Valasz Dr. Enyedi Agnes tudomanyos tanacsadé biralatara

K6szonom az értekezés birdlatara forditott energiat és az elismerd szavakat. Az dltalanos kritikai
megjegyzésekre a kovetkezdt szeretném valaszolni:

Az elméleti hatteret altaldban az értekezéshez felhasznalt folyodiratcikkek bevezet6je alapjan
igyekeztem felvazolni. Azért nem forditottam tobb figyelmet a SERCA funkcid és a szerkezet
kapcsolatara valamint a kalcium szignalizaciéban betd6ltott szerepiikre, mert egyik sem volt a
problémafelvetés és a kisérletek targya. Ezen felll ugy lattam, hogy az izomspecifikus SERCA-k
(SERCA1a, SERCA1b és SERCA2a) jelatviteli szerepe - eltekintve a kontrakcié-relaxacios ciklustol,
melyre szintén nem végeztem kisérletet - kevésbé ismert, mint a SERCA2b és SERCA3 szignaling
funkcidja a nem-izom sejtekben. Amikor viszont a SERCA1b szerepe felmerilt a SOCE-ban, azt a
megbeszélés szovegében és az utolsd dbran is 6sszefoglaltam.

Igyekeztem dltaldban az értekezés alapjaul szolgdld cikkekben idézett szakirodalmi forrdsokat
hasznalni, mert ugy lattam ezek segitségével lehet a megfelel§6 mértékben feltarni az adott
problémakort. Nem bukkantam olyan munkdra, amely a mienket érdemben vitatta volna,
inkabb attekintd jelleggel és helyben hagydan hivatkoztak a cikkeinkre.

Szintén az eredi kozlés iranti autentikussdg okan vettem at a kozlemények abrait, amelyek, a
kozel husz évvel korabbi cikkbdl szarmaznak, a feliratok helyenként valéban apré betlvel
irédtak. Azt gondoltam, hogy ilyen még neves folydiratokban is el6fordulhat, s egy kézi
nagyitoval lehet rajta segiteni.

A tisztelt biralé szakmai hattere miatt ndlam bizonydra alkalmasabb arra, hogy felmérje Frank
Wuytack professzor helyét az eurdpai SERCA kutatdsban. A leuveni laborban folyé tobbi
munkdhoz képest én inkdbb csak a regenerdcié és adapticié kovetésére hasznaltam az
izomspecifikus SERCA-kat. A kisérleti rendszert, amit hozzajuk vittem, 6k soha nem vették at,
még részlegesen sem. Hasonlé probléma felvetési médot is csak talan egyszer alkalmaztak: az
izomspecifikus SERCA-k és szabdlyozd fehérjéik (szarkolipin, foszfolamban) szoveti
kifejez6désének vizsgalatakor (Vangheluwe et al. 2005b). A szakterileteink atfedésére jellemzd,
hogy nem jartunk ugyanolyan témaju nemzetkozi kongresszusokra és minddssze talan harom
cikkiink jelent meg Wuytack professzorral tarsszerzéségben olyan szakfolydiratokban (1db Cell
Calcium, 2db Biochem J), ahol O egyébként rendszeresen publikdlt. Egyiittm(ikddésiink az
érdeklGdéseink hatarmezsgyéjén mozgott, és a kiszamithatdsag, ugy érzékeltem, e tekintetben
is fontos volt.

“A munka nagy része egy a Dux Laszlo professzor kdzremiik6désével létrejétt tanulmanyit
illetve az azt kévetd hazatérés utan hosszan fennmarado egyiittmiik6dés eredménye..” —irja a
tisztelt biralé. Valdban Dux Laszlo professzor, az intézet vezetdje hivta fel a figyelmemet arra,



hogy Wuytack professzor Pesten tart elGadast, utazzak oda, mert érdemes lenne vele
kapcsolatot kialakitani. Az els6é két hdénapos (1995) és a kovetkez6 harom hetes (1996)
kiutazasomat a sajat MKM pdlyazatombdl fedeztem, a flamand fél szallast és laboratériumi
helyet biztositott. Szerencsére, az elképzelésem, hogy SERCA transzkripteket mutassak ki a
leuveni laborban a soleus regenerdlédds Szegeden izolalt RNS-ébél, joénak bizonyult. Az
eredményt Wuytack professzor is érdekesnek taldlta. Ez volt az ,ajdnlas” a kovetkezd
kiutazasokhoz. De még igy sem lett volna hosszu egylittmikodés, évenként tobb hénapos kinti
munka a flamand-magyar TéT palydzatok nélkil, amelyek 2007-es megsz(inésével a
tamogatdsunk is véget ért.

»A megbeszélés utolsé alfejezetében eredményei alapjan a jelolt felveti a génterapia lehetGségét,
viszont itt is a legutolsé irodalmi hivatkozas 2007-bé6l szarmazik. Mi lehet a jelen allaspont ebben a
vonatkozasban?” — irja és kérdezi a tisztelt birdld. Azért nincs késébbi hivatkozas, mert a legjobb
tudomasom szerint csak az értekezéshez haszndlt két folydiratcikk (Zador 2008, Zador et al. 2011)
irta le ezt a fajta regenerdcié serkentést. Taldltam hdrom nem sajat hivatkozast az altalunk leirt
regeneracio serkentésre, egyet a dnRas altalira (Gupta et al. 2009) és két review cikket a SERCA1b
shRNS 4altalira (Bublitz et al 2011, J Cell Sci 2011 124: 2515-2519, Hiibner and Efthymiadis 2012).
Mindegyik recitdlo, jovahagyd jellegli. Azért nem emlitem ezeket, mert érdemben nem egészitették
volna ki a kérdés taglaldsat. Az utolsd alfejezetben az izom eddig fel nem ismert névekedés
szabalyozasdnak lehetséges elemeit igyekeztem 0Osszefoglalni. A génterdpia lehet6ségét is
felvetettem, de felhivtam a figyelmet arra is, hogy valdszin(ileg nehéz lesz mas izmokban a médszer
hatdsat igazolni. Azt is emlitem, hogy a jelenség eddig azért keriilhette el masok figyelmét, mert
nem szinkronizalt és nem egyontet(i regeneraciés modelleket vizsgdltak, amelyekben nehéz mérni a
fejlédé izomrostok novekedésének serkentését. Mindezen tul, taldn azért sincsenek frissebb
idézetek, mert magam is varakozo allaspontra helyezkedtem a téma nemzetkozi terjesztését illetéen
mivel egy innovacios felmérés biztatasara bejelentettem az SZTE-nek Ujitasként. A patentet évek
mulva, 2008-ban bejegyezték, a tulajdonosa a szabdlyok szerint kezdettsl fogva a Szegedi
Tudomdnyegyetem volt. Sajnos, szabadalom nem lett beléle. Ugy informaltak, hogy azért nem, mert
bar évekig hirdették, mégsem jelentkezett ra vasarlé és a szabadalmaztatas koltségeit viszont nem
allta az egyetem. Ezek utan, mint feltaldld, atvehettem volna a tulajdonjogot, az tgyviv6k szerint a
szabadalom megaddsa mar csak a dij befizetésén mulott volna, erre azonban nem vallalkoztam.

Valasz a kérdésekre:

(A referencidkat, ha az értekezésben is szerepelnek csak szerzével és évszdmmal emlitem,
egyébként a forrast is feltlintettem.)



1. A pakdnyokon végzett regeneracios kisérletek eredményei mennyiben adaptalhaték
human vazizomra? Vannak-e szerkezeti/szabalyozasi eltérések a human és a ragcsalo
SERCA fehérjék kozott?

A patkdnyon végzett regeneracios kisérlete eredményei kozvetleniil nem, de kozvetve
sokféleképpen adaptadlhatdéak. Részben szeretnék utalni a Nyitrai professzor ur elsé
kérdésére adott valaszomra. A regenerdldodd patkdny izom elsGsorban a degenerativ-
regenerativ izomdisztréfidk regeneraciéjanak modellje lehet. A vazizom regeneracio
alapvet6 eseményei a patkany (ragcsdld) és human vazizomban ugyanazok. Eltérések
mutatkozhatnak azonban az egyes fehérje izoformdk kifejez6désében. A SERCA1b
kifejez6dését, bar valdszinlnek latszott, de nem sikeriilt bizonyitani a degenerativ-
regenerativ Duchenne disztréfias izommintakban (Késa et al. 2015). Tovabbi eltérés a
patkanyhoz képest, hogy a SERCA1b fétalis human izommintakbdl kimutathaté volt, de a
neonatalisbdl alig (Zaddor et al 2007, Késa et al. 2015). Annyi biztosnak latszik, hogy a
SERCA1b feln6tt human izomban nem fejezédik ki, pl. a végtag transzplantaciéban sem,
ha nincs izomregeneracid (Zador et al. 2007, Fodor J., nem kodzo6lt adat). Az egyik jelent6s
kiilonbség, amely a két faj izmainak regeneracidjat befolyasolhatja, a rosttipus
Osszetételben rejlik: az embernek alig van MyHCIIb-t kifejez6 gyors izomrostja a
patkdnyhoz képest. A kisebb emlGsdk izmai dltalaban joval tobb gyors rostot tartalmaznak
a nagyobbakénal, s ez latszik a SERCAla és SERCA2a aranyan is, példaul, ha az egér, a
patkany és a nyul soleusanak izomrost 0sszetételét dsszehasonlitjuk.

A szerkezeti és szabdlyozasi eltérésekre vonatkozdan azt tapasztaltam, hogy ha a human
és ragcsalo (egér, patkany) izomspecifikus SERCA izoformait vizsgéltuk figyelembe kellett
vennink a szekvenciabeli eltéréseket, pl. a PCR primerek esetén. A human és ragcsald
(egér, patkdny, nyul) SERCA1b 8 aminosavat kédolé 3’ vége azonban példaul azonos. A
szakirodalomban azt olvastam, hogy még a SERCA 1-3 kozott is kb. 70%-0s homoldgia és a
szerkezet(k is hasonld. Sorrend allithatd fel az ATP-az aktivitasuk tekintetében: SERCA1-
SERCA2a — SERCA2b és SERCA3. A kalcium affinitdsuk nagyjabdl ezzel forditott iranyban
valtozik. A thapsigargin nevi géatlészerrel szemben, amely a Ca2+ mentes allapotra hat, a
SERCA3 a legkevéshé érzékeny. Tudomasom szerint csak a nyul fehér izmdabdl kivont és
kristalyositott SERCAla 3D szerkezete ismert, a reakcid ciklust csaknem teljes mértékben
atfedd (kilenc kiilénb6z8) konformacidkban (Toyoshima 2008, Arch Biochem Biophys 476:
3-11). A human SERCA 3D szerkezetérdl nem taldltam kisérleti adatot. Ugy vélem, a
nyultdl eltéré fajok SERCAla szerkezetét predikcidval, a szekvencia adatok alapjan
ismerhetik. Az egymasnak megfelel§ human és ragcsalé izomspecifikus SERCA izoformak,
ugy tudom, nem mutatnak DNS szekvencidjukbdél levonhatd alapvetd szerkezeti
kiilonbséget. Természetesen kisebb szekvenciabeli eltérések el6fordulnak, illetve a
szabalyozé fehérjék, ha egyitt fejez6dnek ki a pumpaval, jelentés miikddésbeli
eltéréseket okozhatnak (Vangheluwe et al. 2005b).

2. A neonatalis SERCA1b mind6ssze nyolc aminosavban kiilénb6zik a SERCA1la varianstél a
C-terminalison. Van-e ennek a C-termindlis nyolc aminosavnak funkciondlis vonzata



azon tul hogy a két izoforma aktivitasa gyakorlatilag megegyezd; eltéré szabalyozas,
esetleg eltérd fehérje-fehérje kdlcsénhatasok, szubcellularis lokalizacio vagy egyéb?

A SERCAla hdrom dimenzids szerkezete nem nyujt informacidt a cito-/szarkoplazma felé
nyulé C-terminalis glicin illetve az ahelyett taldlhatd nyolc aminosav lehetséges szerepérdl
(Bublitz et al. 2013, J Biol Chem 288: 10759-10765). A legujabb eredmény szerint a
SERCA1lb érzékenyebb a vezikula lumen kalcium szint ndvekedésére ezért kisebb
kapacitasd, mint a SERCAla (Zhao et al. 2015, BBA 1852(10Pt):2042-7). Ez 6sszevag azzal,
hogy SERCA1b szint az SR kialakuldasakor a legmagasabb és a kifejlett gyors izomrostok
kalciummal feltoltott SR-jében mar a SERCAla domindl (Morishima and Nakanishi 2015
Channels 9:4. 173-174). Tovabbi kérdés, hogy a SERCAlb citoplazmas orientdcidju C-
termindlisa milyen médon jatszhat szerepet a lumenbeli kalciumszint érzékelésében.
Fehérje kapcsolédast a C-terminalishoz még nem igazoltak, szerintem tovabbi
eredmények varhatodak e tekintetben.

Az egyes SERCA izoformak expresszidja szelektiven upreguldlédik az izomregeneracié
soran utanozva a neonatalis fejl6dés egyes lépéseit. Azon tul, hogy az egyes izoformak
a fejlédés kiilonb6z6 fazisaiban jelennek meg, ismert-e az egyes SERCA varidnsok
transzkripcios szabalyozasa?

Az izom génkifejez6dés transzkripcids szabalyozdsa dltalaban soktényezGs. A gyors tipusu
izom és igy a SERCA1 transzkripcié f6 szabdlyozdi a Hif-1a, a cPKC, HDAC, MyoD és az
ERK1/2-MAPK. A lassu tipusu és igy a SERCA2 transzkripcid tipikus szabdlyozéi a
myogenin, PGC-1a, PPARS, NFAT (Gundersen 2011, Biol Rev 86:564-600). Patoldgiai
jelent6sége miatt a thireoid hormon hatdsat ismerik legjobban a SERCA1 és a SERCA2
transzkripcids szabdlyozdsa soran. Az, hogy ez noveli vagy csokkenti, és hogy milyen
mértékben, Ugy tlnik a kiilonb6z6 izmok sajatossagai valamint az izomrost tipusa alapjan
valtozik (Periasami and Kalyanasundaram 2007, Muscle Nerve 35:430-42). Igen lényeges,
hogy mind a két transzkript alternativ splicing révén alakul tovabb. A SERCA2a izoforma
kifejez6dése elsGsorban a splicing és a 3’ végi stabilitdsa altal (Misquita et al. 2006),
olykor az utana kovetkezé szinteken szabdlyozdédhat (Vangheluwe et al. 2005a). Példdul,
az az izoforma valtozas, amit a soleus regeneracidban latunk az irodalmi adatok alapjan a
kovetkezGképpen magyarazhatd: el6szor a SERCA1 transzkripcid torténik, mely a
neonatalis splicing kovetkeztében SERCAlb-vé alakul, majd az adult splicing révén a
SERCAla lesz domindns. Ekdozben a SERCA2 transzkript is folyamatosan jelen van a
SERCA2b izoformaban, de viszonylag alacsony szinten. A lassu beidegzés kialakuldsaval
beindul a SERCA2 izomspecifikus splicingja és a SERCA2a a stabilitdsa révén marad
magasabb szinten.

A SERCA1b shRNS feltehetSen a kalcineurin/NFAT/IL4 Gtvonal szabalyozasan keresztil
serkenti az izomtomeg novekedését. Meértek-e NFAT transzlokaciét vagy IL4
termelGdést az shRNS-sel kezelt illetve a tavolabbi rostokban?



NFAT sejtmagi transzlokaciét nem mértiink, de egy masik kutatécsoport igen (Tothova et
al. 2006, J Cell Sci.,, 119:1604-11), 6k irtak le kalcineurin/NFAT jelut lassi izom
differencidlédasban és regeneraléddsban jatszott szerepét is (Serrano et al. 2001,
McCullagh et al. 2004, Callabria et al. 2009, PNAS 106:13335-40). siRNS transzfekcidval
kimutattak, hogy az NFAT1-4 izoforma mindegyike fontos a lassu izom differenciaciéhoz
(McCullagh et al. 2004). A riporterrel kapcsolt transzfektalt NFAT1 a lassu izomspecifikus
ingerlésre transzlokdldédott a sejtmagba a gyors és a lassu vazizomban. Egyébként az
NFAT1 a lassu tipusu soleus sejtmagjaiban lokalizalédott, mig a gyors EDL-ben inkdbb a
citoplazmaban. A mi rendszeriinkben egy hasonld vizsgalat aligha hozott volna
konkludalhatdé eredményt, mert a regeneraciéban lassu beidegzés érvényesil, s ettdl
eleve minden rost sejtmagjaban magasnak varhaté az NFAT. Ezen kivil a kimutatdshoz
két-foton mikroszképia is sziikséges lett volna (Tothova et al. 2006), amihez nem volt
hozzaférésink. Az IL4 termelGdést, amint azt az eredmények megbeszélésében (87. 0. 17-
19 sor) emlitem, nem mértlink, csak néhany domindns negativ Ras transzfektalt rost
kornyékén sikertlt kimutatni, a tavolabbi rostok koril nem (Zador 2008). Az, hogy nem
minden dnRas transzfektalt rost korul sikerllt kimutatni, lehetett azért is, mert az IL4 nem
folyamatosan termel8dott. A citokin szerepét igazolja, hogy antitestje megsziintette a
regeneracié serkentést. Ugyanakkor az egész regenerdlédd izom autokrin-parakrin
novekedését nyilvanvaléan nem az IL4 szétterjedése okozta, hanem az altala kivaltott
egyéb folyamatok.

Vizsgaltak-e illetve van-e irodalmi adat arra vontakozéan hogyan valtozik az NFAT1-4
fehérjék expresszidja az izom regeneracio soran.

Mi nem vizsgaltuk, egyrészt azért nem, mert masok igazoltdak az NFAT1-4 izoformak
jelentdségét a regeneracié soran (McCullagh et al. 2004), mdsrészt azért nem, mert az
NFAT1-4 izoformdak kordntsem specifikusak a vazizomra, az izomdegradacidban szerepet
jatszd sejtek is kifejezhetik ezeket (Horsley and Pavlath 2002, J Cell Biol. Mar
4;156(5):771-4). Egy ezzel 0Osszefliggé paramétert viszont mértiink, a modulatory
calcineurin interacting protein-t kddold és promodter régidjaban szdmos NFAT kotGhelyet
tartalmazé MCIP 1.4 mRNS szintjét. Az MCIP1.4 a regenerdcié 6todik napjan alacsonyabb
volt, mint a normal izomban és a tizedik napra pedig elérte a normdl szintet (Fenyvesi et
al. 2004). Mindez 6sszhangban volt a kalcineurin aktiv alegység szintjének és a kalcineurin
aktivitdsanak valtozasaval és fliggdtt a beidegzéstél.

Mi a legfrissebb allaspont az irodalomban a Ras és a calcineurin utvonalak
kolcsdnhatasairol? Vannak-e tdjabb eredmények a RAS Ca2+-fiiggé szabalyozasarél?

Vazizomban nem taldltam ide vonatkozé munkat az értekezésben idézetten kivil (Murgia
et al. 2000, Estrada et al. 2003). Izomsejt kultdrdban igazoltak, hogy a MAPK (a Ras
effektora) a CaMKIl-vel és a kalcineurin-NFAT jelutakkal parhuzamosan, de nem
redundans moddon befolydsolja az izomdifferenciaci6hoz szilkséges miogenin



kifejez6dését (Xu et al. 2002 Mol Biol Cell 13, 1940-1952). A Ras Ca2+-fliggé
szabdlyozasardl a legutolsé teljes terjedelm 6sszefoglald cikket 2006-ban taldltam (Cook
and Lockyer 2006 Cell Calcium 39: 101-112), ebben a két jelut parhuzamossagat és
lehetséges kapcsolatait targyaljak a sejtciklus G1 fazisaban. Mindezt ugy jellemzik, hogy
tobb tényez8s és az egyes jelek kiszobértékének alakuldsa hatdrozza meg a hatds
eredményét. Egy kicsit késGbbi és jéval rovidebb dsszefoglald cikk szerint (Chuderland
and Seger 2008, Communicative & Integrative Biology 1:1, 4-5) a nyugalmi fazisu
sejtekben a citoplazmas a kalcium szint emelkedése megviéltoztatja az ERK fehérje
interakcidit, az daltala befolydsolt proteinek eloszlasat és késlelteti az ERK sejtmagi
hatdasa négyféle medidtornak tulajdonithaté: 1) a PYK2A aktivacié 2) a Ras-GRF
serkentése 3) a Ras-GAP gatlasa 4) a CaMKI és CaMKII serkentése. A kalcineurin nem volt
a felsorolt kozvetiték kozott. Kardiomiocitdkban viszont leirtdk, hogy a CaMKIl gatolja a
kalcineurint (MacDonnell 2009; Circ Res. 105:316-325). Szeretném megjegyezni, hogy a
fentieket osztddod sejtekben irtdk le. Az dltalam megfigyelt Ras és kalcineurin kapcsolat
nem osztédd sejtekben, hanem fejl6d6 izomrostokban megy végbe, melyek
irreverzibilisen posztmitétikus allapotuak, még csak nem is GO fazisiak. Esetiikben nem
lehetséges a G1/S fazis kozti atmenet, amelyhez az emlitett kapcsolatokat kiemelik.

Végezetil koszondm a kérdéseit, amelyek ismét elgondolkodtattak a témdm kapcsan
adddo osszefliggésekrdl.
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