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Kdszéndém Dr. Szekanecz Zoltannak az értekezés alapos és gondolatébreszté biralatat és
méltaté szavait. Klinikailag orientalt alapkutatoként nagy 6réom, de egyben nagy kihivas is
Magyarorszag egyik vezetd reumatoldogusanak biralatat olvasni. Kérdései a téma mély
megértésére és a molekularis biolégiatél a mindennapi klinikumig terjedd teljes spektrum
atlatasara utalnak. Konkrét kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

Formai kifogas: Formai szempontbdl az egyetlen kifogasom, hogy az abrak, és ebbdl
kbvetkez6en az abrakon szereplé feliratok sokszor tul kicsik, ami legalabbis sokdioptrias
szemlivegeseknek az abrakon valdé eligazodast megneheziti. (Pl a 15., 16. abrak
kimondottan nehezen olvashatok.) A szerz6 nyilvanvaléan a terjedelemmel kivant
safarkodni, de az abrak, legalabbis a grafikonokat tartalmazok, lehettek volna teljes
oldalszélességliek vagy egynegyed-fél oldal kiterjedésiiek. (Megjegyzem, hogy a munkahoz
csatolt 5 cikkben sem sokkal jobb a helyzet, mik6zben megértem hogy a sokoldalu
megkoézelités igénye hatalmas, t6bb abrabdl allo tablak készitését igénylik...)

Az abrak egyes olvasok szamara tul kicsi méretét sajnalom. Gyerekkorom 6ta rovidlato
vagyok, aminek van egy kifejezett elénye is: hogy kézelre nagyon élesen latok (a laptopom is
a Windows-os piacon kaphaté legnagyobb pixelszam/cm? értékkel rendelkezik); ezért a
képek kis mérete nekem nem okozott problémat és nem tint fel. Egyébirant, ahogy az
abraalairasokban jeleztem, a dolgozat 123 abrajabdl csak 8 szarmazott kiilsé forrasbdl (ezek
kozott volt arthritis-es beteg kézfejének fényképe és osteoporosisos beteg csigolydjanak
postmortem elektronmikroszképos képe is) és ebb8l mindéssze 3 volt, melyet az abra
Osszetettsége miatt nem feliratoztam Gjra. A kritikat kdszonettel elfogadva részben meégis
megnyugvassal tolt el, hogy a biralé pont az utdbbi 3-bdl emelt ki kettét, mint ,kimondottan
nehezen olvashatd” abrakat.

1/1. Mind a négy altéma déntéen a neutrophilekkel kapcsolatos. Reumatologusként is
érdekelne a tobbi sejttipus is, hiszen pl rheumatoid arthritisben (RA) csak a folyamat
kezdetén vesznek részt a neutrophilek az acut-subacut gyulladasban, késébb az RA
egyértelmiien monocyta/macrophag illetve T-sejtes betegség. Mas kérképekben (pl. SLE,
Sjégren syndroma, scleroderma) pedig szinte elenyészé a neutrophilek szerepe. A
granulocytakra tett szamos megallapitas kéziil, sajat vagy irodalmi adatok alapjan, melyek
érvényesek mas hemopoetikus sejtekre is?

Bar a neutrofileket tényleg nem tekintik kozponti jelentéségiinek az autoimmun
betegségek patomechanizmusaban, igen sok irodalmi adat utal arra, hogy mégis fontos
szerepet jatszanak ezen betegségek kialakulasaban. Err6l Németh Tamas kollégammal
nemrég irtunk egy dsszefoglalét', amely az Immunology Letters-ben 2012-ben publikaltak
kézil a legtdbbet letdltétt és legtdbbet hivatkozott kdzlemény. A konkrét kérdéssel



kapcsolatban a dolgozatban bemutatott in vitro kisérletek legfontosabb megallapitasa az,
hogy a hemopoetikus sejtek sejtfelszini integrinjei a klasszikus immunreceptorokhoz (BCR,
TCR, FcR) hasonlé modon szignalizalnak. Mi ezt neutrofil granulocitakban vizsgaltuk
legrészletesebben?®®, de kevésbé részletesen makrofagokban is kimutattuk a jelenséget®.
Ugyanerre utalé megfigyeléseket tettiink vérlemezkékben* és oszteoklasztokban® is, ami
alapjan kovetkeztetéseinket masok ezekben a sejtekben is megerdsitették®’. Tovabbi
munkacsoportok késébb hasonld kdvetkeztetésre jutottak dendritikus sejtekben?®,
mikrogliaban®, NK-sejtekben'® és T-sejtekben'’ is. Az értekezésben leirt legfontosabb in vitro
jelpalya tehat a hemopoetikus eredetli sejtek széles spektrumaban miikddik. Az in vivo
eredmények esetében nem tudjuk biztosan megallapitani, hogy azok melyik sejttipus
mikddésének zavara miatt jonnek Iétre (az erre vonatkozé kisérletek folyamatban vannak).

1/2. A Modszertani részbdl is kidertil, hogy a chemokineknek fontos szerepe van a neutrophil
migracidban és aktivacidban, s6t az adhézidban is. A munkacsoport aktivalasra a MIP-2-t
hasznalja. Kérdésem, hogy miért pont ezt, hiszen egérben mas, talan erésebb neutrophil
kemotaktikus hatassal rendelkezé CXC chemokinek is vannak.

Egerekben a neutrofileket legnagyobb mértékben aktival6o CXC kemokinek a KC
(CXCL1) és a MIP-2 (CXCL2), mindkett6 a human IL-8/Gro kemokinekkel rokon vegyulet. A
KC és a MIP-2 kdzll véletlenszeriien esett az utdbbira a valasztas, de a két kemokin kdzoétt
sem sajat, sem masok adatai alapjan nem feltételeziink Iényegi funkcionalis kilénbséget.

1/3. A médszertan és az adatok végig egzaktak, de helyenként a szerz6 igen 6szintén de
liberalisan fogalmaz (,altalaban”, ,kivételesen”, stb) ami nem mindig vilagos. Egy példa, hogy
a 34. oldal 2. bekezdésben a K/BxN arthritis kivaltasa ,400 ul, kivételesen 150 ul szérummal”
vélthato ki. llyen esetben mit értsiink ,kivételesen” alatt, illetve ha van olyan helyzet, amikor
150 ul szérum is elég, akkor a tobbi esetben miért kell 400 ul? Ezen protokollok tehat nem
feltétlentil vannak kébe vésve?

Az alkalmazott moddszereket a dolgozat altal feldlelt b6 10 évben folyamatosan
fejlesztettik és finomitottuk, emiatt azok ténylegesen nem voltak ,kébe vésve”. A
részletekkel azonban nem szerettem volna terhelni az olvasét, ezért hasznaltam az
Laltaldban” kifejezést. A K/IBxN szérum-transzfer kisérletek esetében a ,kivételesen 150 pl”
konkrétan egy kisérletsorozatra, a PI3KB és PI3Kd szerepének vizsgalatara vonatkozott,
melyben egyes gatldé hatasok 150 pl szérummal kivaltott arthritisben kifejezett mértékiek,

mig a 400 pl-es telitd dézis esetén joval mérsékeltebbek voltak'? (Id. 105-107. abra).

1/4. A LAD1 az integrinek, a LAD2 a szelektinek hianyan alapul6é betegség. Jelatviteli tutvonal
béarmely elemének deficienciaja (pl Syk”~) megnyilvanul-e LAD-szerii kérképben? (Pl. a 37.
oldalon a sulyos nyirokérfejlédési zavar keril emlitésre.) Van-e ko6ldokzsinér-fejlédési
rendellenesség, heterozigétakban fert6zések, stb? A Syk gatlasa (fostamatinib) soran
vannak-e hasonlé jelenségek, mint a Syk-deficiens allatban?

vagy egyéb genetikai karosodas miatti zavara, ami jellegzetes apurulens fert6zésekben
nyilvanul meg (a genny kialakulasahoz sziukséges neutrofilek nem tudnak a fert6zés helyére
vandorolni). Klasszikus LAD-szer(i fenotipus sem a Syk, sem a tdbbi vizsgalt fehérje
hianyaban nem jon létre, mivel a neutrofilek szétterilésének és aktivalédasanak dramai
karosodasa ellenére azok migraciéja lényegében normalis, még akkor is, ha szigoruan B,-

2



integrin-fiiggé koérilmények kozétt vizsgaljuk dket”>' (Id. 7.2. fejezet). Ennek magyarazatat
egyelére sem nekiink, sem masoknak nem sikeriilt feltarni. A Syk™™ mutansokat mi magunk
nem vizsgaltuk fert6zéses modellekben. Korabbi témavezetém munkacsoportja ugyanakkor
kimutatta, hogy a Syk neutrofil-specifikus hianya a bakteridlis fert6zések elleni védekezés
kismértékii  karosodasaval jar'. Kollaboracioban részt vettink tovabba egy
kisérletsorozatban, melynek eredményei szerint a Syk teljes hemopoetikus rendszerben valé
hianya a gombafertézések iranti érzékenység jelentds fokozodasat eredményezi (ez
esetben nem ismerjik, hogy a Syk melyik sejtvonalban valé expresszidja felelés a
fenotipusért). Fontos megjegyezni, hogy a gombafert6zések esetén a Syk szerepe
feltételezhetbéen fuggetlen az integrinek jelatvitelétél, és inkabb az egyes gomba-
alkotorészeket felismerd velesziletett immunreceptorok (pl. a C-tipusu lektinek kézé tartozo
Dektin-1 és Dektin-2) jelatvitelével van kapcsolatban, amit egy dsszefoglalé kézleményben'®
részletesen is targyaltunk. A fostamatinib kezelés kismértékben fokozza a fert6zésekre vald
hajlamot'’, de tudomasom szerint ez nem tartozik a vegyiilet legfontosabb mellékhatasai
kozé, és nem ismert, hogy ez a mieloid, vagy inkabb a B-sejtes immunitas karosodasaval
(vagy egyéb nem-specifikus hatasokkal) all-e 6sszefliggésben.

1/56. Syk-deficienciaban mely tipusu integrinek mikébdése kéarosodik? Csak a leukocyta
integrineké (B2) vagy a tébbié is?

Sajat és masok eredményei alapjan a vérlemezkék a,,B3 (Gpllbllla) integrinjeinek* és
az oszteoklasztok ayfs; integrinjeinek’ a mikddése is zavart szenved. Mas integrineket
tudomasunk szerint megbizhatd6 mddon nem vizsgaltak. A nem-hemopoetikus sejtek
esetében nem varhaté komoly szerepe a Syk-nek, mert a Syk elssorban hemopoetikus
sejtekben expresszalodik'®.

1/6. Syk-deficiencia és egyéb integrin-jelatviteli karosodas esetén milyen egyéb
szovetfejlédesi eltérések figyelhetbk meg? Karosodik-e pl a nyirokszbvetek, pl a bélfali
Peyer-plakkok szervezddése (ebben pl a 87 integrineknek alapvet6 szerepe van).

Ezt a kérdést sem mi, sem tudomasunk szerint senki mas nem vizsgalta részletesen,
melynek feltételezett oka a Syk™~ egerek korai letalitdsa, ami nagymértékben akadalyozza a
kisérletek elvégzését. Balogh Péterrel (PTE Immunoldgiai Intézet) elkezdtik a
nyirokszovetek vizsgalatat Syk™" ujsziildttekben, de az eddig elvégzett egyetlen kisérlet —
feltételezhetben technikai okok miatt— nem bizonyult informativnak.

1/7. Szamos neutrophil funkci6 nem karosodik Syk-deficiencia esetén (39. oldal). Milyen
egyéb szignalmechanizmusok veszik at a Syk szerepét? Van-e kaszkad ezen
mechanizmusok k6zé6tt? A 41. oldalon olvashaté, hogy Syk™ esetén a p38 MAP kinéz
expresszidja is karosodik. Milyen molekularis interakcié van a Syk és a p38 MAPK k6zott? A
fostamatinib vajon gatolja-e a p38 MAPK mechanizmusokat is? Mivel mar klinikai
kiprébalasban is vannak (voltak) p38 MAPK gatlok (pl a szerzé altal is vizsgalt SB203580),
felmeriil, hogy ezen MAPK gatlasa esetén hogyan valtozik a Syk expresszidja és funkcioja?
Az altalunk vizsgalt és Syk-t6l fuggetlennek bizonyult folyamatok nagy része Gi-
fehérje-kapcsolt receptorokon keresztil jon Iétre. Ezekben a folyamatokban feltételezhet6en
a kulénb6z6é PLCB-izoformak és a PI3Ky GRy-dimerek altali, illetve az Src-kinazok egyel6re
nem ismert mechanizmusokon keresztiili aktivacioja jatssza az els6dleges szerepet (ezt egy
nemrég elfogadott dsszefoglald kdzleményben'® részletesen is targyaljuk). Feltételezéseink
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szerint a p38 MAP-kinaz Gi-fehérjék altali aktivalédasaban fontos szerepet jatszanak az Src-
tipusU tirozin-kinazok'® (Id. 81. abra), a jelpalya tovabbi elemei viszont részleteiben nem
teljesen ismertek. Az integrinek jelatvitele esetén a p38 MAP-kinaz aktivalodasanak zavara
véleményunk szerint leginkdbb az A&ltalanos receptor-proximalis jelatviteli zavar
kdvetkezményeinek egyik részjelensége. A pontos jelatvitelben feltételezhet6en nagyon
bonyolult jelpalyak jatszanak szerepet, kdztik a PLCy2, az SLP-76, a Vav-csalad tagjai, a
Rac és az MKK-kaszkad, de még az aktin-citoszkeleton atrendez6dése is. A Syk mieloid
sejtekben torténd aktivalodasat a p38 MAP-kinaz gatlasa esetén nem vizsgaltuk.

1/8. Az ITAM fehérjék kbziil a DAP12 és FcRy hidnya milyen klinikai fenotipust eredményez?
Itt vannak-e LAD-szer(i eltérések? (Kés6bb kideriil hogy egyéb alaki és csontfejl6dési
eltérések igen.)

A DAP12 és az FcRy egyittes hatasanak vizsgalata nem konnyl, mert a kettds
knockout egerek kevéssé életképesek és homozigota formaban nem szaporithatdk, rdadasul
az osteopetrosis miatt besz(ikllt csontveldi tér masodlagos hatasokat (pl. extramedullaris
hemopoézis) is kivalt. Az altalunk leirtakon tul egyéb latvanyos fenotipust nem ismerink.
Funkcionalis szempontbol ugyanakkor szamos tovabbi receptor (pl. szelektinek, C-tipusu
lektinek, egyes citokin-receptorok) jelatvitelében is felmerilt a DAP12 és az FcRy szerepe.
Ezekrsl részletesen irtunk egy Osszefoglalé kdzleményben'®. Klasszikus LAD-szerii
eltérésekre a neutrofilek normal migracioja® (64. abra) miatt nem szamitunk (errdl a fenti 1/4.
pontban irtam részletesen).

1/9. Mint lattuk, a chemokinek f6 induktorai a neutrophil migracidénak és aktivacionak. A
vizsgalt szignalutvonalak és messenger fehériék kézlil melyek vesznek részt a chemokin
receptorok szignalizaciéjaban? Ismeretes, hogy a chemokin receptorok pl. az integrinekkel is
funkcionalis kapcsolatban vannak, és a chemotaxis az adhézibval parhuzamosan zajlé
folyamatok. A chemokin receptorok aktivaldodasa esetén van-e olyan inside-out
mechanizmus mely révén az integrinek expresszioja és funkciéja megvaltozik?

Eredményeink szerint a kemokin-receptorok és egyéb Gi-kapcsolt receptorok jelatvitele
nem karosodott sem a Syk? sem a DAP12/FcRy?, sem a PLCy2" hianyaban (Id. 85-89.
abra). A Gi-fehérjék jelatvitele tehat feltételezhetéen mas utakon térténik. Ebben
valészinlileg kozponti szerepet jatszanak a Gy komplex altal aktivalt PLCB és PI3Ky
izoformak. A kemokin-receptorok aktivacidja ugyanakkor egyértelmiien fokozza az integrinek
.aktivalhatésagat”. Ennek a folyamatnak, az integrinekhez legkdzelebbi (tehat
legdisztalisabb) Iépéseiben feltehetbéen szerepe van a Rap1-nek, a talinnak és a kindlin3-
nak. Mindezekrél egy nemrég elfogadott 6sszefoglaléban'® irtunk részletesebben.

1/10. Ha az alapmegfigyelés igaz, vagyis az immunreceptorok és az integrinek
jelatvitele hasonld, ez hogyan nyilvanul meg a kétféle receptor stimulacibja altal kivaltott
valaszok egymast erésité jellegében? A T vagy B sejt stimulacié ismeretes mdédon az
adhézios fehérjék fokozott expressziojat eredményezi (inside-out integrin signalling).
Masrészt két leukocyta integrinek altali 6sszetapadasa aktivalja a sejteket, néveli a BCR
expressziot és mediatorok felszabadulasat is (outside-in signalling). Melyek az ilyen crosstalk
szempontjabol legfontosabb k6z6és intracellularis jelatviteli fehérjék?

A kérdés nagyon 6sszetett folyamatokra vonatkozik, melyek részleteit nem értjiik. Elsé
megkodzelitésben azt mondhatom, hogy a hasonlé jelpalyak hasznalata nem kell, hogy
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kilondsképpen bonyolitsa a képet, hiszen feltételezéseink szerint elsésorban receptor-
proximalis, tehat feltételezhetéen kisebb kompartmentekben térténé folyamatokrél van szé.
llyen szempontbdl nem tartom problémanak, hogy hasonléak a kezdeti jelpalyak, mikdzben
szamos mas lépés (pl. kostimulacios palyak, LAT-jelatvitel, stb.) tovabbra is kilonb6zé lehet.
Tovabb arnyalja a képet, hogy mi elsésorban mieloid sejteket vizsgaltunk, és bar T-sejtekben
is felmeriilt hasonlé integrin-jelpalya’’, a klasszikus antigén-receptorokat expresszald
sejtekben nem teljesen ismert a Syk vagy az azzal rokon ZAP-70 integrin-jelatvitelben
betdltott szerepe. Elvileg lehetséges, hogy a hasonlé jelpalyak alkalmazasa azt biztositja,
hogy barmelyik oldalrél indul is be a sejt aktivalodasa, az mindenképpen hozza létre mind az
integrinek, mind az antigén-receptorok érzékenyitédését, bar erre utald konkrét kisérleteket
nagyon nehéz megtervezni és kivitelezni.

1/11. Ezzel szemben az SLP-76 arra j6 példa hogy az adhézié és aktivacio szétkapcsolt
folyamatok is lehetnek, hiszen az SLP hianyaban az adhéziés, migraciés folyamatok
karosodnak, a gyulladasos mediatorok (TNF, fMLP) altal kivaltott aktivacié viszont nem.
Milyen klinikai fenotipust alakit ki az az SLP-hianyos neutrophil, amely, a LAD-hoz
hasonloan, nem adheral és migral, de egyéb funkcioi megtartottak? Mivel SLP hianyaban a
normal adhézié, migracié karosodik, de a gyulladasos mediatorok altal kivaltott funkcidk
nem, ez jelentheti-e azt hogy az SLP a fizioloégias (homeosztatikus) adhéziés folyamatokban
vesz részt, a gyulladasosokban (pl arthritis) nem? Az arthritis részben (kés6bb) mar nincs
sz06 az SLP-rél. Nincs is tehat abban szerepe, vagy csak nem vizsgaltak?

Osszességében nem gondolom, hogy az SLP-76 hianyaban (legalabbis mieloid
sejtekben) lényegesen mas torténne, mint a Syk hianyaban. Mindkét esetben karosodott
adherens aktivaciot és Fc-receptor-jelatvitelt, de megtartott migraciét és GPCR/citokin-
receptor-jelatvitelt latunk®?°?". A Syk hianyahoz? hasonléan Gary Koretzky munkacsoportja
az autoantitest-indukalt arthritis stlyos karosodasat tapasztalta SLP-76 hianyaban®. Utobbi
kisérletekben nem vettliink részt, ezért a dolgozatban sem targyaltam 6ket.

1/12. A p190RhoGAP-deficiens allatokban mi lehet a veldiir-zarédasi rendellenesség
mechanizmusa? Déntéen a folyamat soran végig szerepet jatszd integrinek
mlikbdészavararol van sz6?

Bar a kérdést senki sem vizsgalta részletesen, a legvalészinlibb feltételezés az, hogy a
fenotipust ténylegesen az idegsejtek felszini integrinjeinek a jelatviteli zavara okozza. Ezzel
egybecseng, hogy a p190RhoGAP karosodasa (a p190RhoGAP™P™P° mutacid) gatolja a
neuritek integrin-fiiggé kindvését**%.

hianya esetén karosodott a gpllb/llla integrin-dependens adhézié (szétteriilés). A klinikai
gyakorlatban, acut coronaria syndromaban hasznalnak anti-gplib/llla antitestet (Integrilin).
Erdemes lenne az anti-integrin kezelés hatédsét megnézni a disszertaciéban szereplé
jelatviteli mechanizmusokra. Src és Syk-deficiencia esetén latunk-e Glanzmann
thrombastheniara jellemzé fenotipust?

A vérlemezkékkel mi csak egy rovid kollaboracié erejéig kerultink kapcsolatba,
melynek soran Sanford Shattii munkacsoportjaval a Syk és a kiilénb6zd Src-kinazok
hianyaban vizsgaltuk a vérlemezkék in vitro miikddését* (Id. 48-49. abra). A késSbbiekben mi
ezzel a kérdéssel nem foglalkoztunk, és az irodalombdl sem ismerink részletes, a Syk-nek
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és az Src-kinazoknak az in vivo hemosztazisban betodltott szerepét vizsgald kézleményt. Ezt
részben a kisérletekkel kapcsolatos technikai nehézségek (a Syk™ egerek perinatalis
letalitasa®® és az Src™~ egerek sulyos osteopetrosisa®’, ami miatt még a fogaik sem nének ki
és pépesitett tappal kell etetni 6ket) is okozhatjak, de lehet, hogy a vizsgalat negativ
eredménnyel zarult és ezért nem kerult kozlésre. A kérdéskort bonyolitja, hogy az integrinek
mellett a vérlemezkék Fc-receptor-homolég GpVI kollagén-receptora is a Syk-en keresztil
szignalizal®®.

1/14. Nagyon érdekes és fontos adat, hogy az FcyRIll fontos az anti-integrin antitestek
aktivaciés hatasahoz. Ennek analégja, hogy egyre tobb adat mutat arra, hogy pl. a
terapiaban alkalmazott anti-CD20 antitest rituximab hatékonysaga 6sszefiigg az FcyRIll gén
158-V/F polimorfizmusaval. Kérdés, hogy a FcyR génpolimorfizmusok is megvaltoztathatjak-
e az integrinek sejtadhéziéban és aktivacioban kifejtett hatasat?

A kérdéssel kapcsolatban fontos kiemelnem, hogy az emlitett kisérletekben az FcyRIlI
csak az anti-integrin antitestek altal kivaltott folyamatokban vett részt, a fiziolégias integrin-
ligandokon keresztiili aktivalédasban nem?. Ezen konkrét kisérletek bioldgiai jelentésége
tehat nem az, hogy az FcyRIll részt vesz az integrinek mikoédésében, hanem az, hogy az
anti-integrin antitestek altal kivaltott valaszokat nem szabad kizarolag integrineken keresztuli
valaszoknak tekinteni, és ezért azokbdl nem szabad kizardlag az integrin-jelpalyara
vonatkozd  kovetkeztetéseket levonni (illetve értelemszerlien a korabbi ilyen
kovetkeztetéseket Ujra kell értelmezni). Az Fc-receptoroknak az integrinek jelatvitelében valé
esetleges szerepét inkabb az FCRy™™ mutécié hatasa® tamasztana ala, ebben az esetben
azonban még egérben sem ismerjik a résztvevé FcRy-asszocialt receptort, ami nem csak
Fc-receptor lehet, hanem mas, azokkal rokon receptor (pl. PIR-A vagy OSCAR) is. A human
Fc-receptor-polimorfizmusok integrin-jelatvitelben betoltott szerepét mi nem vizsgaltuk, és
tudomasunk szerint ilyen kisérleteket masok sem kdzoltek.

1/15. A f6téma neutrophil migracioés részének legfontosabb, és a szerzé altal is legtébbet
vitatottnak tartott, de egyértelmiien alatamasztott kérdése azon dogma zsenialis
megdédntése, hogy az integrin adhézios funkcidjan keresztiili sejtaktivacio illetve sejtmigracio
teliesen mas szignalizaciot igényel. (Korabban valoéban csak ,egyféle” adhézio terjedt el a
kbztudatban) Kérdés, hogy a migracidban szerepet NEM jatszé Syk, Src, ITAM és egyéb
fehérjék helyett mely ttvonalak vesznek részt a migracioban? A tofacitinibbel végzett in vitro
kisérletek arra utalnak, hogy a JAK1 és/vagy JAK3 szerepet jatszhat a leukocita
migracioban. Vagy esetleg az ezen munkaban vizsgalt p38 MAPK utvonal lenne a bypass
mechanizmus? Vajon a p38 MAPK és a JAK deficienciaja, vagy gatlasa (a szerzé altal is
alkalmazott SB203580-cal illetve tofacitinibbel) befolyasolja-e a leukocita migréaciot? Esetleg
itt is a crosstalknak lehet szerepe és az integrin-kbzvetitett migraciét végsé soron mas
adhéziés molekulak végzik? Szamos adhéziés molekula (pl. CD31, CD66 és masok)
kolokalizacioban (co-capping) helyezkedik el a B2 integrinnel. Masrészt a tébblépcsbs
adhézios modell szerint mig az adhézio fbleg integrin-dependens, addig a transendothelialis
migracioban mar mas adhéziés molekulak (pl. CD31, CD44) is szerepet jatszanak.
Lehetséges-e hogy amig az adhézié-dependens aktivacioé valdban féleg integrin-dependens,
addig a migracio véglilis ezeken Kkeresztiil megy végbe és ezaltal a szignalatviteli fehérjék is
eltéréek, mint az integrin szignalizacioban? Ezzel az adhézio ,four-step” modelljét alapjaiban
at kell még egyszer gondolni...



Ez egy nagyon bonyolult kérdéskor, amelyben sem mi, sem masok nem tudtak még
érdemben el6relépni. Még maguk a B.-integrinek szerepe sem tisztazott. Lehetséges, hogy a
kllonb6zd Bo-integrinek kozul az LFA-1 (o B2) a migracidban, mig a Mac-1 (auB.) az
adherens sejtaktivaciéban jatszik szerepet, és a kilonb6zé jelatvitelt a kilonb6zé a-lancok
inditjak be. Az is lehetséges, hogy a p-integrinek jelenléte szignalizacio (pl. Syk,
DAP12/FcRy vagy PLCy2) nélkll is elégséges a sejtvandorlashoz, mig a B.-lanc CD18
torlésekor a passziv integrin-funkcidk hianya eredményezi a migracié karosodasat. A tovabbi
felvetések nagyon érdekesek, de részletes vizsgalatok nélkil nem mernék egy ilyen
bonyolult folyamattal kapcsolatban spekulaciokba bocsatkozni, tébbek kozott azért sem, mert
az alkalmazott kisérleti rendszerek nagyban befolyasoljak a levonhaté kovetkeztetéseket
(arthritisben pl. a Syk™™ vagy PLCy2™~ mutansokban sem jon létre leukocita-infiltracié'*??, de
ezt a gyulladasos koérnyezet kialakulasanak hianya miatti masodlagos hatasnak tekintjuk).

2/1. Hogyan tértént a bokavastagsag mérése? Ez a Mddszertan részben réviden Keriil
emlitésre, az abrakon mm-ben van kifejezve, tehat valdszinileg egy dimenzidban tértént.
Melyik tengelyen mérték a vastagsagot? Esetleg két merbleges vastagsagra illesztett
ellipszis alapjan meghatarozott bokakérfogat még jobban tiikrézte volna a bokavastagsagot.
(Mi adjuvans-indukalt arthritisben ezt hasznaltuk.)

A bokavastagsagot keresztiranyban, egy dimenziéban mértik specialis rugés kaliper
segitségével. Kétdimenzidés mérésben nem gondolkodtunk, de felmerilt volumetrias mérés,
amit pl. Pécsett alkalmaznak a kisérletes arthritis szamszerisitésére. De az egydimenzios
mérés annyira bevalt, hogy nem volt komoly motivacionk a médszer megvaltoztatasara.

2/2. Egyéb klinikai tiinetekkel (pl. testsuly, vérkép, stb) jellemezték-e az arthritist? Az iziileti
score-okon kiviil ugyanis ezen modellekben jelentés testsulyvesztés figyelheté meg, és
egérbdl is lehet annyi vért nyerni, hogy egy kenetet készitve jellemezhessiik a sejtes
Osszetételt, aminek a gyulladas, ezen beliil a neutrophilek szerepének vizsgalata soran
Jelentésége lehet.

Testsulyt és vérképet nem vizsgaltunk, az elmult idészakban viszont sokszor vizsgaltuk
az izuleti infiltracié 6sszetételét aramlasi citometrias mdédszerekkel. Az infiltratumban nagyon
sok neutrofilt és makrofagot, illetve egyéb leukocitakat talaltunk. Bar a dolgozatomban
targyalt mutaciok esetében nem végeztiink részletes aramlasi citometriat, a hisztolégiai kép
alapjan feltételezhetjik, hogy az infiltracié minden eleme megsziint a knockoutokban.

2/3. Van-e korrelacio az iziileti duzzanat (vastagsag) és funkcié (racson maradas) k6zo6tt?

Bar erre vonatkozé részletes statisztikai analizist nem végeztink, az eddig vizsgalt
kisérletekben mindenhol teljes korrelaciot lattunk a bokavastagsag és az izileti funkcid
kdzott. Ez egyébként igaz a dolgozat benyujtasa utan vizsgalt, részleges karosodast okozo
mutaciodkra is, ahol a bokavastagsag ndovekedése és az izileti funkcié karosodasa hasonlé
mértékben csokkent.

2/4. Szamomra a legizgalmasabb, megvalaszolanddé kérdés, hogy amig az elsé fétémaban
egyértelmiien kideriilt, hogy a Syk nem jatszik komoly szerepet a leukocyta migraciéban,
addig itt a Syk kilitése a synovialis gyulladas megsziinéséhez vezetett, vagyis Syk
hianyaban, legalabbis ezen egérmodellben, nincs, jelenlétében pedig van iziileti gyulladas.



Milyen olyan gyulladasos, sejtes jelenség(ek) lehet(nek) az(ok), amely(ek) egyértelmiien Syk
fliggb(ek) ezen modellben, de nem a neutrophil migraciét jelentik?

Bar kozvetlen bizonyitékaink a Syk”™ mutacid esetében nem nagyon vannak,
helyén a neutrofilek citokin- és kemokin-termelésében van, melynek hidanya miatt nem jon
Iétre a gyulladasos mikrokdrnyezet és emiatt nem térténik meg a leukocitak infiltracidja sem.
A Syk hianya tehat megszakit egy pozitiv visszacsatolast, melynek hianyaban a gyulladas
teljes folyamata karosodik.

3/1. Az ITAM fehérje (DAP12 és FcRy)-hidnyos éllatokban észlelt alkati és csontfejlédési
zavarok mas, az ugyanezen utvonalon szerepld fehérjék (pl Syk, ZAP70) hianya esetén is
észlelhetbk-e?

A ZAP-70 hianyaban csontanyagcsere-zavarok nincsenek és nem is varhatok, hiszen a
ZAP-70 nem expresszalodik jelentds mértékben oszteoklasztokban. A Syk™ egerek
csontfenotipusanak vizsgalatat az egerek korai letalitdsa nem teszi lehetévé, ezért nem
tudjuk, hogy felnétt korban kell-e a Syk az in vivo csontanyagcseréhez. Ennek az
eldontésére sejtvonal-specifikus géntorléses vizsgalatok sziikségesek, melyeket jelenleg is
folytatunk a laborban.

3/2. Az el6z6 f6téma arthritisben szamos fehérje szerepét vizsgalta, de a disszertacioban
arthritis vonatkozasaban épp ez a két ITAM fehérje nem szerepel. A DAP12 és FcRy
hianyaban létrején-e arthritis, és vajon milyen foku erozivitas (csontvesztés) lenne ez
esetben a vad tipusokhoz képest? Ez a kisérlet az ITAM fehériéknek az arthritises
csonterosiok kialakulasaban betéltétt szerepére utalna és akkor az erosiok kialakulasat
ITAM fehérjék blokkolasa is gatolhatna.

Az arthritis vonatkozasaban azért nem mutattam be a DAP12 és az FcRy szerepét,
mert masok kordbban mar kimutattdk, hogy FcRy™~ egerekben teljesen megsziinik az
autoantitest-kivaltotta iziileti gyulladas®®>'. Mivel ilyenkor nincs gyulladas, feltételezhetéen a
csonter6zidk sem jonnek Iétre. Az FCRy csonteréziokban vald szerepének vizsgalatara ismét
oszteoklaszt-specifikus géntdrlésre lenne szikség. A témaval kapcsolatos érdekes tovabbi
megdfigyelés, hogy egy masik, human TNF-transzgén altal indukalt arthritis-es egérmodellben
az FcRy hianya a gyulladas befolyasolasa nélkiil csdkkentette a csonter6ziok mértékét®.

3/3. Fostamatinib alkalmazasa esetén megfigyelheték lennének-e azon csontelvaltozasok
amelyek a két ITAM fehérje deficienciaja soran?

Mivel még a Syk™™ mutacié bazalis csontmorfologiara kifejtett in vivo hatasardl sincs
ismeretink, ezt a kérdést jelenleg nem tudjuk megvalaszolni. Ha létrejonne is csonttdmeg-
ndvekedés, az feltételezhetben nagyon lassan és a fostamatinib részleges hatasa miatt csak
kisebb mértékben alakulna ki, mint ha a Syk-et teljesen legatolnank vagy térélnénk.

3/4. A PLCy2 szerepét tekintve a normalis csontanyagcsere €s az ovariectomia-indukalt
(emberben postmenopausalis?) csontvesztés eltér egymastol. A gyulladasos (arthritishez
tarsuld) csontvesztésben milyen szerepet jatszhat a PLCy2, ha mar szerepe az el6z6 fétéma
soran az arthritises gyulladas kapcsan igazolodott?

A PLCy2" egerekben nem vizsgaltuk a csonterézidk Iétrejottét arthritisben. A
Iényegében normalis szdvettani kép (102. abra) alapjan ugyanakkor feltételezzik, hogy a
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gyulladashoz hasonléan a csonter6ziok sem jonnek létre. A csonter6zidk specifikus
vizsgalatdhoz ismételten oszteoklaszt-specifikus kondicionalis géntorlésre lenne szikség.

Altalanos kérdés: Végiil, nemcsak ezen disszertacié kapcsén, hanem minden génkiiitéses
vizsgalat kapcsan felmerlil az az alapkérdés, hogy a génkilités illetve az antitestes vagy mas
gatlészeres gatlas ugyanazon molekulak mennyire koherens eredményt ad. Egy molekula (p/
Syk) deficienciaja velesziiletett allapot, mely, ha a deficiencia nem letalis, széleskori
alkalmazkodast, tébb komplementer mechanizmus beindulasat eredményezheti. Az egyik
elsé eredmény volt pl. hogy az ubikviter ICAM-1 molekula teljes hianya dacara a
transzplantatum rejekcio, a gyulladas zavartalanul végbemegy. Az tehat, hogy pl. a Syk
hianyaban egyes neutrophil funkciék megtartottak, nem biztos, hogy csak arra utalnak, hogy
a Syk ebben nem jatszik szerepet. Lehet, hogy a Syk jelenlétében szerepet jatszik, de
velesziiletett hiany esetén mas utvonalak helyettesitik a Syk hianyt. A Syk gatlasa
fostamatinibbel egészen mas szituaciot teremt: amikor egy eleve meglevé és miikédé
fehérjét gatlunk. Az alapveté kérdés tehat, altalanossagban és a Syk esetében is, hogy a
Syk-deficiens sejtek, allatok modelljeiben nyert eredmények mennyire korrelalnak a
fostamatinib kezelés soran észlelt, illetve a jévében varhaté hatasokkal?

A fenti kérdéskor egy, a knockout egerek alkalmazasa soran altalaban is felmeralé
lehetséges problémat takar. Ezt természetesen mindig figyelembe kell venni és az
eredményeket ennek megfeleléen kell (6vatosan) interpretalni. Ezt én is fontosnak tartom, és
ebbdl a szempontbdl egyetértek a biraloval. Ugyanakkor a masik, gatlészeres
megkozelitésben ennél sokkal nagyobb problémakat és hibalehet6ségeket latok. Bar a
fostamatinib-et az egyszerliség kedvéért Syk-gatloszerként kezelik, mar az azt kifejleszté
cég is leirta, hogy szamos mas kindzon és egyéb targeten is hat®®, és egy 2011-es Nature
Biotechnology kdzlemény** szerint kb 40 olyan kindaz van, melyet a fostamatinib
(pontosabban annak aktiv metabolitja, az R406) alacsonyabb koncntraciéban gatol, mint a
Syk-et (az els6 helyen allé Flt3-at pl. 0,71, mig a Syk-et ,,csak” 19 nM koncentracidban). Ezt
én lényegesen nagyobb problémanak latom, mint azt, hogy figyelembe kell vennink az
esetleges genetikai kompenzaciés mechanizmusokat, amikor egy gén hianyanak
egyértelmien lathato kdvetkezményeit interpretaljuk.

Még egyszer kdszondm Dr. Szekanecz Zoltan alapos és gondolatébresztd biralatat és kérem
valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2013. febr. 10.

/ )
Dr. Mdcsai Attila
egyetemi docens
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