatokat kellene végezni.

Bizom benne, hogy valaszaim kielégit6ek és még egyszer kdsz6ndm a Biralé munkajat.

Debrecen, 2015. oktdber 6.
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