Valasz Dr. Matko Janos egyetemi tanar, Biolégiai Tudomanyok (MTA) Doktora
opponensi véleményére

Koszondm Dr. Matké Janos Professzor Urnak értekezésem biralatat, épitd megjegyzéseit,
javaslatait. Kiilon koszoném a munkam, tudomanyos aktivitasom és az utanpotlas nevelés
terén végzett tevékenységem éErtékelését, és azt, hogy a disszertacid téziseinek nyilvanos
vitara bocsatasat tdmogatta.

Valaszok a biral6 megjegyzéseire:

1. Az 5. Eredmények fejezet szerkesztésére tett megjegyzését elfogadom, és a védésen
igyekszem az egyes fejezetek és eredmények kozti logikai Osszefiiggéseket jobban
kiemelni. A 4 alfejezetre osztott eredmények ugyan kovetik a célkitizésekben
megfogalmazott 4 {6 kutatasi célt, de az atvezetés az egyes kisérletek leirdsa kdzott
valéban nagyon rovid. Ez taldn az angol nyelvii koézleményekre alapozott
szerkesztésbol €s az ott megszokott megfogalmazas tomorségébdl adodik. Az
eredmények értékelése a 6. fejezetben tortént, amely ugyancsak koveti a 4 alfejezetre
bonto szerkesztési modot.

Koszéném a dolgozatban szereplo eliitések és angol elnevezések hasznalatdra tett
kritikai megjegyzését. Sajnos annak ellenére, hogy tobbszor is atolvastam a dolgozatot
¢s hasznaltam a Word helyesirasi ellen6rzd programjat, még igy is maradtak bent
hibak.

2. A kolokalizacio konfokalis mikroszkopids kvantitativ  analizisének leirdsa a
modszertani fejezetben (55. oldal) valdban rovid és talan nem teljesen fejti ki az
eljarast, ami kiilondsen a téma olyan szakértdje szamara, mint Prof. Dr. Matko Janos
nem elfogadhaté. A GR mitokondrialis lokalizaciojanak vizsgalata soran a GR-FITC
¢s a CMX-Ros mitokondrialis festék morfologiai asszociacio elemzése, valamint a
tobbi kolokalizacid vizsgalata soran Talabér Gergd munkatarsam, (akkori PhD
hallgatom) 2009-es International Immunology cikkében leirtak szerint jatunk el (a
kozlemény moddszertana a dolgozat 221. oldalan talalhatd). A sejtfelszini CD4/CD8
jelolés alapjan azonositott sejtekben a GR-FITC-et a zold a CMX-Ros-t a vords
csatornaban mértilk 3-3 Keretben, amely képeket egymasra helyezve az Imagel
software hasznélataval analizaltuk. A pixel fluoreszcencia intenzitas analizise alapjan
a specifikus festést a hattértél egy 0 — 255-6s skalan értékeltiik az 50 folotti értéket
tartva pozitivnak. Ezutan a CMX-Ros ¢€s GR kozti egybeesd pixeleket szamoltuk és
abrazoltuk. 100-100 kettds pozitiv timocitaban a kolokalizalt pixeleket szamoltuk DX
kezelés elbtt és utan és ez keriilt abrazolasra.

3. Az 5.2. fejezet cimében valoban helyesebb lett volna a ,, Timusz sejtes Osszetételének
véltozasa Dexametazon hatadsara” megfogalmazas.

4. A 24. édbran egyszeri, 10 mg/kg Dexametazon kezelés hatasanak idd-kinetikéjat
abrazoltuk a timusz sejtes Osszetételére 15 napon at kdvetve azt. Ehhez 15 egykora
egér egyszerre torténd beoltasaval indultunk ki és minden nap fel kellett 4ldozni 1-1
egeret ¢s a timusz CD4/CDS jeldlése utan vizsgaltuk a DN, DP és SP sejtek aranyat 3
parhuzamos mintdban. A szoras elhanyagolhatd volt, ezért nem keriilt szérds az
abrara. Az abra nem jelent meg idegen nyelvii publikdcidban, csak kongresszuson
mutattuk be, de a fejezetbe illének talaltam ezt az eredményt és ezért keriilt be a
dolgozatba.



5. A galamb citokrom C (PCC) kezelés valojaban mit takar kérdésre a valaszom, hogy a
glukokortikoid hormon és a T sejt receptor (TCR) aktivacié egyiittes hatasanak
vizsgalatat a timocitdk apoptdzisara két megkozelitéssel végeztiik. A kisérletekben a
TcR stimulaciot egyrészt aktivald anti-CD3 antitest oltassal, masrészt a T sejtekre
specifikus antigén beadéséaval értiikk el. Az antigén hatékonysaganak vizsgalatahoz
AND TcR transzgenikus egértérzset (B10.Cg-TgN TcrAND 53Hed) hasznaltunk
(Kaye et al. 1989 Nature.). A torzsre jellemzd, hogy T limfocitai a Vbeta3 / Valfall.l
transzgén TCR-t hordozzak, amely specifikus a galamb cytochrome C (PCC)
KAERADLIAYLKQATAK peptidjére I-EX (MHC-II) restrikcioval. Az egerek T
sejtjei a pozitiv szelekcid soran nagyrészt CD4+ T sejtté érnek ki a transzgén TCR-t
hordozva. A timusz sejtes dsszetétele eltér a nem transzgén egerekétdl (20. abra), mert
30% DP ¢és 60% CD4+ SP sejt talalhatdo benne. A homozigota egerek periférias
vérében is 96% folott a transzgént hordozo T sejtek talalhatoak. Ezeket az egereket
kezeltiik 2 napig a specifikus antigénnel (PCC) vagy 1x anti-CD3 antitesttel
Dexametazon jelenlétében vagy anélkiil. Ezzel modelleztik a kettds antagonizmus
teoriat, amely szerint a DP timocitdkat, ha TcR és GC hatas is éri egyiddben, a két
jelatviteli itvonal 0sszekapcsolodasa révén a sejtek tulélése jon 1étre.

A 30. abra feliratdban valdban eliras van és a p <0,05 a helyes

Valaszok a biralé kérdéseire:

1. Milyen génmintazat ill. fehérje expresszios vagy jelatviteli utvonalbeli kiilonbségek
dllhatnak a CD8+ T sejtek relativ GC rezisztenciagja mogott a CD4+ T sejtekkel
szemben? Szamos klinikai adat és tapasztalat is alatamasztja a GC kezelésben
részesiilé autoimmun (SLE, MS stb.), aszthmas és COPDs betegeknél is, hogy a CD8+
T sejtek perzisztalnak a gyulladasos szovetekben, jelezve relativ GC rezisztenciajukat.
Ezen jelenség molekularis mechanizmusat vizsgalta Ling-bo Li és munkacsoportja
(Blood 2007. 110(5): 1570-1577.) és azt talaltak, hogy a CD4+ sejtekben erételjesebb
a GC transzaktivacios hatasa, mint a CD8+ sejtekben, mig a transzrepresszios hatas
azonos a két sejttipusban. Ennek az lehet a kovetkezménye, hogy a CD8+ sejtekben
késik a GC hatasra elinduld transzaktivacio és ezzel az anti-inflammatorikus gének
expresszioja. A jelenség mogott a CD8+ sejtekben DX hatasara bekovetkezd csokkent
hiszton H4 K5 acetilaciot irnak le, amely a CD8+ T sejtek alacsonyabb ATF2 hiszton
acetyltranszferaz (HAT) expresszidja magyaraz. Ennek kromatin kondenzacido a
kovetkezménye és a GC-GR komplex GRE elemekhez kapcsolodasanak gatlasa.
ATF2 csendesitéssel CD4+ T sejtekben is csokkent GC valaszreakciot tudtak
kimutatni, amely jelenség ramutat az ATF2 aktivitas véltoztatasanak lehetdségére a
szteroid valaszkészség modositasa soran.

2. A 26. dabran mi az oka annak, hogy az endogén GC szintézis gatlasa ugyanazt a
jelentds sejtszam csokkenést valtia ki, mint a GC analog DX jelenléte? Annak
bizonyitasara, hogy a kortikalis epitélsejtek altal termelt endogén GC (ezt leird
Osszefoglald kozlemény Talabér et al. Steroids 2015 103;58-63.) jelenléte sziikséges a
pozitiv szelekcioban a DP timocitak tuléléséhez, in vitro timusz szovetkultirat
hasznaltunk, amelyben gatoltuk a kortikdlis epitélsejtek endogén lokalis GC
termelését. Az itt tapasztalt fokozott apoptozisbol arra kovetkeztettiink, hogy a
lokalisan termelt alacsony GC hormonszint jelenléte sziikséges a DP timocitak
taléléséhez. Ez a lokalis GC hormon koncentracié alacsonyabb, mint az altalunk 10-
7M DX hozzéadasa a tapfolyadékhoz, ami mar fokozott timocita apoptdzist okozott.
Ezért lattunk ennél a GC hormon dézisndl mar fokozott apoptozist is.



3.

4.

A ZAP-70/Syk redundans hatasa hogyan hozhato dsszefiiggésbe a nagydozisu GC
kezelés hatdsdra létrejové GR/ZAP-T0 Kapcsolodassal? Az immunrendszer sejtjeiben
szamos nem-receptor tirozin kindz muikodik, amelyek jelatviteli folyamatokat
kozvetitenek az immunreceptorok (BcR, TcR, NK sejt KAR, FcepszilonRl,
FcgammaRl,-11I) ITAM motivumainak foszforilacioja utan. Az Src és Bruton tirozin
kinazok mellett a harmadik csaladot képezik a Syk és ZAP-70 kinazok. Annak
ellenére, hogy hasonlé az alapszerkezetiik, expresszidjuk ¢és mikodésik -eltér
egymastol (Immunol. Today. 2000. 21/3. 148-154.). Egyrészt a Syk nagyobb
affinitdssal kotddik az ITAM motivumokhoz, mint a ZAP-70, masrészt a Syk
mukodése nem vagy csak kevéssé fligg a Src-kindzok (Fyn, Lck) jelenlététdl és képes
transz-autofoszforilacio révén Onmaga aktivalodni, szemben a ZAP-70 aktivacio
nagyfoki Src-kindz fliggésével. Az expressziojuk is eltér, a Syk minden
heamopoetikus sejtben jelen van, mig a ZAP-70 jellemzden a T sejtekben és NK
sejtekben jelenik meg a timocita differencialddas kezdetén és az érett T sejtekben
upregulalodik, melyet a Syk downregulacidja kisér (J. Immunol., 152 (1994), pp.
4758-4766). Jellemzd, hogy ZAP-70 deficiens egerekben zavart a T sejt képzés, mig a
Syk hidnya nem befolydsolja azt. A Syk és ZAP-70 eltérd jeltovabbitasi
mechanizmusat jelzi az is, hogy az aktivalt Syk képes dnmagaban B és NK sejtekben
az Slp-76 foszforilaciora, mig a ZAP-70 esetében ez Src-kinaz fiiggd (Front. Immunol.
07 July 2017 | https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00789). Ez a jelenség egybevag
azzal a megfigyelésiinkkel, hogy a ZAP-70 Y315 ¢és Y492 muténs sejtvonalakban,
amely tirozin maradékok a molekula autofoszforilacidjaban és a Src kinaz
asszociacioban jatszanak szerepet, Dexametazon kezelés hatasara nem jon 1étre az Slp-
76 és Cbl foszforilaciod. Ez alapjan ugy tlinik, hogy a nagyd6zisit GC azonnali hatasa T
sejteken a GR-ZAP-70 asszociacid révén akadalyozza a Src kinazokkal torténd
kapcsolodast ¢és ezzel a sejtaktivaciot. Sajat megfigyelésiink, hogy ugyanezen
nagydozisu Dexametazon kezelés nem okozott azonnali Syk tirozin foszforilacid
valtozast RBL-3H3 hizosejteken. Masok megfigyelése szerint hizosejtekben a Syk
foszforilacio gatlasa Dexametazon kezelés utan a Src-like adaptor protein (SLAP)
expresszidjanak fokozodasa révén jon létre (J. Immunol. 2006.177.2047-50.), vagyis
nem kozvetlen GR-Syk kapcsolodas, hanem egy gatlo fehérje, az SLAP expresszid
novekedése révén a GR genomikus hatdsmechanizmusaval.

Az 56. abran az osszes timocita szam és a Treg sejt arany osszefiiggéseére kérdez ra a
biralo. Talan a magyarazo szoveg nem hivja fel a figyelmet arra, hogy az dbra alatti 8.
tablazat is szorosan Osszefiigg az eredmény értékelésével. A tablazatban az abran
szerepld abszolut timocita szambol és a Treg %-bol szamolt Treg szadmokat
hasonlitottuk 0ssze a timuszban €s a periférids nyirokszervekben a kezeletlen és
Dexametazon kezelt allatokban. Ebbdl deriil ki, hogy a timuszban a Treg sejtek
abszolut sejtszama nem valtozik, vagyis a tTreg sejtek rezisztensek a Dexametazon
kezelésre, mig a periférids nyirokszervekben a pTreg sejtszam minimum a felére
csokken.

Végezetiil koszonom Dr. Matké Janos Professzor Ur pozitiv véleményét és timogatasat
eddigi munkam soran €s mostani biralataban is.

dr. Berki Timea Pécs, 2017. augusztus 11.



