Vdlaszok Prof. Dr. Prohdszka Zoltan egyetemi tanar opponensi véleményére

Tisztelettel koszondm Prof. Dr. Prohdszka Zoltdn egyetemi tanarnak, hogy elvallalta doktori
értekezésem birdlatat. Kérdéseire és kritikai megjegyzéseire az aldbbiakban valaszolok:

1. a. ATNFSF15gén polimorfizmusainak vizsgdlatdndl ellenérizte-e a HW egyensulytdl valo eltérést,
és amennyiben eltérés mutatkozott, véleménye szerint ez befolydsolhatta-e 44. oldalon
megfogalmazott kévetkeztetéseit? Ha volt eltérés, mi lehetett ennek az oka?

A TNFSF15 gén polimorfizmusainak vizsgalatanal a kontroll csoportban a genotipus eloszlasok valdban
eltértek a Hardy-Weinberg egyensulytol. Pontosan nem tudjuk, mi &llhat ennek hatterében.
Természetesen felmerilhet mintavételezésbél eredd hiba, ugyanakkor, mivel mismatch hibakrél van
sz6, valdszinlibb, hogy szelekcid vagy funkcié hianyaban torténd allélvesztés all a hattérben. A Hardy-
Weinberg egyensulytdl vald eltérés miatt véleményem szerint indokolt volt a genotipus frekvenciakkal,
és nem allélfrekvencidkkal torténd szamitas, igy feltehet6en az egyensulytél valé eltérés nem
befolyasolta jelent6sen a 44. oldalon megfogalmazott kovetkeztéseket.

b. A 7-8. tdbldzatban bemutatott eredményekkel kapcsolatban sajat értékelése is felhivta a
figyelmet a kévetkezére: "a haplotipus alacsony gyakorisdga miatt a statisztikai tesztek
megbizhatdsdga viszonylag alacsony volt". Nem a statisztikai teszt megbizhatésdga alacsony ebben
az esetben, hanem a vizsgdlat statisztikai ereje. Tortént-e power szdmitds, ha igen, milyen
eredményt adott?

Egyetértek a biradldval, hogy az értékelés soran helyesebb lett volna a vizsgdlat statisztikai erejének
alacsony voltat emliteni. Power szdmitas nem tortént.

c. A 8. tdbldzatban feltiintetett %-os értékek nem adjdk ki a 100%-ot, miért nem keriilt
feltiintetésre és elemzésre az 6sszes bevont személy?

Korabbi irodalmi adatok szerint a TNFSF15 gén 5 SNP-je esetén mind kaukdzusi mind tavol keleti
mintakban az altalunk is vizsgalt 3 haplotipus alakul ki leggyakrabban.(1-3) Ezért végeztiik el sajat
munkank sordn csak ennek a 3 haplotipusnak a vizsgalatat.

d. A9. tdbldzatban 7x3x2 p értéket, azaz 42 statisztikai teszt eredményét mutatta be, miért nem
alkalmazott korrekcidt a tobbszords 6sszehasonlitdsbdl eredé lehetséges torzitds kompenzdldsdra?
Ha alkalmazna korrekciot, véleménye szerint ez befolydsolnd-e az ERAP1 SNP-kkel kapcsolatos
eredményeinek az értékelését?

Egyetértek a biraléval, hogy a tébbszéros 6sszehasonlitasbél eredd lehetséges torzitds kompenzalasara
korrekcio alkalmazasa sziikséges. Elvégeztiik az adatok elemzését Benjamini-Hochberg féle FDR (False
Discovery Rate) moddszerrel. A korrekcidét kovetéen a teljes populacidban észlelt statisztikailag
szignifikans kilénbségek tovabbra is szignifikdnsak maradtak, azaz a teljes populacié tekintetében az
ERAP1 SNP-kkel kapcsolatos kovetkeztetéseink nem vdltoztak. A korai-késéi relacidban az eltérések
kevéssel szignifikancia hatarérték feletti eredményeket mutattak, ugyanakkor trendszer(ien tovabbra
is lathaték voltak az asszocidciok. Mivel ezt részben az alcsoportok alacsonyabb elemszdma
magyarazhatja, vélhetéen az elemszamok novelésével ezek szintén szignifikdns asszocidciot
jelentenének.



e. A 11. tabldzatban bemutatott esélyardnyokrol nem itélheté meg, hogy aldtémasztjdk-e az 51.
oldalon megfogalmazott uj eredményt ("Sajat eredményeink szerint a HLA-C pozitiv személyekben
az rs27524 ERAP1 SNP jelenléte 2,33-szorosra névelte a PsA kialakuldsdnak esélyét....", valamint a
kévetkezé mondat is, és ugyanez az uj megdllapitdsok szakasz 2. pontjagban is). A 11. tabldzatban
bemutatott 6sszehasonlitdsbdl (Iabjegyzetben: "HLA-C poz/ERAPI1 poz személyek dsszehasonlitva a
poz/neqg személyekkel") és esélyardnyokbdl (fenti analizis kiilén-kiilén a PsV és PsA csoportokban?)
nem itélheté meg az 6sszehasonlitds, elemzés menete pontos menete, nem kerliltek pontosan
feltiintetésre a vizsgdlt csoportok, a konkrét esetszam, vagyis hogy szerepeltek-e az elemzésben a
HLA-C neg /ERAPI1 neg személyek, és a kontrollcsoport is elemzésre kertilt-e.

A HLA-C igen er6sen asszocialt mind a psoriasis mind az arthritis psoriatica kialakuldsaval. Ugyanakkor
a kontroll csoportban is jelent6s szamban fordultak el6 HLA-C egyének, akikben a HLA-C jelenléte
ellenére nem alakult ki psoriasis. Feltételezhet6 tehat, hogy a HLA-C mellett mas genetikai hatasok is
érvényesiilhetnek a fogékonysdg meghatdrozasaban, melyek a HLA-C hatdsat erdsithetik vagy
gyengithetik. Ebben a vizsgalatban ezért az ERAP1 SNP-k psoriasisra és arthritis psoriaticara vald
fogékonysagot befolydsolé hatasat a HLA-C rizikd allél jelenlétében kivantuk megvizsgdlni, azaz az
ERAP1 hajlamosité hatdsat a HLA-C pozitiv populacion belll elemeztik. Az elemzésbe igy csak a HLA-
C pozitiv (heterozigdta vagy homozigdta ritka allél hordozo, lasd 9. Tablazat) betegeket és kontrollokat
vontuk be. A kontroll csoportban 73 HLA-C pozitiv személy, a psoriasis vulgaris csoportban 124 (ezen
belil 86 korai és 38 kés6i), az arthritis psoriatica csoportban 62 (ezen belll 41 korai és 21 késdi) HLA-
C pozitiv beteg szerepelt. Az elemzés soran tehat a HLA-C pozitiv PsV és PsA alcsoportokat
hasonlitottuk 6ssze a a HLA-C pozitiv kontroll alcsoporttal, és vizsgaltuk meg az adott ERAP1 SNP-k
Eredményeink szerint ebben a HLA-C pozitiv populacidéban az ERAP1 rs27524 SNP esetén a ritka allél
jelenléte 2,33-szorosra novelte a PsA valdszinliségét, mig az rs27525 SNP esetén a ritka allél jelenléte
csokkentette a PsA kialakuldsanak valdszin(iségét.

2. A 7. dbrdn nem kerlilt feltiintetésre a megfigyelt részesedési ardnyok variancidja, igy pusztdn a
szévegben (55. oldal) kézélt p értékek alapjgn nehéz kévetkeztetést levonni. Mi keriilt
Osszehasonlitdsra mivel (7 vizsgdlt hulldmhossz tartomdny, beteg-egészséges, férfi-n6?)? Milyen
tesztet végzett, mi volt az elemzés hipotézise?

A 7. abran feltlintetett értékek a 6. abran grafikusan, illetve a 12. tablazatban numerikusan feltlintetett
eredményekbdl szarmaztatott relativ értékek, azaz azt mutatjdk meg, hogy az amid-l fehérje
szerkezetek teljes integralt terliletéhez viszonyitva mekkora az adott sav integrdlt terilete
(amennyiben a teljes teriiletet 100%-nak vessziik). A 6. abrdn és a 12. tdblazatban az integralt
terlletekre vonatkozé eredmények variancidja (+SD) is feltlintetésre keriilt, ugyanakkor az ebbdl
szarmaztatott relativ értékeknél ezt mar nem tettik meg. Minden esetben az egészséges mintdk
esetén kapott értékeket hasonlitottuk 6ssze a psoriasisos értékekkel, kiilén csoportban szerepeltek a
férfiak és a n6k eredményei (férfi vs. N6 6sszehasonlitas nem tértént). Null hipotézisiink az volt, hogy
az egészséges és a psoriasisos mintak vizsgalata sordn mért értékek nem kiilonbdznek egymastdl. A
vizsgalatok soran Student-féle T prébat alkalmaztunk, a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak.

3. a. A GARP mRNS expressziot CD4+/CD25- és CD4+/CD25+ T sejtekben bemutatja a 17. és a 18.
dbrdn is. Mindkét esetben a 18s-RNS-hez képest normalizdlt értékek vannak feltiintetve, mégis
jelentGs (a kezeletlen kontrollban is) eltérés van az expresszio mértékében a két kisérlet k6zétt. Mi
magyardzhatja ezt?

A 17. abran CD4*CD25 effektor T sejtekkel és CD4*CD25" Treg-ekkel, mig a 18. abran csak CD4*CD25*
Treg sejtekkel végzett kisérletek lathatdk (a 18. dbra feliratdban hibasan szerepelnek a CD4*CD25



sejtek). A 18.A dbra tartalmazza a 18sRNS-hez normalizalt mRNS expresszids eredményeket (a B dbra
a kezeletlen kontrollhoz mért relativ expressziét mutatja). A 17. abran tehat a bal oldali, zold oszlopok
a CD4*CD25 sejtek eredményeit, a jobb oldali, kék oszlopok a CD4*CD25" sejtek eredményeit
abrazoljak, mig a 18. abradn csak CD4*CD25" sejtekkel végzett kisérletek eredményei lathatdk, azonban
itt a bal oldali fekete oszlopok a FOXP3, mig a jobb oldali fehér oszlopok a GARP eredményeket
mutatjdk. igy 18.A abra jobb oldali oszlopainak értékeit lehet 6sszevetni a 17. abra jobb oldali
oszlopainak eredményeivel, mivel mindkét esetben az oszlopok CD4*CD25* sejtek GARP expresszidjat
abrazoljak. A két kisérletben az anti-CD3 és anti-CD3+anti-CD28 aktivacids eredmények esetén
Iényeges eltérés nem észlelhetd. Az IL-2 stimuldlt sejtek eredményeiben valdban csaknem négyszeres
kiilonbség lathatd, azonban a 17. abran lathaté eredmények esetén CD3+CD28+IL-2 stimulacidé, mig a
18. abran feltintetett kisérleteknél csak CD3+IL-2 stimuldcié tortént, ami magyarazhatja a
kiilonbségeket. A kontrollok esetén a kisebb kiillénbség szintén észlelhetd, ennek egyértelm(i okat nem
tudom, ez esetlegesen adddhat az eltéré donorok miatti kiilonb6z6ségekbdl.

b. A 17-es dbrdn variancia, vizsgdlati elemszam és statisztikai értékelés nincs feltiintetve.

A 17. abran egy korai vizsgalati eredmény lathato, ahol az alacsonyabb elemszam (n=2) miatt nem
tortént statisztikai értékelés és variancia szamitds. Az dbran elsGsorban azt kivantuk bemutatni, hogy
a CD4*CD25" effektor T sejtek még egylttes poliklondlis stimulacié (anti-CD3 és anti-CD28) és IL-2
jelenlétében sem expresszaljak a GARP mRNS-t, szemben a CD4*CD25* regulator T sejtekkel. Egy masik,
a doktori értekezésben nem szerepl6 hasonld vizsgilatunk sordan a CD4*CD25" sejtek GARP mRNS
expresszidjat hasonlitottuk 6ssze a CD4'CD2532°" é&s CD4'CD25%%P* sejtek GARP mRNS
expresszidjaval. Ebben a vizsgalatban a magasabb mintaszam (n=3) lehet6vé tette variancia szamitds
és statisztikai értékelés elvégzésétis. Amint az azabran lathatd,a CD4*CD25 és a CD4*CD25% W sejtek
GARP mRNS expresszidja aktivaciét kovetden is alacsony (CD4*CD25 sejtek esetén gyakorlatilag nulla)
marad, mig a CD4*CD25%¢P¢s sejtek esetén igen jelentésen megemelkedik, bar az expresszié szintje
nem éri el a doktori értekezés 18. Abrajan a CD4*CD25* sejtek esetén bemutatott értékeket.
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18s RNS-hez viszonyitott GARP mRNS expresszié aktivalatlan és aktivalt CD4*CD257, CD4*CD252B<™ s
CD4*CD25"%¢res sejtekben. A sejteket 72 6raig immobilizalt anti-CD3-mal (0,5 pg/ml) aktivaltuk IL-2 (50
U/ml) jelenlétében. A GARP mRNS expressziot kvantitativ valos idejli PCR-rel mértiik, és a 18s RNS-hez
viszonyitottuk. Az eredmények 3 fliggetlen kisérletb 8l szarmaznak, az eredmények atlag + SEM értéket

jeldlnek. *p<0,01 a nem aktivalt sejtek GARP mRNS expressziéjahoz viszonyitva.
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c. A 18. dbrdra vonatkoztatva levonja azt a kévetkeztetést, hogy a poliklondlis stimuldciora a
GARP érzékenyebb, mint a FOXP3, azonban ilyen ésszehasonlitdst csak a poliklondlis anti-CD3+IL2
kezelést kapott csoportban végzett.

A 18. dbrara vonatkozd kovetkeztetés némiképp félreérthetéen lett megfogalmazva: , poliklonalis
stimuldcid és IL-2”, helyett helyesebb lett volna a ,poliklonalis stimulacié + IL-2” megfogalmazas.

d. A 75o0ldalon a megbeszélés részben emliti (és erre vonatkozik az 5. pont az uj megfigyelések
szakaszban), hogy a GARP sejtfelszini expresszidja miatt alkalmasnak tiint a sejtek szepardldsdaban
torténd alkalmazdsdra, azonban ilyen eredményeket nem mutatott be a dolgozatban.

(A valasz megegyezik Prof. Dr. Szegedi Andrea 6.c. kérdésére adott valasszal.) Az elsé kdzlemények
2009-ben szamoltak be arrél, hogy a GARP mRNS mintegy 100x nagyobb mennyiségben expresszaladik
az aktivalt Treg-ekben mint a nyugvd vagy aktivalt nem Treg sejtekben.(4) Mi elsé izben 2005-ben,
kongresszusi el6adason szamoltunk be sajat vizsgalatainkrol, melyek a GARP-ot, minta CD4*CD25* Treg
sejtek specifikus markerét azonositottak.(5) 2005-ben nyujtottuk be, majd 2006-ban keriilt
kozzétételre az a szabadalmunk, mely a Treg-ek azonositasdra és izolalasara alkalmas, a GARP
expresszion alapuld médszert irta le.(6) KésGbbi vizsgalatok megerdsitették vizsgalataink eredményeit,
és igazoltak, hogy a Treg sejtek egyediilalldé médon expresszaljak a GARP fehérjét a sejtfelszinen, és a
GARP nélkilozhetetlen szerepet jatszik a Treg sejtek mikodésében.(7-9) A pikkelysémoros Treg sejtek
vizsgalatakor,(10) melyeket 2000 és 2003 kozott végeztiink, még nem volt ismert a GARP szerepe, igy
a sejtek szeparalasara ezt a mddszert nem tudtuk alkalmazni.
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