Valasz Prof. Dr. Bazas Edit szakmai biralatara

Mindenekel6tt halasan koszondm Professzor Asszonynak, hogy elvallalta értekezésem
biralatat. Koszonom dicsérd szavait, megjegyzéseit, észrevételeit. Arra a megjegyzésére, hogy
az irodalmi bevezetOben talalhato hivatkozasok jelentds része igen korai publikacio (10-15
éves) az alabbiakban szeretnék reagalni:

A disszertaciomban bemutatott eredmények palyafutasom 2009-ig terjedd idészakanak
munkassagat foglaljak 6ssze és mutatjak be. Valo igaz, hogy ezen eredmények jo része mara
mar evidenciaként vannak szamon tartva, abban az idében azonban, amikor ezeket a
kisérleteket végeztem teljesen ujnak szamitottak. Az azodta eltelt idében mar én is egy Uj
fejezettel foglalkozom, a caveoldk ham-mesenchyma, mesenchyma-ham atalakulasban
betoltott szabdlyozod szerepének vizsgalatat végzem. A disszerticiom témdjanak
Osszeallitasanal mérlegelnem kellett, hogy a 2009-ig terjed6 idészak koherens, egy nagyobb
fejezetet lezdré eredményeit mutassam-€ be, amelyek egy 4ltalanos, alapvetd bioldgiai
folyamattal az endocitozissal, annak szabalyozasaval, és a caveolak endocitdzisban betoltott
szerepével foglalkoznak, avagy belemenjek a leglijabb kutatasi eredményeim bemutatasaba,
amelyek még kozel sem befejezettek. En az elsé megoldast valasztottam.

Ko6szondm opponensem kérdéseit, amelyekre az alabbiakban valaszolok:

Az Irodalmi bevezetés fejezettel kapcsolatosan feltett kérdések:

, Milyen ujabb adatok dllnak rendelkezésre ezekre a caveolakban taldlhato szteroid
receptorokra vonatkozoan?”

Hans Selye 1950-ben a Brain Medical Journalban megjelent elsé meglepd publikacioja
utan, egyre tobb kozlemény jelent meg (Szegd 1967; Pietras és Szegd 1975; Pietras és Szeg6
Nature) arra vonatkozoan, hogy a szteroid hormonok olyan valaszokat is képesek indukalni,
amelyek tOlsagosan is gyorsak ahhoz, hogy a transzkripcidé szabalyozdsdn keresztiil
valosuljanak meg. Az egyik ilyen els6 megfigyelés volt, hogy az dsztrogén cAMP termelddést
¢s calcium aramlast indukal uterus hamsejtekben, egy olyan valaszt, amely csak membranban
talalhato receptorok kozremitkodésével mehet végbe (Szegd, 1967). Azdta szamos klasszikus
szteroid receptort, pl. ERa-t és ERPB-t, progeszteron receptort, gliikokortikoid ¢és
mineralokortikoid receptorokat (Grossmann és mtsai 2008) és nem-klasszikus értelemben vett
szteroid receptorokat, pl. D vitamin receptort (Huhtakangas és mtsai 2004) sikertilt kimutatni a
plazmamembranban. (Hammes 2007). A sex szteroid receptorokrol ismert, hogy a
plazmamembranhoz valo transzportjukhoz E doménjiiknek palmitoilalodni kell, a palmitoilalas
noveli a fehérje hidrofob tulajdonsagat, és eldsegiti a membrannal vald kapcsolodasat. Az E
domén a szteroid receptorokban (ER, progeszteron receptor, androgén receptor) erdteljesen
konzervalt, 9 ciszteint tartalmaz, ahova a plamitoil sav kotdédhet (Acconia és mtsai 2005,
Haynes és mtsai 2003), Razandi és mtsai 2003). Ez a palmitoilalt cisztein motivum segiti el6 a
szteroid receptor kapcsolodasat a caveolin-1 scaffolding doménjéhez. A szteroid receptorok a



caveolakban szamos jelatviteli molekulaval keriilnek kapcsolatba, amelynek eredményeként
szamos jelatviteli utvonal (pl. ERK/MAPK, Akt/PKB tutvonal, cAMP, cGMP, PKC, PI-3kinaz
utvonal) aktivalodhat, gyors jelatviteli folyamat indulhat el masodperceken belil. A
caveolakban jelenlévd Osztrogén receptor példaul Osztradiol indukalé hatasara szelektiven
aktivalja a G fehérje o és B alegységeit, ily modon kozvetit gyors szignalt (Razandi és mtsali
1999; Kumer és mtsai 2007). A progeszteron receptor aktivalni képes az ERK/MAPK utvonalat
emlé daganat sejtekben (Boonyatanokomi ¢s mtsai 2001). Az androgén receptor pedig
fokozhatja az eNOS aktivitasat (Watson 2012)..

., Mi lehet a magyardzata annak, hogy specifikusan az izomsejtek caveoldi rendelkeznek
kiilon cavin tipussal (cavin 4) és PACSIN tipussal (PACSIN 3) szemben egyéb sejtekkel. ”

Hosszu ideig (2008. 2009.) altalanos elfogadott tény volt, hogy a caveolin a caveolak
egyetlen, kizarolagos strukturalis fehérjéje, mivel expresszidja sziikséges €s elégséges feltétele
a caveoldk kialakuldsanak. Mara mar egyértelmii bizonyitékok vannak arra vonatkozoan, hogy
egy masik fehérje-csalad tagjai, a cavinok is fontos szerepet jatszanak a caveoldk
kialakulasaban. A cavin fehérje-csalad négy tagjat ismerjiik eddig: cavin-1 (PTRF, polimeraz-
1 transzkripcids faktor), cavin-2 (SDPR, szérum deprivacios protein response), cavin-3 (mas
néven SRBC: sdr-related gene product that binds to c-kinase) és cavin-4. A cavin-2, -3, -4
jelentds homoldgiat mutat a cavin-l-el, és valamennyien Kritikus szabalyozéi a cavolak
dinamikajanak. Cavin-1 a plazmamembran caveolaiban, a caveolin-1-el 1:1 aranyban fordul
eld, és fontos szerepet jatszik a caveolak kialakulasaban (Chadda és mtsa 2008; Nabi és mtsai
2009), hianyaban nem alakul ki a tipikus caveola morfologia, s6t mind a harom caveolin
izoforma expresszidja csokken. A cavin-2 is kolokalizal a caveolakban a caveolinnal. A cavin-
formaja caveolak kialakulasat indukalja (Hansen és mtsai 2009). Cavin-3 hasonl6 a cavin-1lhez,
és bar feltételezték, hogy szolubilis formaban van jelen a citoszolban, proteomikai vizsgalatok
igazoltak, hogy a caveola frakciokban gytilik 6ssze. A cavin-3 kapcsolodasa a caveolakhoz a
caveolak leflizodését, a caveolakbol lefiizodott vezikulak kialakuldsat stimulalja, hianya
jelent6sen befolyasolja a caveolin-1 intracellularis szallitodasat. (McMahon és mtsai 2009). A
cavin-csalad utolso, negyedik tagjaként a cavin-4 —t (Bertani és mtsai 2009) irtak le, mint tisztan
citoszolikus fehérjét, amely azonban képes kapcsolodni a cavin- 2 és cavin-3-hoz. Bar pontos
informaciot, adatot arra vonatkozdan nem talaltam az irodalomban, hogy mi lehet az oka annak,
hogy a cavin-4-t izom-specifikus cavin formanak tartjak, a magyarazat valahol ott keresendd,
hogy a cavin-4 a RHO/ROCK utvonal moddositasa révén Osszefiiggésbe hozhatd kardialis
diszfunkcioval, és leirtak, hogy fontos szerepet jatszik az izom biogenezisében is (Tagawa és
mtsai 2008). Cavin-4 expresszioja zavart szenved olyan human izom-betegségekben, amelyek
a caveolin-3 diszfunkciojaval kapcsolatosak. A miért megvalaszolasahoz tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

Még nehezebb megvalaszolni azt a kérdést, hogy mi lehet az oka annak, hogy nem
PACSIN-1, és nem PACSIN-2, hanem PACSIN-3 van jelen az izomsejtek caveolaiban. A
PACSIN-ok (mas néven syndapinoK) periférids membran fehérjék, N-terminalisukon BAR
(Bin/Amphyphysin/Rvs) domént, a C-terminélisukon pedig Src homolog 3 (SH3) domént
tartalmaznak, és a membranok gorbiiletének kialakulasat ¢és fenntartasat biztositjak, és a



membranok atszervezddésében jatszanak szerepet (Forst és mtsai, 2008, 2009, Suetsugu és
mtsai 2010), elengedhetetleniil sziikségesek a membranok remodellezéséhez. A PACSIN-ok
szerepet jatszanak a dinamin-dependens endocitotikus, folyamatokban, igy a caveoladk
kézremiikddésével végbemend endocitdzisban is. Emlésokben haromféle PACSIN-t irtak le:
PACSIN-1 idegsejtekben (Plomann és mtsai 1998; Qualmann és mtsai 1999), PACSIN-2
minden sejtben, PACSIN-3 izomszovetben (Modregger és mtsai 2000). A PACSIN-3 abban
kiilonbozik a tobbi PACSIN izoformatol, hogy a prolinban gazdag régidja révidebb és hidnyzik
az aszparagin-prolin-fenilalanin motivum. Valamennyi izoforma képes oligomerizaciora és
SH3 doménje révén kotddik a dinaminhoz. A legtobb adat az irodalomban a PACSIN-2
funkciojaval kapcsolatosan olvashato, feltehetéen azért, mert minden sejtben eléfordul. A
PACSIN-3 mRNS viszont nagy mennyiségben volt kimutathatdé vazizomban ¢&s
szivizomsejtekben (Modregger és mtsai 2000). Bar szdmos munka foglalkozik a PACSIN-3
szerkezetével, kiilonb6zé molekulakkal pl. mikrotubulusokkal, aktin filamentumokkal vald
lehetséges kolcsonhatasaval, jelenleg nem taldltam magyarazatot arra, hogy miért van jelen
PACSIN-3 az izomsejtek caveolaiban. Az irodalomban altalanosan megfogalmazott valasz:
valészinlileg a szovet-specifikus valaszok kozvetitésében jatszik szerepet. A kérdés
megvalaszolasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

»Mi lehet az oka, hogy — mint a jelolt is emliti — az utébbi idében az irodalomban
egyetlen publikdacioban sem emlitik a potocitozis fogalmat?”

A caveolédk torténetileg els6ként leirt, ma mar erdsen vitatott, lassan feledésbe meriild
funkcidja a potocitozis néven leirt felvételi folyamat. A caveolak miikodésével kapcsolatosan a
90-es évek masodik felében két taborra oszlottak a kutatok. Az egyik tabor a caveolakat a
plazmamembran merev, rigid doménjének tartotta, amely soha, semmilyen koriilmények kozott
nem flizédik le a plazmamembranrol. A masik tdborhoz azok a kutatok tartoztak (beleértve
magamat is), akik meg voltak gy6zédve az ellenkezdjérdl, nevezetesen, hogy a caveolak is
dinamikus membran invaginaciok. Morfoldgidjuk alapjan evidensnek tiint, hogy lefiizOdnek a
plazmamembranrdl, és részt vesznek a sejtek felvételi folyamataiban. A caveoldk rigid
voltaban hivok taboraban a problémat az jelentette, hogy a caveolakban receptorokat lehetett
kimutatni, amelyhez a ligandja kotddik, és be is keriil a citoplazmaba, a kérdés csak az volt,
hogy hogyan, ha a caveolak nem fiz6dnek le a plazmamembranr6l. Anderson és mtsai 1998-
ban leirt elképzelése, a potocitdézis fogalméanak bevezetése probalta magyardzni a
mechanizmust. Ezen elképzelése szerint potocitdzis soran a sejt tobb egymast kovetd 1épésbol
allo folyamattal kisméretli molekulakat, ionokat vesz fel kornyezetébdl, anélkiil, hogy a
caveolak lefizédnének. A folyamat kezdeti szakaszdban a felvételre szant molekula bekeriil
egy, az extracellularis tér iranyaba nyitott caveola iiregébe (pl. 5-metil-folat), majd ott
receptorahoz vagy ioncsatornahoz (pl. kalcium) kotédik. A nyitott caveola ezutan zarodik, de
nem flizédik le. A zart vezikula belsejében megvaltozik a mikrokdrnyezet, elsésorban a pH,
amely kovetkeztében a felvételre szant molekula disszocidl receptorarol és/vagy ioncsatorna
nyilik, majd a molekula vagy ion a citoplazmaba aramlik. Az igy kiliriilt caveola ujra Kinyilik,
¢€s tjabb molekulédk felvételére készen all. A modell j6l magyardzza egyes molekulak felvételét,
pl: az 5-metil-folat vagy a kalcium transzportjat, azonban a folyamat egyes részletei (példaul a
nyitas-zaras ciklusa, vagy a felvett molekula membranon keresztiili transzportja) nem ismertek.
Mara mar egyértelmli bizonyitékok szélnak amellett, hogy a caveoldk lefizOdnek a
plazmamembranrol, leflizodésiik szabalyozasa is jol ismert, a felvételi utvonal allomasai



tisztazottak. (2009-ig terjed6 id6szakban vizsgalataim kozéppontjaban a caveolak lefiiz6désnek
¢s a folyamat szabalyozasanak tanulmanyozasa allt). Feltehet6en ez lehet a magyarazata annak,
hogy a potocitozis fogalma lassan feledésbe meriil.

A Célkitiizések fejezettel kapcsolatos kérdések:

A kisérleteiben vizsgalt, egérbol izolalt rezidens és elicitalt makrofagok milyen
tisztasaguak voltak, milyen szazalékban tartalmaztak makrofagokat?”

A kezeletlen és a komplett Freund adjuvéanssal kezelt patkdnyok hasiiregébdl
peritonealis sejtszuszpenzidt foszfat pufferes mosassal nyertiink. A vegyes peritonealis
sejtszuszpenziobol diszkontinuus Percoll gradiensen tisztitottuk a makrofdgokat Hester és
munkatarsai (1981) mddszere alapjan. A centrifugalas utan az 51/57%-o0s Percoll hatarfazison
kiiileped6 sejtek 90-95%-a makrofag volt, mindéssze néhany %-ban voltak jelen neutrofil
granulocitak.

A ma ismert MO, M1, M2a, M2b és M2c populaciok koziil melyeknek feleltethetok meg
a kisérletek soran haszndlt peritonealis és elicitalt makrofagok?

A makrofagok az immunfolyamatokban fontos szerepet jatsz6 mononukledris fagocita-
rendszer heterogén képviseldi, amelyek kiilonb6z6 forrasbol szarmazhatnak (Ginsel és mtsai
1985, 1986, Ginsel 1993), és a szervezetben kiilonb6z0 aktivitasi allapotban jelenhetnek meg.
A makrofagok heterogenitasat kiilonboz6 aktivitasi  allapotuk, specializalodasuk,
alkalmazkodasuk a megfelelé mikrokornyezethez magyarazza. A kiilonbozé szovetekben
kiilonbozé néven leirt makrofagok (osteoklasztok, alveolaris makrofagok, Kupffer sejtek,
mikroglia stb) olyan jelentsen eltérd transzkripcios profillal rendelkeznek, hogy eltérd,
kiilonleges makrofag csoportoknak tekinthetok, ugyanakkor a kiilonb6z6 szovetekben jelenlévo
makrofagok azonos feladatot lathatnak el. A makrofagok kulcsszerepléi a szovetek
fejlodésének, fontos szerepet jatszanak az immunvalaszban, gyulladidsos folyamatokban,
monitorozzak a szovetekben végbemend valtozasokat, fenntartjdk a homeosztazist. A
funkcionalis heterogenitas mellett eredetiik is meglehetdsen eltérd lehet. A klasszikus van Furth
féle elképzelés szerint a szoveti makrofagok a vérben keringd monocitakbdl szarmaznak.
Ujabb adatok azonban azt mutatjak, hogy embrioban a sziiletés el6tt embrioldgiai progenitor
sejtekb6l (pl a szikholyag falabol, az aorta falbol, az ivarszervek és a mesohephros
endotheliumabol) is szarmazhatnak. A csontveld a forrdsa az LyC6+ ¢és az LyCé6-
monocitaknak, amelyekbdl a szoveti rezidens makrofagok szarmaztathatok (Geissmann és
mtsai 2010). Nem ismert, hogy a szikhdlyag és a magzati maj eredetli monocitak milyen
mértékben jarulnak hozza a szovetekben jelenlévd makrofag poolhoz.

Gyulladasos koriilmények jelentésen megvaltoztatjak a helyzetet. A szovetekben
drasztikusan megnd a makrofagok szama, amelyek kiilonb6z6 forrdsokbodl szarmazhatnak (vér,
csontveld, szoveti rezidens makrofagok onmegujitd képessége, monocitak vandorldsa). Sajat
letjabb vizsgalataim azt mutatjak, hogy a hashartya mesothel sejtjei gyulladasos stimulusok
hatasara ham-mesenchyma atalakulas soran makrofagokka differencialédhatnak, TNFa-t, GM-
CSF-t termelnek, GM-CSF receptort, a monocita/makrofag atalakulashoz sziikséges EGR1
transzkripcios faktort termelnek, fagocitotikus aktivitasuk jelentésen megnd. A makrofagok
polarizacioja egy aktivacios program eredménye, amelynek soran a makrofagok képessé valnak



arra, hogy a megfeleld stimulusokra valaszoljanak. E folyamat soran megvaltoztatjak
metabolikus aktivitasukat, gyogyulasban, novekedésben résztvevd M2 makrofagokbdl killer és
gatlo kapacitasi M1 makrofagokka alakulnak at. Az M2 makrofagok ornitint és poliaminokat
termelnek, mig az M1 sejtek NO-t és citrullint. Az M2 makrofagok altal termelt ornitin segiti a
sejtproliferaciot és a gyogyulast a poliaminok termelése, valamit kollagén szintézis tamogatasa
révén. Az M1 sejtek daltal termelt NO fontos anti-mikrobidlis molekula, gatolja a
sejtproliferaciot. In vitro koriilmények kozott a makrofagok M1 makrofagokka aktivalodnak
mikroorganizmusok, toxinok, LPS, inflammatorikus citokinek (TNF-a, IFN-y hatasara, kiilon-
kiilon, vagy kombinacidban) hatasara. Az M1 makrofagok in vitro 1L-12, IL-13, és IL-10
termeld fenotipussal rendelkeznek, toxikus effektor molekuldkat (ROS, NO) ¢és
inflammatorikus citokineket (IL-1p, TNF, IL-6) termelnek. A makrofagok M2-tipusu
polarizacidja in vitro koriilmények kozott a T helper eredet(i (Th2-related) citokinek, 1L-4, vagy
IL-13 hatasara megy végbe. Az M2 tipusti makrofagokban az Fcy és a TOLL-like receptorok
aktivalodnak, immunkomplexeket kotnek, anti-inflammatorikus citokineket (IL-10, TGEp,
gliikokortikoidok) termelnek. Az M2 makrofagoknak tovabbi alcsoportjait irtak le: M2a (IL-4
és IL-13 termelés, alternativ gyulladas), M2b (immunkomplexek kialakulasa, Fcy és Toll-like
receptor aktivalasa) M2c IL-10, TGFp ¢és gliikokortikoid termelés).

Az opponensem altal feltett kérdésre a valaszadas nagyon nehéz, tekintettel arra, hogy
az M1/M2 csoportositast, beosztast egér makrofagokra in vitro koriilmények kozott irtak le.
Kevés adat all rendelkezésre human makrofagokra vonatkozdan in vitro rendszerekben.
Kisérleteim soran patkany makrofagokat hasznaltam, amelyek kozeli rokonsagban vannak az
egerekkel, az egér makrofagokra vonatkozé adatok ennek alapjan bizonyos mértékig
adaptalhatok patkany fagocita sejtekre is. A valaszadast neheziti az is, hogy én in vivo
rendszerben dolgoztam, patkanyok hasiiregébdl frissen, ill. gyulladdsos stimulus utan
kozvetleniil izolalt makrofagokat vizsgaltam. Az in vivo koriilmények sokkal bonyolultabbak,
tekintettel arra, hogy az immunvalasz valamennyi résztvevdje (€s még sokan masok is) jelen
van, kiilonb6zd faktorok, citokinek termelddnek. Az irodalomban minden szerzd egyet ért
abban, hogy a makrofagok igazan k6zos jellemzéje a plaszticitas és a flexibilitas, ami azt jelenti,
hogy rendkiviil gyorsan képesek alkalmazkodni a mikrokérnyezethez. Paola Italiani egy 2014-
ben irt dsszefoglaldo dolgozatdban (Frontier in Immunology) hangsulyozza, hogy az M1/M2
makrofag csoportositas valdsziniileg egy folytonosan valtozo6 funkcionalis allapotot ir le, az M1
€s M2 aktivacids stdtusz nem az ontogenetikusan meghatarozott alcsoportokat, hanem a
fenotipust jelent, avagy ugyanaz a makrofag a flexibilis és plasztikus jellemébdl adéddan a
mikrokdrnyezet hatasara alakul at M1 vagy M2 makrofagga, vagy forditva. A peritonedalis
iiregben nagy valoszinliséggel M1 és M2 makrofagok kiilonbozé keveréke lehet jelen.

., Az utobbiak (marmint az elicitalt makrofagok) aktivitacios statuszat mi jellemzi?

Tekintettel arra, hogy a hasiiregben jelenlévo rezidens makrofagok is egy meglehetdsen
heterogén sejtpopuléciot képviselnek, nagy valosziniiséggel M1 és M2 aktivitasi statusszal
rendelkez6 makrofagok is jelen vannak kozottiik. Bar azonositasukra vonatkozoan nem
végeztem vizsgalatokat, az el6z6 kérdésre adott valaszaim alapjan tigy vélem, hogy az elicitalt
makrofagok egy része M2b aktivitasi statusszal jellemezhetd, tekintettel arra, hogy nagy
mennyiségben vesznek fel immunkomplexeket feltehetden a fokozott Fcy receptor aktivitasuk
kovetkeztében. Miutan a peritonealis makrofagok elicitdlasat Freund adjuvans hastliregbe
torténd injektalasaval végeztem, a Freund adjuvans pedig egy elolt Mycobacterium
tuberculosist tartalmaz6 olajos szuszpenzid, hatasara feltehetéen M1 aktivitasi statusszal
jellemezhetd makrofagok is jelen vannak a hasiiregben.



., Milyen felszini markerek jellemzik az egér rezidens és elicitalt makrofagokat?

Tekintettel arra, hogy disszerticiomban 0&sszefoglalt vizsgélataim célja nem a
makrofagok immunoldgiai karakterizalasa volt, ezért sem egér, sem pedig patkany
makrofagokon nem vizsgaltam, hogy milyen felszini markerek fordulnak, fordulhatnak eld. A
kérdésre csak irodalmi Osszefoglalokbdl szarmazd adatokat tudnék felsorolni. Miutan
kisérleteim kozéppontjdban egy alapvetd bioldgiai folyamat, az endocitdzis, valamint a
caveoldk  endocitézisban  valdo  részvételének, ezen  folyamat citoplazmatikus
kompartimentumainak vizsgalata, valamint a caveolak lefliz6dését befolyasold szabalyozo
tényezok vizsgalata allt, a makrofag markerek azonositdsa ezen munkdm szempontjabol
irrelevans volt. A makrofagokat vizsgéalataim sordn endocitotikus modellként haszndltam,
tekintettel arra, hogy endocitozisra, fagocitdzisra specializalodott sejtek. Azért valasztottam
ezeket a sejteket vizsgalati modellként, mert gyorsan, konnyen és nagy szamban izolalhatok a
patkanyok hasiiregébdl, rdadasul endocitotikus aktivitdsuk valtozik fiziologias és patologias
koriilmények hatasara. Vizsgalataim tehat elsdsorban sejtbioldgiai €s nem immunoldgiai
vizsgalatok voltak. Egyetlen esetben hasznaltam makrofdg markereket (ED1 pan-makrofag
markert, és OX43-t) amikor azt kellett igazolnom, hogy a gyulladdsos stimulus hatdsara a
hasliregben nagy szdmban megjelend, caveoldkban gazdag sejtek valoban makrofagok.

Az Eredmények fejezettel kapcsolatos kérdések

A 14.B dbran mai szemmel minek felel meg az anti-caveolin-2-vel jeloléds, 46 kD
koriili jelolodo molekula? |,

Ez a nagyobb molekulatomegii fehérje 19G-nek felel meg.

A PCR caveolin-1, -2 vagy —specifikus PCR volt?”

A PCR kisérleteim caveolin-1 specifikus vizsgalatok voltak.

A 29. abra oszlopdiagram. Mit jelent a ,,*SD < 0.005” Milyen statisztikai probat
alkalmazott, miért nem dbrazolta az SD vagy SEM értékeket?””

Minthogy opponensem hasonld kérdéseket tesz fel a 38. 45. 47. és 109. abrakkal
kapcsolatosan is, valaszaim ezekre a kérdésekre is vonatkoznak. Statisztikai elemzések soran
minden esetben a Stat Soft Statistica 6.1 (StatSoft Inc. Tusla, OH, USA) statisztikai programot
alkalmaztuk. Az oszlopdiagramon szamértékekkel is feltiintettiik a kapott eredményeket és *p-
vel jeloltiik a szignifikancia szintet. Azt, hogy a két 6sszehasonlitott csoport kozott szignifikans
kiilonbség van-e *p < 0.005 érték adja meg. A kép alairasok szovegében pontosan megadom,
hogy SD és (nem SEM) értékeket tiintettem fel. Ha *p érték kicsi (jelen esetben < 0.005), az
azt jelenti, hogy a kapott kiilonbség szignifikans.



,,Hogyan tudta azonositani a 35. abra citoszkeletalis filamentumait?

Gyakorlott, elektronmikroszkopos vizsgalatokat rutinszerien végzo kutatd szamara
nem jelenthet nehézséget az egyes citoszkeletalis elemek  (mikrotubulusok,
mikrofilamentumok, intermedier fiillamentumok) azonositisa elektronmikroszkdpos
felvételeken, méretiik, vastagsaguk, morfoldgidjuk, elrendezddésiik, citoplazmaban elfoglalt
helyiik alapjdn. Az azonositasukat én is a morfoldgia, organizacio, vastagsdg és a
citoplazmatikus lokalizaci6 alapjan végeztem.

., Mi a véleménye, hogyan keriilhet a Cavl a MVB-be?”

A multivezikularis testek (MVB) a klasszikus endocitotikus utvonal specialis
kompartimentumai, a ,,korai” (early) és a ,,kés6i” (late) endoszéma koztes, atmeneti struktirai.
Keletkezésiik egy meglehetésen bonyolult, sok komponens (ESCRT komplexek, VPS4, Alx
fehérjék) részvételével végbemend folyamat eredménye, amelynek soran a korai endoszoma
membranja az endoszéma belseje felé kezd ,,bimbdzni”, majd leflizédni, végiil sok apro
vezikulat tartalmazo struktara keletkezik. Ez a MVB ezutan lizoszomakkal olvad 6ssze, és
bennéke a lizoszomalis degradacio aldozataul esik. A MVB testek képzddésével tehat lehetdveé
valik membran komponensek degradacidja is, amely egyébként nem mehetne végbe, mert a
lizoszomakkal vald fuzi6 utdn csak a kés6i endoszomak tartalma keriil kapcsolatba a
lizoszoémalis enzimekkel. A disszertaciomban Osszefoglalt kisérleteim sordn éppen azt
igazoltam, hogy a caveola-medialt endocitozis a klasszikus endoszoma-lizoszoéma Utvonalra
szallitja a lefliz6dott caveolakba zart ligandot, a felvétel soran membranja beleolvad a korai
endoszéma membranjaba. Ha nem keletkeznének multivezikularis testek a caveolin mindveégig
az endocitotikus kompartimentumok membranjaban maradna, és nem degradalodhatna.
Munkam soran éppen azt bizonyitottam, hogy a caveolin-1 a felvételi folyamat eredményeként
lizoszomakban degradalodik, ennek az Utvonalnak pedig fontos, kikeriilhetetlen allomésa a
MVB.

Természetesen tudom, hogy napjainkban twjabb eredmények arra utalnak, hogy a
bizonyos sejtekben, bizonyos koriilmények kozott, bizonyos stimulusok hatdsara
mulitvezikularis testek exocitozissal vezikulaikat a kornyezetbe {irithetik. Nem allitottam, hogy
a multivezikularis testek kizarolag az endocitozisban vesznek részt, mindazonaltal a
multivezikularis testek az endocitdzis Utvonalan, a fent emlitett mechanizmussal keletkeznek,
¢s inkabb tekintheték endocitotikus kompartimentumoknak, mint exocitotikus vezikuldknak.
Elektronmikroszkopos felvételeinken mind makrofagokban, mind pedig HepG2 sejtekben a
multivezikularis testeket minden esetben mélyebben a citoplazmaban, inkabb a Golgi késziilek
kozelében azonositottunk, és nem a plazmamembran kozelében, a sejtfelszin alatt. A
plazmamembrannal val6 fuzidjukra, exocitozisukra utalo jelet nem észleltiink.

., Hogyan végezte a 100. oldalon emlitett albumin megvonast?”

A HepG2 hepatocellularis carcinoma sejtvonalon végzett vizsgalataim soran (amint azt
az Anyag és Modszer fejezetben leirtam) a kontrolként hasznalt sejteket albumin-mentes
DMEM (Dubecco’s Modified Eagle Medium, Gibco) tenyésztéi médiumban tartottuk 24 6ran
at. A 24 6rés albumin megvonas hatdsara HepG2 sejtek plazmamembranjan jelen 1év6 caveolak



szama erdsen lecsOkkent, albumin hozzaadéas utan pedig jelentésen megemelkedik, igy a
HepG2 sejtek kivalo modellnek bizonyultak a caveolak kozvetitésével végbemend endocitdzis
vizsgalatara.

., 109. oldal Szignifikans emelkedésrol és csokkenésrol beszél. Milyen statisztikai probat
veégzett? Veégzett-e denzitometriat?”

A Western blot eredmények kvantitativ kiértékelésére nem végeztem denziotmetriat,
igy statisztikai vizsgalatot sem. A , szignifkans” sz6 hasznalata igy valoban megtéveszto,
helyette jobb lett volna a , jelentdsen megndtt”, vagy ,jelentésen lecsokkent” Kifejezést
hasznalni.

Az Eredmények megvitatasaval kapcsolatos kérdések

., Elképzelhetonek tartja-e, hogy limfocitakon , elicitilas” (aktivdlas) hatasara
megjelennek caveoldk?”

Fra és mtsai 1995-ben a Proc. Nat. Acad. Sci USA-ben publikalt eredményei azt
mutattdk, hogy a limfocitdkban nem expresszalodik caveolin-1 és nincsenek jelen caveolak.
Caveolin-1 gén transzfektalasa utan azonban a caveoldk megjelennek a limfocitak
plazmamembranjan. 2002-ben Harris és mtsai caveolin-1 jelenlétét mutattdk ki T-sejtekben és
leukémia sejtvonalakon. Konfokal mikroszkdpos és Western blot vizsgalatokkal igazoltdk a
caveolin-1 jelenlétét CD4+, CD8+, CD21+ limfocitakon. Fra altal publikalt, és szinte
dogmakeént kezelt eredménytdl eltéré eredményeiket azzal magyaraztdk, hogy a caveolin-
1/caveola jelenléte vagy hianya a limfocitak aktivitasi allapotanak fiiggvénye, és egyben egyik
jelzéje lehet. Ennek alapjan nagyon is valdsziniinek tiinik, hogy a limfocitdk aktivalasa a
caveolin-1 expresszidjat, caveolak megjelenését eredményezheti limfocitakban.

»A 29KD fehérje kapcsan a jelolt a kovetkezot irja: ,,Nem zarhato ki, hogy a
makrofdagokban a caveolin expresszidja sordan modosulasok torténnek, melyek a nagyobb
molekulatomegii fehérje kialakulasat eredményezik?” Van-e erre azota bizonyiték?”

., Milyen modosulasokra gondol, és ennek a modosulasnak a jelenlétét hogy tudna
igazolni?

A kisérleteim soran leirt, az irodalombdl ismert molekulatomegnél kicsivel nagyobb
molekulatomegli fehérjét azdta nem vizsgaltam. A 29 KD molekulatomegii fehérjérdl azt
gondolom, hogy egy makrofag-specifikus caveolin-2 izoforma lehet, tekintettel arra, hogy
caveolin-2 ellen termeltetett ellenanyaggal reagal, és rezidens makrofagokban, ahol a caveolak
szama kevés, ez az izoforma expresszalodik, Ismert, hogy a caveolin-2 (a caveolin-1-el



ellentétben) Gnmagaban nem képes a caveolak kialakitasara, a jellegzetes caveola morfologia
kialakitasara. Az irodalom hosszu ideig jarulékos fehérjeként kezelte ezt az izofomat, amely a
caveolak kialakulasaban szerepet jatszik ugyan, de a caveolak nélkiile is jol megvannak. Az
utobbi idében jelentek meg olyan publikacidk, amelyek arrél szamolnak be, hogy a caveolin-
2-nek a ,jarulékos” szerepnél fontosabb funkcidja is lehet. Példaul a STAT3 transzkripcios
aktivitasat szabalyozza (Kwon és mtsai 2009), vagy a caveolin-2 downregulacidja
szupresszalja az ERK inzulin-indukalta maglokalizacigjat (Sowa 2011). A kdvetkezd években
feltehetden attorés varhato ezen izoforma szerepét illetden.

A modosuléasok, amelyek az irodalomban leirtnal nagyobb molekulatomeg kialakulasat
eredményezhetik, lehetnek példaul foszforilaciok kiilonbozé (esteleg tobb) szerin, threonin
vagy tirozin aminosav szarmazékon. Ennek igazoldsara szerin/treonin és/vagy tirozin foszfataz
kezelések utani Western blot vizsgalatot lehetne végezni. Elképzelhetd, hogy a caveolin
izoformakban az aminosavak szama, szekvenciaja fajonként némileg eltér. Kozismert példaul,
hogy a caveolin-1-nek a és B alformaja 1étezik, amelyek koziil a f alforma 31 aminosavval
rovidebb mint az a (Fujimoto és mtsai 2000). Ennek igazolasara kivalo modszer az aminosav
szekvenalas, és az aminosav szekvencidk Osszehasonlitdsa. Ha bebizonyosodna, hogy a
caveolin-2-nek is léteznek al-izoformai, és ha rendelkezésre allna megfeleld antitest, mint
ahogyan a caveolin-1a és —f esetében mindkettd al-izoforma ellen 1étezik ellenanyag, akkor
immuncitokémiaval is kimutathatok lennének az izoforma modosulatok.

Végezetiil még egyszer szeretnék kdszonetet mondani opponensemnek azért, hogy
elvéllata disszertdciom biralatat. Koszondm alapos, szinte minden részletre kiterjedd kritikai
észrevételeit, kérdéseit, amelyeknek megvalaszoladsa nem kis ,,agytornat” jelentett szamomra.
Kérem, hogy vélaszaimat fogadja el.

Budapest, 2018. januar

Dr. L. Kiss Anna



