Krendcs Tibor - Valaszok Regl&di Déra professzor asszonynak.
K6szonom Professzor Asszony alapos birdlatat és kérdéseit!
Valaszaim a kérdések és megjegyzések sorrendjében az alabbiak:

Roviditéslista. A szovegben igyekeztem, ahol csak lehet elkerilni a felesleges roviditések hasznalatat
és ahol megfelel6 magyar valtozat létezett egy szakzsargonra, azt preferalni. A roviditéslista hianyat
két birdld is felvetette, ami tanulsagos a kés6bbiekre, nagyobb lélegzetli munkak készitésénél
mindenképpen megfogadom.

A betielutések és felcserélt betiik, sajnos nem tiintek fel, a helyesiras ellenérz6 programmal sem,
nyilvdn a szerzd figyelme a kontextusra koncentralt és ezeket kénnyen &atugorja. Ismeretlen
szovegben magam is tavolrdl kiszirom a hasonlé elirdsokat, sajnos a sajdtoméban néhany benne
maradt, ami taldn nem befolyasolta a tartalom értelmezését.

Minden, az értekezésben hasznalt képi anyag, dbra és abrarészlet sajat munka.

1. Mi lehet az oka, hogy az 5-Fluorouracil kezelés utan 6 nappal érte el a csicsot a Cx43
expresszidja?

Az 5-fluorouracil (5FU) kezelés a vérképz4 progenitor sejtek dont6 tobbségét elpusztitja. A
stromasejtek is bar tulélnek, napok kellenek, amig a deprivalt allapotukbdl magukhoz térnek és
megfelel6en tdmogatjdk a fokozott vérképzési igényt. Ennek kapcsdn mar 3 nappal az 5FU kezelés
utan szignifikdnsan emelkedett a Cx43 expresszié (és a gap junction plakkok szama), féleg a
stromasejt halézaton, hiszen ekkora a haemopoetikus sejtek Ujraképz6dése még éppen csak elindult.
A Cx43 expresszid maximumat a kezelés utdni 6. napon érte el, amikor a csontveld cellularitdsa mar
kozelitett a kezelés el6tti allapothoz, azzal a kilonbséggel, hogy még mindig jelentésebb szamban
voltak éretlen blasztos sejtalakok. Nem szabad elfelejteni, hogy az 5FU kezelés utdn megfeleld
utanpétlds hijan napokig a periférian is jelent6s immun/gyulladdsos sejt deficit jelentkezik, aminek
teljes potlasa faziskéséssel valdsult meg teljesen ~14 napra, amikorra a Cx43 szint jelentGsen le is
csokkent. Ezért is kovetkeztettiink a Cx43 csatornak fontos szerepére a korai vérképzés kapcsan. Mas
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sejtekben fellilregulalodott a connexin félcsatornak, az inflammasomak aktivitasat és a gyulladdsos
folyamatot is tdmogatva fokozott szovetkarosodast/hegesedést okozhatnak.

2. Cx45 lehetséges szerepe a stromasejtek kozotti kommunikacidban.

A hivatkozott Schajnovitz munkacsoport cikke alapjan mind a Cx43, mind a Cx45 (Nature Immun.
2011, 12:391-398) gap junction csatorndk funkciondlisan Osszekapcsoljadk a csontvelGi
stromasejteket, aminek donté szerepe van a stromasejtek CXCL12 kemokin termelésében. Ez a
kemokin iranyitia a CD34+ progenitor/Gssejtek vandorldsat a csontvel6 meghatarozott
kompartmentjébe példaul csontvelSi Gssejt transzplantdcidé utdn. Azt is tudjuk, hogy Cx45 a sziv
méretl plakkokat képez (Severs és mtsai, Cardiovasc Res. 2008, 80:9-19). A lassu ingerterjedés a
szivben 6sszefliggésbe hozhatd a pitvari és kamrai myocardium szekvencidlis aktivalasaval. Vagyis a
kétféle tipusu connexin csatornak kozil a Cx43 sokkal hatékonyabb metabolikus kapcsolatot képes
kozvetiteni, ezért feltehets, hogy a kétféle csatorna nem egyenrangu funkciét |t el a csontvel6i
stromasejtekben sem.



3. Miért a 150 mJ/cm?’ energias(ir(iség mellett tortént az excimer lézer ablacié?

A hivatkozott Berns és mtsai (Invest Ophthalmol Vis Sci, 1999, 40:826-830) human cornea bankbdl
vett mintakat kezeltek in vitro azzal a céllal, hogy meghatdrozzdk cornea felszines ablaciéndl a
legkisebb hatékony energiasirliséget. Hasonldan, az emlitett Puliafito és mtsai (1985 Ophthalmology
92(6):741-748) cikkéhez, mely utdbbi célja a 193 nm-es, ill. 248 nm-es ArF lézer hatékonysagat
hasonlitotta 0ssze és el6bbit szignifikdnsan jobbnak taldlta. Bernsék mar a bevezet6ben utalnak r3,
hogy a 193 nm-es ArF lézer klinikai alkalmazasat az FDA 100 mJ/cm?t meghaladé energiasir(iség
mellett engedélyezte. Rdadasul Krueger és mtsai, mely munkdra professzor asszony harmadik cikként
utal, 200 mJ/cm? energiadenzitast javasolnak a nagyobb precizitds és hatékonysag (,etching
efficiency”) miatt. Ezek kozé a hatdrok kdzé esik az altalunk hasznalt 150 mJ/cm? érték, amit a szegedi
|ézerfizikusok Bor Zsolt akadémikus vezetésével ajanlottak és alkalmaztak, amit 6k a fentiek miatt
természetesnek vettek ide vonatkozé irodalom emlitése nélkdil.

Az emlitett Berns cikk 5. dbraja és a vonatkozé szbéveg is azt mondja, hogy az altaluk vizsgdlt felszines
ablaciondl a 40 mJ/cm? ugyanolyan elektronmikroszkdpos stroma-felszint adott, mint az &ltaluk
kontrollként hasznélt 160 mJ/cm?-es, de mélyebb ablacional utébbi hatékonyabb.

Egyébként az excimer lézer ablacidt csak a stroma korrekcidjara hasznaljak. El6tte a hamot vagy
eltdvolitjak (PRK eljaras), vagy keratdmmal korllmetszik és egy nyelet hagyva felhajtjdk (LASIK
eljaras), majd a megfelel6 ablacié utan visszahajtjak. A flap-képzésnek sokkal pontosabb és szinte
mellékhatdsok nélkili médja, amit femtosecundum-os |ézerrel (Femto-LASIK) végeznek. Ennek a
mddszernek a mdlszeres hatterét Juhasz Tibor magyar szarmazdsu professzor a Michingan-i
Egyetemen Ron Kurtzal egyitt fejlesztette ki, majd az FDA engedélyhez szikséges human
vizsgalatokat az akkor mar kivald szemész Ratkay Imola, PhD hallgatom, akinek a munkija a
disszertacidban is szerepel, végezte el Magyarorszagon.

4. Cx43, illetve Cx26 aktivitasi mintazat albiné és nem albiné allattorzsek cornea sériilésekor.
llyen kiildnbségekre vonatkozd irodalmat nem taldltam és a témat mi sem vizsgaltuk. Véleményem
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hasonld Cx43 képzésik, illetve a vestibuldris melanocytakhoz hasonlé Cx26 termelésiik is. Ezért
valdszinl az is, hogy cornea hamregenerdcié soran mindkét connexin izotipusu csatornak szerepe
pigmentalt béri nyulak cornedjaban is hasonld ahhoz, amit leirtunk.

5. Kozvetlen szerepe lehet-e a connexinek feliilregulaciéjanak a regeneralédé cornea ham
antiszenz oligonukleotiddal torténé kezelés kapcsan lehetne megmondani az alkalmazott
regeneraciés modellliinkben. llyen gatld kisérleteket metszett bGrsebek regeneracidja kapcsan
végeztek és az tapasztaltdk, hogy a regeneracid inkdbb gyorsult és a sebzés a Cx43 gatolt allatokban
kisebb mértékl hegesedéssel jart (Becker és mtsai, Semin Cell Dev Biol. 2016, 50:49-58). Ebben a
modellben a kedvezd hatast a gyulladasos sejtekben fellilreguldlddd Cx43 csatorndk gatlasaval
magyaraztak, ami kontrollalta a gyulladdst. A gyors sebgydgyulds arra is utal, hogy a sejtek pdétlasara
beindult proliferacié nem gatlédott. Kisérleteink alapjan mi is azt gondoljuk, hogy mind a Cx43, mind
a Cx26 csatorndk szerepe a cornea regeneracidé soran indirekt és a folyamat kompartmentalis
koordinacidjaban van elsGsorban. Ebben segit, hogy a mitdzis soran példaul a Cx43 csatornak
internalizdlédnak, majd a telofdzisban azonnal visszarendezddnek az utddsejtek kozotti Uj
membranrégioba, funkcionald csatorndkka (Boassa és mtsai, Traffic 11:1471-1486).

Elképzelhet6, hogy a connexinek és csatorndik szerepet jatszanak a proliferacid kontrolljdban is,
hiszen a cytoplazmatikus Cx43 fehérje csatorna-fliggetlen sejtciklus gatld hatasa (Dbouk és mtsai, Cell
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hatdsa, f6ként malignus daganatokban ismert (Koffler és mtsai, J Cell Biochem. 2000, 79:347-354).



6. Oriassejtes csonttumorban (GCTB) a Cx43 fehérje szintek és csatornafunkcidk szerepének
kozvetlen igazolasa a tumor agresszivitasaban és progndzisaban.

Ehhez mindenképpen kellene a GCTB in vivo allatmodellje, hiszen az agresszivitdst az kliniko-
radioldgiai stadium hatdrozza meg, ami a csontbeli és a csonthartyan tuli terjedés mértéke alapjan
allapithaté meg, emellett az allatok tulélését is kdvetniink kellene (progndzis). In vivo modellben,
aminek létezésérél nem tudok a Cx43 gén tranziens genetikai gdatlasdval lehetne kovetni ezen
paraméterek valtozasat. In vivo, csirke chroioallatois membran modell l1étezik, ahol azonban csupan
a molekularisan manipuldlt tumor méretének valtozasat, vagy pusztulasat lehet kovetni (Balke és
mtsai, BMC Cancer Cancer2011, 11:241). Indirekt bizonyitékként szolgdlna, amit terveziink is, a Cx43
gatolt GCTB primer stromasejtekben vizsgalni az osteoclasogenikus RANKL, illetve ezt kontrollald
osteoprotegerin szinteket és magat az osteoclastogenezist; valamint vér mononukledris
sejtfrakciobol M-CSF és RANKL kombinacidval indukalt osteoclastogenezis sordn vizsgdlni a
genetikailag gatolt Cx43 expresszid hatasat.

7. Az emelkedett Cx30 szint eml6carcinomakban rosszabb tuléléssel tarsul, de a Cx30 normal
emlémirigy myoepithelidlis sejtjeiben és a lumindlis ham apikalis régidjaban is kimutathaté. Mi
lehet itt a szerepe?

Annak ellenére, hogy egér emlGszovetben mar 2005-ben leirtdk a Cx30 kifejez6dést és igazoltdk, hogy
terhes ndstény allatok eml6szovetében kilondsen laktacid sordn jelent6sen emelkedett a Cx43
MRNS és fehérjeszint (Talhouk és mtsai, Cell Tissue Res. 319:49-59), emberi emlGszovetben (és
(Teleki és mtsai, PloS one 9:e112541). Megfigyelésiink, hogy dontGen a myoepithelidlis sejtekben és
kozott volt lokalizdlhaté megfelel az egerekben taldlt, laktaciéval 6sszhangban leirt szerepének,
hiszen részt vehet a myoepithelidlis sejtek kompartmentalis funkcidinak, igy tejelvalasztds soran
szinkronizdlt 6sszehlzdddsdnak koordinaldsban, aminek a tej Uritésében van alapvetd szerepe. A
luminalis epithelidlis sejtek szomszéd nélkili ,,arva” csatornai félcsatorna funkcidkat télthetnek be.
Természetesen mindkét feltételezett funkcid tovabbi vizsgalatokat kivan.

Még egyszer, koszondm Reglédi Professzor Asszony munkamra adott alapos biralatat!

Budapest, 2016. augusztus 29.
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