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Koszonom Prof. Dr. Sz¢éll Marta alapos birdlatat, kritikai észrevételeit. A
megfogalmazott kérdésekre az alabbiakban vélaszolok:

A korképek egy-eqgy pathogenetikai aspektusardl csak a legfontosabbakat
kiemelve, Osszefoglaloan értekezik. Egyes alpontokban, bekezdésben azonban
olyan alap immunologiai, tankonyvi adatokat ad meg a Jelolt - minimalis
informacioval az SLE-re és/vagy az RA-ra vonatkozdan - amelyek taldn nem
kellene, hogy egy akadémiai doktori értekezés részét képezzék.

Munkam soran az SLE ¢és az RA kialakulasiban résztvevd kiilonbozo
patogenetikai tényezoket vizsgaltam munkatarsaimmal. A bevezetésben az
autoimmunitas patomechanizmusarol irtam, a genetikai, kornyezeti tényez0ktol
a betegség tiineteiig, illetve a szervkarosodast kivaltd okokig, érintve az
értekezésben késébb targyalt témakat. Az eredmények is hasonld sorrendben
olvashatoak az értekezésben. A kiillonb6zd témak kozotti 6sszekotd kapocs,
hogy valamennyi kothetd a két vizsgalt autoimmun korképhez.

Hianyoltam az Irodalmi hattér részbol a tiidorakokkal kapcsolatos, a Jelolt sajat
munkdaja szempontjabol relevans alapinformaciokat; dolgozatanak egy
viszonylag terjedelmes része ezzel a korképpel foglalkozik, véleményem szerint
valamennyi terjedelmet ennek a témanak is kellett volna szentelnie.

Tidoérakban fokozott a daganatos szovet citrullinacidja, gyakori a paraneoplasias
szindroma, mely jelentkezhet polyarthritis formajaban is. A dohanyzas kdzponti
szerepe jOl ismert mind az RA, mind a tiidérak koroktanaban, és a dohanyzas
fokozza a citrullinaciot a tiidében. Mindezek miatt vizsgaltuk tiidordkban a
tiildordkos munka soran tehat alapvetden azt vizsgéltuk, hogy a citrullinalt
fehérjék ellen termelédnek-e antitestek, igy ez a munka is az autoimmunitas
egyik tényezdjének a vizsgalata, ezért nem szerepel a tiidordk targyalasa az
autoimmunitas patomechanizmusat bemutaté bevezetd részben. A citrullindcio
jelentdsége, folyamata az ,,Jrodalmi hattér” részben, az ,,Autoantitestek RA-ban”
3.2.3.1.c. fejezetben részletesen le van irva.

Az anti-citrullindlt protein ellenes ellenanyvag (ACPA) jelentdsége az RA
prognozisaban ismert, jelent-e ez terapias indikaciot i1s? Esetleg mar enyhébb
klinikai tiinetek mellett is megkezdett bioldgiai terapiat?




RA-ra specifikus, de ritkin mas betegségekben vagy egészségesekben is
eléfordulhat ACPA, a betegség 2010-es klasszifikacids kritériumainak is a részét
képezi. Az ACPA-pozitivitds rossz prognosztikus tényezd, de dnmagdban nem
jelent betegséget és nem jelent terapias indikaciot. Hazankban csak kombinalt
szintetikus bazisterdpids kezelés mellett is kifejezetten aktiv betegség esetén
indithatd biologiai terdpia [ha a betegség klinikai aktivitdsdnak mérésére
hasznalt disease activity score (DAS28) >5,1], de ez alapvetéen finanszirozasi
kérdés, hiszen a biologiai terdpidk igen koltségesek, évente betegenként 2-3
milli¢ forintba keriilnek. Ujabb ajanlasok szerint enyhébb betegségaktivitas
esetén is indokolt lehet a biologiai terapia alkalmazasa [Smolen JS et al. Ann
Rheum Dis. 2014, Mar;73(3):492-509.]. Jelenleg zajlanak olyan
placebokontrollalt vizsgalatok, amelyek soran azok az ACPA-pozitiv arthralgias
betegek, akiknél még nem allithatdo fel az RA diagnozisa, kapnak CD-20-
blokkolo rituximab-, vagy T-sejt gatld abataceptkezelést és azt vizsgaljak, hogy
igy csokkenthetd-e a betegség kialakulasadnak a kockdzata.

Milyen mértékben épiilt be a genetikal informacid ismerete az RA diagnosztikai
algoritmusaba az USA-ban, Europaban, illetve nalunk?

Jelenleg az RA Klasszifikacids kritériumainak, amelyeket vilagszerte igy
hazankban is alkalmaznak, a genetikai hattér vizsgdlata nem képezi a részét
[Aletaha D et al. Arthritis Rheum. 2010, Sept;62(9):2569-81.].

A Jelolt ismerteti, hogy a citrullinalas folyamataban fontos a peptidil-arginin
deaminaz enzim4 (PAD4). Ismert-e olyan polimorfizmusa a PAD4 génnek
amely RA-ban hajlamosit, esetleg protektiv?

Szamos PAD4 polimorfizmus szoros korrelaciot mutat az RA-val (padi4_92;
padi4_94; padi4_104; padi4_95; padi4_97; padi4_99; padi4_100; padi4_101). A
padi4_89; padi4 90; padi4 92 és padi4 104 polimorfizmusok fokozhatjak a
PAD4 mRNS stabilitasat, ami fokozott PAD4-kifejez0déshez vezethet. [Suzuki
A et al. Nat Genet. 2003, Aug;34(4):395-402.; Vossenaar ER et al. Arthritis
Res Ther. 2004, 6:1-5.]. Az iziiletekben synovitis soran citrullint tartalmazé
proteinek mutathatok ki, a citrullinalt fibrin, a citrullinalt vimentin, tovabba a
citrullinalt alfa-enoldz indithatja be ¢€s tarthatja fenn az ACPA-termelést. A
fibrint a sejtekbdl a nekrozis soran kijuté PAD enzimek citrullinalhatjak. A
citrullinalt proteinek felteheten alapvetd szerepet jatszanak a sajat antigénekkel
szembeni tolerancia 4ttorésében.

A Jelolt az NO-r6l mint pro- és antiapoktotikus agensrdl ir és egy 2002-es
cikket citdl ezzel kapcsolatban. Kérdezném, hogy van—e esetleq frissebb
kozlemény, amelynek adatai kozelebb visznek benniinket ennek a kettOs
szerepnek a megitéléséhez. Ezzel a témaval a Jeldlt palyajanak elején
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foglalkozott, de a dolgozatban érdemes lett volna az ezzel kapcsolatos tjabb
eredménvyeket is roviden ismertetni.

Az apoptozis folyamata szamos ponton befolyasolhatdo nitrogén-monoxiddal
(NO), amely proapoptotikus €s antiapoptotikus hatasokkal is rendelkezik. Az
NO proapoptotikus hatasat vizsgaltak in vitro kronikus lymphocytas
leukaemiaban (CLL). Az NO-emittalo acetilszalicilsav (NO-ASA) a CLL-sejtek
apoptozisat indukalta, az egészséges sejtek viabilitasdt ugyanakkor nem
befolyasolta [Razavi R et al. Clin Cancer Res. 2011, Jan 15;17(2):286-93]. A
cisplatin melanomds sejtekre kifejtett hatdsa NO-fiiggd. Az intracellularisan
termel6dé NO védi a sejtet a cisplatin altal indukalt apoptdzistol, igy az NO
befolyasolhatja a kemoterapiak hatékonysagat [Godoy LC et al. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2012, Dec 11;109(50):20373-8].

A 85. sorszamu cikkben leirt, 2000-ben kozolt eredménynek, amely szerint az
alternativ konvertaz jobb korrelaciot mutat az SLE aktivitasaval, mint a C3, C4
és az 0Ossz hemolitikus aktivitds lett-e diagnosztikai és/vagy klinikai
relevanciaja?

Korabbi eredményeink alapjan a C3, C4 és az 0Osszhemolitikus aktivités
értékénél az alternativ konvertaz [C3b(Bb)P] jobb korrelaciét mutat az SLE
klinikai aktivitasaval [Nagy G et al. Lupus. 2000, 9(1):19-25.] Bar szamos mas
munkacsoport is megerésitette ezeket az eredményeinket, a napi rutin
diagnosztikaban ma is a legtobb helyen a C3- és C4-szint-mérést alkalmazzak.

A Jelolt az SLE kiilonb6z6 human nagyrasszokban valo el6fordulasi
kiilonbségeit taglalja és ramutat, hogy a fekete boriiekben az SLE gyakoribb,
mint a kaukdzusiakban. Vannak-e olyan génpolimorfizmusok, amelyek eltéro
ritka allél frekvencidja (minor allele fregency; MAF) a két nagyrasszban
magyarazatot ad erre az eltérésre?

Az SLE genetikai hatterében szerepe van tobbek kozott a B- és T-lymphocyta-
aktivaciot szabalyoz6, a DNS-metilacioban résztvevé a citokin-jelatvitelt
szabalyozd fehérjéknek. A tumor necrosis factor alpha-induced protein 3
(TNFAIP3) rs5029953 polimorfizmusa fekete borliekben SLE-re hajlamosit, a
ritka allél frekvencia 0,184/0,123 fekete borii betegekben/egészségesekben, mig
ez a polimorfizmus irodalmi adatok alapjan fehér bdriieckben nem hajlamosit
SLE-re [Lodolce JP et al. J Immunol. 2010, Jun 15;184(12):7001-9.]. Néhany
polimorfizmus, tobbek kozott a methyl CpG binding protein 2 (MECP2),
mannose binding lectin-2 (MBL2) gyakoribb a fehér borii SLE-s betegekben,
mint a fekete boérlieckben, mig a cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
(CTLA4) és a signal transducer and activator of transcription-4 (STAT4)
polimorfizmus mindkét nagyrasszban SLE-re hajlamosit [Sanchez E et al
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Arthritis Rheum. 2011, Nov;63(11):3493-501.]. Egészséges fekete bortiekben
az egészséges fehér boriekénél alacsonyabb két SLE-vel asszocialt
polimorfizmus: a protein tyrosine phasphatase, non-receptor type 22 (PTPN22)
¢s a programmed cell death 1 (PDCD1) ritka alléljainak a frekvenciaja (2 vs. 8%
illetve 3 vs. 13%) [Mori M et al. J Hum Genet. 2005, 50(5):264-6]. Ma még
nem ismert részleteiben, hogy mely génpolimorfizmusok ritka allél frekvencidja
magyarazhatja az SLE gyakoribb eldforduldsat fekete bdrlieckben mint fehér
bdriiekben, természetesen a kornyezeti tényezdk szerepe is meghatarozo lehet.

A Jelolt ismerteti, hogy a Rituximab RA-ban igen hatékony, SLE-ben pedig .,off
label” igényelhetd, az idézet 115-0s szamu cikk szerint lupus nephritis-ben. A
szakma jelenlegi allaspontja szerint csak ez képezheti az indikaciot, vagy egyéb,
SLE-re jellemz0 sulyos klinikai tiinetek fennallasa esetén is javallhatd az ..off
label” alkalmazas?

A B-lymphocyta-depletald rituximab RA-ban igen hatékony gyogyszer. SLE-
ben két negativ eredménnyel zarult randomizalt kontrollalt klinikai vizsgalat
alapjan a rituximab nem valtotta be a hozza fiz6tt reményeket [Rovin BH et al.
Arthritis Rheum. 2012, Apr;64(4):1215-26.; Merrill JT et al. Arthritis
Rheum. 2010, Jan;62(1):222-33.], ugyanakkor a betegek egy részénél hatékony
(off label igényelhetd) terapias lehetdség. Irodalmi adatok szerint lupus nephritis
mellett mas manifesztaciokban (tobbek kozott: arthritis, bdr, kozponti
idegrendszeri és haematologiai) is hasznos lehet a rituximabkezelés [Ezeonyeji
AN et al. Rheumatology (Oxford). 2012, Mar;51(3):476-81.; Cobo-Ibaiiez T
et al. Semin Arthritis Rheum. 2014, Oct;44(2):175-85.]

A Jelolt azt irja, hogy azokat tekintettéek nem dohanvyosnak, akik korabban sem
dohanvoztak. Ezek szerint azokat i1s kizartak vizsgalatokbol, akik évtizedekkel
korabban esetleg letették a cigarettat? Tekinthetd-e ez kockdzati tényezOnek
RA-ban?

Valoban azokat tekintettiik nem dohanyosnak, akik kordbban sem dohdnyoztak.
A dohanyzas és az RA kapcsolata évtizedek Ota ismert, Gjabb irodalmi adatok
szerint a HLA-DRBI1 hordozasa és a dohanyzas egyiittesen hajlamosithat
ACPA-pozitiv RA-ra [Klareskog L et al. Arthritis Rheum. 2006,
Jan;54(1):38-46.]. A dohanyzas RA-ra hajlamosito szerepe tehat a genetikai
hattértdl is fiigg, €s feltehetden csokken a leszokast kdvetden, ma még pontosan
nem tudjuk, hogy ez a riziké a leszokast kovetden visszatérhet-e az egészséges
nem dohanyos egyénekre jellemz0 értékre.

..Fibroblast” alfejezeben sejttorzseket emlit a Jelolt. Mit ért ez alatt? Ezt a
kifejezést nem szoktuk hasznalni, esetleg a sejtvonal kifejezést, ha egy sejt




spontan immortalizalodott, vagy viralis fehérje transzformacidéval mi magunk
immortalizaltuk.

Mivel a fibroblastkultira véges élettartam@i, ezét hasznaltuk a sejttorzs
kifejezést, a régebbi terminoldgiat alkalmazva. A jelenleg érvényes terminologia
alapjan véges ¢élettartamtl sejtvonalnak tekinthetdk a 4-9 alkalommal passzalt
fibroblastsejtek [Geraghty RJ et al. Br J Cancer. 2014, Sep 9;111(6):1021-
46.].

,LCitrulllint tartalmazd peptidek szintézise” alfejezet: Kérdésem: Hol tortént a
peptidek szintézise. Maga a Jelolt 1s részt vett ebben a munkaban valamilyen
mértekben?

A peptidek szintézise az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport
laboratoruimaban tortént. A beteganyag biztositdsa mellett a kisérletes munka
megtervezésében, az eredmények kiértékelésében ¢és a  publikdciok
Osszedllitdsdban vettem részt. A peptidszintézis laboratoriumi munkalataiban
kozvetlenlil nem vettem részt. A peptidszintézist és a peptidek vizsgalatat
tobbek kozott egy magyar-francia kutatdsi palydzat biztositotta, amelyben a
Budai Irgalmasrendi Korhaz részérdl témavezetdként vettem részt.

Miért kellett a CRP szintet kiilon mérni turbidimetriaval, nem rutin paraméter ez
a veérvizsgalatok soran?

A CRP valoban rutin paraméter, azért keriilt sor kiilon CRP-meghatarozasra,
hogy biztosak lehessiink abban, hogy az anti-GAG antitestek és a CRP-szintek
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tovabba, mert nem allt minden beteg estében rendelkezésre CRP-adat.

Erdemesnek lattam volna feltiintetni az 1. tiblazat fejlécében, hogy az egves
minta kategoriaknal (koldokzsinorvér, kontroll szérum és RA szérum) hany
mintat vizsgaltak?

A természetes antitestek vizsgalata soran 66 RA-s beteg, 55 egészséges kontroll
mintait €s 11 kdldokzsindrbdl nyert mintat vizsgaltunk.

A galektin-8 gén polimorfizmus vizsgélat eredményének ismertetése soran a
szovegben az keriil hangsulyozasra, hogy a teljes beteg populacio és az ACPA
(+) betegpopulacidé kozott nincs kiilonbség, a vonatkozd 6. abran viszont egy
teljes beteg populdcio/ndi populacid 6sszehasonlitast mutat be a Jelolt egy nem
tal 16 mindségli abran (alig kivehetoek a grafikon vonalai). Kérem ennek az
ellentmondasnak a feloldasat.




A teljes betegpopulacio (6.A. abra) mellett a néi betegeket is abrazoltuk (6.B.
abra), a teljes betegpopulacidhoz igy hasonldo képet kaptunk. Ebben a
vizsgéalatban 348 RA-s nd ¢és 60 RA-s férfi vett részt, az alacsony férfi
betegszam miatt nem kertiltek a férfiak kiilon abrazolasra.

Az 50. oldalon a bemutatott immunhisztokémiai festések alapjan a citrullinacio
bizonyos foku betegség specifikus festodési mintazatat ismerteti a Jelolt. Ez
mennyire ismert jelenség? Leirasra Kkeriilt-e mas szerzok altal is hasonld
észlelés?

Kiilonboz6 rosszindulati daganatos betegségekben fokozott lehet a daganatos
szovet citrullinacidja, [Mohanan S et al. Biochem Res Int. Volume 2012,
Article 1D 895343, 1-11.; Baka Z et al. Joint Bone Spine. 2012, (79):, 431-6.]
ezért vizsgaltuk az ACPA-termelést tiidorakos betegek szérummintaiban.
Ugyanakkor eredményeink alapjan a citrullinalt fehérjék kifejez6dése nem volt
specifikus a tumoros szovetre, citrullinalt fehérjék jelentés mennyiségben voltak
jelen a tumoros szovetekben €s azok kornyezetében is. A PAD4- és a CK7-
festddés igen jol korrelalt, igy a PAD4-festés alkalmas lehet a tumoros szdvetek
elkiilonitésére, ezt mas munkacsoport is leirta, a mi cikkiink megjelenését
megelézéen [Chang X et al. Mol Carcinog. 2006, Mar;45(3):183-96]).
Erdekes moédon, immunhisztokémiai moédszerrel vizsgalva, a citrullinicio
mértéke nem tért el érdemlegesen a dohdnyos €s a nem dohéanyos betegek
mintaiban.

A Jelolt a 6.4.1. alfejezetben a fokozott C1-inhibitor elleni antitest-termelésrol ir
SLE-ben. Ismert, hogy az ANCA pozitivitas az életkor eldre haladtaval az
egészséges populacioban is emelkedik. Igaz-e ugyanez az anti-Cl inhibitor

szintjére is?

Az egészséges populacioban az anti-C1-inhibitor-szint korrelacioja az életkorral
nem ismert.

Nem értem, hogy a 19. abran miért keriilt feltiintetésre kétszer is az nNOS, erre
vonatkozéan sem az dbraalairasban, sem a szOvegben nem taldltam
magyarazatot. A bemutatott gélkép  szemikvantitativ__ kiértékelésével
kapcsolatosan vannak kétségeim, mivel a gélképen egyes ,.band”-ek nekem
tultelitettnek tiinnek, ahol a denzinometralas eredménye mar kérdéses lehet.
P¢éldaul nehezen latom be azt, hogy az eNOS esetében a kontroll és a négy Oras
H202 kezelt mintdk kozotti kilonbség 19-szeresnek adodik, mig az nNOS
esetében a kontroll és a négy 6ras H202 kezelt kiilonbség minddssze 3.5-
szeresnek. Ezek az értékek szamomra nem tiinnek realisnak.




Az aktint bemutatdo bloton valdban, halvanyan, de kivehet6 az nNOS-nak
megfeleld csik is, ezt nem vagtuk le a membranrdl, ezzel is igazolva, hogy
ugyanazon a membranon tortént a NOS- ¢s az aktinmérés is. Az eNOS- ¢és
NNOS-értékeket enhanced chemiluminescence (ECL) mddszerrel, mig az aktint
4-chloronaphthol alkalmazéasaval hivtuk eld. Az ECL modszer sordn a
fénykibocsatas mértéke tobb mint ezerszeresére nd, ami lehetévé teszi a
proteinek 1-10 pg mennyiségének kimutatasat is. A NOS- és az aktindenzitast is
Kodak Image station késziilékkel mértiik le. Ez a mddszer lehetdvé teszi az
aktinra normalizalt denzitasértékek pontos leolvasasat, ezek az értékek lathatdak
a 19. abran. A H,0,- és a CD3/CD28-kezelés hatasat 6t fiiggetlen kisérlet soran
meértiik le, minden alkalommal hasonl6é eredményt kaptunk, az értekezésben egy
reprezentativ western blot eredménye lathato.

A 6.5.2. alfejezetben a Jelolt bemutatja, hogy az SLE-s betegek T-sejtjel
stimulaciot kovetden eltéré mitokondrium potenciallal és mitokondrialis Ca2+
szinttel reagalnak, illetve magasabb mitokondrium szamot is tapasztaltak az SLE
betegpopulacioban. Itt is az a kérdésem, hogy milyen mintaszdmmal dolgoztak.

Az NO szerepét SLE-ben 19 betegen (17 n6 és 2 férfi), tovabba 11, nemben és
korban illesztett egészséges kontrollon vizsgaltuk.

A jelenség magyarazata a Jelolt szerint a monocitakbdl kiaramlo, fokozott
mértékben termelddd NO. Ezt az NO-emittald NOC-18 mimikalni is tudta in
vitro. Tehat ha 0l értelmezem, SLE-ben a Jelolt a monocitak altal termelt, emelt
mennyiségi  NO T-sejtekre  gyakorolt hatisaranak kovetkezményeként
bekovetkezd mitokondrium szam emelkedést, a mitokondrium membran
potencial valtozast és a Ca2+ szignalt értelmezi pathogenetikai tényezdként.

A kovetkezo alfejezetben (73. oldal; 6.5.3. alfejezet) viszont maguknak a T-
sejteknek a fokozott NO termelésérol mutat be eredményeket RA-ban, tehat itt
nyilvan autokrin hatast vélelmezett a Jelolt, amelyet végiil nem tamasztottak ala
az adatok, mivel a mitokondrium mennyiség megegyezett a kontroll és az RA
betegek T-sejtjeiben. Kérdésem: mi lehet akkor a jelentdsége az NO-nak az RA
pathogenezisében?

A fokozott NO-termelésnek az RA patogenezisében is lehet szerepe, az NO sajat
eredményeink és irodalmi adatok alapjan szabéalyozza a proinflammatorikus és
antiinflammatorikus citokinek termelését [Nagy G et al. Immunol Lett. 2007,
Jul 31;111(1):1-5.; Guzik TJ et al. J. Physiol and Pharmacol. 2003,
54(4):469-87.], és szabalyozhatja a T-lymphocyta-differencialodast is [Niebdala
W et al. PNAS 2002, 99:16186-91.]. Az SLE-ben és RA-ban is megfigyelhetd
fokozott NO-termelésnek igy eltérd hatéasai lehetnek a T-lymphocytakra.



RA-ban magasabb a szérumnitritszint a kontrollokénal, egyes megfigyelések
szerint a nitritszint korreldl a betegség aktivitdsaval és a radioldgiai
progresszioval. A synovitis soran szamos sejttipus, igy osteoclastok,
osteoblastok, makrofagok, fibroblastok, neutrophil granulocyték és endothelialis
sejtek is termelhetnek NO-t [Pham TN et al. J Rheumatol. 2003,
Dec;30(12):2529-34.; Onur O et al. Rheumatol Int. 2001, May;20(4):154-8.;
Nagy G et al. Immunol Lett. 2007, Jul 31;111(1):1-5.]. Eredményeink szerint
RA-s betegek T-lymphocytainak az egészséges kontrollokénal magasabb az NO-
termelése, TNF-a-blokkoldo kezelés soran az NO-termelés csokken. A
mitokondridlis membranpotencial és a mitokondriummennyiség az RA-S
betegek T-lymphocytaiban az egészséges kontrollokéhoz hasonlo.

Hianvosnak talalom az abra feliratozasat: Mit reprezentalnak a duplan
bemutatott ..band’-ek? Technikai ismétlések, vagy esetleg biologiai ismétlések?

A 28. abran két HDC-KO ¢és két vad tipusu egér 1épsejtjeinek IFN-y-termelése
lathato, RT-RCR modszerrel mérve. A GAPDH kontrollként szolgalt.

Ugvanilyen modon hidnyosnak vélelmezem a 29. abran bemutatott ELISPOT
eredmények feliratozasat: tobb egérbol szarmazd 1épsejt kultiran végzett
kisérletek atlagat mutatja be ezen az abran a Jelolt?

A 29. abra Con-A-val stimulalt HDC-KO és vad tipusu egér 1épsejtjeinek IFN-y-
termelését mutatja be, ELISPOT moddszerrel mérve. Harom fliggetlen kisérlet
eredményeit mutatja az abra (kisérletenként 3 HDC-KO és 3 vad tipusu egér
mintait hasznaltuk), a szorés €s a szignifikancia feltiintetésével.

A 6.5.5. megbeszélés részben az SLE-ben ¢és RA-ban végzett, NO
pathogenetikai szerepére vonatkozo vizsgalatainak eredményét diszkutalja a
Jelolt, és mindekozben szamos olyan kozleményt cital, amely kiilfoldi kutatod
csoportok eredményeit ismerteti. Ugyanakkor bennem sajnos nem all §ssze a
kép, hogy a betegek vizsgalata, illetve az in vitro kisérletek altal kapott
eredmények arra utalnak—e, hogy a fokozott NO termelés, a mitokondriumok
abnormalis miikodése stb. oki tényezbi-e az SLE-nek és az RA-nak, vagy
kovetkezményei, kisérd jelenségei.

A fokozott NO-termelés nem az oka sem az RA-nak, sem az SLE-nek, inkabb a
két autoimmun betegségben zajlo gyulladas kiséré jelensége. Ugyanakkor
eredményeink alapjan mindkét betegség patogenezisében szerepe lehet a
fokozott NO-termelésnek.

A Jelolt a 85. oldalon kezd6do fejezetben azokat az eredménveit ismerteti,
amelyekben a TNF-alfa CD3 zéta lanc kifejezddésére gvyakorolt hatasait
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vizsgalja. A bemutatott kisérletek ismertetése soran a 89. oldalon a Jeldlt olyan
értelemben ir, miszerint a TNF-alfa kezelés a zéta lanc expresszidjanak
csokkentésén keresztiil lenne funkcionalis hatdssal a T-sejtekre. Ebben a
mondatban éreztem el6szor a Jelolt - véleményem szerint nem helyt allo -
megkozelitését a , TNF-alfa” — .CD3 zéta lanc” — ., T-sejt funkcid”
meghatarozottsdg kérdéskorében. Erre a szerintem hibas megkozelitésre ezt
kovetden a Jelolt a 99. oldalon kezdddo 6.6.2. megbeszélés részben ra is erosit,
amikor is a masodik mondatdban a kovetkezdeket irja: ,,Munkank alapjan a
TNF-alfa altal indukalt szelektiv, specifikus és reverzibilis csokkenés a zéta lanc
kifejezodésében funkcionalis kovetkezményekkel is jar...” Ez a mondat azt
sugallja, mintha a TNF-alfa hatisa a T-sejtekre kizardlag a zéta lanc
expressziojanak szabalyozasan keresztiil valosulna meg, holott - mint tudjuk - ez
kozel sem fedi a valosagot.

A T-sejt-receptoron keresztiili jelatvitel meghatarozé eleme a (-lanc,
expressziojanak a csokkenése alapvetden fontos a T-sejt-aktivacioban.
Eredményeink alapjan a TNF-o dozisfliggd modon, reverzibilisen csokkenti a
CD3-{-lanc kifejez6dését T-sejteken. Ugyanakkor a TNF-a nem befolyasolta a
CD3-¢-lanc kifejezddését Western blot modszerrel €s dramlasi citometriaval (39.
abra,) vizsgalva és nem befolyasolta a CD3-y lanc kifejezGdését sem. Igy a
TNF-0 a CD3-komplex elemei koziil a CD3-{-lanc kifejezodését szabalyozza,
ilyen értelemben tekinthetd hatasa szelektivnek. Természetesen a TNF-a szdmos
mas hatast is kifejt a T-sejtekre.

Az 1tt kezdd6do 6.7. alfejezetben a Jelolt azokat a Kkisérleteit ismerteti,
amelyekben a glikozidazok szerepét vizsgalta az RA pathogenezisében. Vannak-
¢ kitiintetett proteinek, amelyek glikozilacidja és/vagy deglikozilacioja
specifikusan megvaltozik RA-ban?

Az immunglobulinok glikozilacidja irodalmi adatok alapjan eltér RA-ban az
egészséges kontrolloktol [Younings A et al. Biochem J. 1996, 314:621-30.;
Mastrangelo A et al. J Immunol Res. 2015, Article ID 712490, in press]. A
glikozilalt immunglobulinok aktivalhatjdk a komplementrendszert RA-ban
[Malhotra R et al. Nature Medicine. 1995, 1:237—-43. do0i:10.1038/nm0395-
237]. 2015 januarjaban publikalt eredmények szerint az ACPA glikozilacidja
befolyasolhatja az antitestek kotddését a citrullinalt proteinekhez [Rombouts Y
et al. Ann Rheum Dis. 2015, Jan 13. annrheumdis-2014-206598.]. Az
immunglobulinok glikozilacidja szabalyozza az osteoclast-differencialodast
2015 marciusaban publikat eredmények szerint [Harre U et al. Nat Commun.
2015, Mar 31;6:6651. doi: 10.1038/ncomms7651]. Az akutfazis-proteinek
glikozilacidja szintén megvaltozhat RA-ban [Saroha A et al. J Chromatogr B
Analyt Technol Biomed Life Sci. 2011, Jun 15;879(20):1839-43.].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25825024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saroha%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21601539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21601539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21601539

Az EV-kal kapcsolatos 6.8 fejezet nagyon fontos metodikai kérdéseket taglal a
témaval kapcsolatosan, a munkacsoport a nagyon nagy presztizsi Blood
folybiratban kozolte az eredményeit 2011-ben. Milyen visszhangja volt a
cikknek, amely nyoman sajat munkacsoportjuk is szamos korabbi eredményiiket
revidealta? Megtették-e ugyanezt mas munkacsoportok is?

Az eredményeink Ujraértékelésére szerencsére sajat mihelyiinkon beliil azt
megeldzden kertilt sor, hogy eredményeinkbdl kézirat sziiletett volna. 2011 6ta a
Blood folyodiratban megjelent, a detergens modszert leird cikkiinket tobb mint
100 kozlemény idézte. Kozleményiinkre nem csak highlight cikk hivta fel a
figyelmet, hanem munkank nyoman elvégezték tobbek kozott akut coronaria
szindromaban a microvesicula-méréseket, és modszeriinket univerzalis
kontrolleljarasnak javasoltdk az extracellularis vesicula vizsgalatai soran.
[Amabile N et al. Blood. 2012, 119(9):2174-5.]. A detergens médszert ma mar
szdmos, az extracellularis vesiculdkkal foglalkoz6 munkacsoport alkalmazza.
Munkacsoportunk a kdzelmultban igazolta a kiillonboz6 extracellularis vesicula-
alpopulaciok eltér6 detergensérzékenységét is [Osteikoetxea X et al.
Differential detergent sensitivity of extracellular vesicle subpopulations.
ISEV Meeting, Washington, 2015].

Ezt kovetéen a munkacsoport iziileti betegségekben, RA-ban, arthrozisban és
JIA-ban vizsgalt néhany paramétert az altaluk optimalizalt modszerrel. Két
szignifikans eltérést talaltak: a CD3+ mikrovezikuldk szama RA-ban
magasabbnak bizonyult, mint arthrozisban, illetve JIA-ban a CD19+
mikrovezikuldk szama szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult mind az
arthrozisos, mind az RA-s mintdkhoz viszonyitva. Az eredmények bemutatasat
kovetden azonban nekem hidnyérzetem maradt az értelmezés tekintetében: a
112. oldal minddssze kilenc soros bekezdése véleményem szerint nem
magyarazza kello mértékben ezeket az eredményeket. Példaul JIA-ban a Jelolt
hivatkozik a betegségben alkalmazott kezelésre, amely felelds lehet az alacsony
CD19+ EV szamért. Ugyanakkor sem a Modszerek fejezetben, sem az
Eredmények és megbeszélés fejezetben nem kapunk arrdl informaciét, hogy
hany JIA-s beteg keriilt bevondsra, ezek koziill mindenki kapott-e kezelést,
milyen kezelést, és hogy az hogyan hozhato 0Osszefiiggésbe a kapott
eredménnyel. Nekem ezek az informacidk itt nagyon hianyoztak.

Munkank sordn a gyulladasos betegségek korében az elsdk kozott igazoltunk
betegségspecifikus extracellularis vesicula mintazatot. RA-s (n=8), arthrosisos
(n=8) és juvenilis idiopathias arthritisben (JIA, n=10) szenveddé betegek
synovialis folyadékaban mértiik a microvesiculak (MV) mennyiségét az altalunk
kifejlesztett differencial detergens lizis alkalmazasaval. Ebben a munkaban nem
minden esetben rendelkeztiink részletes adatokkal a gyogyszeres kezelésre
vontakozoan. Az RF szintje szoros korrelaciot mutatott a T- és a B-lymphocyta-
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eredetii MV-k szamaval (p=0,002; p=0,001). A klinikai aktivitast jelz6 DAS28
érték és az ACPA-antitest-szint nem korrelalt az MV-szammal.

Az utdbbi években szdmos kozlemény jelent meg arrdl, hogy az EV-K lehetnek a
szallitéi a nem-kodold RNS-eknek; adatok elsGsorban miRNS-ekre vonatkozban
vannak, de hossziu nem-kdédold RNS-ek EV-medialt transzportjarol is van mar
adat. Van-e a Jelolt munkacsoportjanak adata RA-ban vagy SLE-ben erre
vonatkozdan, vagy mas munkacsoportok ilyen jellegli vizsgalatairol van-e
tudomasa?

Az EV-k miRNS-vizsgalata napjaink egyik izgalmas kutatési teriilete, RA-ra,
vagy SLE-re vonatkozoan érdemi eredményeket ebben a témaban eddig nem
kozoltek. Munkacsoportunk vizsgalatai jelenleg az egészséges extracellularis
vesicula-alpopulaciok miRNS-vizsgalatara iranyulnak. Késobbiekben tervezziik
RA-s és SLE-s betegekbdl izolalt vesicula-alpopulaciok ilyen iranyu vizsgalatat
IS.

Ismételten koszonom Prof. Dr. Széll Marta birdlatat és kérem a valaszaim
elfogadésat.

Budapest, 2015. majus 2. Tisztelettel:
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Dr. Nagy Gyorgy
egyetemi docens
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