Opponensi vélemény

Dr Berki Timea ,,A glukokortikoid hormon indukalta jelatviteli mechanizmusok
vizsgalata T-sejt alcsoportokon”
c. doktori értekezésérol

A glukokortikoid szarmazékok (mint példaul a prednizolon, a metilprednizolon, stb.)
mindennapi terapias fegyvertarunk fontos elemei. Szinte nincs is olyan gyulladasos betegség,
ahol ne lenne sziikség glukokortikoid hosszabb-rovidebb ideig tartd6 adasara. Habar a
glukokortikoidok genomikus hatasait eléggé régota és elég jol ismerjiik, a nem-genomikus
hatasaik sokkal kevésbé ismertek. Mivel ezek a gyogyszerek igen kevéssé szelektivek, nagyon
sok ,,mellékhatast” okoznak. Hatdsmechanizmusuk minél pontosabb megismerése elvezethet
ujabb molekulak kifejlesztéséhez, amelyek immar célzottabban fejthetik ki aldasos
tevékenységiiket.

Habar nagyon sokat tudunk a T sejtekrdl, azok funkcioirdl, alcsoportjaikrol (az én iddmben
még szubpopulacidknak hivtuk 6ket), valamint azok — immar meglehetden bonyolulttd valt —
kapcsolataikrdl és funkcidikrol, még nagyon sok teriilet maradt feltaratlan. A szabalyozd
(Treg) sejtek fontos szerepet toltenek be az immunfolyamatokban. Kiilondsen izgalmas a
szerepiik a sokféle autoimmun betegség kialakulasdban és perpetualodasaban, illetve spontan
javulasaban vagy éppen gyogyulasaban. Jellemzésiik, szerepiik jobb megértése szintén utat
nyithat Gjabb terapias eljarasok majdani bevezetésére.

Mindezeket csak a a témavalasztas helyes iranyanak igazolasa végett lattam szilikségesnek
elérebocsatani.

A jelolt elég céltudatosan munkalkodott az elmult idészakban a fenti — egyébként egymassal
Osszefliggd — témakon. A disszertaciot 14 kozleményre alapozta, melyeket in extenso
mellékelt. Ezek kozott van egy magyar nyelvii és egy angol nyelvii dsszefoglald kozlemény
is, amelyek a disszertacio egyik témajat dolgozzak fel kozérthetd formaban.

Az értekezés témajaban megjelent kozlemények Osszesitett impakt faktora 70,177. A jelolt
tudomanymetriai adatai (Osszesitett impakt faktora, Hirsch indexe, citdciok szama)
kiemelkedd és elismerésre mélto.

Az értekezés gondosan kivitelezett sz€ép munka, habar tartalmanal fogva nem konnyl
olvasmany. Elsé részében targyalja az alapfogalmakat, a glukokortikoidok szintézisét, a
nukleéris receptorok szerkezetét, a genomikus és nem-genomikus hatdsokat, a T-sejtek
differencidlodasat, szelekciojat, aktivaciojat, a Treg sejtek fontosabb jellemzdit, majd a
glukokortikoidok T-sejtekre kifejtett hatdsait. Ezutan védzolja a 4 nagyobb tételre oszthatd
célkitlizéseit. A modszertani rész kellden rovid, de mindenre kiterjedd. A felhasznalt
modszerek modernek, legnagyobb részben aramlasi citometriara alapozottak, ¢és teljes
mértékben alkalmasak a célkitlizések elérésére. Itt emlitem meg, hogy az 1998-ban ko6zolt, a
vizsgalatok alapjat képezd antitesttel jelolt glukortikoid receptorokat vizsgaldé modszer,
nagyon jo kezdése volt a tudomanyos munkanak — s bar a jelolt nem emliti az 1) eredményei
kozott — a moddszer kidolgozasa mégis nagyon fontos 1épés volt (a SCOPUS szerint 46
kozlemény hivatkozik ra).

A kovetkezd (5.) részben roviden Osszefoglalja azokat az eredményeket, amelyek a csatolt
kézleményekben megtalalhatoak. Az eredményeket Osszefoglalds és Megbeszélés koveti,
majd az ) eredmények 11. pontban torténd felsoroldsa. Az irodalomjegyzék bdséges, de nem
tulzott, relevans. Ezutan kovetkezik a 14 csatolt kozlemény.



Osszegezve, az értekezés a formai szempontok szerint messzemenéen megfelel a
kovetelményeknek. Magam részérdl szerencsésnek tartom ezt a csatolt kozleményekre
alapozott format.

Kritikai megjegyzések:

1. A Bevezetés rovid, 1ényegretord, emiatt nagyon sok részlet nincs is megemlitve (ez persze
nem réhat6 fel hibaul). Néhany aprobb észrevétel:

14. oldal. A glukokortikoidok immunszuppressziv szerepe nem csupan dogma, hanem
valosag. Anthony Fauci, 1976-ban ugyan feltételezte a glukokortikoidok immunstimuldns
hatasat is, de tudnunk kell, hogy abban az idében még a helper/szuppresszor T-sejt
dichotomia vilagat ¢€ltiik és akkor példaul ismert volt, hogy a citosztatikus/immunszuppressziv
ciklofoszfamid — megfelden idézitve adva — egér modellben nemcsak immunszuppressziv,
hanem immunstimulans hatasu is lehet.

14. oldal. A gyogyszerek nemzetkozi neveit magyarosan irjuk (pl. metilprednizolon) vagy ha
latinosan, nincs e betii a sz6 végén. Tekintve azonban, hogy a disszertacid ortografidja nem
latinos, az elébbi irdsmod a helyes.

19. oldal. Az annexin I (vagy annexin Al) azonos a lipokortin-1-gyel — ennek a
gyulladasgatlo hatdsa az arachidonsav anyagcserét beindito foszfolipaz A2 (PLA2) gatlésa.
34. oldal. Sajnos emberi betegségekben még igen keveset tudunk a Treg sejtek szerepérdl.
Némi ismerettel rendelkeziink néhdny autoimmun betegségben — az IPEX-en tilmenden —,
jelesen a szisztémas lupus erythematosusban (SLE-ben) ¢és rheumatoid arthritisben (RA-ban),
n¢hany mas autoimmun betegségben, valamint a terhességben ¢és transzplantacios
toleranciaban kifejtett hatdsaikrol. S bar lupusban nagyon sok kozlemény jelent mar meg a
Treg sejtek hatasairdl, til sok az ellentmondas, és valoban a terapidban egyelére nagyobb
eldrelépés ezen a téren nincs is. Nagyon érdekes €s legaldbb ennyire izgalmas a regulalé B
sejtek szerepe is, amirdl talan még ennél is kevesebbet tudunk, pedig szabalyozd szerepiik
legalabb annyira fontosan tlinik, mint Treg sejteké.

A csatolt kozleményekkel kapcsolatban nincsenek kritikai észrevételeim, hiszen azokat ndlam
minden bizonnyal a tudoményban jartasabb szakemberek lektoraltak.

Itt-ott elé6fordulnak gépelési hibak is, ezeket itt nem részletezem.

Uj eredmények:

Az 1) eredményeket nem a szoveges rész, hanem a 12 csatolt, angol nyelvii, lektoralt
kozlemény alapjan vizsgaltam. Elsdsorban arra voltam kivancsi, hogy az ’0j eredmények’
konkrétan mely kozleményekben taldlhatok, €s ezek milyen hatést fejthettek ki (az idézetek
szamaval becsiilve — természetesen abban a tudatban, hogy a legfrissebb adatok idézettsége a
legkisebb).

A disszertacid eredményei két nagyobb téma koré csoportosithatok:

1. T sejtek glukokortikoid érzékenysége ¢és a glikokortikoid-okozta apoptozis jellemzése.

2. Treg sejtek glukokortikoid receptoranak jelatvitele, és glukokortikoidok hatdsa T sejt
funkciokra.

Az 0j eredmények tételesen:

1. Balb/C ¢és AND-Tcr transzgénikus egerekben leirtdk a timocita alcsoportok
Osszetételét és azok eltérd glukokortikoid receptor (GR) kifejez0dését (expresszidjat)
és érzékenységét, valamint a glukokortikoidok timocita érést befolyasold hatasat. (Intl
Immunol, 2002; Immunol Letters, 2003 — dsszesen 80 hivatkozassal).

2. Kimutattdk, hogy Balb/c egerekben a kettésen pozitiv (CD4+/CD8+, DP)
timocitakban a dexametazon genomikus és nemgenomikus mddon valtja ki a sejtek
apoptozisat. In vitro dexametazon hatasara a glukokortikoid receptorok nem a magba,




hanem a mitokondriumba transzlokalodnak. (Immunobiology, 2006; Int Immunol,
2009, Immunobiology, 2010 — 6sszesen 66 hivatkozassal).

Jurkat (T) sejtekben leirtdk, hogy rovid ideji nagydozisu dexametazon kezelés
hatasara glukokortikoid-receptor-medialt tirozin foszforilacio kovetkezik be (a GR-
ZAP-70 kapcsolodasan keresztiil), ekdzben moddosul a sejt aktivacio a T sejt
receptoron keresztiil (gatlodik a ZAP-70 - CD3 kapcsolodas) (J Steroid Biochem,
2006; Biochem Biophys Res Commun, 2007, Immunobiology, 2010 — Gsszesen 68
hivatkozas).

A ZAP-70 [= zéta-lanc asszocialt protein kinaz] szerkezeti vizsgalataval bizonyitottak,
hogy a ZAP-70 Y315 és Y492 foszforilacids helyei vesznek részt a nem-genomikus
glukokortikoid hatasokban, amelyet az SLP-76 és a Cbl [molekuldk kozvetitenek, nem
a LAT [= linker for activation of T cells] (Int Immunol, 2012; Mol Immunol, 2013 —
0sszesen 10 hivatkozas).

Egér timocitdk apoptdzisat vizsgalva kimutattdk a mitokondridlis glukokortikoid
tagjaival (Ggymint Bak, Bim ¢s Bcl-x;, proteinekkel) (Apoptosis, 2017 — most jelent
meg, még nincs hivatkozas).

A glukokortikoid receptor és T-sejt receptor (GR és TcR) — egyébként apoptotikus —
stimulacid egyiitt magasabb ardnyl DP timocita talélést okoz. Ez a korai apoptotikus
folyamatok gatlasanak koszonhetd és a két jelatviteli ut 6sszekapcsolodasat valamint a
kolcsonds antagonizmus modellt tdmasztja ald a timocita szelekcid soran
(Immunobiology, 2008 — 12 hivatkozas).

Vizsgaltdk tovabba a szabalyozo T sejtek (Treg sejtek) glukokortikoid érzékenységét,
apoptozisat, de ezek az eredmények egyelére csak a hazai Immunologiai Szemle c.
folyoiratban jelentek meg, nemzetkdzi publikdciot sem a disszertdcioban sem a PubMed-ben
nem taladltam. Habar ezek az eredmények figyelemreméltoak — és a klinikus szamara sokkal
izgalmasabbak, mint a timocitdk glukokortikoidok érzékenysége —, nemzetkozi publikacio
nélkiil nem fogadhatok el uj eredménynek.

A disszertaciot elolvasva szdmtalan kérdés vetddik fel. Ezek nem kritikai megjegyzések,
csupan azért teszem fel Oket, mert vélem, hogy a disszertans valaszt tud rajuk adni.
Kérdések:

1.

Mit jelent a nagy glukokortikoid dézis? Valoszinli, hogy az egyszeri 250 mg
metiprednizolon intravénasan adva kivalt nem-genomikus hatdsokat is. Ismeretes-e
vajon hany mg/ttkg lehet az alsé hatara a nem-genomikus hatasok kivaltasahoz
sziikséges adagnak emberekben (prednizolon ekvivalensben szamolva)?

Mennyiben specifikus a glukokortikoid receptor a glukokortikoidokra? Engler és
mtsai (2017) vizsgaltak a progeszteron hatasat Treg sejtekre terhességben és a
progeszteron kotddik a T sejtek glukokortikoid receptorara és ennek hatasara a Treg
sejtek szdma megnd. Vizsgalta-e a disszertans mas (nem glukokortikoid) szteroidok
hatasat a timocitak vagy Jurkat sejtek vagy mas T sejtek glukokortikoid receptorara?
Az utébbi iddben tobb olyan kdzlemény is olvashato, melyek szerint a Treg sjteken
talalhat6 receptor, a GITR [= glukokortikoid-indukalt tumor nekozis faktor receptor]
(més néven: TNFSFR18, CD357), vagy liganduma, a B sejteken, makrofagokon,
dendritikus sejteken taldlhaté GITRL - esetleg a klinikumban, pl. autoimmun
betegségekben, daganatokban, HIV-ben, stb.) is felhasznalhat6. Mar vannak olyan
klinikai vizsgélatok (https://clinicaltrials.gov), amelyekben monoklonalis GITR
antitesteket adnak daganatos betegeknek. Vannak-e a GITR-ral kapcsolatos
vizsgalataik?




4. Szandékukban all-e a Treg sejtekkel kapcsolatos eredményeket nemzetkozi
folyodiratban is kozolni, illetve van-e jelenleg kozlés alatt 4116 publikdciojuk?

5. Vizsgéltdk-e vagy szadndékukban 4ll-e vizsgalni a Breg sejtek glukortikoid
érzékenységét?

Osszegezve, a disszertici6 mind formai, mind tartalmi szempontb6l megfelel a
kovetelményeknek. A kifogasok a disszertacié értékeit nem érintik, nem kisebbitik.

A fentebb felsorolt eredményeket 1j tudomanyos eredményeknek itélem meg, és a doktori
értekezést alkalmasnak tartom nyilvanos vitara.
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