Valasz Dr. Homolya Laszlo az MTA doktora szakmai biralatara

Mindenekeldtt koszonom opponensemnek, hogy vallalta disszertaciom biralatat.
Ko6szondm elismerd szavait, megjegyzéseit, gondolatébresztd észrevételeit. Kérdéseire,
megjegyzéseire, az alabbiakban szeretnék valaszolni.

Koszonom, és teljesen jogosnak tartom opponensem caveolin citoplazmatikus
lokalizaciojara vonatkozo megjegyzését, kérdését. Vald igaz, hogy a caveolin a szintézise soran
a SRP és SRP receptor kozremiikodésével a klasszikus, transzlacios utat kdveti, erésen hidrofob
aminosav szekvencidja révén az endoplazmas retikulum membranjaba épiil be, mint integrans
membranfehérje, C- és N-termindlisa a citoplazma felé néz, és még az ER membranban
oligomerizalodik (Parton 2010). Az ER-bol, az onnan lefiz6dé vezikuldk membranjanak
integrans fehérjéjeként a Golgi késziilékbe szallitodik, tovabbi oligomerizacid utan a C
terminalisan palmitoilalodik, amelynek eredményeként detergens inszolubilissa valik. A Golgi
késziilékbdl a vezikularis transzporttal plazmamembranhoz vandorol, ahol beépiil a caveolakba,
ezt kdvetOen internalizalodik és reciklizal. Irodalmi adatok szolnak amellett azonban, hogy a
caveolin-1 a caveolakon kiviil szolubilis, s6t szekretalodo formaban is jelen lehet a sejtekben.
A citoszolikus caveolin-1 kolcsonhatasba 1éphet chaperonokkal (Hsp56, cyclophilin40,
cyclophilinA), koleszterinnel, és a HDL-el megegyezé méretii és denzitasi fehérje
részecskeként viselkedik. A szolubilis caveolin-1 keletkezésére vonatkozodan az az elképzelés,
hogy a caveola internalizacids ciklusanak egy bizonyos stddiumaban a caveolin-1 ,kiléphet” a
caveola membranjabdl, és a citoplazmaba keriilhet, mint lipid részecskébe dgyazott szolubilis
fehérje. Semmi sem ismert azonban arra vonatkozdan, hogy ez a folyamat hogyan megy végbe,
mi szabdlyozza, minddssze annyit tudunk, hogy a 133, 143 és 156 pozicioju cisztein
palmitoilalasa nagy mértékben befolyéasolja (Uittenbogaard és Smart 2000). Ez a szolubilis
caveolin-1 azutan visszakeriilhet az ER-ba, Gijonnan szintetizalt koleszterint kotve visszaépiil a
caveoldkba, vagy belép az ER lumenébe, mint egy HDL-szerli részecske, amit a sejt kivalaszt,
vagy a citoszolban marad, néhany koziilik a lipid cseppekhez vandorol és beépiil a lipid
cseppekbe, de bejuthatnak a mitochondriumba is (1. abra: Liu és mtsai 2002).
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Szekretalodo caveolin-1-t mutattak ki szerézus mirigyek szekrécios vakuolumainak lumenében
(a mucindzus mirigyekében nem, Liu €s mtsai 1999), és a hipofizis STH termeld sejtjeiben,
ahol a caveolin-1 nem a membranhoz, hanem a lumenben 1évé lipoprotein részecskékhez
kapcsolodott. Caveolin-1 szekrécidt irtak le prosztata daganat sejtekben is (Yang és mtsai
1998), ill. caveolin-1-t mutattak ki prosztata daganatos betegek szérum HDL frakcidjaban is
(Tahir és mtsai 2001). Ezt a cirkuldld caveolin-1-t Tahir a prosztata rak biomarkere ill.
prognozisos markereként irta le. A rakos sejtek altal termelt és szekretdlt caveolin-1
biologiailag aktiv, noveli a caveolin-1 negativ daganatsejtek viabilitasat és novekedését in vitro
(Batz és mtsai 2008). Mindezeket figyelembe véve is egyetértek opponensemmel abban, hogy
nehezen elképzelhetd, hogy egy erdsen hidrofob integrans membranfehérje egyszertien csak
,kivandoroljon” a membranbdl és o6nalld partikulumként ,,iszkdljon” a citoplazméban.
Konnyen elképzelhetd, hogy a biokémiai vizsgalatok soran szolubilisként kimutatott caveolin
az izolalasi eljarasok soran szétesett vezikulakbol keriil a citoszolba, a mikroszkopos
felvételeken vezikula vagy mas membran nélkiil detektdlhaté caveolin jel a membrannal
koriilvett struktura tangencialis metszésének kdszonhetden kelt citoplazmatikus vagy szolubilis
benyomast.

Opponensem okadansavval és a PP2A foszfataz gatlasaval kapcsolatos megjegyzésével
teljes mértékben egyetértek. Azzal a kiegészitéssel, hogy az okadansav a PP2A gatlasa révén,
két uton befolyasolhatja a caveolak internalizaciés — degradacios — reciklizacios steady state
allapotat, részben, ahogyan opponensem is leirja, a , kilép6” (reciklizacio és a degradacio) oldal
gatlasaval. PP2A ugyanis fontos szerepet jatszik endoszomak éréséhez, és a késbi
endoszomakba vald transzporthoz sziikséges szortirozo szignal kialakulasaban (Schapiro és
mtsai 2004). A PP2A gatlasa soran valoszinii, hogy a caveolaris transzport valahol a caveola
halmazok, korai endoszomak szintjén megragad, nem kovetkezik be reciklizacié, nem
alakulnak ki multivezikularis testek, késdi endoszomak, gatolt a lizoszomakkal vald fuzid, nem
kovetkezik be a degradacio (Kiss és Botos, 2008, Kiss és Botos 2009). Ezen folyamatok
megakasztdsa onmagaban is a caveoldk citoplazmatikus felhalmozdodasdhoz vezet. Ehhez
azonban még hozzajarul a plazmamembranon jelenlévo caveolak lefliz6désének stimulalasa is,
a PP2A Src kinazt gatlo hatdsanak gatlasa (a gatlas gatlasa egyenld aktivalas, azaz az Src kinaz
aktivitasanak fokozasa) révén, amely a caveolin-1 tirozin foszforilacidjan keresztiil a cacveolak
lefliz6dését  indukalja. Természetesen a sejtekrol  késziilt pillanatfelvétel, az
elektronmikroszkopos felvételek alapjan nehéz, ill. gyakorlatilag lehetetlen kiilonbséget tenni
a bejovo és kimend utvonalak kézott.

Opponensem kérdéseire adott valaszaim

A HepG2 sejtvonal nem elhanyagolhaté mennyiségii albumint szekretal, amit az
alkalmazott kezelések (pl. okadansav, Na-ortovanadat) esetlegesen modosithatnak. Szamoltak-
e ezzel a lehetoséggel, és befolydsolhatta ez a bemutatott kisérleteket?”

A hepatoma sejtvonalak jol hasznalhatok a maj-specifikus fehérjék (pl. albumin)
expressziojanak vizsgalatara. A tenyésztéshez hasznalt taptalaj 6sszetétele azonban jelentdsen
megvaltoztatja, megvaltoztathatja a majsejtek génexpressziojat. Altalanos tapasztalat (amint ezt



az irodalomban szdmos publikacié emliti), hogy tenyészetben a ma4jspecifikus funkciok
jelentdsen lecsokkennek, a hepatoma sejtvonalak a majspecifikus fehérjéket, igy az albumint
is, joval kisebb mennyiségben expresszaljak, mint az intakt majsejtek, in vivo koriilmények
kozott. A majfunkciok fenntartasahoz specidlis tenyésztdi médiumok kellenek, kollagén
jelenlétében példaul fenntarthatok a majspecifikus funkciok. A HepG2 sejteket Dr. Kovalszky
Ilona professzor asszonytol kaptunk, az I. Patholdgiai Intézetb6l. Mi nem vizsgaltuk a sejtek
albumin termelését. Kovalszky professzor asszony kérdésemre megerdsitette az irodalomban
emlitetteket: kontrol koriilmények kozott a z altalunk is hasznalt HepG2 sejtek csak nagyon kis
mennyiségben termelnek albumint. Kisérleteink sordn albumin-mentes DMEM médiumban
neveltiik a majsejteket, az albumin hiany 6nmagaban stimulalhatnd az albumin termelést, és
szekréciot, azonban az a megfigyelésiink, hogy az albumin megvonas jelentdsen lecsokkentette
a sejtfelszini caveolak szamat, arra utal, hogy nem valdszinli, hogy az esetleges szekrécio a
caveolak kozremiikddésével menne végbe. Albumin hozzdadésra a caveoldk szama megnd, az
izolalt plazmamembran frakcioban a caveolin-1 jelenléte jelentésen megemelkedik. 3 oras
albumin kezelés nem novelte tovabb a sejtfelszinen jelenlévd caveoldk szdmat, azonban a
plazmamembran alatti citoplazmédban nagyobb mennyiségben voltak jelen zart, lefliz6dott
caveolak. A hosszabb idejli albumin-kezelést kovetden az egyedi, lefiiz0dott vezikulak mellett
caveola-aggregatumok, caveola-csoportok is nagy szamban voltak megfigyelhetok a
plazmamembranhoz kozeli citoplazmaban. Opponensem kérdésére tehat azt valaszolndm, hogy
ha 1étezik is albumin szekrécio, a rendszerhez nagy mennyiségben adott aloumin a szekréciot a
jol ismert kémiai elv (Le Chatelier-Braun elv) alapjan valdsziniileg visszaszoritja.

., Elképzelheto-e az — a talan radikadlisnak tiind — gondolat, hogy a caveolak nemcsak az
endocitotikus ut egy alternativajat képezik, hanem esetleg részt vesznek a szekrécios
folyamatokban is - akdr reciklizacio, a de novo szintézis utvonaldn.”

A caveolak nemcsak az endocitotikus titvonal alternativajat képezik, hanem szerepet
jatszanak a plazmamembran felé itanyuld transzportfolyamatokban is. Jol ismert, hogy a
polarizalt hamsejtek apikélis és bazolateralis felszine egymastdl jelentdsen eltérd lipid-, és
fehérje-0sszetételi membranokkal rendelkezik (Drubin és Nelson 1996). Az apikalis
membranfelszin akar haromszor nagyobb mennyiségben tartalmazhat GPI-kotott fehérjét,
koleszterint, glikolipideket, glikoszfingolipidet, mint a bazolateralis felszin (Ali és Evans 1990,
Wilson és mtsai 1990). Az eltérd lipidosszetétel feltételezhetéen az apikalis membran szamara
védelmet biztosit a kornyezeti hatdsokkal szemben. A megfeleld Osszetétel kialakitasat,
fenntartasat egy elosztd6 mechanizmus biztositja, melynek kozpontja a transz-Golgi halozat
(Mostov és mtsai 1992, Matter és Mellman 1994, Le Gall 1995). Itt alakulnak ki azok a
szortirozd vezikuldk, melyek tartalmazzak az apikalis, valamint a bazolateralis membran
fehérjéit és lipidjeit (Kurchalia és mtsai 1992). Biokémiai vizsgalatok bizonyitjak, hogy a
szortirozd feladat ezen transzport vezikulumok membranjaban taldlhaté caveolin izoformak
jelenlététol fiigg. A Golgi késziilékben oligomerizalddott caveolin-1 és caveolin-2 tartalmu
heterooligomerek a transzport vezikulakat a transz-Golgi haldzatbol a sejt bazolateralis felszine
fele iranyitjak, mig a csak caveolin-1 fehérjébdl allo homooligomer tartalmi membran
mikrodomének az apikalis plazmamembranba épiilnek be (Scheiffele és mtsai 1998, Parolini és



mtsai 1999). Ezekben a membran mikrodoménekben mar megtalalhatéak az apikalis illetve a
bazolateralis membranra jellemz6 aranyu lipid-, és fehérjekomponensek.

»A caveoszomanak nevezett struktura az extracellularis térrel valo kapcsolatat
a jelolt tobbek kozott vigy mutatta ki, hogy ruténium voros festést alkalmazott. A caveoszoma-
szerii képletekben fellelhetd volt a ruténium véords. Hogyan zdarhato ki ebben az esetben, hogy a
festek (vagy legalabbis egy része) endocitozis utjan nem jut be a sejtbe, és festi az
internalizalodott kompartmenteket is?”

A ruténium voOrossel végzett kisérleteim soran a sejteket ruténium Vvords tartalmu
fixaloval (0.4mg/ml ruténium vords 2% glutaraldehid) fixaltuk, és az ut6fixalo, a 2% ozmium-
tetroxid oldat is ugyanennyi ruténium vorost tartalmazott. A glutaraldehid (kis molekula 1évén)
difftizigja joval gyorsabb, mint a kolloidalis részecskét alkoto ruténium vordsé, ezért a ruténium
vOros a mar fixalt, és ezaltal immobilizalt membranstruktirak extracellularis oldalahoz kotodik,
¢s az internalizacidja nem mehet végbe.

Végezetiill még egyszer szeretném megkdszonni opponensem, alapos, mindenre
kiterjedd, biralatat, gondolatébresztd megjegyzéseit, kérdéseit és koszondom elismerd szavait.
Kérem, hogy valaszaimat fogadja el.
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