Opponensi  vélemény Pongracz Judit Erzsébet ,Szoveti fejlodést,
regeneraciot, oregedést és patologias elvaltozasokat szabalyozo6 intra-
és intercellularis jelatviteli folyamatok vizsgalata egér és human
immunszoveti modellekben” c. MTA doktori értekezésérol.

A doktori értekezésben leirt munkak egy tjszeri megkozelitésen
alapulnak, melynek filozofidjaval teljes mértékben egyetértek. Ez azt jelenti, hogy
az immunvalaszban kulcsszerepet jatszé sejtek miikodését valoban nehezen
fogjuk  pontosan megérteni, ha azokat «csak sejtvonalakon ill.
mikrokornyezetiikb6l kiszakitott izolalt sejteken vizsgaljuk. Ezen jelatviteli
szemiiveg” minden bizonnyal erésen torzit, igy maximalisan egyet tudok érteni a
dolgozat azon célkitiizéseivel, hogy az immunrendszer miikodését és az ezzel
kapcsolatos jelenségeket (pl. oregedés) egy tobbsejtes vagy szoveti modell
rendszer jelatviteli és génszabalyozasi halézatainak megismerésén keresztiil
probalja megkozeliteni és feltarni. Tehat a dolgozat témavalasztasat aktualisnak,
korszertinek és jelentGsnek tartom, melynek eredményei egyszerre tobb oldalat
vilagithatjdk meg pl. az els6dlegesen vizsgalt timusznak, amely a cellularis
immunvalaszt koordinal6 és végrehajté T sejtek érésének helyszine. Emellett az
ilyen modellrendszereken nyert tanulsagok egyéb szervek modelljeinek
megalkotasat is el6segithetik. Mindezek nagy és jelents 1épések lehetnek az in
vivo jelenségek pontosabb megismerése iranyaban. Jelolt eziranya kutatasai a
tudomanyteriilet egyik igen szinvonalas és meghataroz6 angol laboratériuméaban
kezdédtek, majd Pécsett az O irdnyitasaval fejezédtek be, kijeldlvén egy 0j
kutatési iranyvonal és posztgraduélis iskola utjat.

A disszertacio 116 oldal terjedelmd, felépitése aranyos. Formailag minden
szempontbol megfelel az el6irt kovetelményeknek, egy-két aprobb elirastol (pl.
73. old.: ,fumosin” fumonisin helyett) eltekintve. Ezt koveti 8 oldalon at a
tudoméanyos munkassdg adatainak ismertetése, majd 154 oldalon at a 14
kisérletes ill. 4 0Osszefoglald kozlemény bekotve, melyek az értekezés alapjaul
szolgaltak. Ezen publikaciok osszesitett impakt faktora 74.286, és a jelolt 12-ben
meghatarozo (elsé vagy utolsé) szerz6. Ezen kiviil jelolt tovabbi 18 kozlemény
szerzGje ill. tarszerzGje. Teljes életmiivének Osszesitett impakt faktora 111.493,
munkaira eddig 994 fiiggetlen idézet érkezett, Hirsch indexe: 18. Emellett tobb
angol nyelvli tankonyv (1), tankonyvfejezet (4) és szakkonyvfejezet (2) is jelzi
publikacios aktivitasat. Mindezen jellemzok elérik, s6t jelent6sen meghaladjak az
MTA doktori fokozattal szemben tdmasztott kovetelményeket.

Véleményem szerint az aldbbiak tekintheték jelent6s, Gj, a tudomanyteriiletet
meghataroz6 modon befolyasol6 eredménynek:

1.) Megallapitottak, hogy a protein kinaz C fehérjecsalad tagjainak célzott
molekularis moduldldasa nem célravezet6 ut a terapias eljarasok soran,
mert az egyedi PKC molekulak kozotti hasonlésag és redundancia ezt
nem teszi lehetbvé. Azt is megmutattdk, hogy az egyedi PKC molekulak
tobb, akar ellentétes ,eldjelii” jelatviteli palyaban is részt vehetnek
parhuzamosan.



2.) Kimutattak, hogy a Notch és Wnt jelatviteli halézatok és ezek parbeszéde
meghatarozo jelentoségii a timusz sejtes mikrokornyezetének
kialakitasaban valamint a T sejtek érésének szabalyozasaban egyarant.

3.) Kimutattak, hogy fejlodé timocitakban a TCR és MHC-fiiggo szelekcids
Jjelek, koreceptor és intracellularis jelpalydk egyiittesen hatarozzak meg a
kiilonbozo T sejt klonok tilélési esélyeit. Ezen kérdés vizsgalata kapcsan
1j modszert dolgoztak ki a timusz epitélium sejtfelszini molekula-
készletének modositasara, rekombinans retro- és adenovirusok
alkalmazasaval. Ramutattak a kornyezeti tényezok TCR-aviditdst
finomhangolé hatasara is.

4.) Sikertilt kimutatniuk, hogy a timusz adipoid atrofiagjat -korabbi
nézetekkel ellentétben- nem az epitél sejtek apoptozisa és az azok helyére
torténd zsirsejt migracié okozza, hanem egy molekularis szinten jol
szabalyozott timusz epitélium de-differenciacio (epitelidlis-mezenhimalis
tranzicid), mely zsirsejtekké alakuldsban nyilvanul meg. Ebben kritikus
szerepet jatszik a Wnt expresszio és jelatvitel, melynek felszabalyozasaval
akar gatolhatok is a timusz involiiciot megindité molekularis valtozasok.

Bar a dolgozatban bemutatott eredmények rendre nivés nemzetkozi
folyoiratokban keriiltek publikalasra, mint pl. J. Immunol, Eur. J. Immunol,
PlosOne, Mech. Ageing Dev, Immunol Rev, Apoptosis, stb., természetesen
néhany kritikai észrevétel ill. kérdés felmeriilt a biraloban, féként kivancsisagat
kielégitendd. Ezek a kovetkezdk:

1.) Lehet hogy csak a kinyomtatott abra csaloka a szemnek, de a 15. és 19.
Western blot abrakon én nem latok olyan drasztikus kiilonbségeket,
melyek Osszhangban allnanak a helyenként erre alapozott eléggé sarkos
szovegbeli értelmezéssel (konklazid), mint pl. az 54. oldalon: ,az fMLP
kezelés leginkabb PKCa és PKCPII aktivaciojahoz vezet, amely leginkabb a
TPA indukalt izoenzim transzlokaciéos mintazathoz hasonlitott”. Nem
tudom tortént-e itt a transzlokaciot mutatod, esetenként igen kicsiny
mennyiségi valtozasokra nézve kvantitativ géldenzitometralas?

2.) Hasonlb6an, az 58. oldalon bemutatott 24. fluoreszcens mikroszkopos
abran lathat6é képek szerintem nincsenek teljesen 0sszhangban azzal az
er0s Kkijelentéssel, hogy neutrofilekben ,az apoptézis sordn a PKCS a
sejtmagban lokalizalodik”. Tortént-e itt valamilyen kvantitativ statisztikai
elemzés az intenzitaseloszlasra/kolokalizaciora vonatkozoan? Célszerti lett
volna ezen statisztikat és egy nagyobb nagyitasa képet is bemutatni a fenti
allitas alatdmasztasara. Megjegyzem ehhez kapcsoloddan, hogy az ezen
eredményeket bemutat6é JBC cikk 205. oldalon taldlhaté 6. abrajan
helyteleniil szerepel a ,yellow pseudocolor” szakkifejezés. (A pseudocolor



kifejezést technikailag méas célbol hasznaljak, itt a sarga helyesen a
scomposite color” kifejezéssel lenne illethetd)

3.) A 63. oldalon bemutatott 277. abra cimével nem tudok egyetérteni, ugyanis
az abra nem az aktin polimerizici6t hanem a sejtkonjugatumok
gyakorisagat mutatja be. Tovabba a citoszolikus Ca2* koncentraci6 lokalis
novekedése sem az aktin polimerizacigjaval, hanem inkabb annak
lebomlasaval hozhaté kapcsolatba. A kortikalis aktin atrendez&déséhez
(amelynek mar csak a végeredménye latszik az A. abrapanelen) ugyanis
el6bb ,lebomlas” majd masutt ,Gjrafelépiilés” sziikséges. Az alacsony
kalcium szintli inracellularis mikrodomének kedveznek az aktin
polimerizacidénak. Ez utobbit kvantitativ adatokkal (pl. cellularis F-aktin
szint mérések ill. korrelalt kalcium és F-actin time-lapse movie) B és T
limfocitakon egyarant kimutattak (pl. Lin et al, 2008. Immunity 28: 75-
87; Feske 2007. Nat Rev Immunol. 7: 690-702; Maus et al, 2013. J
Leukocyte Biol. 93: ePub ahead). Tehat itt nem a bemutatott adatokat,
csak az abra cimét és az adatok szoveges értelmezését kifogasolom.

4.) Egy Gjabb kijelentéssel talalkozhatunk a 66. oldalon, mely a hivatkozott 31.
abraval korant sincs meggy6zéen alatamasztva. A kijelentés: ,Noha
szamos molekula koncentralédott az epitélium-timocita kapcsolat
pontjara, ez a folyamat mégis fiiggetlennek bizonyult a ,lipid raftok” avagy
,lipid tutajok” jelenlététdl. A 31. 4bran bemutatott tények, miszerint a GM1
expresszio alacsonyabb timocitdkban mint érett periférias T sejtekben, és
egy TEC-Timocita sejtpar képe (ahol nem lathat6 raft polarizacio) alapjan
nem mondhatjuk ki, hogy nem léteznek lipid raftok az adott sejteken.
Annal is inkabb nem, mivel az alacsonyabb GM1 tartalom ellenére tobb
oldalrol is alatamasztott szerepiik van a lipid raftoknak pl. mar a pre-TCR
jelatvitelben és kés6bb is. Lehet hogy egyéb adatok is vannak szerzé
birtokaban ezen allitas megerdsitésére?

5.) A 32. abra cime ,CD80 expressziora kényszeritett timusz epitélium
meginditja a lipid raftok kialakul4sat és csokkenti a pozitiv szelekciot”
ujabb kérdéseket vet fel. Az els6: Mit ért szerz6 ,a lipid raftok
kialakulasanak meginditasan”? A masodik: Nem arrol van-e itt sz6, hogy
egy mesterséges helyzet, a CD80 overexpresszidja indit el egy raft-
aggregaciot, amely a CD8o0-al egyiitt koncentralodd6 MHC molekulakkal
egylitt egy negativ szelekcios kiiszobot meghalad6 erds szignalt general és
az emiatt megnovekedett sejthaldl miatt van a pozitiv szelekcioban
latszolagos csokkenés?

6.) A T sejt receptor kozvetitett apoptozisban leginkabb a Bim proapoptotikus
fehérje érintett kozvetleniil. Az adott modellrendszerben célszertinek
latszott volna ennek a vizsgalata, de csak a Bad-re vonatkoz6 adatokat
mutatnak be. Volt-e esetleg a Bim-re irdnyul vizsgalat és ha igen, milyen
eredménnyel zarult?



7.) Egy a témahoz csak részben kapcsolodd, de fontos kérdés. Jelenlegi
ismereteink szerint az NKT sejtpopulacié timuszbeli szelekcidjaban a f6
»Szelektalo sejtek” a CD4+CD8+ timocitak maguk. Az aff T sejteknél a
szelekcios folyamatok soran a TEC-t6l kapott Notch szignalok szabalyozo
hatasa mar elég jol ismert. A 75. oldalon bemutatott expresszios profil
alapjan megkérdezném, hogy akkor a szelekciora keriil6 NKT sejtek ezek
szerint csak a TEC-t6l kaphatnak ilyen jellegi Notch szignalt?

8.) Nagyon szép és otletes a 81. oldalon leirt modell-rendszer/kisérlet. Az
ezzel kapott, Wnt szignalra vonatkoz6 fontos felismerések mellett igen
érdekesnek tartom azt, hogy ugyanazon BMP-BMPR jelatvitel képes a
timocitdk és a TE fejlédését is szabalyozni. Ismert-e hogy a timocitatol
TEC irAnyba mend jel milyen epitélfunkciokat képes szabalyozni? Vajon ez
a reverz szignal csak az epitélium funkci6 ,puszta fenntartasanak”
biztositasat szolgalja?

9.) Igen érdekes Gjdonsag az a megfigyelés, hogy a TEC nem apopto6zis hanem
E-M tranzici6 és adipoid de-differencialodas révén ,tlinik el” a timusz
atrofia soran. Az 51. abra szépen mutatja is ezt a tendenciat. Itt
megkérdezném hogy az alkalmazott markerek mellett a Hassal féle testek
milyen fest6dést mutatndnak? A GR expressziot mutato 55. 4bra B panelje
viszont nem igazan erGsiti meg a TEC GR expresszigjara vonatkozd
allitast. A nagyitast és ennek megfelelGen a sejtmagmintazatot figyelembe
véve az EpCAM1+ régiok nem mutatnak cellularis strukturaltsagot (inkabb
,0sszefolyd festodést”) és plane nem tul magas kolokalizaltsagot a GR
festéssel. Mennyire tekinthet6 reprezentativnak ez a kép? Tortént-e
kvantitativ kolokalizaci6 analizis?

Eszerevételeim, kérdéseim a dolgozat lényegi tartalmat nem érintik, inkabb
segit6 jellegli kritikaként tekinthet6k. Osszefoglalva, véleményem szerint
Pongracz Judit Erzsébet MTA doktori értekezése egy jelentds 1j eredményeket
bemutatd, igényesen Kkivitelezett munka, mely tartalmilag és formailag is
megfelel az MTA kovetelményrendszerének.

Az értekezés (mi) nyilvanos vitara bocsatasat és elfogadasat feltétleniil
javaslom.

Sikeres védés esetén az MTA doktora cim odaitélését is tAmogatom.

Budapest, 2013-02-28
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