Krendcs Tibor - Valaszok Rohlich Pal professzor drnak.
Koszondm Professzor Ur alapos biralatat és kérdéseit, melyekre emlitésiik sorrendjébnen valaszolok!

1. Roviditéslista. A szovegben igyekeztem, ahol csak lehet elkeriilni a felesleges roviditések
haszndlatat és ahol megfelel6 magyar valtozat létezett egy szakzsargonra, azt preferdlni. A
roviditéslista hianyat két birdld is felvetette, ami tanulsdagos a késGbbiekre, nagyobb lélegzetl
munkak készitésénél mindenképpen megfogadom.

2. Képdokumentacid. A téma, illetve a vizsgalt objektumok szertedgazé mivolta miatt nagyon sok, 43
darab, t6bbszordsen dsszetett abra szerepel a disszertacidban. Ezért a gondolatilag 6sszetartozo abra
részeket nem bontottam meg. Ahol sziikséges volt igyekeztem kihasznalni az oldal maximalis
szélességét az abrdk javara, de el kell ismernem, hogy a nyomtatds még nagy odafigyelés mellett is
rontott néhany dbra min&ségén. Mivel rendelkezésre allt a j6 minGségl digitalis, tovabb nagyithaté
verzié is, ugy gondoltam kritikus esetekben ezek ellen6rzése jol tdmogatja a leirtakat.

3. A nexusok hozzarendelése sejtekhez. A kimutatott connexin pakkok (nexusok) sejttipusokhoz
torténd hozzarendelésének vannak korlatai. Azonban arra térekedtem, hogy az azonositdssal in situ
szoveti szinten prdbalkozzak, illetve esetenként primeren izolalt sejtekben is (pl. FDC és B-sejtek,
myoblastok, csontvel6i stromasejtek, GCTB stromasejtek esetében). Az immunfluoreszcens jeldlés
vizsgalata konfokalis |ézerpasztdzo mikroszkopiaval a legtobb esetben megfelel6 felbontassal segitett
ebben. Egyetértek azonban professzor udrral abban, hogy a pdrhuzamos DIC felvétel, amivel
néhanyszor éltem is, tovabbi tdmogatdst adott volna kritikus esetekben. Természetesen még a
konfokalis mikroszkdpia felbontdsa mellett is el6fordulhat, hogy egy vékony sejtnydlvany nyomul két
szomszédos sejt kozé és az hordozza csupan a connexin csatorndkat, amit szintén nehéz bizonyitani
még ultrastrukturalisan is. Azonban nagyszamu mintan és az el6fordulds gyakorisagat is figyelembe
véve vontam le a végsl kovetkeztetéseimet.

4. Mi lehet a connexin (arva) félcsatornak élettani funkcidja, idevonatkozé Gjabb adatok és a Ca**
szerepe a connexon funkcidiban? Szamos esetben megfigyeltiink mi is szomszédos sejt-partner
nélkili csatornakat. Felfedezésikkor nagy figyelem fordult a connexin félcsatorndk felé, hiszen
kordbban kizartnak tartottak az “arva”csatornak mikodést. Az egyik legjobban vizsgalt teriilet az ATP
felszabadulasa a félcsatornakon keresztil, mely szomszédos nem érintkezd sejtek purinerg
receptorain kétédve intracellularis Ca** szigalt indit el. Ezzel a mechanizmussal a félcsatornak Ca*
hulldmokat képesek propagdlni, példdul astrocytdk kozott (Guthrie és mtsai, J Neurosci. 1999,
19:520-528). Hasonlé mechanizmussal, Ca** és ATP felszabadulasa révén aktivaljak fagocytikban az
inflammasomakat, tamogatva a proinflammatorikus valaszt és a szbvetpusztulast, ami gatolhaté
félcsatorna blokkoldkkal (Becker és mtsai, Semin Cell Dev Biol. 2016, 50:49-58). Tovabbi
félcsatornakon hato terdpias lehetGség, példaul, hogy az osteoporosis gatld bisfoszfonat (alendronat)
kezelés a Cx43 félcsatorndk nyitdsdval az osteoclastok apoptdzisat, mig osteocytdkban a Scr és a
MAPK jelutak aktivalasan keresztil utébbiak tulélését tdmogatja (Plotkin és Bellido, Cell Commun
Adhes. 2001, 8:377-382). lzgalmas U] teriilet, példaul, hogy trauma, gyulladas és/vagy ischemia
hatdsdra az érendothel félcsatorndi kinyilnak, ami fokozott ateresztéképességiikben és
pusztuldsukban jatszik szerepet. Retina ischemia-reperfiziés modellben igazoltdk, hogy
intraperitonedlis félcsatorna blokkoldé (peptid5) addsat kovetSen a retina ganglionok és endothel
pusztuldsa, valamint az erek atjarhatdsaga szignifikdnsan csdkkent (Danesh-Meyer és mtsai, Brain.
2012, 135:506-520), vagyis a félcsatorna blokkolds neuroprotektiv hatasu. A Ca** szint valtozasanak
Osszetett szerepe lehet az izomdifferencialédas soran, aminek szabdlyozdsaban a félcsatornak is részt
vehetnek, mint az részletesen targyaltam az adott fejezetben. A véltozé Ca** szintnek zerepe lehet a
myoblastok vandorlasaban, differencidlédasban és kozvetlentl fuzié el6tt a sorbarendezddott
myoblastokban a megemlekedett Ca’" szint a csatornak zarasaval valdszinGleg részt vesz a
membranfizid inicializalasaban is (David és mtsai, Dev Biol. 1981; 82:297-307).



5. A connexinek finomabb, sejtes lokalizacidja. A digitalis valtozatban pontosabban latszik az
emlitett 5d dbrdn a connexin reakcié granuldris jellege. A |ép tok alatti stromdban olyan nagy
mennyiségben expresszalddott, hogy valdban a cytoplazmat is kitolti az elnydjtott stromasejtekben,
de a kapilladris endothelben és adipocytakban pontszerl és elsGsorban a nyulvanyok kozott 1atszik
(sajnos a printen kevésbé). A 23c kett6sen jeldlt dbran, korai izomregeneraciéban a nagymennyiség
desmin z6ld szine alatt valéban nehezen latszik, de pontszer(i a piros Cx43 fluoreszcencia, ezért
0nallé csatornaként is szerencsés lett volna betennem. Utdbbi esetben azonban figyelembe kell
venni, hogy még 3 napos regeneraciéban is, bar megindul a myoblast fuzié, nagyon erételjes
gyulladas és jelentés szovettérmelék, némi 6déma is jelen van, ami nem teszi egyszer(ivé a
metszetkészitést és a struktira tanulmanyozdsat. Ugyanakkor a connexinek csatornafliggetlen
funkcidirdl is egyre tobb irodalom érhetd el, tehat cytoplazmatikus lokalizacié is relevans lehet (Laird,
2010, 20:92-101).

6. Tobb sejttipus Osszekapcsoldasa egy szovetben azonos tipusu csatornakkal. Csontvel6ben és
nyirokszervekben, de mas szovetekben is el6fordul, hogy egy izotipusd connexin csatornai tobbféle
sejttipusban fellelhet6k. A Cx43 példaul a legszélesebb korben elterjedt, legGsibb izotipus. A szbveti
szintl szabalyozas terén pontos adatokkal, a komplexitds miatt nem rendelkeziink, de néhany
Osszefliggés felvethetd. Példaul csontvel6ben a csontvel6i stroma-, zsirsejtek, osteoblastok és
osteocytdk azonos tipusu (Cx43) csatornainak az 6sszefligg6 stromdlis-szkeletdlis vaz funcidinak
Osszehangoldsdban lehet szerepe. Példaul az adipocytakat dsszekapcsold connexin csatornak akut
vérképzési igény (vérvesztés) esetén nagy valdszinlséggel segitik a zsirsejtek visszalakuldsat
funkciondlisan kapcsolt aktiv vérképz6 stromava. A connexin csatorndk mind humoralis, mind
mechanikus adaptacios ingereket (és tapanyag atadast) kozvetitenek az osteocyta-osteoblast
halézatban, ami funkcionalisan kapcsolt a vérképz6 stromdahoz, igy annak miikodésére is befolydssal
lehet. Az endothel sejteket a stromasejt hdldzattdl bazalis membran szigeteli el. A vérképzé
sejtekben megfigyelt csatornak pedig funkcionalhatnak félcsatornaként is. Az is valdszindsithetd,
hogy az adott sejthalézat miikodését a kdzvetlen mikrokdrnyezete (citokinek, novekedési faktorok,
integrinek és matrix) is jelentésen befolydsolja (magat a connexin expresszidt is), ami a
sejthaldzatban csak bizonyos tavolsagon belil tud érvényesilni. Tovdbba, valdszinlileg a connexin
csatornak szama is korlatozo tényez6, néhol bar jelen vannak, de nem elegendé szamban ahhoz,
hogy bizonyos “ingereket”, faktorokat megfelel6 hatékonysaggal kozvetitsenek. Az 6sszekapcsolas és
szétvalas, haldzatba rendez6dott sejteknél leginkabb csak a pusztuld, kdrosodott sejtek levalasaval és
Ujonan képz6d6k csatlakozasaval elképzelhetd.

Valasz a megjegyzésekre

Connexinekkel Gsszekapcsolt sejtek megemlitése. Itt kell6 dvatossaggal jartunk el. Ahol szolid
szovetekben (pl. emlé lumindlis ham, illetve myoepithel réteg) szorosan egymassal érintkezé
sejthalmazokban lattunk kompatibilis connexin csatorndkat ott feltételeztiik a funkcionalis
kapcsolatukat is, akdr példaul a kétféle tipusu eml6hdam sejtek kozotti kommunikacidban. Masutt
igyekeztlink a kapcsolatot funkciondlisan is bizonyitani, mint a csontvel6i stromasejtek kapcsolatat
egymassal, illetve, vérképz6 sejtekkel, vagy az FDC-halézaton belll, illetve FDC és B-sejtek kozott. Ha
nem volt fizikdlis kapcsolat a két kompatibilis connexin izotipust expresszald sejttipus kdzott, akkor
csak a potencialis lehet&ségét vetettiik fel a kommunikdaciénak, példaul a sejtek migracidja kapcsan.

A nexus plakkban foglalt, rendezett csatornak mennyisége (a plakk mérete) aranyos a direkt
kommunikacié hatékonysagaval. Az ultrastrukturalisan mért connexin (gap junction) plakkok és a
|ézer pasztazoé mikroszkdppal mért plakk (kilonallo jel) atmérék egymashoz validalasat egy 1993-as,
Green és mtsai (J Histocehm Cytochem. 1993, 41:1339-1349) elvégezték. Természetesen a konfokalis
mikroszkdp optikdja és a fluoreszcens jel intenzitdsa (az expozicié fliggvényében) befolyasolja a
kiilénalld connexin immunjelek (gap junction) méretét, mégis egy relativ Osszevetésre és a
méreteloszlas becslésére a moddszer alkalmas. Nagy kilonbségek lehetnek a plakk méretében



sejttipustol figgben. Példaul, mikodé myocardiumban akar néhdny um atméréji Cx43 gap junction
csatorna aggregatumok is kozvetitik az akcids potencialt, mig az ingerképz6 csomdkban és a His-
koteg agaiban Cx45 csatorna aggregdtumai kisebbek, mint 0,5 um.

A fagyasztva toréses elektronmikroszkdpos abran tobb minta elemzésével feltételeztik, hogy a
desmosomdt és gap junction plakkot tartalmazd elnydjtott (lapos), egyértelmien follikuldris
dendritikus sejtekkel (FDC) érintkezé gombolyl sejtek lymphocytdk, persze lehetnek akar T-sejt is, de
sokkal gyakoribb a csiracentumban a B-sejt. Utdbbival torténé funkcionalis kommunikaciot sikerdlt is
bizonyitanunk. Tovdbba, az FDC sejtek szbvetben, akdr immunjeldlve, akar elektronmikroszkdpos
megjelenésiikben (tovabba pdsztazd elektronmikroszkdpos mintdink is voltak) soha nem mutattak
ilyen gdbmboly( format.

Hogyan lehet a corneat szlir6papirral eltavolitani?

A stroma lézeres korrekcidjahoz (PRK) a cornea hamot el kell tavolitani, mert eltéré ablacids
tulajdonsagu. Anaesthesia mellett a nyul corneak kezelési célzondjat egy kor alaku optikai marker
késsel kijelolték. Ezen a terlleten beliil alkalmazott alkohol fellazitia a hdm-bazdlis membran
kapcsolatot a lamina lucida mentén, ami miatt az érintett ham egy mechanikus eszkozzel, pl.
alkoholos szlir6papirral, kénnyen eltavolithatd.

A Cx43 (al) és a Cx26 (B2) connexinek egymassal nem kompatibilisek, nem formalnak vegyes
csatornakat, metabolit dtereszts képessésiik pedig jelentGsen eltér, ezért vethetd fel, hogy alternativ,
de minimum nem egyenrangu és részben parhuzamos szabalyozasi lehetGségeket kinalnak,
Osszekapcsolt sejthdldézatokban, igy példaul a cornea hamban. Szelektivitasukra jellemz6, hogy a Cx26
csatornak alacsonyabb Ca®* koncentracional zarnak, mint a Cx43 csatornak (0,5 vs. 1,8 mmol/l)
(Muller és mtsai, EMBO J. 2002. 21:3598-3607). Tovabb3a, a Cx43 csatornak c-AMP permeabilitdsa 7-
10x nagyobb, mint a Cx26 csatorndké, ami valdszindsiti, hogy hatékonyabban kozlekik a Cx43
csatorndakon, nagyobb eséllyel elkerlilve a foszfodiészteraz hasitds 4dltali inaktivaldst még a
donorsejtben (Kanaporis és mtsai, ] Gen Physiol. 2008, 131:293-305).

111. old. A tulélés természetesen a betegre vonatkozik. Pontositva: ,A Cx43 expresszid hozzajarulhat
ER pozitiv emlGkarcinémak differencidltabb fenotipusahoz és a betegek kedvez&bb tuléléséhez”.

A connexinek és csatorndik tumor promoter ill. tumor szuppresszor szerepének emlitése ma mar az
adott kontextusban beto6ltott szerep alapjan bevett gyakorlat. Példaul, “Grek és mtsai.: Connexin 43,
breast cancer tumor suppressor: Missed connections? Cancer Lett. 2016, 374:117-126”. Maguk a
connexin fehérje izotipusok specifikus molekularis interakcidikkal (az un. gap junction proteom kozel
50 tagot szamlal), illetve a formalt gap junction csatornak kommunikacids funkcidival 6sszefliggésben
is jatszhatnak ilyen, van olyan szerepet. Példdul, a tumor diapedezis kapcsan a tumorsejt és
endothelsejt kozott bizonyitott direkt sejt-sejt kommunikacié tdmogatja a tumorsejt tulélését és
metasztatikus invaziéjat, ilyen értelemben tumor promoter. Forditva, példaul a glioblastoma sejtek,
melyek a transzformdacidval elvesztették kommunikacios képességiiket, Cx43 géntraszfekcid utdn a
tumorsejt proliferacié szignifikans csokkenését mutatjak differencidltabb fenotipussal, ami miatt
ilyenkor a Cx43 fehérje jelenléte, illetve bel6le formalt csatorndk miikodése tumor szuppresszor
hatdssal parosulnak. Természetesen a végeredmény (hatds) pontos molekularis mechanizmusa az
adott kontextusban tovabbi tisztazasra szorul.

Még egyszer, koszondm Réchlich Professzor Ur munkdmra adott biralatét!
Budapest, 2016. augusztus 29.
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