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A Birald szova tette az immunfluoreszcencids mikroszkdpos felvételek méretét. Egy-egy abrdn a
kontrollok és a kilonbdz6 kezelések utdni mintak felvételeit egyltt mutatom be és az
attekinthet6ség kedvéért igyekeztem a tobb oldalra kiterjedé abrakat elkerilni. Ez viszont néhany
esetben valéban azt eredményezte, hogy az egyébként hatdrozott eltérések vagy hasonldsdgok az
egyes felvételek kozott kevésbé szembetlinéek.

A Birdlo kérdéseire az alabbiakkal szeretnék valaszolni.

1. Tid6 endotél sejtek vizsgalatai azt igazoljak, hogy a sejtek bioaktiv agensekre vagy mechanikai
stresszre adott valaszaban kiemelkedden fontos szerepe van az aktin citoszkeleton térben iranyitott,
dinamikus atrendezédésének. Ezekben a folyamatokban az MLCK az MLC foszforilaciéjanak
katalizaldsaval az aktin-miozin kotédéseket befolydsolja, mégis multifunkcidés enzimnek tekintik. Az
MLCK egyrészt kritikus szerepet jatszik az 6démahoz vezeté agensek hatdsaban, amikor az MLC
foszforilacidja stressz kabelek kialakuldsat, ezzel sejtkontrakciét eredményez, ami barrier
diszfunkcidhoz vezethet. Ugyanakkor a barriert erdsit6, vagy annak helyreadllitdsat eldsegitd
agonistak, mint példdul a szfingozin-1-foszfat (S1P), hatdsara is jelents aktin polimerizacié és MLC
foszforilacio jatszddik le, de a sejt mds részein, ami lamellopddiumok és kortikalis aktingyri
kialakuldsat segiti el6. Ezért az MLCK sejten belili lokalizacidjanak, reguldtor, szubsztrat vagy adaptor
fehérjékkel vald kolcsdnhatasainak megismerése egy izgalmas feladat. Az endotél/nem-izom MLCK
variansai az egyedi N-terminadlis szakaszon térnek el egymdstdl. Az ismert splice varidnsokon tul a
fehérje N-terminalisdhoz kothet6 SNP (single nucleotide polymorphism) varidnsokat is leirtak, melyek
korreldlnak a tlid6 gyulladdsos elvaltozasaira valé hajlammal (Flores et al., Genetic Epid., 2007, 31,
296-305; Gao et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.,, 2006, 34, 487-495). Egy nemrég megjelent
kozleményben NMR és in silico molekuldris modellezéssel végeztek szerkezeti vizsgalatokat,
elsGsorban a kilénb6z6 MLCK varidnsok egyedi N-termindlis részét célozva (Shen et al., PLoS One,
2015, 10(6):e0130515). A vizsgalatok a splice és SNP variansok eltéré kot6dését mutattdk a vizsgalt
adaptor fehérjéhez (14-3-3), illetve a molekula modellekben talalt eltérések az N-terminalis SH3-kotd
motivumainak eltéré elérhetGségére utalnak. A variansok N-termindlisdban taldlhatd szekvencia
eltérések tehat nem csak a lehetséges foszforildciés helyeket, de az N-terminalis régié harmadlagos
szerkezetét is médositjak. Mindezek alapjan az endotél MLCK N-terminalis része a Tyr-foszforilacidval
torténd szabdlyozas mellett tovabbi fehérje-fehérje kolcsénhatasokat is befolyasolhat, mégpedig
nagy valdszinséggel varians-specifikus moédon.

2. A protein foszfatdz 1 (PP1) katalitikus alegysége (PP1c) egy 38 kDa-os fehérje, melynek négy
izoformajat ismerjik, ezek szekvencidja er6sen konzervdlt. A PPlc in vitro nagyszamu
foszfoszubsztrat defoszforilacidjara képes. Ezért a sejtben a PPlc iranyitd, targeting fehérjékhez
kapcsolddik, melyek meghatarozzdk a sejten belili lokalizdciét és a szubsztrat specificitast. Az
endogén szubsztrat irdnydban a célrairanyitd/targeting alegységhez kapcsolédé PPic aktivitdsa
gyakran tobbszorose a regulator nélkili PPlc aktivitasanak. A PP1 holoenzim kot6dése a
foszfoszubsztrathoz elsédlegesen a targeting alegységen keresztil valdsul meg. A miozin foszfataz



esetében a foszforildlt miozin a MYPT ankirin ismétlédéseihez kotédik, ezzel a PP1cP katalitikus
alegység és a foszfo-MLC térben kozel kerlilnek egymashoz, hiszen a PP1c a MYPT N-terminalisdhoz
kozel talalhatd PP1c két6motivuman kivil annak ankirin ismétlédéseivel is kdlcsonhat (Grassie et al.,
Arch. Biochem. Biophys., 2011, 510, 147-159). A miozin aktudlis foszforilacids szintjét, ezzel az akto-
miozin koélcsdnhatasokat az MLCK és a miozin foszfataz aktivitdsanak egymashoz viszonyitott ardnya
szabja meg. Ezért nem meglepd, hogy az akto-miozin komplexben a PP1c és a MYPT is jelen van. Az
altalunk vizsgdlt miozinban gazdag endotél sejtfrakcidéban, illetve a Biralé altal emlitett
immunprecipitdtumokban is az akto-miozin komplex révén a miozin mellett a miozin foszfataz
holoenzim is jelen van, melybél a PP1cB jelenlétét detektaltuk. A PP1 holoenzim akto-miozinhoz valé
kotédéséért azonban a MYPT alegység miozinhoz vald kapcsolddasa a felelSs.

3. A GSK3pB kinazra jellemz6, hogy el6foszforilalt szubsztratot foszforildl, az elsé un. ,priming” helytdl
néhdny aminosavnyi tavolsagban, az N-terminalis iranydban. Ezért feltételezhettiik, hogy a TIMAP
PKA foszforilacidja (Ser337) megel6zi GSK3pB altali foszforilacidjat (Ser333). Ezt igazolta, hogy az
endotél sejtek forskolin kezelése utdn, ami a cAMP szintet novelve a PKA-t aktivalja, a GSK3pB
specifikus gatldszere jelenlétében nem tapasztaltunk a gatldszer nélkil kezelt mintdkhoz hasonld
valtozast a sejtek alakjdban, foszfo-ERM szintjében és transzendotél ellendlldsukban. Ezért a csak
PKA-val foszforildlt TIMAP és a PP1c 4.1.3 tabldzatban kozolt asszociacios allandéjanak mérsékelten
nagyobb értékének jelentéségével nem foglalkoztunk. A TIMAP foszforildlt formdinak BIACORE
vizsgalatdhoz, ahogy a disszertacidban jeleztem is, a nem foszforildlt TIMAP mennyiségéhez
viszonyitva kevesebb foszfofehérjét, nagyjabdél annak harmadat tudtuk a méréfelileten
immobilizalni. A mérési eredmények ugyan igy sem mutattak kiugréan eltéré, nagyobb szérast, az
egyszeresen foszforildlt TIMAP-PP1c kolcsdnhatdsra meghatdrozott nagyobb kotddési allanddnak
ezért sem tulajdonitottunk nagy jelentéséget.

4. Az erek belsé faldt boritd endotélium szelektiv gatfunkciét 1at el, normal korilmények kozott
szovet és érszakasz specifikus modon biztositja a kis molekuldk és a folyadék atjutdsat, valamint
nagyobb molekuldk transzportjat és ezzel segiti az adott szovet homeosztazisanak fenntartdsat.
Normidlis korilmények kozoétt a 3 nm-nél nagyobb molekuldk transzportja, mint példaul albumin,
immunglobulinok, a transzcellularis Utvonalon, kaveoldk révén torténik. A kisebb molekuldk, mint
példaul gliikdz és a viz atjutdsa az endotél sejtrétegen a sejtek kozotti kapcesold rendszerek, a szoros
és adherens kapcsolatok dinamikus m(ikodésével, paracellularis Uton torténik. Ezért a monolayer
sejt-sejt interakcidi meghatdrozdak a permeabilitasban, ami jelent6sen valtozhat az erek szervekben
torténd elhelyezkedésétél. Mig a vese glomerulusok afferens arterioldinak endotéliuma minden
fehérjét atenged, addig a vér-agy gat endotél rétege igen zart. A barrier funkcié tehat relativ, attol
fligg, hogy milyen szervben helyezkedik el az endotélium. A funkcid kéros megvaltozasa alapvet6
eleme szdmos koéros allapotnak és a tid6é betegségei ebben a tekintetben kiemelt jelentGséggel
birnak. Patoldgias korlilmények kozott, pl. gyulladasos folyamatok soran az immunvalaszban az
endotél sejtek aktiv szerepet jatszanak, tobbek kozott megnd atereszté képességiik, a leukocitak
adhézidja és angiogenezisre valé hajlamuk. Amennyiben a gyulladaskelt6 agensek (trombin,
hisztamin, S1P) hatdsa, az endotél sejtek aktivaléddasa tranziens, akkor a barrier stabilitasa helyreall. A
citoszkeletonhoz kotott torténések, a citoszkeleton atrendez6dések alapvetéen részt vesznek az
el6bb emlitett folyamatokban, kiemelve példaként a sejtek migracidjat, a permeabilitasi viszonyokat,
folyadékmozgdsokat. A citoszkeletdlis és ahhoz asszocialt fehérjék reverzibilis foszforilacidja, mint a
barrier funkcié szabalyozdja ismert. A szakirodalomban dontéen a barrier funkcid sériiléséhez
kapcsolédd munkakat taldlhatunk, a funkcidé helyredllitdsanak részleteirél kevesebbet tudunk. A



cAMP szint emelkedése ismerten az erek atereszts képességének csokkenését okozza (Danese et al.,
J. Immun., 2007, 178, 6017-6022; Sukriti et al., Pulm. Circ., 2014, 4, 535-551).

5. Az NHERF2 és a filopddiumok megjelenése kozotti osszefliggés részleteit még nem vizsgaltuk. A
filopédiumokban Iév6 aktinszdlak mechanikai stabilitasat a szomszédos szalak illetve az aktinszalak és
a plazmamembran k6zotti kapcsold fehérjék biztositjak. Az ERM csalad tagjai olyan fehérjék, amelyek
foszforilalt formajukban aktinszalak és a plazmamembran kozott |étesitenek kapcsolatot, a csaldd
tagjai kozul leginkdabb a moezin fehérjét koti a szakirodalom a filopddiumokhoz (Mellor, Biochim.
Biophys. Acta., 2010, 1803, 191-200). Munkank igazolta, hogy az NHERF2 el6segiti az ERM
foszforilaciot, ezért feltételezhetjik, hogy a filopddiumok mechanikai stabilitasaban igy kozvetve
szerepe lehet. Ebben a tekintetben az aktinszal névekedését szabdlyozé forminok és az NHERF2 vagy
ERM fehérjék kozvetlen kapcsolatadra utald eredményrél nem tudok. Erdemes lehet azonban
megjegyezni, hogy a kézelmultban tobb koézlemény is foglalkozik a formin csalddba tartozd6 FMNL3
szabdlyozd szerepével az angiogenezisben. Az egyik ilyen kozlemény a foszfo-ERM és FMNL3
fehérjéket egy olyan kozos komplexben irja le, amely a podocalyxin fehérje apikalis fellilethez vald
irdnyitasat végzi az érlumen kialakulasa soran (Richards et al., Current Biology, 2015, 25, 2325-2331).
Mi az NHERF2 csendesitett sejtekben alacsony ERM foszforilaciés szintet detektaltunk és
angiogenezisre vald hajlamuk gyakorlatilag megsziint. Egy tovabbi 6sszekot6 lancszem lehet egy, az
epitél sejtek polarizaciojaval kapcsolatos munka, amely szerint a podocalyxin és az NHERF2 PDZ
doménen alapuld kolcsonhatasuk révén egy korai apikdlis fehérjekomplexet hoznak létre (Medre et
al., J. Cell Biol., 2005, 168,303-313).

6. A 3D sejtkultura technikak térhdditasa valdban egyre novekszik. Egy 2010-es, a Blood folydiratban
megjelent rovid hozzdszolds az endotél sejtek 2D és 3D tenyésztéssel megfigyelhets eltéré
tulajdonsagaira hivja fel a figyelmet (Blobel, Blood, 2010, 115, 5128-5130). Az endotél sejtek
vizsgalata sordn a 3D tenyésztés el6nyei az angiogenezis és a sejtinvazid tanulmanyozdsa sordn
mutatkozhatnak meg, mig az endotél sejtek migracidja, proliferacidja, kitapadasa jol kovethet6 2D
kultarakban is, példdul az altalunk alkalmazott ECIS mérésekkel. Az angiogenezis vizsgalatokhoz
alkalmazhaté Matrigel matrix egy szolubilizalt bazalis membran preparatum, elsésorban lamininbdl
és kollagén 1V-bdl all, de tartalmaz proteoglikdnt, névekedési faktorokat és metalloprotedzokat is.
Vékonyabb rétegben alkalmazva ugyan nem valddi 3D kultdra, viszont az endotél sejtek tube
forming/érformald képességét jol detektdlja és mikroszkopos, akar konfokalis felvételek is
készithetGek. Mi ezt a technikat alkalmaztuk. A Matrigel él6 allatokon is alkalmazhatd. Egy frissen
kozolt munkaban tumor sejtekbdl specialis tenyészt6 edényben tumor szferoidot hoztak létre in vitro,
amit Matrigelbe dgyazva a tesztelni kivant drogokkal egyiitt szubkutan injekcidéztak egerekbe. Ebben
a modellben a tumor névekedése lassabb, mint csak a tumor sejtek injekcidézasa utan, és a nekrozis is
kisebb mértékd, igy a tumor kifejlédése és vaszkularizacidja jol tanulmanyozhatd (Szade et al., Tumor
Biol., 2015, Epub).

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