Biraloi vélemény

Krendcs Tibor: Connexinek és sejtkommunikacids csatornaik tanulmanyozasa csontvel6ben,
nyirokszervekben, szovetregeneracidban és daganatokban c. MTA doktori értekezésérdl

A ,gap junctionok” (szintén hasznalt tovdbbi elnevezésiik réskapcsolat vagy nexus, a tovabbiakban az
egyszerliség kedvéért ez utdbbi elnevezést fogom hasznalni) nélkiilozhetetlenil fontosak a szoveti
morfogenezisben, sejtkotelékek funkcidinak 6sszehangolasaban, kdzos szabalyozdsaban, bizonyos
sejttipusok specifikus funkcidiban, és elektromos jelek tovabbitasaban (a nexus mint elektromos
szinapszis). Jelen disszertdcid szerzGje koran felismerte a nexusok és az azokat felépit6 connexinek
jelent&ségét, és uttdréként els6ként irt le kiilonboz6 connexin izotipusokat kiilonb6z6 sz6vetekben
és sejtekben, valamint vizsgalta a connexinek és az altaluk kialakitott nexusok, membranplakkok
morfoldgiai jellemzGit, lehetséges funkcidit, patoldgiai jelentdségliket. A jelen értekezés a szerzé
eziranyu két évtizedes munkdajanak eredményeit foglalja 6ssze egységes anyag formajaban.

A 155 oldalra terjed disszertaciobol 111 oldal maga a disszertaciés munka, 28 oldal a 402 tételbdl
allé irodalomjegyzék, valamint 3 oldal a disszertacio alapjat képez6 24 kozlemény terjedelme (ezek
0ssz impakt faktora 57,279). Tovabbi fontosabb kdzleményeinek szama 50.

A disszertacio szerkezete kissé eltér a megszokottdl, mert az altaldnos Bevezetés, Célkitlizések, és
Mddszerek utan egyenként veszi sorra a kiilénb6z6 szovettipusokon végzett munkajat, mindegyiket
kiilén elldtva Bevezetés, Anyag és Mddszer, Eredmények, Megbeszélés és Osszefoglalas alfejezettel.
Az dltalanos Bevezetés jo attekintést ad a connexinek, connexonok felépitésérdl, szabdlyozasukroél és
szereplkrdl. A Célkitlizések fejezetben az el6zmények révid ismertetése utan a disszertacio céljaként
a connexinek, nexusok el6forduldasanak és szerepének vizsgalatat t(zi ki kilonb6z6
szovetféleségeken. A Mddszerek fejezetben az ismétl6dg, altalanos technikdkat, mddszereket irja le.
A kovetkez6 6 fejezetben a csontveld, masodlagos nyirokszervek, cornea-regeneracié, harantcsikolt
izom differenciacidja, driassejtes csonttumor, valamint eml6 és eml6carcinoma soran végzett
munkadjat és eredményeit ismerteti, mindegyik végén az eredmények f6bb pontjait, Ujszerliségét
Osszefoglalva. Az értekezést altaldanos dsszefoglald zarja.

A doktori értekezés érdemeit értékelve kijelenthetem, hogy a szerz6 vilagviszonylatban azok kézé
tartozik, akik a nexusok, connexinek kutatasanak a frontvonaldban dolgoztak, és ott Ujszer(, fontos
megdllapitasokat tettek. A szerz6 tobb szovettipusban els6ként azonositott még ott le nem irt
connexin izotipusokat. Jelentésnek tartom a myelo-lymphatikus rendszerben feltart, nexusok altal
kozvetitett sejt-sejt kapcsolatokat, amelyeknek nagy szerepiik van éppen ezekben a szovetekben.
Kiemelendd, hogy a csontvel6ben a stromasejtek, a szekunder nyiroktiisz6kben a dendritikus sejtek
képeznek olyan nexusokkal kapcsolt, szinciciumszer( haldzatot, amelyek biztositjak a vérképzé
sejtek, ill. a B-lymphocytdk szamdra a megfelel§ mikrokoérnyezetet és sejtes kdlcsonhatdsokat. Maguk
a szekunder tiisz6k sem tudnak szervezédni a nexusok kdzrem(kddése nélkiil. Osszehasonlitva
fejléda ill. regeneralddo széveteket (csontvel6ben, nyirokcsomaéban, izomrost és corneaham
regeneracidéban) a nyugvo sejtekkel vilagossa valt, hogy az aktivalt sejtek Iényegesen fejlettebb
nexus-rendszerrel rendelkeznek. Kiemelem a szerz6 torekvését, hogy a normal sejteken nyert
ismeretanyagot patoldgiai szituaciokra, elsGsorban daganatokra alkalmazza. A kiilonb6z6 connexinek
expresszidjat nagy emlékarcindmas beteganyagon vizsgalva sikeriilt egyes connexin-koncentraciok



valtozasait prognosztikus faktorként értelmezni. Kiemelend6nek tartom még a téma korszerd és
sokoldalu metodikai megkozelitését : igy az immuncitokémia (kombindlva a lézer konfokalis pasztdzé
mikroszkdpiaval és szoveti multiblokk mddszerrel), mint domindns mddszer mellett a szerz6 bevonta
madszertani fegyvertaraba az elektronmikroszkdpiat, sejttenyésztést, a digitalis képanalizist, a
festék-transzfert, a génkonstrukcios transzfekciot, Western és Northern blotot, FISH-t, PCR-t,
kvantitativ és statisztikai analiziseket,eredményeit pedig 6sszevetette klinikopatoldgiai leletekkel.

A leirt eredményekkel kapcsolatban a kovetkez6kben néhany kérdést, kritikai megjegyzést szeretnék
tenni, opponensként ezeket kissé részletesebben ismertetve.

Roviditéslista. A disszertacio rendkivil sok roviditést tartalmaz, ezek emlékezetben tartasa szinte
lehetetlen, ezaltal a sz6vegben vald tdjékozddas, annak megértése nagy feladatot jelentett. Jelentés
kénnyebbséget okozott volna az olvasénak, ha (hasonldan a legtdbb értekezéshez) a szerzé
magyardazatokkal ellatott részletes roviditéslistat csatolt volna a disszertacidhoz.

A disszertdcié képdokumentacids anyaga jol kiemeli a szerz6nek a preparativ modszerekben valé
jartassagat, a szerz6 minden lényeges megallapitdsahoz ad megfelel6 képi dokumentaciét. Sajnos
tobb esetben (pl. 14 ef, j, i, 17 d,e,f és betétek, 18 b-h, 23 h) az abrakon vald eligazodas nem volt
konnyU a képek szokatlanul kis nagyitasa miatt, ami lupe hasznalatat tette sziikségessé. Ennél a
nagyitasnadl a finomabb részletek tanulmdnyozasa a nyomtatd rasztermintazatdnak megjelenése
miatt valik zavardva, tobb esetben lehetetlenné, ezaltal a képek bizonyitd ereje gyengil. Volt -e
valamilyen kilonleges oka az ilyen szokatlanul miniat(ir nagyitdsoknak?

A nexusok hozzarendelése sejtekhez. A nexusok morfoldgiai vizsgalatanak klasszikus eszkoze
kezdetben az elektronmikroszkdp volt (rutin EM és fagyasztva-térés), mely éridsi id6- és
munkabefektetéssel jar, és sok kérdés megvalaszoldsdra kevéssé alkalmas. A szerz6 felismerte, hogy
a nexusokat felépité connexinek immuncitokémiai kimutatasaval |ényegesen gyorsabban és
hatékonyabban célt érhet, ezért mddszertani megkozelitésének a vezérmotivuma ez lett. Disszertans
az immuncitokémiai mddszert biztos kézzel, eredményesen alkalmazta, amint azt a k6zolt képek
bizonyitjak. A szerz6 nem konny( célt tlizott ki maga elé, mikor az immuncitokémiailag kimutatott
nexusokat fénymikroszkdposan a megfelel6 két szomszédos sejthez hozzarendelni igyekezett. Az
egyik nehézséget az jelenti, hogy a két sejtet biztosan azonositani kell ahhoz, hogy ebbél a
kontaktusbdl megbizhato funkcionalis kbvetkeztetést lehessen levonni. Bizonyos abrakon (pl. 2., 4. 8.
abra egyes képei) szdmomra ez kevésbé meggy6zGen sikeriilt. A sejttipusok biztosabb morfoldgiai
felismeréséhez véleményem szerint célszer lett volna minden esetben ugyanazon teriletrél DIC
vagy faziskontraszt felvételt is késziteni, méghozza a lehetd legnagyobb nagyitdsban. Természetesen
valamilyen sejtre specifikus marker immuncitokémiai kimutatdsa még biztosabb azonositast tesz
lehetévé, és a szerz6 tobb helyen valdban élt is ezzel a lehetdséggel. A masik nehézség a
fénymikroszkdpia természetébdél adédik: problémat jelenthet ugyanis, ha két sejt kozé egy harmadik
sejt (pl. strémasejt) vékony, lemezszeri nyulvanya iktatddik, amelyet a mikroszkopos feloldas nem
tud biztosan feltlintetni. llyenkor az itt immuncitokémiailag kimutatott nexus esetleg nem a két
feltételezett sejt, hanem az egyik sejt és a harmadik sejt vékony nyulvanya kdzétt van jelen, ami
félrevezetd kovetkeztetésekhez vezethet.

Félcsatornak. A disszertdcio abrain sok helyen lathato (masok altal is megfigyelt) connexon
(félcsatorna) plakkok (Iényegében fél nexusok) szabadon allé sejtek sejtmembranjaban is



el6fordulhatnak, partner connexonok nélkiil. Ezek a csatornak tehat a sejt citoplazmaja és az
extracellularis tér kozott jelenthetnek atjardst. Felmeril a kérdés: mi lehet ezeknek a specifikus
élettani funkcidja? Bar néhdny adat talalhato erre vonatkozélag az irodalomban (amint a szerzé is
megemliti), mintha a téma az utdbbi idében kikeriilt volna az érdeklédés korébdl. Pedig az ilyen, a
citoplazma és az extracelluldris tér kozotti atjarast lehetévé tevé csatornaknak vitdlis szereplik kell,
hogy legyen a sejt szamara. Véleményem szerint ezeknek a csatornaknak akkor van értelme, ha
specifikus atereszt6képességgel és valamilyen szabalyozé mechanizmussal rendelkeznek, amely
viszont specifikus jelekre kellene, hogy reagaljon. A lehet&ség izgalmas, és a téma véleményem
szerint a biokémidban, sejtélettanban nem kapott elég teret. Kérdésem a szerz6hoz, hogy tud-e
Ujabb adatokrdl ezen a téren, és a sajat munkdjaban talalt ,drva” connexonok szerepérdl mia
véleménye? Ez a téma elSkeril az értekezésben a myoblastokkal kapcsolatban is (77. 0.), ahol a
szerz6 a Ca**-nak a connexonokon torténd bearamlasat az izomdifferenciaciéval hozza
osszefiiggésbe. Korai adatok szerint viszont a Ca** bezarja a connexon csatornat, ez egyben
védekezés a kiilsé hatasok ellen a hamréteg 6sszekapcsolt sejtjeinél, ahol ha valamelyik sejt
elpusztul, a bedramlé Ca** a bezarédd nexusokon nem terjed tovabb a tobbi sejt felé, ezzel
megmentve a tobbi sejtet a magas Ca>* koncentraciotdl és egyéb anyagok kéros hatasaitol.
Kérdésem: mi ismeretes jelenleg a Ca**-nak a connexonok funkcionalis allapotara kifejtett hatasardl?

A connexinek finomabb, sejtes lokalizacidja. A connexinek integrdans membranfehérjék, melyek a
sejtmembranba kijutva ott connexonokat, majd nexusokat alkotnak. Ennek megfelel6en a
connexonok, nexusok jellegzetes lokalizacidja a sejtmembran, és connexinek (kisebb mértékben) az
utanpotlasi utvonalnak megfelel6en a dER-ben, Golgi-késziilékben vagy transzport vezikuldkban
fordulhatnak el6. Ezzel szemben az értekezés bizonyos abrdin (pl. 5d, 23c abra) feltlint, hogy az
immuncitokémiailag kimutatott connexin homogén mddon teljesen kitolti a citoplazmat. Kérdésem:
hogyan magyarazza ezt a szerz6?

Tobb kiilonb6z6 sejttipus 6sszekapcsolasa egy szovetben. A szerzg a csontvel6n és nyirokszerveken
végzett kutatdmunkajanak eredményeit vazlatos abraban foglalja 6ssze (15. dbra), amelyen feltiinteti
a kilonbo6z6 sejttipusok nexusokkal vald 6sszekapcsoldddsat. Feltlinik, hogy pl. a csontvelGben a
stromasejtek sinusendothel sejtekkel, csontvelSi 6ssejtekkel, vérképz8 Gssejtekkel, zsirsejtekkel,
megakaryocytakkal, osteoblastokkal tartanak fenn kapcsolatot nexusok révén. Ez az olvasét kissé
zavarba ejti, és felvet6dik a kérdés, hogy az igy egységes kommunikacids rendszerbe 6sszekapcsolt
sejtek hogyan teljesitik specifikus feladataikat, hogyan szabdlyozédnak kiilon-kilon? Vagy lehetséges,
hogy id6ben nem minden kapcsolat all fenn egyszerre? Ebben az esetben mi szabalyozhatja a sejtek
szétvdaldsat vagy nexusokkal valé 6sszekapcsoldddasat?

Néhany kisebb megjegyzés. A szerzb tobb helyen (pl. 49. 0.) arrél szamol be, hogy milyen sejteken
taldlt connexineket. Mivel azonban a connexinekbdl felépiil6 connexonok csatorndk, melyek
altaldban két sejt citoplazmaja kozott létesitenek atmend kapcsolatot, itt a leirdsban hidnyzik a mdsik
sejt megemlitése. A leirasnak éppen az adna bioldgiai jelentGséget, hogy a connexonok milyen két
sejt k6zétt biztositjdk a kommunikaciot.

A connexin plakkok méretét illetSleg: milyen célzattal tortént a mérés? Mennyiben megbizhatdak a
mért értékek ebben a mérettartomanyban (< 1 um), mennyiben fliggnek a leképezd optikai rendszer
beadllitasaitdl, és milyen fontosabb informaciét adnak?



7. a abran (fagyasztva-toréses kép): Mivel bizonyithatd, hogy a képen B-LY-vel jeldlt sejtmembran
B-lymphocytdhoz és nem egy masik dendritikus sejthez tartozik?

51. 0.: Hogyan lehet a corneat szlirpapirral eltavolitani?
17 f dbra, betét (*): Az , aktivalt stromasejt” allitast a gyenge EM kép nem engedi meg.

57. 0.: Miben kllénbozik a Cx 43 és Cx26 szelektiv permeabilitasa és hogyan , kindlndnak ezek
alternativ Utvonalakat a kompartmentalis funkcidk koordinalasara”?

109. o. ,,...fehérje szintl tumorok tulélése” és 111. o. feliil: ,,... ER pozitiv eml6karcinédmak
differencialtabb fenotipusahoz és kedvezSbb tuléléséhez ...”. Nem vilagos, hogy a tulélés fogalma
mire vonatkozik? Kedvez6bb a tumor vagy a beteg szamara?

A promoter és tumor szuppresszor elnevezés tébb helyen is el6fordul, de mint kiderdl, altaldnos
értelemben (elGsegitd ill. gatld). Kissé zavard, mert ezek a fogalmak a molekularis genetikaban és
onkoldgidban hatarozott molekuldris strukturakra vannak fenntartva.

Az 0j eredmények dsszefoglalasa.

A szerzG Uttoré szerepet jatszott Uj connexin izotipusoknak tdbb kilonb6z6 szévetben térténd
felfedezésében.

Megallapitotta, hogy a csontvel6ben nexusok kotik 6ssze a strdmasejteket egymassal és tobb eltéré
sejttipussal, tobbek kdzott a vérképzé sejtekkel. Utdbbi kapcsolat csatornafunkciodjat igazolta
tenyésztett sejteken festéktranszfer segitségével.

Madsodlagos nyirokszervek vizsgalata soran bizonyitotta a follikularis dendritikus sejtek egymas kozti
és B-sejtekkel vald kapcsolatat, valamint ennek szerepét a csiracentrumok létrejottében és a B-sejtek
tulélésében.

Szaruhdrtyaban a Cx43 mellett Cx26 jelenlétét és finomabb lokalizacidjat irta le a cornealis ham
bazalis rétegében, valamint ezeknek a hdm regeneracidjakor torténd kiterjedését a ham tobbi
rétegére.

In vivo és in vitro izomregeneraciés modellben megallapitotta, hogy a korai myogen sejtekben
atmenetileg nagyszamu nexus jelenik meg, melyek a sejtfuzié utan gyorsan eltlinnek. A nexusok
el6segitik a sejtfuzidt és a myotubulusok kialakuldsat, gatlasuk fokozott myoblast proliferaciot és a
myotubulusok kialakulasanak késleltetését okozza.

Megallapitotta, hogy dridssejtes csonttumorban a connexint termelé stromasejtek connexin
expresszidja csokken, hidnyosan foszforilalddnak, ami atereszt6képességiik csokkenéséhez vezet.
Ennek a valtozasnak a mértéke dsszefligg a tumor agresszivitasaval.

Human emlémirigyben tdbb, eddig nem emlitett connexin tipust fedezett fel és lokalizalt. Vizsgalta a
connexinek expresszidjanak mértékét a kiilonb6z6 eml6karcindmakban, féként azzal a céllal, hogy azt
prognosztikus faktorként lehessen felhaszndlni. Neoadjuvansan kezelt emlécarcindmakban a
csokkent Cx26 ill. az emelkedett Cx46 szint kedvezGbb progndzisi csoportokat jelentett bizonyos
alcsoportokban.



A disszertacié eredményeit 6sszegezve megallapithato, hogy nagy volumen(, munkaigényes
kutatémunkara alapozédnak, amelynek a gerincét a connexinek expresszidéjanak morfolégiai analizise
képezi tobb kivalasztott szovettipuson, daganaton és regeneracidban. Ezt a f6irdnyt logikusan
egészitik ki funkcionalis, sejt- és molekuldris bioldgiai megkdzelitések, mindig szem el6tt tartva a
téma patoldgiai és esetleges klinikai vonatkozdsait. A szerz6 lényegesen jarult hozzd a nexusokrol,
connexinekrdl alkotott tuddsunkhoz, és az e tdrgyban megjelentetett kutatasi eredményei (24
kozlemény!) a cikkek megjelenési idejében Ujak és eredetiek voltak.

Mindezek alapjan megallapitom, hogy a doktori m( teljesiti az MTA Doktora cim odaitélésének
feltételeit, ezért az értekezést nyilvanos vitara alkalmasnak tartom, és elfogadasat tdmogatom.
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