Valasz Dr. Juhasz Gabor az MTA doktora, tudomanyos tanacsado szakmai
biralatara

Mindenekel6tt meg szeretném kdészonni opponensemnek, hogy elvallalta a benyujtott
palyazatom biralatat. Koszondm megjegyzéseit (amelyekkel egyetértek, és elfogadom) kritikai
észrevételeit, amelyek koziil csak egyre szeretnék reflektalni. Birdlom hianyolja, hogy a
kiilonbozé gatloszeres kezelések mellett semmilyen géncsendesitési, génszerkesztési
technikdkat nem alkalmaztam. Tekintettel arra, hogy disszertaciom a munkassagom 2009-ig
terjedd id6szakdnak eredményeit foglalja Gssze, abban az idOben a gén-manipulacids,
géncsendesitési  technikak még ,,gyerekcipdben” jartak, nem voltak elterjedt vizsgalati
modszerek. Jelenleg folyd vizsgalataink soran mar mi is tervezziilk micro- és siRNS-ek
alkalmazasat.

Opponensem a f6 tudomanyos eredményeim Osszefoglalasa végén megjegyzi, hogy
nem talalta Ari Helenius 2010-ben megjelent cikkében a munkamra valo6 hivatkozast. A munkat
Ari Helenius munkacsoportja végezte, Ari Helenius, mint munkacsoport vezet6 a J Cell Biol
(191. 615-629) 2010-ben megjelent ,,Caveolin-1 is ubiquitilated and targeted to intraluminal
vesicles in endolysosomes for degradation” c. cikk utolsé szerzdje, az elsé szerzé Arnold
Hayer, Ennek a publikacionak a végén a References fejezetben a szerzok idézik 2007-ben és
2009-ben megjelent, Botos Erzsébettel kozos publikacidinkat. Ennek a publikdcionak
Discussion fejezetében szerepelnek az alabbi mondatok: ,,The electron micrographic sections
showing structures with many caveolar domains most likely represent structures still connected
to the plasma membrane (Parton and Simons 2007; Kiss and Botos 2009). We emphasize that
caveosomes according to present data are most likely modified LE/LYS and thus part of the
classical endocytic pathway. We suggest that the term caveosomes no longer be used.”

Opponensem kérdéseire adott valaszaim a kovetkezok:

1)) ,,Hatdssal van-e a caveolak szama/jelenléte a makrofagok fagocita aktivitasara?”

A disszertaiciomban 0Gsszefoglalt munkamban a makrofagok fagocitotikus
folyamatait nem vizsgaltam, de fluid fazisos és receptor-medialt endocitozist igen.
Eredményeim azt mutattdk, hogy az elicitalt (gyulladdsos) makrofagok, amelyekben a
clathrin burkos vezikuldk szdma nem valtozott, a caveoldk szadma viszont igen
jelentdsen megndtt, 1ényegesen nagyobb mennyiségben vesznek fel fluid fazisos
markert és immunkomplexeket. Ezek az eredmények mindenképpen azt jelzik, hogy az
endocitotikus aktivitas és a caveolak szama kozott szoros 0sszefiiggés van, azonban arra
nehéz valaszolni, hogy azért van tobb caveola ezen makrofagok plazmamembranjan,
hogy a nagyobb aktivitashoz elegendé szamu felvételi struktira éalljon rendelkezésre,
vagy azért fokozottabb az endocitozis, mert a sok caveola nagyobb mennyiségii
anyagfelvételt képes elvégezni. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a caveoldk, illetve a
caveolin-1 fehérje az endocitdzisban betdltott szerepilk mellett a makrofagok



milkodésének, a monocita-makrofag differencialodasnak egyik kulcsfontossagu
szabalyoz6 fehérjéje. Overexpresszidja gatolja a migraciot, és stimulalja a fagocitozist
(Fu és mtsai 2012). A caveolin-1 a makrofagok egyik legfontosabb immunmodulatora
(Wang és mtsai 2005), kozvetleniil szabalyozva a gyulladdsos valaszokat. A gyulladas
soran expresszalodo caveolin-1 a p38/MAPK ttvonal aktivalasan keresztiil gatolja a
pro-inflammatorikus citokinek (TNFa és az IL-6) termelddését, és fokozza az anti-
infalmatorikus citokin (IL-10) termelést (Xiao és mtsai 2005), ezaltal védo szerepet
jatszik a gyulladasos folyamatokban. A caveolin-1 fontos szerepet jatszik a monocita-
makrofag differenciacioban is. A monocita-makrofag differenciaciot szamos
transzkripcids faktor szabdlyozza, amelyek koziil az EGR1 csak a monocita-makrofag
atalakuldsra hat. Ezen 4talakulas egyik fontos feltétele az EGR1 transzkripcios faktor
aktivalodasa. Az aktivalodott EGR1fokozza a CD115 expresszidjat, amely eldsegiti az
M-CSF jelatvitelt. Az EGR1 transzkripcids faktor nukledris transzlokacioja az ERK
aktivitasatol fligg, amelyet viszont a caveolin-1 szabalyoz. (Fu és mtsai 2012).

, Milyen adatok vannak a felhasznalt ellenanyagok specifitisara (pl. tortént-e
Szerz6 vagy masok altal végzett validdlas, azaz hogy géncsendesitett sejtekben
lecsokkent az adott fehérje mennyisége mikroszkopos vagy western blot
vizsgalatokban)?”

Mi ilyen validélési vizsgalatokat nem végeztiink, tekintettel arra (amint azt mar
emlitettem), hogy a disszertdciomban Gsszefoglalt vizsgalatok idején géncsendesitéses
kisérleteket nem végeztiink. Az utobbi idében azonban szdmos publikacio jelenik meg
géncsendesitéssel végzett vizsgalatokrdl, amelyekben ugyanazokat az antitesteket
hasznaljak, amelyeket mi is ugyanazoktdl a cégektdl vasarolunk. A specifitassal
kapcsolatosan minden alkalommal a klasszikus ellendrzést végeztiik el, nevezetesen
minden esetben vizsgaltuk, hogy az elsd ellenanyag elhagyasa utan kapunk-e jelet, vagy
sem.

A dolgozat elsosorban emlos sejteket vizsgalt, nem emliti, hogy milyen mds
fajokban vannak jelen ezek a strukturak/caveolint kodolo gének. A bemutatott
génredundacia (caveolin-1, -2, -3 jelenléte) kapcsan felmeriil bennem, hogy ismert-e
olyan faj, aminek csak egyetlen caveolint kédolo génje van, és milyen fenotipust okoz
ennek kiiitése (ha ezt vizsgalta valaki)?”

A caveolin izoformakat els6ként emlGs sejtekben irtak le (caveolin-1: 1953-ban,
caveolin-2 és caveolin-3: 1996-ban), funkcidjukat, expresszidjukat féleg emlds
sejtekben vizsgaltdak Mindharom izoformat leirtak Xenopus laevisben, Fugu
rubripesben és Caenorhabditis elegansban is. A C. elegansban Sato és mtsai (2006)
altal kimutatott caveolin-1 az emlsdkben jelen 1évo caveolin-3 izoforméaval homolég,
idegsejtekben, izomban van jelen. Scheel és mtsai (1999) leirtak, hogy a caveolin-1 C.
elegansban himeknél az ivarsejtérést szabalyozza. 2008-ban Hernandez-Bello és mtsai



caveolin-1 gént klonozott Trichinella spiralisban, fragment specifikus cDNS probaval
kimutatta a caveolin-1 sex-specifikus expresszidjat a petesejt érése és a Korai
embrionalis fejlddés soran. Zhang és mtasi (2011) caveolin-1 gént klonozott
Arthropodaban (Artenesia sinica). Sokaig tartotta magat az a nézet, hogy
Drosophilakban nincs jelen a caveolin. 2016-ban azonban Zhang és mtsai
Drosophilaban is (feln6ttben és larvaban egyarant) kimutattak a caveolin-1 izoformat.
Eloszléasa, expresszidja valtozik a kiillonbozd fejlédési stddiumokban: felndttben foleg
agyban, izomban és a bélcsében van jelen, baballapotban a zsirtestben talaltak a legtobb
caveolin-1-t, az agyban viszonylag kevés volt kimutathat6. Larvakban és babokban a
caveolin-1 expresszidja magasabb volt, mint felndttekben, és a ndéstény egyedekben
jelentésen magasabb expresszios szintet detektaltak, mint himekben. Zhang és mtsai
(2016) szerint Drosophilakban a caveolin-1 elsésorban az agy és az izom fejlédésében,
¢s az izom mitkddésének szabalyozéasaban jatszik szerepet.

A szekvencia homolodgia vizsgalatok azt mutatjak, hogy a caveolinok az
eukariotak evoltcidja soran viszonylag késon jelentek meg, specifikusak a gerincesekre
¢és gerinctelenekre, de hidnyoznak a gombakbol és a novényekbdl is (ndvényekben a
caveolint sok szempontbdl helyettesiteni képes flottilin fehérjék vannak jelen). A
gerincesek és gerinctelenek caveolin fehérjéi nagyfoku homoldgiat mutatnak ugyan de
funkcidjuk, sejten beliili eloszlasuk eltéré. Nem minden fajban képeznek a caveolinok
caveolakat, és vannak olyan fajok (pl. C. elegans) amelyekben a caveolin csak a
plazmamembranon van jelen. A filogenetikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy caveolin
csalad plaszticitasa az 6si caveolin gén nagyszamu fajspecifikus duplikacidjanak, illetve
génvesztésnek az eredménye. Mig emlésokben harom féle caveolin izoforma ismert, a
génduplikacio eredményeként a csontos halak tobb mint 6t caveolint kodold génnel
rendelkeznek, kétéltiiekben tobb mint hatféle caveolint koédold gén van jelen.
Puhatestlieckben harom-6t caveolin gént mutattak ki. A génvesztés is meglehetdsen
gyakori az evollcio soran. Arra vonatkozdan azonban, hogy van-e olyan faj, amelyben
csak egyetlen caveolint kodolo gén lenne jelen nem talaltam irodalmi adatot.

Még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Juhdsz Gabor opponensemnek, hogy
elvéllalta munkdm biralatat, koszonom észrevételeit, megjegyzéseit, kérdéseit. Kérem,
fogadja el valaszaimat.
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