Biralat dr. Balogh Péter “Az egér periférias nyirokszervek vaszkularis-
stromalis elemeinek differencialodasa és szerepe a limfoid sejtek
homeosztazisaban” cimi MTA doktori értekezésérol

Dr. Balogh Péter MTA doktori értekezését a Mellékletek nélkiil, az [rodalomjegyzékkel egyiitt 181
oldal terjedelemben készitette el. A disszertacio igen gazdagon illusztralt, 79 abrat tartalmaz (ezek
zOme nagyszamu részabrabol allé6 multipanel abra), emellett 6 tablazat is szerepel az értekezésben.

A disszertacio f6 fejezetei a kovetkezok: ,,E10sz6” (két oldal), ,,Roviditések jegyzéke” (két és fél
oldal), ,,Bevezetés” (11 és fél oldal), ,,Célkitlizések™ (masfél oldal), ,,Fontosabb mddszerek™ (~ két
oldal), ,,Eredmények” (27-151 oldal), ,Osszefoglalas és Megbeszélés” (~ négy oldal), ,.Uj
eredmények Osszefoglalasa” (két oldal), ,,A dolgozat alapjat add publikaciok felsorolasa” és ,,A
témaban megjelent tovabbi kozlemények”. Végil pedig a ,,Tudomanymetriai adatok” ¢és
,,KOszOnetnyilvanitds” fejezeteket taldljuk az értekezésben. Az értekezéshez 336 hivatkozast
tartalmazo ,,Irodalomjegyzék” fejezet kapcsolodik.

Dr. Balogh Péter hosszt éveken keresztiil, tiszteletet parancsold kdvetkezetességgel vizsgalta az
egér limfoid szervek szerkezetét és ontogenezisét, €s tett szert egyre elmélyiiltebb tudasra ezen a
szakteriileten. Az MTA Doktori Ertekezés meggy6z6 bizonyitékokat szolgaltat arra vonatkozoan,
hogy a patkdnyban termelt, egér limfoid szOveti komponensekkel reagaldé monoklonalis
ellenanyagpanel létrehozasatol és karakterizalasatodl, az elsdsorban konfokalis mikroszkopos és
aramlasi citometrias vizsgalatokkal kezdve, mind tobb és tobb funkcionalis vizsgalatot végzett, és
nagyszaml transzgenikus egértorzset vizsgalva fokuszalt mind komplexebb kisérleti
rendszerekben a limfoid szervez6dések molekularis szerepldinek a funkcidjara nem csak egérben,
hanem human rendszerben is.

Munkdja elvezetett 4 limfoid strukturak felfedezéséig egérben, és dr. Balogh Pétert mara a limfoid
szerkezet és ontogeneziskutatas, valamint az Nkx2-3 transzkripcios faktor kutatas nemzetkozileg
elismert szaktekintélyévé tette, akinek uttéré munkaja eldtt a biralo is elismeréssel adozik.

A disszertacid rendkiviil igényes munka, eliitést alig tartalmaz, magyarossdgaval ¢és
nyelvhelyességével kapcsolatban szinte egyaltalan nem vetddhet fel kifogas. A disszertacio
nagyszamu immunfluoreszcens dbraja j6 mindségli, feliratokkal megfelelden ellatott.

Kiilén kiemelend6nek tartom, hogy az értekezés alapjaul szolgald publikaciok koziil dr. Balogh
Péter 16 kozleményben szerepel elsé vagy utolsé szerzéként, tehat egyéni szerepe a fenti
munkékban nem is lehet kétséges.

Dr. Balogh Péter teljesiti az MTA doktora fokozatszerzéshez sziikséges tudomanymetriai
koveteleményeket. Osszes impakt faktora 92,51, Osszes hivatkozasok szdma 770, fiiggetlen
hivatkozasok szdma 567.
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Néhany kritikai megjegyzés az értekezéssel kapcsolatban

1. Ami a disszertacio aranyait illeti, a mintegy 180 oldalas értekezés esetében az alig tobb,

mint két oldalas 6sszefoglald az alkalmazott fontosabb modszerekrdl igen rovidnek tiinik,
bar kétségkiviil braviros rovid dsszefoglalasa az alkalmazott modszereknek. A szokatlan
tomorség miatt azonban példaul nem all rendelkezésiinkre informacié arr6l, hogy a
nagyszamu alkalmazott transzgenikus egértorzs honnan szarmazott, mint ahogyan arra sem
kapunk valaszt, hogy pl. a Tg egerek esetében F2 generaciobol, azonos alombol szarmazo
ko és wt egereket hasznaltak-e a vizsgalatokhoz. Hasonloképpen nem deriil ki, hogy pl. a
LtBR-Ig fuzids fehérjét maguk allitottdk-e eld. Nem keriil emlitésre, hogy milyen
statisztikai elemzéseket végeztek.
Az Eredmények (124 oldal) és a Megbeszélés fejezet (4 oldal) aranya valamelyest szintén
szokatlannak tlinik. Az értekezés Eredmények fejezetében kétségkiviil szamos
modszertanra vonatkoz6 adat is olvashatd, s6t ez a fejezet bizonyos fokig diszkutalja is az
egyes eredményeket, és igy valamelyest karpotolja az olvasot az dsszefiiggd modszertani
fejezet és a megbeszéElés fejezet viszonylagos sziikszavisagaért, de ezzel egyiitt a fejezetek
aranyai némileg szokatlanok. Tekintettel arra, hogy az eredményeket taglald fejezet
rendkiviil sok adatot és részletet tartalmaz, talan érdemes lett volna valamelyest 6nkorlatozo
modon csak a legfontosabbnak itélt eredményeket kiemelni.

2. A tablazatoknak csak sorszama van, de cimiik nincs.

3. Az abrak egy része estén nem kertilt feltiintetésre a vizsgalt allatok szama (pl. 6.1 abra, 6.2
abra, 6.3, 6.4 4brak).

4. A 6.10 abran ugy kertl feltiintetésre az Nkx2-3-/- egérbdl szarmazd metszet, hogy a
szovegben még egyaltalan nem esik sz6 az Nkx2-3-rol. Az értekezés tovabbi részében
természetesen boven esik sz6 errdl a genetikailag modositott egértorzsrol.

5. A 6.22 4bran az Y tengely jeloléséhez szerencsésebb lett volna a biotin mellett/helyett a
Streptavidin PE-t mint fluoreszcens jelolést is feltiintetni

6. 103. oldal: ,,GFP-jelolt limfocitak” helyett talan helyesebb lett volna a GFP-pozitiv
limfocitak kifejezés, hiszen itt nem jelolt, hanem GFP-t expresszald Tg egér sejtjeirdl van
sz0

7. A 108. oldalon ,,szuszceptibiltasi hely” szerepel, a szuszceptibilitasi 10kusz vagy allél
kifejezés hasznalata ebben az esetben pontosabb lett volna

8. Néhany abra esetében angol felirat szerepel (pl. a 110. oldalon a 6.44 és 6.45 abrak
esetében)

9. 122. oldalon olvashat6 CD45+C3CD19CD90+RORyt+ fenotipus helyesen
CD45+CD3CD19CD90+RORyt+

Kérdéseim a kovetkezok:

1. A szovetfragmentumokkal torténé immunizalas soran vélhetéleg ohatatlanul nekrotikus
sejtmaradvanyok is beoltasra keriiltek. A szovet-fragmentumokkal immunizalt
patkanyokban milyen volt a sejtfelszini és az intracelluléaris antigénekkel reagald klonok
aranya? Tesztelték-e a klonokat nem limfoid szoveteken is?



10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.

Vannak-e az irodalomban ,,single cell” adatok a 1ép stroma heterogenitasara vonatkozoan?
Jolismert tény, hogy a B sejt epitopok azonositasa mennyire nehéz. Az is nyilvanvalo, hogy
a patkdny monoklonalis antitestek eldallitasa sok évvel ezeldtt tortént. A monoklonalis
antitest panel 1étrehozasa ota eltelt id6szakban ismertté valt-e olyan 0j modszer, amelyet -
amennyiben ez lenne a cél — hatékonyan lehetne alkalmazni a létrehozott nagyszamu
monoklondlis antitest antigénjének és epitopjanak azonositasara?

Hasznaljak-e mas kutatdcsoportok az eldallitott monoklonalis antitesteket?

Végeztek-e funkcionalis vizsgalatokat a sajat monoklonalis antitestekkel (pl. in vivo
blokkolas)?

A follikularis dendritikus sejtek iccosomait az 59. oldalon mint komplement-
fragmentumokkal fedett komplexeket (iccosoma) emliti a Jelolt. A szakirodalom
immunkomplexekkel fedett testecskékként is emliti az iccosomakat. Van-e az
iccosomdknak membran komponense? Lehetséges-e, hogy az iccosomak az FDC
felszinéhez tapadt extracellularis vezikulak, melyeket immunkomplexek és komlement
molekuldk boritanak?

Létezik-e MARCO hidnyos egér, ha igen, mi volt az oka, hogy nem vizsgaltak? Milyen
fenotipussal rendelkezik a MARCO KO egér?

A 62. oldalon szerepel, hogy a 1ép nyiroktiisz6kben a MARCO az DFDC feliiletén fibrillaris
kotegekbe rendezett granulalt képleteket alkot. Mik ezek a granularis képletek? A kérdésem
az, hogy lehetséges-e, hogy a MARCO extracellularis vezikula felszinén van jelen, mely az
FDC membranjahoz tapad?

Ismert-e 1ényeges kiilonbség az egyes vad tipusu beltenyésztett egértorzsek limfoid
szerveinek vaszkularis és stromalis szervez6désében?

Evoluciosan mikor jelennek meg a Pbx1, Nkx2-3/Bapxl, a TIx1/HOX11 és a Nkx2-5
transzkripcios faktorok?

A PNAd addresszinek vazfehérjéje esetében poszttranszlacios modositdsokat végzd
enzimek (pl. szulfotranszferazok és fukoziltranszferaciok) génexpresszio szabalyozasaval
kapcsolatban kérdezem, hogy a fenti enzimek génjei milyen transzkripcios faktor
kotéhelyeket hordoznak? Van-e pl. Nkx2-3 kotohely a szulfotranszferaz génekben? A fenti
PNAd adresszin vazfehérjék mellett milyen mas szubsztratokat modosithatnak
egyidejlileg?

Milyen pozitiv reguldtorai vannak a GlyCAM-1 gén expresszidjanak?

A Nkx2-3 ko egér 1épében csokkent E. Coli megtapadas figyelheté meg. Mennyire altalanos
ez? Vizsgalt-e mas baktériumot?

Mi a gyakorisdga és bioldgiai jelentdsége/szerepe a vords pulpaban a megakaryocytaknak?
Van-e oka, hogy a vizsgalatok soran jellemzden nem végeztek 3D rekonstrukciot. Milyen
esetben adhatot volna tobbletinformaciot?

Hogyan latja az in situ intratumoralis HEV indukcion alapul6 tumor terapias megkozelitést?
Milyen mechanizmust feltételez az Nkx2-3 hianyaban megfigyelt DSS-sel szembeni
protektiv hatds mechanizmusara a tunica muscularis mucosae-ban elhelyezked6 VAP-1
pozitiv nem haematopoietikus sejtek révén?

Jelen vannak-e FLAQ képletek mas savos hartyaval hatarolt tiregekben is (pl. pericardium)?
Mi lehet a FLAQ képletek fiziologias szerepe?



20. Intraperitonealis immunizalast (Ag+adjuvans) kovetéen megfigyelhetd-e valtozas a FLAQ-

ekben?

21. A 140. oldalon a 6.69 A (hasfalon keresztiili) és B (a hasiireg felnyitasa utani) fluorescens

jel eloszlés igen eltérd. Mi lehet ennek az oka?

22. A 142. 6.71 abra cime: ,,Szerozalis limfoid organoidok megjelenési formai”. Mi alapjan

definialja organoidként a FALC, protrusion és FLAQ képleteket? Ismer-e mas in vivo
organoid megjelenési format?

Dr. Balogh Péter MTA doktori értekezésében Osszefoglalt legfontosabb sajat tudomanyos
eredmények koziil az alabbiakat emelem ki:

1.
2.

Szamos fontos megfigyelést tett az egér 1ép endothel és stroma dsszetételével kapcsolatban
Jellemezte az egér 1ép FDC posztnatalis fenotipus-valtozasat és az azzal 6sszefiiggd IC kotd
képesség valtozasat

Kimutatta, hogy a MARCO scavanger receptor a 1ép marginalis zona (MZ) és a limfoid
follikulusok kozott az FDC-asszocialt konduit halozatba keriil érett MZ makrofagok és
FDC-indukciora képes CXCR5+ follikuldris B sejtek kozremitkodésével

lgazolta az egyes 1ép régiok érpalya-fejlédésében a limfotoxin [ receptor (LTPR)
szignalizécio és az Nkx2-3 szerepét

Igazolta, hogy az Nkx2-3 hianyaban a 1ép érpalya szerkezetében a nyirokcsomora jellemz6
mintazatvaltozas kovetkezik be HEV-ek és nyiroktasakok megjelenésével. Hasonlo PNAd
indukciot irt le a Peyer-plakkok HEV endothel sejtjein is Nkx2-3 hianyaban. Mindemellett
igazolta, hogy a bél indukalt nyirokszovet fejlodése is karosodik a fenti transzkripcios
faktor hianyaban.

Igazolta az Nkx2-3 deficiens egerekben a Madcaml -/- transzkripcionalis hianyat, mely
eltéréen befolyasolta a kiilonb6zd bélszakaszok ILC3 sejt dsszetételét

Egy spontan B sejtes egér limfoma vizsgalataval elséként figyelte meg a foliate lymphoid
aggregate-nak (FLAQ)-nek nevezett strukturakat, melyekhez valo limfocita kapcsolodasban
(@ limféoma és normal B sejtek esetén is) a LYVE-1 pozitiv makrofagok illetéleg L
szelektin-fliggd PNAd erek jatszanak szerepet.

Mindezek alapjan dr. Balogh Péter értekezésben foglalt munkaja alapjan szamara az MTA doktora
fokozat odaitélését a legmesszebbmenden tdmogatom.

Budapest, 2021. januar 7.
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