Valasz Dr. Buzas Edit egyetemi tanar, az MTA levelezo tagja biralatara

Halasan k6szonom Dr. Buzas Edit akadémikusnak értekezésem értékelését, észrevételeit és kérdéseit,
¢s a sikeres védés esetén az MTA doktora cim megitélésére tett tamogat6 javaslatat.

Az értekezésem biralataban tett észrevételeket a kérdésektdl kiilonvalasztottam, és azokra az alabbi
csoportositasban a biralatnak megfelelé szamozassal a kovetkezd vélaszokat adom, a relevans
irodalmi hivatkozasokkal.

Eszrevételek:

1. A szokatlan tomorség miatt azonban példaul nem all rendelkezésiinkre informéci6 arrol, hogy a
nagyszamu alkalmazott transzgenikus egértorzs honnan szdrmazott, mint ahogyan arra sem kapunk
valaszt, hogy pl. a Tg egerek esetében F2 generaciobol, azonos alombdl szarmazo ko és wt egereket
hasznaltak-e a vizsgalatokhoz. Hasonloképpen nem deriil ki, hogy pl. a LTBR-Ig fuzios fehérjét
maguk allitottak-e eld. Nem kertiil emlitésre, hogy milyen statisztikai elemzéseket végeztek.

A modszertani leirasban a leglényegesebb alapmodszerek bemutatasara szoritkoztam, az egyéb
eljarasokra az egyes eredményekhez csatolt cikkekben térek ki részletesen, ezek kiilon leirasat a
modszertani részben redundansnak gondoltam. Ezek koz¢ tartozik az egerek részletesebb bemutatasa
is, amik a kisérlettdl fiiggden eltérd eredetiiek lehettek (intézeti SPF allathazban tartott egerek,
Jackson Laboratories-t6l vagy egyiittmiilkod6é partnerektdl szarmazo torzsek, vagy esetleg csak
kiildott szovetmintak). Szintén a kisérlet tipusatol fliggden allitottuk 0ssze a kisérleti csoportokat, igy
voltak KO/vad tipust 0sszehasonlitdsok (pl. az Nkx2-3 hianyanak tanulményozésa soran BALB/c
alapra visszakeresztezett Nkx2-3 KO és BALB/c egér), illetve tobbszoros mutacid (pl. Nkx2-37x
mCD19% Tgq ill. Nkx2-37xLtbr’ kettés KO) esetén KO/heterozigdta alomtars egyarant, ahogy azt
az egyes cikkek tartalmazzak, az értékeléshez hasznalt statisztikai eljarasokkal egyiitt. A LTPR-Ig
fazios fehérjét Jeff Browning (Biogen) bocsajtotta rendelkezésiinkre.

Az értekezésemben a nyirokszovet-fejlodésre vonatkozd munkdm eredményeire szoritkoztam,
amiket ilyen formaban gondoltam komplettnek, és kihagyasuk az egész értelmezhetdségének a
rovasara ment volna, illetve az egyes részleteknél gondoltam relevansnak az eredmények

ey

| 2. A tablazatoknak csak sorszama van, de cimiik nincs. |

Az értekezés Osszedllitasanal torekedtem arra, hogy a megfeleld szovegkornyezetbe helyezve
kertiljenek a tablazatok is, de elfogadom Birald észrevételét, hogy megfelelobb lett volna a
tablazatokat cimmel is ellatni.

3. Az abrak egy része estén nem kertilt feltiintetésre a vizsgalt allatok szama (pl. 6.1 abra, 6.2 dbra,
6.3, 6.4 abrak).

Koszondm az észrevételt, az immunhisztologiai vizsgalatokat tipikusan 3-5 allaton tobbszor
ismételten végezziik.



4. A 6.10 abran ugy keriil feltiintetésre az Nkx2-3-/- egérbdl szarmazo metszet, hogy a szovegben
még egyaltalan nem esik sz6 az Nkx2-3-rol. Az értekezés tovabbi részében természetesen boven
esik sz0 errdl a genetikailag modositott egértdrzsrol.

A 62. oldalon 1év6 6.10. abranal valdéban nincs szé az Nkx2-3 mutécio jellemzdirdl, de elézdleg a
bevezetésben a 1ép fejlodés 3.2. részben targyalt transzkripcionalis szabalyozasdnak leirasaban a 33.
oldalon réviden ismertetem az Nkx2-3 korabban leirt jelentdségét. Ugyanakkor egyetértek, hogy
megfelelobb lett volna az Nkx2-3 hianyaban kialakulé fontosabb 1ét-szerkezeti eltéréseket ismét
megemliteni.

5. A 6.22 abran az Y tengely jeloléséhez szerencsésebb lett volna a biotin mellett/helyett a
Streptavidin PE-t mint fluoreszcens jelolést is feltiintetni.

Birdlonak igaza van, hogy fluoroforként valoban nem a biotin szolgél, hanem az utdna alkalmazott
Streptavidin-PE. A biotin jel6lés hasznalatanak az oka, hogy (a CFSE-hez hasonldan) az abran a
jelolo agenseket neveztem meg. A CFSE szintén nem dnmagaban, hanem intracelluléris hidrolizisét
kovetden valik aktiv fluoroforra.

6. 103. oldal: ,,GFP-jeldlt limfocitak™ helyett talan helyesebb lett volna a GFP-pozitiv limfocitak
kifejezés, hiszen itt nem jelolt, hanem GFP-t expresszalo Tg egér sejtjeirdl van szo.

Egyetértek a kifogassal, a tovabbiakban ugyanezen az oldalon ekként is szerepel a megjelolés.

7. A 108. oldalon ,,szuszceptibiltasi hely” szerepel, a szuszceptibilitasi 16kusz vagy all¢l kifejezés
haszndlata ebben az esetben pontosabb lett volna.

Valdban, az alkalmazott magyarositott ebben a modban nem helyénvald, jobb lett volna a Biralo altal
javasolt valtozat.

‘ 8. Néhany abra esetében angol felirat szerepel (pl. a 110. oldalon a 6.44 és 6.45 abrik esetében) ‘

Az abrakat kovetkezetesen a relevans kozleménybdl emeltem at, ezért maradtak benne angol
kifejezések, roviditések. Az egyediili kivétel az eddig még részben nem publikalt 6.1 és 6.2 abra az
altalunk eldallitott stroma-reaktiv monoklonalis antitestek nyirokszdoveti festodésének illusztralasara.



9. 122. oldalon olvashato
CD45+CD3CD19CD90+RORyt+

CD45+C3CD19CD90+RORyt+  fenotipus  helyesen

K06szonom az észrevételt és a javitast.

Kérdések:

1. A szovetfragmentumokkal torténé immunizalas soran vélhetleg oOhatatlanul nekrotikus
sejtmaradvanyok is beoltasra keriiltek. A szovet-fragmentumokkal immunizalt patkdnyokban
milyen volt a sejtfelszini és az intracellularis antigénekkel reagalé klonok aranya? Tesztelték-e a
klonokat nem limfoid szoveteken is?

Bar igyekeztiink a hipoxias periddust roviditeni, valoban kialakulhatott szoveti nekrozis, de a kapott
hybridomaék kivalasztasanal torekedtiink a sejtfelszini markerekkel reagal6 antitestek eldallitasara. A
sejtfelszini és intracellularis antigénekkel reagald klonok aranyat nem vizsgaltuk. Az eléallitott
stroma-reaktiv antitestek nem-nyirokszoveti (1ép, nyirokcsomd, Peyer-plakk, timusz) reaktivitasat
vese, maj, agy, szivizom szovetmintakon vizsgaltuk immunhisztologiai médszerekkel. Eredményeink
szerint valtozatos mértékben és megoszlasban nem-nyirokszoveti reaktivitas is megfigyelhetd volt,

elsésorban endotél-sejtekkel szemben (1. tablazat).

”r

I. tablazat. A nyirokszoveti stroma-elemekkel szemben eléallitott monoklonalis antitestek
immunhisztolégiai reaktivitasa nem-limfoid szoveteken

mAb klon L. ,
Sejtfelszini antigén Vese Maj Agy Sziv
IBL-7/1 glomerulus, proximalis centralis és p_ortélis ) endokardiélis és. szivizom
tubulus véna, vénas szinuszok mikrovaszkularis endotél
IBL-9/2 - vénas szinuszok - -
lomerulus, disztalis centralis és portalis . szivizom
IBL-18 ¢ tubulus véna, vénas sIz)inuszok pl. choroideus mikrovaszkularis endotél
IBL-20 | glomerulus, kéregdllomdny | centrdlis és portalis | ) " oporoidens | endokardidlis endoteél
kapillarisok véna, vénas szinuszok
IBL-22 glomerulus, proximalis centralis és pprtélis ) en.dokardiélis e’s‘ szivizom
tubulus véna, vénas szinuszok mikrovaszkularis endotél
ECM antigén
IBL-7/22 Bowmaq-tok, glomerulus, vénas szinusz vaszkularis endokardialis és kapillaris
tubularis bazalmembran bazalmembran bazalmembran bazalmembran
IBL-10 juxtaglomerularis sejtek - - -
IBL-11 i i - i
IBL-19 glomerulus, tubularis vénas szinusz vaszkularis endokardialis és kapillaris
bazalmembran bazalmembran bazalmembran bazalmembran
IBL-21 glomerulus, tubularis vénas szinusz vaszkularis endokardidlis és kapillaris
bazalmembran bazalmembran bazalmembran bazalmembran

‘ 2. Vannak-e az irodalomban ,,single cell” adatok a 1ép stroma heterogenitasara vonatkozoan?

2019-ben jelent meg Cheng, Ludewig és mtsaitol egy részletes sScRNA-seq tanulmany, amelyben a
Ccl19 promoter-kapcsolt YFP markergén segitségével a 1ép fehér pulpa fibroblaszt-halozatanak
populacio- és egysejt-mRNS jellemzdit, valamint a LTPR-fliggd sejtosszetevok differencialodasi
utvonalait ismertetik. Ezek alapjan 11 fibroblaszt-jellegli sejtpopulaciot kiilonitettek el, amiben 6
alcsoportban volt kimutathaté Ccl19-fliggé YFP kifejez6dés, valamint alcsoport-specifikus mRNS-
mintazat. Ezek koziil a perivaszkularis (PRC) sejtek a LTPR aktivitastol fiiggetlenek, és az érpalyat



hatarold (muralis) és fehér pulpa fibroblasztok eldalakjaiként funkcionalhatnak. Ezekbdl a sziiletést
kovetéen LTPR szigndl hatasara egy T-zéna retikulumsejt (TRC) illetve egy marginalis
retikulumsejt-follikularis dendritikus sejt (MRC-FDC) kiilonvalas, mint lehetséges differencialodasi
specifikacio valosziniisithetd. Ezek az adatok megerdsitik azon korabbi megfigyelésiinket, ami
szerint a posztnatalis korban a legkorabbi FDC el6alakok (FDC-M1Y/CR1.27) a fejlédé6 MZ
teriiletében mutathatok ki, valamint csiracentrum-reakciot kovetden a csiracentrum-asszocialt FDC
VCAM-1*/MAdJCAM-1* MRC kompartmentjei kozott kézvetlen kapcsolodas all fenn.

®  Cheng HW, Onder L, Novkovic M, Soneson C, Liitge M, Pikor N, Scandella E, Robinson MD, Miyazaki JI, Tersteegen A, Sorg U, Pfeffer
K, Riilicke T, Hehlgans T, Ludewig B. Origin and differentiation trajectories of fibroblastic reticular cells in the splenic white pulp. Nat
Commun. 2019 10:1739. doi: 10.1038/s41467-019-09728-3.

®  Balogh P, Aydar Y, Tew JG, Szakal AK. Ontogeny of the follicular dendritic cell phenotype and function in the postnatal murine spleen.
Cell Immunol. 2001 214:45-53.

® Balogh P, Aydar Y, Tew JG, Szakal AK. Appearance and phenotype of murine follicular dendritic cells expressing VCAM-1. Anat Rec.
2002 268:160-8.

3. Jolismert tény, hogy a B sejt epitopok azonositdsa mennyire nehéz. Az is nyilvanvalo, hogy a
patkany monoklondlis antitestek eldallitasa sok évvel ezel6tt tortént. A monoklonalis antitest panel
létrehozasa ota eltelt iddszakban ismertté valt-e olyan uj modszer, amelyet - amennyiben ez lenne
a cél — hatékonyan lehetne alkalmazni a 1étrehozott nagyszami monoklonélis antitest antigénjének

¢s epitdpjanak azonositasara?

Intézetiinkben kordbban Czompoly Tamas sikeresen honositotta meg az epitop fag-display eljarast,
amivel pl. a CD45RC-specifikus IBL-8 monoklonalis antitest epitop-specificitasat protein szekvencia
adatbazisokban végzett elemzéssel sikeriilt meghataroznunk. Remélhetdleg az eljaras a legkdzelebbi
jovében ismét alkalmazhato lesz a stromalis reaktivitasu ellenanyagok epitop-meghatarozasara.

®  Czompoly T, Labadi A, Balazs M, Németh P, Balogh P. Use of cyclic peptide phage display library for the identification of a CD45RC
epitope expressed on murine B cells and their precursors. Biochem Biophys Res Commun. 2003 307:791-6.

"o

| 4. Hasznaljdk-e mas kutatocsoportok az eléallitott monoklonalis antitesteket? \

A hazai kutatocsoportok koziil az ELTE és DE munkatarsai ill. PhD hallgatoi, illetve nemzetkozi
munkakban is a stroma-specifikus antitestek kozil az IBL-9/2, IBL-11 és IBL-12 antitesteket
hasznaltak. A leukocita-specifikus ellenanyagok jelentds része (IBL-3/16 és IBL-5/25[anti-CD45],
IBL-3/25 [anti-CD8], IBL-5/22 [anti-MHC 1], IBL-6/23 [anti-CD90], IBL-6/2 [anti-CD11a])
kiilonboz6 kiszerelési formaban helyi kisvallalkozasok révén a nemzetkdzi piacon hozzaférhetd és
jelenik meg publikacidkban.

®  Berahovich RD, Zabel BA, Lewén S, Walters MJ, Ebsworth K, Wang Y, Jaen JC, Schall TJ. Endothelial expression of CXCR7 and the
regulation of systemic CXCL12 levels. Immunology. 2014 141:111-22.

®  Guo F, Weih D, Meier E, Weih F. Constitutive alternative NF-kappaB signaling promotes marginal zone B-cell development but disrupts
the marginal sinus and induces HEV-like structures in the spleen. Blood. 2007 110:2381-9.

® QOjala JR, Pikkarainen T, Tuuttila A, Sandalova T, Tryggvason K. Crystal structure of the cysteine-rich domain of scavenger receptor
MARCO reveals the presence of a basic and an acidic cluster that both contribute to ligand recognition. J Biol Chem. 2007 282:16654-66.

‘ 5. Végeztek-e funkcionalis vizsgalatokat a sajat monoklonalis antitestekkel (pl. in vivo blokkolas)? ’




Szamos antitest esetében in vivo T-sejt depletalo hatast mutattunk ki (IBL-1/anti-CD90, IBL-
3/25/anti-CDY), illetve indirekt modon (IBL-12 — anti-MARCO) a MZ makrofagokon keresztiil
mobilizalta a MZ B-sejteket.

®  Mihalj M, Kellermayer Z, Balogh P. Follicles in gut-associated lymphoid tissues create preferential survival niches for follicular Th cells
escaping Thy-1-specific depletion in mice. Int Immunol. 2013 25:423-35.

®  Kvell K, Czémpoly T, Pikkarainen T, Balogh P. Species-specific restriction of cell surface expression of mouse MARCO glycoprotein in
murine cell lines. Biochem Biophys Res Commun. 2006 341:1193-202.

6. A follikularis dendritikus sejtek iccosomait az 59. oldalon mint komplement-fragmentumokkal
fedett komplexeket (iccosoma) emliti a Jeldlt. A szakirodalom immunkomplexekkel fedett
testecskékként is emliti az iccosomadkat. Van-e az iccosomaknak membran komponense?
Lehetséges-e, hogy az iccosomdk az FDC felszin¢hez tapadt extracellularis vezikuldk, melyeket
immunkomplexek és komplement molekuldk boritanak?

Az iccosoma-képz6dés soran affinitas-fliggé modon rendezédhet el/kapcsolodhat az IgM-Ag
komplex az FDC felszinén (az IgG kevésbé hatékonyan kotddik) MZ B-sejtek (1ép) vagy
szubkapszularis makrofagok (nyirokcsomok) kozvetitésével. Cyster ¢és mtsai intravitalis
mikroszkopos vizsgalatokkal HEL-PE jelolt antigén felhasznalasaval nagyméretli iccosomak B-
sejtek altali felvételét igazoltdk az FDC felszivérdl, ami alapjan feltételezhetd, hogy a B-sejtek altal
felismer iccosomakban membran-6sszetevok is eléfordulhatnak. Az iccosomak méretiik alapjan
lehetséges extracellularis mikrovezikula-jeldltek, ugyanakkor ezek képzésének cellularis
mechanizmusa jelenleg az FDC tisztitdsanak extrém nehézségei miatt nem tisztazott.

®  Zhang Y, Garcia-lbanez L, Toellner KM. Regulation of germinal center B-cell differentiation. Immunol Rev. 2016 270:8-19.

®  Suzuki K, Grigorova I, Phan TG, Kelly LM, Cyster JG. Visualizing B cell capture of cognate antigen from follicular dendritic cells. J Exp
Med. 2009 206:1485-93.

®  Denzer K, van Eijk M, Kleijmeer MJ, Jakobson E, de Groot C, Geuze HJ. Follicular dendritic cells carry MHC class ll-expressing
microvesicles at their surface. J Immunol. 2000 165:1259-65.

7. Létezik-e MARCO hianyos egér, ha igen, mi volt az oka, hogy nem vizsgaltak? Milyen
fenotipussal rendelkezik a MARCO KO egér?

A Marco” egerekre a MZ szervezédésének diszkrét zavara, valamint a T-independens
immunvalaszok gatlasa jellemzd, stlyosabb fenotipusbéli eltérések nélkiil. A MARCO receptor
hianya ugyanakkor nem jelentette a MZ makrofag-szervezddés celluléris defektust, aminek hatasarol
Arnon és mtsai szamoltak be. Ebben a SIGN-R1*/MARCO* MZ makrofagok hianya (a TrH sejtek
differencialodasat kivaltdé dendritikus sejtek hianyan keresztiil) a T-sejt dependens csirakdzpont-
reakcid defektusat okozta. fgy a MZ makrofagok a MARCO molekula részvételével a MZ
szervezOdéséhez jarulnak hozza, mig tovabbi sejtes interakciok révén indirekten a nyiroktiiszd
érésében is fontos szerepet jatszanak. Eddigi kisérleteinkben a Marco” egerek alkalmazasara nem
volt sziikség.

®  Chen'Y, Pikkarainen T, Elomaa O, Soininen R, Kodama T, Kraal G, Tryggvason K. Defective microarchitecture of the spleen marginal zone
and impaired response to a thymus-independent type 2 antigen in mice lacking scavenger receptors MARCO and SR-A. J Immunol. 2005
175:8173-80.

®  Pirgova G, Chauveau A, MacLean AJ, Cyster JG, Arnon TI. Marginal zone SIGN-R1* macrophages are essential for the maturation of
germinal center B cells in the spleen. Proc Natl Acad Sci U S A. 2020 117:12295-12305.



8. A 62. oldalon szerepel, hogy a 1ép nyiroktiiszékben a MARCO az FDC feliiletén fibrillaris
kotegekbe rendezett granulalt képleteket alkot. Mik ezek a granularis képletek? A kérdésem az,
hogy lehetséges-e, hogy a MARCO extracellularis vezikula felszinén van jelen, mely az FDC
membranjahoz tapad?

A  FDC-kapcsolt MARCO-tartalmtt  granulumok egyéb  Osszetételérél, képzddésének
mechanizmusarol nincs tovabbi ismeretiink. Az ECV jelleg megerdsitése in situ tovabbi ECV
markerekkel (CD9, CD63, CD81) és szuperrezolucios mikroszkdpos eljarasokkal (STED) lehetséges.
Az FDC intakt formaban (nem-enzimatikus) val6 izolalasa ECV kotés vizsgalatara nem kivitelezhetd,
¢s nincs bizonyitottan FDC-eredetli sejtvonal. Ugyanakkor a MARCO scavenger receptor
(feltehetdleg pozitiv toltésti kollagén-részletével) képes exosomak megkotésére, eldzetes polyG
ligandkotése gatolta az ECV megkotését in vitro CHO sejteken. Ennek a megfigyelésnek az FDC-re
vonatkoztathat6 in vivo relevancidja, ugyanis sejtvonal-fliggd mdédon a MARCO kifejezddése
eltérhet. A CHO sejtekkel ellentétben kiilonb6zo egér sejtvonalak sajat adataink alapjan refrakterek
a MARCO sejtfelszini megjelenitésével szemben, ezért egyelére nem 4all rendelkezésiinkre
potencialisan MARCO-tartalmii ECV-t generalé makrofag sejtvonal.

®  Kanno S, Hirano S, Sakamoto T, Furuyama A, Takase H, Kato H, Fukuta M, Aoki Y. Scavenger receptor MARCO contributes to cellular
internalization of exosomes by dynamin-dependent endocytosis and macropinocytosis. Sci Rep. 2020 10:21795. doi: 10.1038/s41598-020-
78464-2.

®  Kvell K, Czompély T, Pikkarainen T, Balogh P. Species-specific restriction of cell surface expression of mouse MARCO glycoprotein in
murine cell lines. Biochem Biophys Res Commun. 2006 341:1193-202.

9. Ismert-e 1ényeges kiilonbség az egyes vad tipust beltenyésztett egértorzsek limfoid szerveinek
vaszkuldris és stromdlis szervezédésében?

Jelenleg nincsenek olyan publikalt adatok, amik a leggyakrabban alkalmazott egértorzsek (BALB/c,
C57Bl/6) kozott stromadlis eltéréseket mutatnanak, ugyanakkor jellegzetes limfoid eltéréseket
igazoltak T/B-sejt aranyban, Treg gyakorisagban (BALB/c > C57Bl/6) illetve MZ B-sejt szamban
(BALB/c < C57BI/6).

®  Hensel JA, Khattar V, Ashton R, Ponnazhagan S. Characterization of immune cell subtypes in three commonly used mouse strains reveals
gender and strain-specific variations. Lab Invest. 2019 99:93-106.

®  Turner VM, Mabbott NA. Influence of ageing on the microarchitecture of the spleen and lymph nodes. Biogerontology. 2017 18:723-738.

10. Evolaciésan mikor jelennek meg a Pbx1, Nkx2-3/Bapxl, a TIx1/HOX11 ¢és a Nkx2-5
transzkripcids faktorok?

A Pbx1 gén (valamint gerincesekben a Pbx2, Pbx3 és Pbx4) a hdrom aminosav (PYP) hurok extenzi6t
tartalmazd (TALE) homeobox-tartalmu transzkripcids faktor szupercsalad PBC osztalyaba tartozik.
Muslicédban egy (Exd) analdgja az embriondlis test szegmentalodasért felelds, fonalféregben harom
rokon gén fordul eld, a Ceh-20 a mezodermalis, a Ceh-40 és Ceh-60 a neurondlis (dopaminerg és érzd
idegsejtek) fejlodést szabalyozhatja.

Az Nkx3-2 az NKB3-gének (Nirenberg-Kim) kozé tartozik, amik koziil az ecetmuslica NK3
csoportban harom tag van (ventralis idegszovet-defektiv [vnd], bagpipe [bap] és tinman [tin]), ezek
koziil az emlés Nkx3-2 a bagpipe analognak tekinthetd, analdgjai az Osszes gerincesben



kimutathatok. Szerepe a gerincoszlop elétti €s a gyomor-1€p eldtelep koriili mezenhima fejlédésének
iranyitasa.

Az NK4 csoportban 1év6 tinman analogja az Nkx2-3 és Nkx2-5, zebrahalban még az Nkx2-7, aminek
kifejezddése megeldzi az Nkx2-5 gént, mig csirkében az Nkx2-5-tel pdrhuzamosan megjelend Nkx-
8 a szivfejlodésben valodszinilileg redundans (igy az emlds Nkx2-3-hoz hasonld), mig fontosabb

rom

szerepet jatszik a thymus fejlodésben (az Nkx2-3-t6l eltérden).

A TIx1/HOX11 szintén az NK klaszter tagja, amely homologja mar szivacsokban is kimutathato.
Eredetiiket tekintve a HOX, ParaHox és NK gének egy 6si ProtoHox Metazoa gén-klaszterben
helyezkedtek el, feltehetéleg duplikacié és kromoszoma-torések soran. Altalanossagban feltételezik,
hogy a muslicédban és sziinyogokban az NK-csoport egységként megmaradt, de elégerinchurosoktol
kezdddden a szegmentalodassal és a jobb-bal oldalpreferencidval pairhuzamosan harom klaszterre valt
szét az egyes tagok tandem duplikacidjaval, mutaciokkal, valamint elvesztéssel.

®  Schulte D, Geerts D. MEIS transcription factors in development and disease. Development. 2019 146. doi: 10.1242/dev.174706.

®  Selleri L, Zappavigna V, Ferretti E. '‘Building a perfect body": control of vertebrate organogenesis by PBX-dependent regulatory networks.
Genes Dev. 2019 33:258-275.

® | ettice L, Hecksher-Serensen J, Hill R. The role of Bapx1 (Nkx3.2) in the development and evolution of the axial skeleton. J Anat. 2001
199:181-7.

® |ee KH, Xu Q, Breitbart RE. A new tinman-related gene, nkx2.7, anticipates the expression of nkx2.5 and nkx2.3 in zebrafish heart and
pharyngeal endoderm. Dev Biol. 1996 180:722-31.

®  Reecy JM, Yamada M, Cummings K, Sosic D, Chen CY, Eichele G, Olson EN, Schwartz RJ. Chicken Nkx-2.8: a novel homeobox gene
expressed in early heart progenitor cells and pharyngeal pouch-2 and -3 endoderm. Dev Biol. 1997 188:295-311.

®  Garcia-Fernandez J. The genesis and evolution of homeobox gene clusters. Nat Rev Genet. 2005 6:881-92.

® | uke GN, Castro LF, McLay K, Bird C, Coulson A, Holland PW. Dispersal of NK homeobox gene clusters in amphioxus and humans. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2003 100:5292-5.

®  Holland PW. Evolution of homeobox genes. Wiley Interdiscip Rev Dev Biol. 2013 2:31-45.

®  Coutinho CC, Fonseca RN, Mansure JJ, Borojevic R. Early steps in the evolution of multicellularity: deep structural and functional
homologies among homeobox genes in sponges and higher metazoans. Mech Dev. 2003 120:429-40.

11. A PNAJ addresszinek vazfehérjéje esetében poszttranszlacios modositasokat végzd enzimek
(pl. szulfotranszferazok és fukoziltranszferaciok) génexpresszido szabalyozasaval kapcsolatban
kérdezem, hogy a fenti enzimek génjei milyen transzkripcids faktor kotdhelyeket hordoznak? Van-
e pl. Nkx2-3 kotohely a szulfotranszferaz génekben? A fenti PNAd adresszin vazfehérjék mellett
milyen mas szubsztratokat modosithatnak egyidejiileg?

Az Nkx2-3 vaszkularis hatasanak/szerepének megértésében kulcsfontossagn a célgénjeinek
meghatarozasa. Ennek in silico prediktiv analizisére kiilonb6z6 online promoter adatbazisok (pl.
JASPAR - http://jaspar.genereg.net/, LASAGNA - https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu stb. vagy
Ingenuity Pathway Analysis applikacio), illetve (pl. a Chst2 enzim potencialis egyéb szubsztrat-
partnereinek kijelolésére) fehérje interakcios adatbazisok (pl. https://string-db.org/) felhasznalasaval
bioinformatikai mddszerek révén van lehetdség. A promoter-szabalyozasra vonatkozd predikciot
ChIP moédszerrel vagy luciferaz stb. riporter eljarassal validalhatjuk. Ilyen jellegi tanulmanyokat
egyeldre nem folytattunk, de a PTE bioinformatikai kutatdcsoportjaval tervezziik ezek elvégzését, a
jelenleg mar folyamatban 1évé Nkx2-3-hianyos és vad tipusu egérbdl szarmazo 1ép- és bélmintak
génexpresszios/mRNS vizsgalatat kovetden.

‘ 12. Milyen pozitiv regulatorai vannak a GlyCAM-1 gén expresszidjanak? ’



http://jaspar.genereg.net/
https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu/
https://string-db.org/

Eddigi informacio alapjan a GlyCAM-1 génexpressziot a prolaktin indukalja a Jak2/Stat5
részvételével, utobbi a Glycam promoter két interferon-gamma aktivalt hely (GAS1/2)
szekvencidkhoz kapcsolodik.

®  Hou Z, Srivastava S, Mistry MJ, Herbst MP, Bailey JP, Horseman ND. Two tandemly linked interferon-gamma-activated sequence elements
in the promoter of glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1 gene synergistically respond to prolactin in mouse mammary epithelial
cells. Mol Endocrinol. 2003 17:1910-20.

13. A Nkx2-3 ko egér 1épében csokkent E. Coli megtapadas figyelhet6 meg. Mennyire altalanos
ez? Vizsgélt-e mas baktériumot?

Eddig csak ezt az egy baktérium-torzset vizsgaltuk, mas baktérium illetve gomba megtapadasi
jellemzdit nem tanulményoztuk.

‘ 14. Mi a gyakorisdga és biologiai jelentdsége/szerepe a vords pulpaban a megakaryocytaknak? ‘

Normadl vad tipust egérben kisebb csoportokban helyezkednek el, metszetenként 10-30 kozotti
szamban. Eddigi nem publikalt adataink szerint TPO-agonista Romiplostin hatdsara szamuk
jelentdsen megnd. Szamuk szintén valtozhat az életkorral, a gyakorisagukat szexualhormonok
befolyasoljak. A 1ép megakariocitdknak szerepe lehet a helyi plazmasejt niche kialakitdsdban a
csontveldi PC-niche gatlasa soran, ahol eldsegithetik myeloma sejtek korai expanziojat is.

®  Teufel S, Grétsch B, Luther J, Derer A, Schinke T, Amling M, Schett G, Mielenz D, David JP. Inhibition of bone remodeling in young mice
by bisphosphonate displaces the plasma cell niche into the spleen. J Immunol. 2014 193:223-33.

®  Wong D, Winter O, Hartig C, Siebels S, Szyska M, Tiburzy B, Meng L, Kulkarni U, Fahnrich A, Bommert K, Bargou R, Berek C, Chu VT,
Bogen B, Jundt F, Manz RA. Eosinophils and megakaryocytes support the early growth of murine MOPC315 myeloma cells in their bone
marrow niches. PLoS One. 2014 9:¢109018. doi: 10.1371/journal.pone.0109018.

15. Van-e oka, hogy a vizsgélatok soran jellemzéen nem végeztek 3D rekonstrukciot. Milyen
esetben adhatott volna tobbletinformaciot?

Az altalunk vizsgalt folyamatokban (posztnatalis nyirokszovet-fejlodés) illetve az Nkx2-3
mutacioban fellépd szovet-Osszetétel eltérések kimutatdsdra (pl. FDC megjelenése, kiilonbozo
fenotipusu endotéllel bélelt érképletek elhelyezkedése, vagy ektopiads HEV-ek és ezek addresszin-
jellemzéinek vizsgalata, LTPR szerepe stb.) nem volt sziikség 3D rekonstrukciora a szerkezet-analizis
soran. A kiilonb6zd kompartmentek kozotti kapcsolodast jelentd  follikularis MARCO
elhelyezkedésének, illetve a FLAg képletek ér-szervezOdésének vizsgalatdira az egyes
szovetkomponensek kozotti térbeli viszony meghatarozasara hasznaltuk a konfokalis mikroszkop
nyujtotta lehetdségeket, ugyanakkor figyelembe kell venniink ennek korlatait, els6 sorban a Z-tengely
mentén jelentkezd csdkkent feloldast és teljes szOvetmérethez viszonyitottan kis szdvet-tertilet
vizsgalhatosagot. A teljes szovet (embrid, teljes nyirokcsomo vagy 1€p, vagy kiterjedt bélszakasz) 3D
rekonstrukciodjara a jelenleg legmegfelelobb eljaras a light sheet fluorescence microscopy (LSFM)
lenne, ami szamunkra egyel6re nem elérhetd. A 3D vizsgalat az egyes stromalis komponensek ¢és
limfoid sejtek 0sszekapcsolodasara vonatkozoan 2-foton mikroszkopos eljarasban nytjthat tovabbi
értékes informacidt, ezek elvégzésére reményeink szerint az egyetemen lesz lehetdség.



‘ 16. Hogyan latja az in situ intratumoralis HEV indukcion alapuld tumor terapias megkozelitést? ‘

A modern terapids daganatimmunoldgia egyik igéretes irdnya az immunkompetens nyirokszoveti
aktivitads erdsitése a daganat-terjedési folyamatok egyidejii gatlasaval. Egy koradbbi megfigyelés
szerint szamos tumorban megjelend limfoid infiltratumban eléforduld6 HEV-jelenlét jobb lefolyassal
parosult (kevesebb relapszus, hosszabb remisszid), felvetve a HEV-indukcid elvi terapiés lehetdségét.
Ezek a HEV-indukciora képes, és esetenként komplex struktaralodast (nyiroktiisz6, csiracentrum, T-
sejtes zona) mutatd képletek tercier nyirokszovetnek tekinthetok, képzddésiikben a szekunder
nyirokszoveti morfogének (elsdsorban LTB-kozvetitd sejtek, gyakran dendritikus sejtek) vesznek
részt. A kozelmultban meriilt fel ezeknek a specializalt érszegmentumoknak a VEGFR2/PD-L1
kombinalt gatlasaval, valamint az erre refrakter tumorokban a LTR-agonista kezeléssel elért terapids
indukcidja. Tovabbi terdpids lehetdségként (HEV-irdnyl tanszdifferenciacio nélkiil, de fokozott
leukocita-adherencia révén) gyulladasos citokinek ¢és megfeleld effektor T-sejt/NK-sejt
megtelepedést irdnyité kemokinek alkalmazésaval is fokozhaté az addig ,,immune desert cancer”
teriiletek hatékony immunterapidja. Ez egyben szabalyozhatja az adott teriiletre irdnyul6 limfocita-
Osszetételt, ezaltal csokkentve az immunszuppressziv aktivitast, igy tumorprogressziot eldsegitd
limfocitdk felhalmozodéasat. Ez az eljaras kiilonb6zé tumorszoveti mikrokornyezet (tiido, bél,
hasnyalmirigy, petefészek stb.) esetében szovet-specifikus modulacidt igényel, és az egyébként is
HEV-tartalmu limfoid daganatok valoszintiileg kivételt jelentenek.

®  Martinet L, Garrido I, Filleron T, Le Guellec S, Bellard E, Fournie JJ, Rochaix P, Girard JP. Human solid tumors contain high endothelial
venules: association with T- and B-lymphocyte infiltration and favorable prognosis in breast cancer. Cancer Res. 2011 71:5678-87.

®  Martinet L, Filleron T, Le Guellec S, Rochaix P, Garrido I, Girard JP. High endothelial venule blood vessels for tumor-infiltrating
lymphocytes are associated with lymphotoxin B-producing dendritic cells in human breast cancer. J Immunol. 2013 191:2001-8.

®  Allen E, Jabouille A, Rivera LB, Lodewijckx I, Missiaen R, Steri V, Feyen K, Tawney J, Hanahan D, Michael IP, Bergers G. Combined
antiangiogenic and anti-PD-L1 therapy stimulates tumor immunity through HEV formation. Sci Transl Med. 2017 9:eaak9679. doi:
10.1126/scitransImed.aak9679.

®  Duru G, van Egmond M, Heemskerk N. A Window of Opportunity: Targeting Cancer Endothelium to Enhance Immunotherapy. Front
Immunol. 2020 11:584723. doi: 10.3389/fimmu.2020.584723.

17. Milyen mechanizmust feltételez az Nkx2-3 hianyaban megfigyelt DSS-sel szembeni protektiv
hatds mechanizmusara a tunica muscularis mucosae-ban elhelyezkedd VAP-1 pozitiv nem
haematopoietikus sejtek révén?

A DSS-provokalt colitis hatdismechanizmusa elsésorban kémiai detergens-irritans hatas altal kivaltott
intesztinalis barrier-karosodas, amit a karosodott hamon keresztiil bélbaktérium-kolonizacié miatti
gyulladas kovet. Szintén fontos kortani 6sszetevo lehet a mucin-0sszetétel (transzmembran Mucl és
Muc4 illetve szekretalt Muc2) megvaltozasa és szulfataltsagi allapottol fiiggd viszkozitasa, valamint
a DSS bélflorara kifejtett hatdsa. Emellett a gyulladas kivalthatésaga az allathdzi koriilményektdl
(germ-free, SPF illetve konvencionalis) és egértorzstdl (a BALB/c altalaban érzékeny) fiiggben is
eltéro lehet.

crer

amiben a bélham Ossejt-zug szabalyozasdnak a megvaltozasa lehet az elsddleges tényezd. Ennek
lehetdségét egy korabbi cikkben a bor €s bél miofibroblasztok kézotti kiilonbség vetette fel, ahol az
Nkx2-3 a bél vAP-l-pozitiv miofibroblaszt (esetleg alcsoportja) specifikus markere. A
hatdsmechanizmus egyeldre nem ismert, felderitésében ezen sejtek izolalasa és Lgr-5+ intesztinalis
ham-dssejtekkel vald kolcsonhatdsainak munkacsoportunk altal mar elkezdett vizsgalata adhat
felvilagositast.



®  Eichele DD, Kharbanda KK. Dextran sodium sulfate colitis murine model: An indispensable tool for advancing our understanding of
inflammatory bowel diseases pathogenesis. World J Gastroenterol. 2017 23:6016-6029.

®  Hsia LT, Ashley N, Ouaret D, Wang LM, Wilding J, Bodmer WF. Myofibroblasts are distinguished from activated skin fibroblasts by the
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®  Barker N, van Es JH, Kuipers J, Kujala P, van den Born M, Cozijnsen M, Haegebarth A, Korving J, Begthel H, Peters PJ, Clevers H.
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| 18. Jelen vannak-e FLAg képletek mas savos hartyaval hatarolt iiregekben is (pl. pericardium)? |

A perikardialis zsirszovetben talaltunk FLAg képleteket, de ezek szerkezeti analizisét és a hasi FLA(g
struktarakkal valo 6sszehasonlitdsat még nem végeztiik el.

| 19. Mi lehet a FLAg képletek fiziologias szerepe? \

Feltételezhetéen vagy egy hatékonyabb peritonealis B-sejt megkotésben, vagy B-sejt valaszok
facilitalasaban jatszhatnak szerepet.

20. Intraperitonealis immunizalast (Ag+adjuvans) kovetden megfigyelhet6-e valtozas a FLAg-
ekben?

Ilyen kisérletet egyelére nem végeztiink, ugyanakkor intraperitonedlis zimozan hatdsara mind a
FLAg-ok szama, mind azok mérete szignifikdnsan megnott.

21. A 140. oldalon a 6.69 A (hasfalon keresztiili) és B (a hasiireg felnyitdsa utani) fluorescens jel
eloszlés igen eltérd. Mi lehet ennek az oka?

Elképzelésiink szerint a bélfodorban megfigyelt fokalis B-sejt akkumulacié fluoreszcencidjanak
kontrasztossagat a kozbeiktatott szovetek (hasfal, bor stb.) valamint a bélmozgasok egyiittesen
torzitjak.

22. A 142. 6.71 abra cime: ,,Szerozalis limfoid organoidok megjelenési formai”. Mi alapjan
definialja organoidként a FALC, protrusion és FLAg képleteket? Ismer-e mas in vivo organoid
megjelenési format?

A megjelenésiikben jelentds kiilonbségek vannak, ami alapjan a diffuz, feliileti elrendez6désti FALC,
a megvastagodo €s a széles alapon nyugvo, feliiletbdl kiemelkedd protruzid és a rovidebb tdmzsi vagy
hosszabb vékony nyéllel kapcsolodd FLAg elkiilonithetd.

Ismételten koszonom Buzas Edit akadémikus birdlatat és az értekezésem elfogadasat tamogato
véleményét. Bizom benne, hogy az észrevételeire és kérdéseire adott valaszaimat is megfelelonek
talalja.
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