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»A Keratinocitak fiziologias és patologias valtozasai kornyezeti hatasokra és ezek
szerepe bortumorok kialakulasaban” cimi MTA doktori értekezésemre irott
hivatalos biralatara

Elséként is koszonettel tartozom Timar Jozsef Professzor Urnak, hogy az MTA doktori értekezésem
biralatat elvallalta. Halas vagyok, hogy odaad¢ figyelemmel tanulmanyozta at a dolgozatot és
kérdéseket intézett hozzam a kevéssé egyértelmii részek tisztazasara. Tisztelettel koszondom
elismerd szavait €s hogy a dolgozatot nyilvanos vitara érdemesnek talalta.

Professzor ur kérdésként intézi hozzdm, hogy azon négy kdzleményben, ahol tarsszerzoként
szerepelek, pontosan mi volt az elvégzett munkakban az én szerepem?

Koszonettel veszem a kérdést, mert lehetéségem nyilik ravilagitani a kollaboracidés munkakban
klinikusként és magyar résztvevoként potencidlisan felmeriild helyzetekre.

A Ptch gén vizsgalatarol szol6 kdzleményben harmadikként vagyok megnevezve szerzéként,
azonban a labjegyzetben feltiintettiik, hogy az elsé harom szerzd egyforman miikodott kozre a
munkaban. Valdjaban az én vizsgalataim inditottak el a témaval val6 kisérleteket még a Yale
Egyetemen Alen Bale és Mae Gaillani-val val6 beszélgetéseink soran. Ok kozolték elsdként a Ptch
gén jelentéségét a sporadikus basaliomakban[1] A bérgydgyaszati klinikai gyakorlatom elsédleges
volt a paciensek kivalasztasahoz és a tumormintak beszerzéséhez és feldolgozasahoz, mivel a
bérgydgyaszati gyakorlat és az alapkutatasban valo jartassag kombinacioja az Egyesiilt Allamokban
relative ritkan észlelhetd. A beszerzett mintdkon még a Yale Egyetemen végeztem el a DNS
izolalas, PCT, majd a gén 24 exonjanak manualis szekvenalasait **P izotop hasznalataval. Az
igéretes elsd 7 eset tapasztalatai alapjan bdvitettiik a kis esetszdmu populaciot egy nagyobb
génbank anyagainak felhasznéalasaval egészitettiik ki mar a svéd kollaboral6 partnerek bevonésaval.
Az egylittmiik6dd kutatoknak lehetdségiik volt a DNS mintdkon high-throughput pyroszekvenalas
modszerét hasznélva relative rovid 1d6 alatt a beallitott paraméterek mellett a szekvenalast
elvégezni. Mind a statisztika elkészitésében, mind a kézirat megiradsaban az elsd szerzokre jellemzd
munkat végeztem, mivel azonban a munka anyag és pénzigényesebb része Svédorszagban tortént,
igy a szerzOk végso felsorolasban a harmadik hely jutott nekem.

A HIF1alfa vizsgalataban végzett munkéaban akkori PhD hallgatom, Dr. Paragh Gyorgy szerepel
megosztott elsd szerzoként. Ezek a kisérletek akkor még nem lettek volna kivitelezhetéek a
Borklinikan. Azéta a Klinika és az altalam vezetett Fotodermatologiai, Fotokarcinogenezis
munkacsoport jelentdsen boviilt, mara 2 féallasu PhD hallgaté mellett 2 levelezé PhD hallgato €s
tobb TDK-s is dolgozik benne. Emellett a labor eszkdzparkja is tovabb gazdagodott, mara 6nalld
sejtbioldgiai munkara is képessé valtunk. Az aktiv kutatas jelenleg is folyik, eddigi eredményeink a
publikéciora vald eldkészités szakaban vannak. Maga a hypoxia vizsgéalatanak 6tlete Prof. Mandl
Jozsef akadémikus ur érdeme, akinek ezlton is kdszonettel tartozom, hogy egy olyan palyazati
konzorciumban vehettem részt, amelynek a vezetdje a professzor Ur volt, én pedig az egyik
konzorciumi tag, a SE Bor-, Nemikortani és Boronkologiai Klinika részérdl lehettem a
csoportvezetd. A kdzleménybe a magam részérdl a borgydgyasz klinikai tapasztalatot, a hypoxia
jelentéségének borgydgyaszati aspektusbol valo értelmezését, a keratinocitdkkal valo munka és az
UV kisérletek gyakorlati kivitelezését tettem hozza. A besugarzashoz sziikséges fényforras
beszerzését, a dozimetriai szamitasokat én végeztem. Az UVB sugarzéssal végzett kisérletek
kozvetlen megvalositasat én kezdtem el, majd az altalam betanitott PhD hallgato és asszisztens
folytatta. Ezekhez a kisérletekhez én munkam és iranyitasom nélkiilozhetetlen volt, mivel UV-



kisérletek végzésében korabbi munkaimbdl fakaddéan nekem volt kelld jartassdgom.

A kozleményben nem kertilt ugyan felhasznalasra, de a kisérleteinket elvégeztiik primer human
keratinocitakon is, amelyeket a Bérklinikdn tenyésztettiink. Ezen sejtek tenyésztését korabban mar
végezték a klinikan Karpati Professzor Asszony laborjaban, de a technika beallitasara ismételten
szlikség volt, amely most az laboromban tértént meg a SE Borklinikan. A kisérletek
megvalositasanal mind az elméleti tervezés, mind a konkrét gyakorlati kivitelezésben is tevékenyen
részt vettem. A laborban dolgozo asszisztensnek, a PhD hallgatonak megtanitottam a
labortechnikakat, a steril munkavégzés és sejttenyésztés szabalyait, a PCR, Western-blot
kivitelezését. Ezt kovetden képessé valtak az iranyitasom mellett 6nallé munka végzésére.

A kézirat megirasaban is jelentds fokban részt vettem, annak borgyodgyaszati szempontu atirdsa is az
én munkam. A kdzlemény levelezo szerzdjeként is én vagyok feltiintetve.

A keratinocita differenciacidval és szfingolipidek hatdsaval foglalkozo6 kdzlemények elso szerzdje
az akkori PhD hallgatom, dr. Paragh Gyorgy. Ezek a munkak nagyrészt Németorszagban prof. Gerd
Schmitz laboratériumaban keriiltek kivitelezésre. Folyamatosan €16 volt a kapcsolatom a PhD
borgyogyasz szakorvosaként kiemelt mddon volt rédhatasom a kutatdsok megtervezésében,
kivitelezésében ¢és annak klinikai értelemezésében. Paragh dr. 6nélldéan végezte a munkdjat, azonban
technikai kérdésekben rendszeresen konzultaltunk. Egyes mintak, amelyek a kézleményekben végiil
nem keriiltek felhasznéaldsra a Semmelweis Egyetem Borklinikajarol szarmaztak.

A kézirat elkészitésében is aktivan részt vettem, annak klinikailag helyes voltat ellendriztem,
korrigdltam. A szerzok felsorolasanal meghatarozo jelentdségili volt, hogy a kisérletek anyagi
hatterét, a felhasznalt anyagok nagy részét, a modszereket a német partner biztositotta, igy pusztan
tarsszerzOként jelenhetett meg a nevem a felsorolasban.

Tovabbi kérdésként intézte hozzam Timar professzor Ur a p53 pozitiv klonok dinamikéjanak
tanulmanyozasaval kapcsolatos vizsgalatainknal, hogy a p53 sejtek a ham melyik rétegében
helyezkednek el, van-e esélyiik az immunrendszer effektor sejtjeinek ezekhez hozzaférni?

Az egér epidermisze az emberéhez képest sokkal vékonyabb, alig néhany sejtsorbol all. A p53
pozitiv sejtek a suprabasalis rétegben helyezkednek el, amint azt a keresztmetszeti képen is észlelni
lehet[2]. A dermiszben keringé immunsejtek a hamba behatolva képesek citotoxikus hatast
kivaltani, ami szamos gyulladasos borgydgyaszati korkép, pl. ekcémak, psoriasis meghatarozo
eleme. Professzor Ur kérdését a daganatellenes effektor immunvalaszra vonatkoztatva is talalhatoak
az irodalomban kozlések. Egyik kiterjedten vizsgalt teriilet a polifenolok daganatellenes hatasaban
megfigyelhetd immunologiai torténéseket irja le[3]. Kronikus UVB besugarzasnak kitett egereket
vizsgalva igazoltak, hogy a hamban a COX-2 szintje fokozott volt, amit a polifenolok képesek
voltak hatékonyan csokkenteni. A DNS karosodas mértékének meghatarozasara azt a CPD antitest
immunhisztokémiai mddszert alkalmaztak, amelyet a laborunkban is hasznalunk az UV-sugarzas
okozta karosodas detektalasara. A hatékony polifenol védelem feltétele az IL-12 fiziologids
funkcidja, amint ezt IL-12 knockout egereken végzett vizsgalatokkal igazoltak[4].

A HIF-1alfa UV sugarzas hatasara 1étrejovo valtozasait tanulmanyozo kézleményiinkh6z
kapcsoloddan kérdezi Professzor Ur, hogy Gjabb sajat, vagy irodalmi adatok ismertek-e a
besugarzast kovetden rogton megjelend HIF-1alfa mRNS ¢€s protein szinti csokkenésére?

A HIF-1alfa kétfazisos viselkedés ma sem értett minden részletében. Kézleményiink mar a biralati
szakban volt, amikor egy részben hasonldé megfigyelést ismertetd cikk jelent meg, amely
megerdsitette a mi megfigyelésiinket, azaz az UV hatasara jelentkezd bifazisos valaszt egy mas
aspektusban is észlelték. Erre a kozleményiinkben hivatkozunk is[5]. 2008-ban jelent meg egy
olyan review, ahol nagy figyelmet szentelnek a HIF-1alfa viselkedésében megfigyelhetd
kétarcusagnak[6]. Ebben a kozleményben a normoxias koriilmények kozott a HIF-1alfa RNS



transzlacioja cap-dependens modon torténik. Bizonyos feltételek megléte esetén a HIF-1alfa
transzlacidjat a PtdIns3K—Akt-mTOR ¢és a MAPK (RAS-MEK-ERK) ttvonalak aktivalodasa idézi
eld. Késoébb, renalis ischémia utani reperfuziot vizsgalva kozolték, hogy a HIF-1alfa
felhalmozodasa nem annyira az alacsony oxigén koncentracid, hanem sokkal inkabb az Akt/mTOR
utvonal kontrollja alatt all[7].

befolyasolasanak lehetséges alkalmazasaval az onkologiai terapidban hangsulyozva ezen ismeretek
potencialis klinikai alkalmazasat[8].

A késébbiekben a HIF-1alfa tovabbi vizsgalataval nem foglalkoztunk, igy tovabbi sajat adat nem all
rendelkezésre.
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hidnyolja a morfometriai és statisztikai analizist és csak a fehérjék expresszalodasat latja
bizonyitottnak az epidermiszben.

A keratinocita differenciacioban szerepet jatszo gének azonositasasa soran a vizsgalatban célunk
olyan uj gének azonositasa volt, amelyek keratinocita differenciacio soran betoltott szerepe eddig
nem volt ismert. A gének expresszidjanak valtozasat tobb gén esetében tobb maddszerrel
megvizsgaltuk, és szamos gént azonositottunk ami mind egy rovid konfluencia es mind egy
hosszabb tavu kalcium-indukalta differencidci6 soran jelentds génexpresszioé emelkedést mutattak.
Az egyes vizsgalatokban a statiszikai elemzés ugyan elvégezheto lett volna, de tigy véltiik, hogy a
két kiilon elemzés nem adna hozza érdemben ahhoz a tényhez, hogy a két mRNS szinten végzett
vizsgalat egybecsengd eredményeket mutatott. A két vizsgalat egyiittes elemzésére pedig nem lett
volna lehetdség, igy csak egyszeriien a hosszl tdva adatok és azok megoszlasanak (SEM)
abrazolasa mellett dontottiink. Az immunhisztokémiai vizsgalatok statisztikai elemzését a meglévd
keretek kozott szintén nem lattuk lényegesnek. Ez vagy nagyon mesterséges hatarok megvonasaval
lett volna csak elvégezhetd (bazalis réteg festddés denzitasa a suprabazalis réteggel 6sszehasonlitva)
vagy csak sokkal tobb bioldgiai minta vizsgalataval lett volna lehetdség ra. Lévén nincsen igazan
adekvat és a gyakorlatban bevalt teszt az efféle 0sszevetésekre, igy az 6sszes szerzo €s a cikk biraloi
is egyetértettek abban, hogy az immunohisztokémiai vizsgalatok a vizsgalt gének differenciacio-
fliggd expressziojat tamasztjak ala. Az immunohisztokémiai eredmények a génexpresszios
vizsgalatok validitasat és a tapasztalt eltérések fiziologias jellegét igazoltak, igy tovabbi statisztika
alkalmazasatol eltekintettiink.

Ismételten koszonom Timar Jozsef Professzor Urnak, hogy a dolgozatom biralatat elvégezte.
K6sz6nom, hogy MTA értekezésemet mind formailag, mind tartalmilag az eldirt kovetelményeknek
megfeleldnek tekinti és nyilvanos vitara alkalmasnak tartja.

Tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2012. november 6.

Dr. Wikonkal Norbert
egyetemi docens
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