Valasz Matkd Janos professzor Ur opponensi véleményére és
kérdéseire

Mindenekel6tt nagyon kdszéném Professzor Ur elismerd szavait, kutatasaim f6 célkit(izéseinek
tomor osszefoglaldsat, tAmogatd elemzését és az 6nalld kutatasi iranyvonal megteremtésének
elismerését.

Sajnos a disszertacié tobbszori dtolvasasa sem bizonyult elegend6nek ahhoz, hogy a hibdkat mind
észrevegyem és javitsam. K6szondm Professzor Urnak, hogy felhivta a figyelmemet az elirdsokra.

Professzor Ur kérdéseire vélaszaim a kovetkez6k:

1.Az els6 kérdés a 15. és 19. Western blot dbrakon abrazolt PKC transzlokdacios vizsgalatokra
vonatkozik.

Az ismétlések szamat tekintve, illetve a denzitometrids eredményeket is figyelembe véve, a
kovetkeztetéseink nem tlntek tulzottnak, kiilondsen a kiilonféle inhibitor-kombinacidk alkalmazasa
utan, amelyek a kezdeti eredményeket funkciondlis tesztekben is alatamasztottak. Mivel a cikkben,
ha a denzitometrids eredmények grafikonos dbrazoldsat valasztottuk volna csupa szirke grafikon
kerult volna kozlésre, ezért azt a dontést hoztuk, hogy nem grafikonon mutatjuk be a denzitometrias
eredményeket, hanem egy kivalasztott Western-blot eredeti képét tessziik a publikdcioba. Egyetértek
azonban, a denzitometrids eredmények meggydz6bbek lettek volna.

2. Amasodik kérdés a 24. dbrara vonatkozik.

Egyetértek a birdlattal és szivesen mutattam volna be az eredeti dbrakat, mellyel részletesebben
demonstralhattam volna a vitatott kérdést. Az akkoriban végzett kisérleteink rendszeresen zarultak a
konfokalis mikroszkdpban végzett intenzitds-eloszlas vizsgalataval, tovabba sejtmembran, citoszol,
sejtmagmembran izolatumokon végzett Western blot és annak denzitometrids vizsgalataval.
Egyetértek, hogy célszer( lett volna annak idején egy részletesebb abrat is késziteni, de a birdldk a
cikket ezen allapotdban is publikacidra alkalmasnak mingsitették, ezért tovabbi adatokat nem
szolgaltattunk. Ami a sdrga szin-re vonatkozo szakkifejezést illeti, kszonom a korrekcidt, valéban
hibasan lett feltintetve az eredeti kozleményben.

3. 63. oldalon a 27. dbra értelmezését és az dbra cimét kifogasolja Professzor Ur.

K6sz6ndm, hogy az abrara iranyitotta a figyelmemet, mivel az eredeti cim nem mond tébbet, mint
azt, hogy a timocita-epitél interakcié fligg az aktin citoszkeleton polimerizaciojatol. Mivel a magyar
forditasban ez az allitas elferdiilt, és a timocita-epitél interakcié altal kivaltott citoszkeletalis
polimerizécié létrejottét implikalja, kiilondsen kdszondm Professzor Ur észrevételét, melyet 2007,
2008 és 2013-ban megjelent publikacidkkal ala is tdmaszt.

4. A negyedik kérdés a 66. oldalon megjelent dbrara és annak 6sszefoglald analizisére vonatkozik.

Itt megint forditasi pontatlansagrdl van sz6, mert nem allt szandékomban azt implikalni, hogy a
fejl6dé timocitakban egyaltalan nem jonnek Iétre lipid raft-ok. Sokkal inkabb arra vonatkozott a



megjegyzés, hogy attdl fiiggben, hogy létrejonnek-e vagy sem a lipid raftok, ez a T-sejt szelekciéban
fontos kiilonbséget jelent, ugyanis mas szelekciés mechanizmust indit el.

5. 32. dbra eredeti cime: ,,Enforced expression of CD80 by thymic epithelium promotes

lipid raft accumulation and a reduction in thymocyte-positive selection”, melynek magyar forditasa
Ujfent pontatlansagot eredményezett a részemrél. A , lipid raftok felhalmozddasanak elGsegitése”
taldn szerencsésebb megfogalmazas lett volna. Valdban, a CD8O0 altal elinditott raft aggregdcié és az
ezzel egyltt aggregalddé MHC molekulak a negativ szelekcids kiisz6bot meghaladé jelet
eredményeztek, mely kisérleteknek ez a konkluziéja az eredeti kozleményben is. Nagyon kdszéném
Professzor Urnak, hogy a pontatlansagokra felhivta a figyelmemet.

6. A hatodik kérdés a Bim pro-apoptotikus molekula T-sejt receptor kdzvetitette apoptdzisban
bet6ltott szerepére vonatkozik.

Az els6 kozlemények a Bim molekula szerepérél apoptdzisban 1998-ban jelentek meg, mig a
timocitakban betoltott szerepérdl tudomasom szerint 2000-ben jelent meg az els6 kézlemény, amely
a C5a indukalta szepszist vizsgdlja timocitakban. A kisérletek eredményeként arra a kbvetkeztetésre
jutottak, hogy a Bim szintje (hasonldan a Bcl2, BAX, Bad expresszids szintjéhez) nem viéltozik az
apoptodzis indukcidjaval, csak a BelXL.

(Bim: a novel member of the Bcl-2 family that promotes apoptosis. O'Connor L, Strasser A, O'Reilly LA, Hausmann G, Adams
JM, Cory S, Huang DC. EMBO J. 1998 Jan 15;17(2):384-95)

(J Clin Invest. 2000 Nov;106(10):1271-80. Protective effects of anti-C5a in sepsis-induced thymocyte apoptosis.Guo RF,
Huber-Lang M, Wang X, Sarma V, Padgaonkar VA, Craig RA, Riedemann NC, McClintock SD, Hlaing T, Shi MM, Ward PA.:
Western blot analysis revealed that the content of Bcl-X(L) (but not of Bcl-2, BAX, Bad, and Bim) significantly decreased in

thymocytes after CLP).

< sz

keveset, de a vizsgalatokhoz sziikséges minGségi ellenanyag sem allt rendelkezésiinkre, ezért a mar a
timocitdk apoptdzisaban ismert Bcl csaldd tagjaira koncentraltunk.

Tovabbi kisérleteket ez iranyban nem végeztiink ezt kdvetGen, mert szamomra a Wnt jelatvitel és a
Whnt jeldtvitel fejl6dé T sejtekre és a timusz mikrokdrnyezet kialakitasara kifejtett hatdsara
koncentraltam.

Az elsGdlegesen 2010, 2012-ben megjelent irodalmi adatokbdl megtudhatjuk azonban, hogy a Bim
molekuldnak fontos szerepe van a T-sejtek negativ szelekcidjiban.

A novel TCR transgenic model reveals that negative selection involves an immediate, Bim-dependent pathway and a
delayed, Bim-independent pathway. Kovalovsky D, Pezzano M, Ortiz BD, Sant'Angelo DB. PLoS One. 2010 Jan 13;5(1):e8675.
doi: 10.1371/journal.pone.0008675

Proapoptotic protein Bim is differentially required during thymic clonal deletion to ubiquitous versus tissue-restricted
antigens. Suen AY, Baldwin TA. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012 Jan 17;109(3):893-8. doi: 10.1073/pnas.1114834109

7. A hetedik kérdés az NKT sejtekre haté Notch jelek eredetére koncentral.

AT sejtek fejlédése hematopoietikus &ssejtekbdl indul a csontvel6ben, melyek sorozatos
elkotelez6dések utan valnak a periférian immunfunkciot ellatd limfocitakka. Az NKT sejtek is ebbél a
kozos 6sbél differencidlédnak, melynek elsé 1épéseként az 6sszes kozos 6s Notchl receptorokon



kapott megerésits jelek kovetkeztében elGszér a CD34+CD33+ koz6s limfoid/mieloid progenitorokbdl
el6bb CD34+CD33-CD1a- kdzos T és NK sejt irdnyba elkdtelez6dott fejlédési dllapotba, majd a
CD34+CD33-CD1a+ allapotban valnak T és nem NK fejlédési irdnyban elkotelezetté.

El6szor a Notch szigndlok a T-sejt irdanyu elkotelez6déshez sziikségesek, majd a kilonféle fejlédési
iranyu elkotelezettség meginduldasahoz elengedhetetlen a kiilénféle a Notch receptorok valtakozé
szint(i expresszidja kiilonféle Notch ligandok jelenlétében

(Journal of Experimental Medicine, 2001, 194:991).

CD4+CD8+, DP fejl6d6 timocitak alkalmasak a tovabbi, NKT iranyd szelekciéra a timusz
mikrokdrnyezetének hatasara. Az NKT irdnyu differencialddasi folyamatban a timusz dendritikus
sejtjeinek szerepét 2010-ben a PLoS Pathogens-ben publikalt kisérleti rendszer mutatja meg. Ha
CD4+CD8+ DP timocitakat dendritikus sejteket (DC) nem tartalmazo reaggregatum kultiraban
inkubaltak, akkor nem képz&dtek CD8+NKT sejtek. Ha a rendszer teljes timusz stromat, azaz DC
sejteket is tartalmazott, akkor viszont differencidlédtak NKT sejtek. A CD8+NKT sejtek aranya tovabb
nétt EBV Ag-t prezentalo sejtek jelenlétében.

(Yuling H, Ruijing X, Xiang J, Li L, Lang C, et al. (2010) EBV Promotes Human CD8+ NKT Cell Development. PLoS Pathog 6(5):
€1000915. doi:10.1371/journal.ppat.1000915).

Azt is kimutattdk, hogy az NKT sejtek fejl6déséhez -hasonldan a y6 és NK sejtek fejlédéséhez-, a PLZF
transzkripcids faktor sziikséges. Hogy ennek a transzkripcids faktornak az aktivaldsa hogyan fiigg
Ossze a Notch jelatviteli rendszerrel, kisérletes bizonyitékat nem sikerilt megtalalnom az
irodalomban.

(Eidson M, Wahlstrom J, Beaulieu AM, Zaidi B, Carsons SE, et al. (2011) Altered Development of NKT Cells, y6 T Cells, CD8 T
Cells and NK Cells in a PLZF Deficient Patient. PLoS ONE 6(9): e24441. doi:10.1371/journal.pone.0024441).

A sajat kisérleteinket is figyelembe véve, az NKT sejtek differencidlédasanak szabalyozasaban a
timusz dendritikus sejtek altal expresszalt Jagged-2 ligand is szerepet jatszhat. Ennek a lehetGségnek
bizonyitasara kisérletes vizsgalati eredményeket jelen pillanatban azonban nem talaltam, tovabbi
vizsgalatokat sajat kutatécsoportommal nem végeztiink.

Osszességében, a sajat és irodalmi adatok alapjan az NKT sejtek fejl6désében is stroma eredet(
Notch-ligand jelatviteli kapcsolatok jatszhatnak fontos szerepet, tehat nem kizarélag a TEC-bél
szarmazo Notch ligandok dontenek az NKT irdnyu differencialddasi folyamatok meginditasaban.

8. A Wnt-BMP jelatvitel szoros kapcsolata mar egy ideje ismert, de a pontos mechanizmusokrél még
mindig igen keveset tudunk. Anndl is inkdbb, mert a hatdsok sokszor szévet specifikusak és épp ezért
mikrokornyezetfliggbk is. Mas hataskombinacio tapasztalhatd példaul a csontok differencialédasanak
szabdlyozasa és a T-sejtek fejl6dése soran ugyanazon jelatviteli molekuldk jelenlétében.

(Int J Biol Sci. 2012;8(2):272-88. doi: 10.7150/ijbs.2929. Epub 2012 Jan 21. TGF-B and BMP signaling in osteoblast
differentiation and bone formation. Chen G, Deng C, Li YP)., a fogak vaszkularizaciéjanak (Eur Arch Paediatr Dent. 2012
Dec;13(6):297-304. Molecular factors resulting in tooth agenesis and contemporary approaches for regeneration: a review.
Cudney SM, Vieira AR.)

Ami a timocitakbdl TEC iranyba mutatod jeleket illeti, a kisérleti rendszerek feldllitdsa nem kénnyd. Itt
elsGsorban azokra a kisérletekre hagyatkozhatunk, amelyek a timocitak eliminaciéja utan vizsgélja a



TEC funkcidjat és fejlédését. igy azonban csak egy idSben ,befagyasztott” képet nyerhetiink, a TEC
egy adott idépillanatban torténd vizsgdlataval.

Ami a Wnt molekulakat illeti, a timusz epitéliumban igen fontos FoxN1 transzkripciés faktor
expresszidjanak indukcidjat Georg Hollander professor hozta el6szor kapcsolatba a Wnt4 molekulaval
és a timocitakkal. Feltételezései szerint a timocitak jelenléte és a timocitdk altal termelt Wnt4

timusz epitél termeli, a timocitak is képesek Wnt4 expresszidjara, mint azt sajat kisérleteink
kimutattak. A timocitdk altal termelt Wnt4 szint azonban sokkal alacsonyabb, mint a TEC-ben. A
timocitak teljes szdma azonban igen nagy, ezért lehet, hogy a timocitdk altal termelt Wnt4 szint
szubsztancialisan hozzajarulhat a TEC differencidltsaganak fenntartasahoz.

(Balciunaite, G., M. Keller, et al. (2002). "Wnt glycoproteins regulate the expression ofFoxN1, the gene defective in nude
mice." Nat. Immunol. 3(11): 1102-1108)

Eddigi kisérletek a kovetkez6ket bizonyitottak: ha a Wnt4-et expresszald timocitdkat 2-deoxiguanozin
kezeléssel eltavolitjuk a timusz kulturakbol, a TEC valtozatlanul életképes marad, timocitakkal ujra-
valtozik. Egy timocitaktdl megfosztott timuszt vesekapszula ald visszaliltetve az tovabbra is képes a
timocitakat a timuszba vonzani. A TEC a fent leirt képességeit csak akkor veszti el, ha monolayer
kultdraban tenyésztik. A funkcidvesztés ilyen esetben mar egy éjszakas inkubdcié alatt bekovetkezik.
Hogy ezt a szekretalt faktorok kihigulasa, avagy a direkt sejtinterakcidk lecsokkenése idézi-e elg,
egyel6re nem ismert.

Eddigi kisérletek koziil a timusz fibroblaszt dllomdanyanak eltavolitasa sokkal drasztikusabb hatast
gyakorolt a timusz sejtes dllomanyara. A sejt szortolds Utjan szétvalasztott 99%-os tisztasagu TEC
populacidja ugyanugy reaggregatumma alakithatd, mint a timocita-mentes teljes timusz stroma. Az
igy nyert reaggregatum kulturak azonban drasztikusan kiilonboznek a teljes timusz strémabdl nyert
reaggregatumoktoél. Vesekapszula ala visszaliltetve a fibroblaszt-mentes TEC aggregatumok ugyanugy
képesek vonzani a timocita el6alakokat és tdmogatni a fejl§désiiket, mint a teljes strémat tartalmazo
aggregatumok. Egyetlen dologban kiilénbdznek azonban, a méretiik nem né, azaz az epitélidlis sejtek
illetve prekurzor sejtjeik nem osztddnak. Azaz az osztdédashoz illetve az epitélidlis Gssejtek
fenntartasahoz, nem timocitakra, hanem fibroblasztokra van sziikség.

Erdekes megfigyelés, hogy a BMP4, amely mind a timusz stréma alloményara, mind a timocitakra hat,
szabalyozza a fibroblasztok altal termelt FGF7/FGF10 ligand termelést is és ezzel befolyasolja a
timuszban kialakulé mikrokoérnyezet faktorainak 6sszetételét.

(Peter T. Tsai, Robert A. Lee, and Hong Wu: BMP4 acts upstream of FGF in modulating thymic stroma
and regulating thymopoiesis, Blood, 2003, 102:3947).

9. A kilencedik pontban két kilonallo kérdés fogalmazddik meg a timusz 6regedésével kapcsolatosan,
melyeket egyenként szeretnék megvalaszolni.

i. Az els6 kérdésa Hassal testekre vonatkozik. A Hassal testek Ggynevezett epitélidlis
retikularis sejteket tartalmaznak, és zommel a medullaban helyezkednek el. Funkcidjuk az
onfelismerd timocitak eliminacidjaban van.



Hassal testeket tudomasom szerint eddig az ember és emberszabasi majmok timuszan kivl
nem sikerilt kimutatni. Mivel a kisérleteink gyakorlati szempontok miatt egerekben torténtek,
amelyek timusza nem tartalmaz Hassal testeket a kérdés pontos és kisérletekkel is alatamasztott
megvalaszolasara, emberi csecsem&mirigy vizsgdlatdra volna sziikség. A kisérletek el6készitését az
engedélyezések beszerzésével megkezdtiik ugyan, de sajnos az eddigi tapasztalataink szdmos
problémat vetitenek el6re a hazai minta-beszerzés tekintetében, igy lehetségesnek tartom, hogy csak
kiilfoldi kooperacids partnereinktdl (Kanadabdl és az Egyesiilt Kirdlysagbdl) tudjuk a sziikséges emberi
szOveteket beszerezni és a felmeriilt kérdéseket pontosan megvalaszolni.

Kisérletek hianyaban ezért csak spekuldcidra szoritkozhatok. Eddigi kisérleteinkbdl, melyeket irodalmi
adatok is alatdmasztanak kideriilt, hogy a medulla érzékenyebb az 6regedési folyamatokat indukalé
kornyezeti hatasokra, ezért lehetségesnek tartom, hogy a Hassal testek az 6regedés indukcidjanak
megkezdésével apoptotikus markereket fognak mutatni és eliminalddni, mely esetlegesen
aldtdmaszthatna az 6regkori autoimmun kérképek fokozott kialakuldsat. Ennek a feltételezésnek a
kisérletes bizonyitasa viszont igen kiterjedt és komplex kisérleti rendszer el6allitasat koveteli meg,
melyre jelenleg nem latok lehet6séget.

ii. 55. dbra B paneljére vonatkozik a kbvetkez6 kérdés. Valéban, az EpCAM-1 fest6dés egyes
helyeken tulexponaltsdagot mutat annak érdekében, hogy az EpCAM-1-re sokkal kevéshé fest6dd
kortikalis epitélium sejtjei kozll is néhany lathatdva valjon. Lehet, hogy a ko-lokalizacié az EpCAM1 és
a GR esetében nem a legmegfelel6bb megfogalmazas. Itt a kolokalizacié ugyanis azt jelenti, hogy
vannak olyan epitélidlis sejtek, amelyek mind EpCAM1-t expresszalnak a sejtmembranon, mind GR-t
is tartalmaznak a sejtmagban (piros: EpCAM1, kék: sejtmag; zold: GR).

Tehat a kolokalizacié nem a fehérjék egymason, azaz egy adott helyen térténd lokalizacidjara, hanem
egy adott sejtben torténd lokalizacidjara utal, két jol megkllénboztethetd sejtalkotdn.

Az 55. dbra ,,A” paneljében lathaté RT-PCR eredményekkel egyitt igy mar nem volt kétséglink annak
tekintetében, hogy epitélidlis sejtek is tartalmaznak receptort glukokortikoidra, amely
megmagyarazza érzékenységiket szteroid kezelésre.

Végiil még egyszer nagyon kdszondm Professzor Urnak a kritikai észrevételeket és kérdéseit, és
remélem, hogy valaszaimat kielégit6nek talalja.
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