Valasz Dr. Nyitrai Miklos professzor ur biralatara

K6sz6ndm az értekezésre forditott részletes figyelmét, a dolgozat erényeinek
elismerését, hogy meglatta a jol felépitett hosszu tavu koncepcidt kutatasaink
hatterében, és hogy kérdéseivel segitett ismét dtgondolni az évekkel kordbbi munkat. A
szemléltetésbeli és a magyardzatbeli hianyossagokat igyekszem az el6adasban és a
kérdésekre adott valaszok soran poétolni.

A kérdésekre adott valaszaim:
A referencidkat, amennyibe az értekezésben is szerepelnek, csak névvel és évszdmmal
emlitem. Egyébként megadom az azonositasukhoz sziikséges adatokat.

1. Mennyire j6é a roncsolt izom létrehozasara kifejlesztett notexin alapu modszer?
Kérdésemet ugy értem, hogy az igy kialakuldé roncsolas mennyiben felel meg a
mechanikai sériiléseknek, vagy az izombetegségek soran kialakulo
sériiléseknek? Voltak esetleg olyan kisérletek, ahol a roncsolast alternativ
maddszerrel (pl. fagyasztassal) végezték?

A notexin alapu maddszer azért valt kedveltté a vazizmot kisérletesen tanulmanyozdk
korében, mert olyan jellegli izomroncsolast/nekrozist idézett el6, ami utan a kotészovet,
a f6bb erek és idegvégzddések viszonylag épen maradtak és egyenletes izomregeneracid
kovetkezett be (Harris 2003). Tapasztalatom szerint a notexin tartalmu kigyoméreg csak
a patkany soleus izomban idéz el6 teljes izomdegradacidt, s ott lehet a teljes
izomregeneracié modellje. El6nye, hogy a regenerdcié soran véghemend
izomdifferencialédast tiszta formdban lehet tanulmdanyozni, de ez egyben a hatranya is,
ha a hétkdznapi izomsérilésekhez és az izombetegségekhez hasonlitjuk, mert az
utdbbiak ritkan jarnak teljes mérték( izompusztulassal. A részlegesen megmaradg,
sérilt kifejlett rostok egyenetlenebbé tehetik a regeneracié beinduldsat. A teljes
nekrdzis viszont, mivel hosszabb ideig tart, késlelteti a regenerdacid beindulasat. Példaul
a bupivacainnal kivaltott soleus regenerdcié esetén, ahol a rostok nekrdzisa nem teljes,
a miotubulus allapot és a beidegzés 2-3 nappal el6bb alakul ki, mint a notexin
regeneracio esetén (Zador et al. 1996, Murgia et al. 2000, Plant et al. 2006). Ennek
ellenére, valdszin(ileg sokan etikai megfontoldasokbdl hasznaljak a bupivacaint (mely
anesztetikum is), amikor a notexin még alkalmasabb is lehetne az izomroncsoldsra. Igen,
végeztem olyan kisérletet, ahol fagyasztassal roncsolt soleust vizsgaltunk, a nekrézis
ilyenkor jéval kevésbé volt kiterjedt, mint a notexin hatasara. A fagyasztdsos roncsolast
azért kellett alkalmazni, mert érdekelte az egyik cikk biraldit, hogy a TNF-alfa szint
hogyan viéltozik a notexinétdl eltéré mas roncsoldsi modot kévetéen. A TNF-alfa mRNS
szint a fagyasztasos roncsolas utdn is nagymértékben emelkedett, ami arra utalt, hogy a
gyulladdst el6készts citokin szintnovekedése kisebb mérték(i izomsériiléskor is jelents.
A részleges izomroncsolast kdvet6 izomregeneraciok valdszinileg jobban megfelelnek a
mechanikai sérulések utani izomreparacidknak. A notexin nekrdzist kdvets
izomregeneraciot, fejl6édési modellként szoktdk alkalmazni. De lehet a notexint
ddzisanak csokkentésével részleges izomroncsoldsra is felhasznalni a soleusban, ahogy



az els6 kisérletek sordn tették (Harris et al 1975), a kigydmaras hatasanak vizsgalatara. A
gyors tipusu EDL izom részleges nekrdzisdhoz még a dozis csdkkentésére sincs sziikség,
ott ugyanis a nekrozis még a kisérleti allat pusztuldsat el6idézd ddzis hatasara sem lesz
teljes.

2. Milyen kozelitéssel, milyen megfontolasok mentén lehet a megfigyeléseket az
emberi izomszovetben lezajlé folyamatokra is vonatkoztatni? Vannak esetleg
olyan kisérleti eredmények, amelyek a megfeleltetés mértékére vonatkozéan
tampontot adhatnak?

Mértékadd munkdk az izomregeneracids modelleket a degenerativ-regenerativ ciklusok
ismétlédésével jaré izombetegségek regeneracids szakaszaval allitjdk parhuzamba. llyen
betegség a Duchenne tipusu izomdisztréfia (X-kapcsolt), a legtobb végtagovi (limb-
girdle) izomdisztroéfia és némely inflamatdérikus disztréfia (dermotomyositis,
polymyositis) (Ciciliot and Schiaffino 2010, Curr Pharmaceut Design 16:906-14). Az
izomregenerdcio algoritmusat is in vivo modellek segitségével sikerilt feltarni (Allbrook
1981, Muscle Nerve 4:234-245). Az emberi folyamatokra vonatkoztatdskor azonban
figyelembe kell venni az alkalmazott allatmodellt, az elroncsolt izom minGségét, az
izomroncsolas elGidézésének mddjat és mértékét. A kisérleti egerek, patkanyok izmai a
rosttipusuk alapjan is jelentGsen eltérnek az emberétél (Schiaffino and Reggiani 211).
Ezt szem elGtt tartva, de hasznaljak a notexin regeneraciot egérben a Duchenne-es
regenerdcido modellezésére (Head et al. 2014, Exp Physiol 99:664-674). A notexin
indukalt regeneracio klinikumhoz kézelité szandékkal térténd alkalmazasa volt, amikor
az X kromoszémadhoz kapcsoltan 6roklott izomdisztrofids kutyak izomregenerdcios
képességét vizsgaltdk (Wilson et al. 1994, Neuropathol Appl Neurobiol.20(4):359-67;
Wilson et al. 1994, Neuromuscul Disord 4(1):25-37; Sewry et al. 1992 Neuromuscul
Disord 2(5-6):331-42; Dux et al. 1993 Neuromuscul Disor.3(1):23-9). Egy regeneracids
modellben tisztan elbidézhetbk és vizsgalhatdk olyan események, amelyek jelentéségét
egy betegségben nehéz értelmezni a megfigyelésre tdmaszkodva. llyen volt a gyors és
lassU miozin izoformak atkapcsoldsa a notexin indukalt izomregeneracid soran (Whalen
et al. 1990), amelyre szamos klinikai kutatas is hivatkozik. Az értekezésemben szerepl6
eredmeények is kapcsolddnak a klinikai kutatdsokhoz. Az egyik példan szeretném
bemutatni a megfeleltetés mértékét és azt is, hogy a notexin regeneracid kutatasa nem
csak a degenerativ-regenerativ jellegli izombetegségek patogenezisének felderitéséhez
jarulhat hozza.

TOobb mint tiz éve azért kezdtiink el foglalkozni a SERCA1 neonatalis formajaval, mert a
transzkript szintje dinamikusan n6t és csokkent az izomregeneracidban (Zador et al.
1996). Kulon antitestet készittettlink, amellyel kimutattuk, hogy a regenerdlddo soleus
a 3-7 napon csak a SERCA1b izoformat fejezi ki, s a SERCAla-t nem (Zador et al. 2007). A
SERCA1b antitesttel igazolhattuk, hogy az mRNS hidba emelkedik, a fehérje nem
transzlalédik a denervalt illetve a passzivan nyujtott felnétt izomban, azaz a SERCA1b
kifejez6dés poszttranszkripcios szinten gatlédik. Kértani kapcsolatok is felmeriltek:
leirtak, hogy a SERCA1lb mRNS szintje emelekdett a nem degenerativ-regenerativ jellegl
myotonikus izomdisztréfidk (MD) mind a két tipusaban (Vihola et al. 2013, Neuropathol



Appl Neurobiol 39: 390-405). igy felvet6dott, hogy a SERCA1 protein izoformak
kifejez8dését is érdemes lenne ott megvizsgalni. Kimutattuk, hogy a SERCA1b fehérje az
MD 2-es tipusdban is kifejez6dik (Kdésa et al. 2015), mig az 1-es tipusban ez nem jellemzé
(Guglielmi et al. 2016, Neuromusc Disord 26:378-85). Ez nem vart eredmény volt, mert
egyik tipusi MD-ben sem irtak le valédi izomregeneralddast, aminek addig ugy latszott,
hogy a SERCA1b markere. Kevéssel utanunk egy japan kutaté csoport is hasonld
eredményre jutott, akik a SERCA1b antitestet az altalunk leirt médon készitették (Zhao
et al. 2015, BBA 1852(10Pt):2042-7). Ez a csoport olyan kisérletet is végzett, amely
szerint a neonatalis SERCA1b kisebb kapacitassal képes feltlteni az SR-t kalciummal,
mint a feln6tt SERCAla izoforma, mivel érzékenyebb az intraluminalis kalcium szint
emelkedésére. Ezzel hozzajarultak az MD patogenezisének magyarazatahoz (Santoro et
al. 2014 Neuropathol Appl Neurobiol 40:464-476). Ugyanez a munkacsoport korabban
még azt javasolta, hogy splicingot befolyasold protein kinaz C gatlé farmakont lehetne az
MD terdpiaja érdekében bevezetni, mert azt feltételezték, hogy a SERCA1 izoformak
szintje MD-ben a splicing altal reguldlédik (Zhao et al. 2012, BBRC. 423:212-7). Ugy
gondolom, ez egy hasznos hozzdajarulas volt, kiléndsen ahhoz képest, hogy a SERCA1b
kifejez8dés, a patkanyéval és egérével ellentétben, alig mutathaté ki a neonatalis human
izmokbdl (Kdsa et al. 2015).

3. Esetenként a szerz6 megallapitja, hogy a vizsgalt mRNS vagy fehérje szintje a
regeneracié soran nem érte el a roncsolddas el6tti szintet. llyen pl. a 10. dbran
a myoD szintje. Itt ugyanakkor azt latjuk, hogy ez a megallapitas csak a
vizsgalati periddus végén igaz, nem deriil ki, hogy mi lett volna az utolsé, 28.
nap utan. Lehetséges az, hogy egy hosszabb periddus leteltével ezek a szintek
beallnak a normalis, roncsolodas elotti értékre?

Igen, lehetséges hosszabb periddus elteltével is vizsgdlni, de ilyet nem a
molekulaszintekre, hanem a rosttipusra vonatkozdan végeztiink (Zador et al. 1998). Ot
hénap elteltével a regenerdlddd izomban a rosttipus eloszlas nem volt kiilonb6zé a 28
napos regeneralt izométdl, és ami kiilonodsen érdekes, a hasonlé kord normal izométél
sem. A patkany soleus ugyanis 8-9 hénapos korra ugyanugy kb. 98%-ban lassu tipusu
rostokat mutat, mint a hdrom hdénapos kortél kezd6d6 négyhetes regenerdcio elteltével.
A molekulaszinteket azért nem vizsgaltuk 28 napnal hosszabb id6 utan, mert a
folyamatok bemutatdsahoz tul sok mérési pontot kellett volna felvenniink és ugy lattuk,
hogy az igy kapott informacié egy olyan fejl6dési periddusroél, amelyben mar Iényegében
nincs izom fenotipus valtozas, nem érte volna meg a faradsagot. A legtobbszor, ahogy a
myoD protein esetében is, a szignifikdns csdkkenés vagy emelkedés utan az utolsé
mintavételi id6pontban (tébbnyire a 28. napon) mért érték nem tért el szignifikdnsan a
normal izométal.

4. Milehet annak a magyarazata, hogy ha a soleust szelektiven denervaltak, a
lassi miozin izoforma nehézlanca nem volt kimutathaté az izomban? Milyen
izoformak voltak ekkor dominansak?



A denervacié megsziinteti a lassu beidegzést, ami alapvetd a soleus izomban a lassu
miozin kifejez6dés fenntartasahoz. A szakirodalomban szinte kizarélag a teljes végtag
denervalasat szoktak alkalmazni, amelynek nyilvanvalé mellékhatasa a végtag bénulasa
is. A soleus sajat idegének atvagdsa viszont nem jart végtaghénuldssal, sét, az izom
passziv mozgatasat is eredményezte a végtag tobbi izma dltal. Ezzel a kisérlettel azt
kivantuk alatamasztani, hogy valdban a végtagi denervacid, azaz a lassu beidegzés
hidnya csokkenti le a lassu miozin kifejez6dést a soleusban, s a végtag bénulasnak ebben
nincs meghatarozé szerepe. Erdekes, hogy a lasst miozin a szelektiv denervalt soleusban
még gyorsabban csokkent, mint a végtag denervaltban, valdszin(ileg a passziv mozgatds
kévetkeztében. Azaz a passzivan mozgatott izom gyorsabban adaptalédott, mint a
bénult, mert hamarabb és teljesebb mértékben cserél6dott le rostjaiban a lassu miozin
I-es a miozin 2a-ra és a miozin 2x-re, mint a bénult, végtag denervalt izomban.
Altaldnosan elfogadott, hogy a lasst-gyors izoforma valtas hatterében a génszabalyozas
szintjén az NFAT hatas lecsengése és a myoD domindansa valasa jatszhat szerepet. Mint
kllsé korilmény, a szelektiv denervacidban passziv mozgas élénkitette a vérellatast és
az anyagcserét is, ami felgyorsithatta az izoforma valtast szabalyozé izomrostbeli
folyamatokat. A lassu miozin szelektiv lebontasdban bizonydra a proteoszémahoz
kapcsolt és/vagy az autofagias folyamatok viszik véghez az izoforma valtas soran, mint
az izom atrofidban is (Schiaffino and Reggiani 2011, Schiaffino et al. 2013). Ennek a
részletei a patkany soleusban azonban még nem ismertek.

5. A myoD fehérje szintje mar a regeneracio elsé napjan megemelkedett (72.
oldal), amit a szerz6 azzal magyaraz, hogy a kornyezé izmokbdl a
szatellitasejtek /miogenikus prekurzorok a nekrotizalé izomba vandoroltak. Mi
a molekularis hajtéereje ennek az iranyitott vandorlasnak?

Erre vonatkozdan nem végeztiink kisérletet, de a szakirodalombdl ismertek azonositott
(hepatocita novekedési faktor (HGF), TGFB) és nem azonositott faktorok, amelyek az
aktivalt szatellita sejtek és primer mioblasztok chemotaxisat iranyitjak (Bischoff 1997). A
nem azonositott faktorok hatdsa érvényesiilhetett a vérlemezkék kivonatdban, miutan a
TGFB blokkolé antitestet adtdk hozza. Az elroncsolt izom séoldatos kivonata is
kemotaktikusnak bizonyult, azt kdvetSen is, ha a heparin koté ndvekedési faktort
affinitas kromatografiaval eltavolitottak. Ismert, hogy szamos regeneracids rendszerben
a gyulladdsban részt vevl neutrofilok és makrofagok iranyitjdk az aktivalt szatellita
sejtek/miogenikus prekurzorok, mioblasztok osztédasat és vandorlasat (Tidball and
Villalta 2009 Am J Phys 298:R1173-1187). A rendszeriinkben béven lehettek makrofagok
amelyek egy csoportja a sz6veti degraddcid alatt ill. annak végével atfedd id6szakban
aktivaljak a szatellita sejteket. A munkam transzgenikus részéhez kapcsolddds okan is
érdemes emliteni az interleukin 4-et mint az aktivalt satellita sejtek vandorlasat és
miotubulusba olvadasat serkentd citokint (Shultze et al. 2005, Lafreniere et al. 2006, Exp
Cell Res 312:1127-41; Possidino et al. 2011, Cytokine 55:280-87). Szeretném azonban
hangsulyozni, hogy a vandorlasban bet6ltott szerepliket rendszeriinkben nem
tamasztotta ala sem a myoD els6 napon térténd szignifikans emelkedése, sem az



emelkedett szdmu miogenikus prekurzor sejtek hisztokémiai kimutatasa. A
szatellitasejtek/miogenikus prekurzorok vandorldsat csupan egy lehet&ségként emlitem
a diszkusszidban.

6. A myostatin transzkript szintje emelkedett, mig a fehérje szintje csokkent a
regeneracid soran (73. oldal). Ezt a latszélagos ellentmondast a szerz6 azzal
magyarazta, hogy a myostatin tarolddhat inaktiv, vagy mas fehérjéhez kotott
formaban is. Van arra modszer, hogy ezt a feltevést alatdmassza? Meg lehet
mérni a teljes myostatin szintet, beleértve a kétott és inaktiv fehérjéket is?

A myostatin teljes mennyiségét, beleértve az inaktiv, extracellularisan kotott és a
keringésben levs szabad myostatin szintjét bizonydra meg lehetne mérni a kdzos
epitdpot felismerG antitesttel (habar a korabeli tapasztalataim szerint a kereskedelmi
forgalomban lev6ek valtozé mindségliek, a legjobbakat az élvonalbeli laboratériumokbdl
pedig nem tudtuk beszerezni). Lényegében miis , kotott” miosztatint mérhettiink,
hiszen a homogenalas utdni elsé centrifugdlis Gledékben volt kimutathatd, ahova mas is;
a citoszkeletdlis elemek, a miofilamentumok téredéke és az endo- peri- és epimizium
maradvanya is Glepszik. Olyan érzékenység(i antitestet nem sikerilt beszerezniink,
amely a fellluszoba kerilt citoplazmds (az izomsejtekbdl szarmazd) vagy a keringésbe
kerilt myostatint is kimutatta volna. A myostatin érett és proformaja elkilonithet6 lett
volna a molekulatdomege alapjan az altalunk haszndlt C-termindlis antitesttel, de a
mintankban mégsem talaltuk meg. Ez ellentmond annak a megfigyelésnek, hogy a
promyostatin egy kotépeptidhez kapcsoltan tarolddik a kot6szovetben és egy furin
tipusu konvertaz enzim 4ltal aktivalédik (Anderson et al. 2008, JBC 283:7027-7035).
Felvet6dhet, az is, hogy nem a kivonds soran asszocidlédott-e a myostatin az elsé
centrifugalis Gledékkel? Tovabbi kérdés, hogy mely molekuldk kotik els6dlegesen a
myostatint. Erre szamos jeldlt is lehet, a receptoran kivil, akar az oldhatd szérum
fehérjék kozott is (Lee and Lee 2013, PNAS 110:E3713-22). Megfigyelték, hogy a
myostatin a rostok felszinén lokalizalddik és kimutattak, hogy az intramuszkularis
kotGszovet alkotodi kozil a dekorin, laminin, fibronektin, fibromodulin kotheti a
myostatint, de a biglikan és keratokan nem, sét a laminin kompetalhat is a myostatinnal
a receptordhoz (aktivin rec. IIB) torténé kot6désért (attekint6 cikk: Nishimura 2015,
Meat Science 109:48-55). A vizsgalatokhoz felszini plazmon rezonancia analizis médszert
alkalmaztak a tisztitott molekuldk adszorpciéjanak vizsgdlatara. lzomkivonatban tortént
alkalmazasrél nem tudok.

7. Azizom végeinek és kozepének mérésekor a szerz6 az izmot 6t részre osztotta
(38. oldal), majd a két véget kiilon vette, a harom kozépso részt pedig egyben
vizsgalta. Technikai oka volt annak, hogy nem harom, hanem 6t részre osztotta
az izmot?

Az 6t részre osztas azért latszott kézenfekvGbbnek, mint példaul a harom részre osztas,
mert az alapproblémat (azt, hogy a passzivan nyujtott izom a terminalis részeken
novekszik-e) korabban vizsgalo cikk (Williams and Goldspink 1973) is 6t részre osztotta



az izmokat. Emellett szolt az is, hogy az 6t részre osztaskor a termindlis 1-es és 5-0s részt
két masik részlet (2-es és 4-es) izoldlta a kozépsé 3-as részlettdl, igy a hosszanti eloszlas
attekinthet6bbnek latszott és valdban nagyobb felbontasban lehetett vizsgalni.

8. Mit jelent az, hogy ,,a myf-5 és az MRF4 pedig terminalis eloszlast mutatott” a
dolgozat 40. oldalan?

Az aktin mRNS-re normalizalt myf-5 és az MRF4 mRNS-ek viszonylag terminalis eloszldst
mutattak, azaz a proximalis és disztdlis izomvégen tobb volt belSlik, mint a nem nyujtott
soleus izom kozépsé részén. Ez valdban nem kénnyen érthetd, itt is emlithettem volna,
hogy a k6zépsé rész viszonylag nagyobb, harom blokkot is magaban foglal, mig a
termindlis rész csak a két végsé blokkot. Ennek ellenére, amint a 40. oldalon a 16. dbran
lathatd, az aktinra normalizalt myf-5 és MRF4 is nagyjabdl ugyanannyi a termindlis, mint
a centrdlis blokkokban. A masik két miogenikus faktor, a myoD és a miogenin szintje
viszont a termindlis blokkokban alacsonyabb, ezért viszonylag egyenletes eloszlasuak.
Ezt a kildnbséget kivantam érzékeltetni, amikor a terminadlis eloszIas kifejezést
alkalmaztam.

9. MyoD pozitiv sejtmagok szama az 6t izombodl szarmazo metszeten nem
mutatott kiilonbséget (40. oldal). Az izom mentén a keresztmetszete nem
allandé, és nyilvan a témeg sem egyenletesen oszlik el. Kellett ebben a
mérésben normalni a magok szamat az adott izomszakasz témegére?

Igen, kellett normalni, de ezt nem az izomszakasz tomegére, hanem a keresztmetszeti
terliletére végeztem el. A keresztmetszet teriiletét az 4tméré atlagaval szamitott
korterulettel kozelitettem. A soleus izom lefagyasztasa utan a végein kissé elvékonyodd
henger alaku. Mivel az izomszakaszok egyforma hosszuak voltak és az inak eltavolitdsa
utan a terminalis darabok is nagyjabol henger formajuak lettek, a fagyasztva metszés
utani keresztmetszeti terllet, mint az egyes izomszakaszok esetében valtozd érték
kozelitSleg ardnyos volt az izomszakaszok térfogatanak kiilonbségével.

Abban a bizva, hogy valaszaimmal sikeriilt a kérdések altal kiemelt részeket
részletesebben értelmezni, kdszondm az értekezés biralatara forditott faradsagat és a
problémakor irdnt mutatott érdekl6dését.

Szeged, 2016. Majus 17. Tisztelettel:
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