Valaszok Prof. Dr. Balogh Péter egyetemi tanar opponensi véleményére

Mindenekel6tt szeretném kdszonni, doktori értékezés gondos attanulmanyozasat, a pozitiv biralatot és
a téma 1) aspektusait felvetd kérédéseket.

(1) 4 16-17. oldalon emlitett TNFR dltal kivdltott jelpdlydk szertedgazo eseményei (kanonikus és
alternativ NF-kB titvonal) felvetik a TNF-RI/RII esetleges eltérd szerepeit, illetve a ligandok (szolubilis
TNF, transzmembran TNF, valamint az ugyanezen TNF-receptorokhoz kapcsolodo limfotoxin-a3 dltal
kivdltott szigndlok kozotti kilonbségét. Jelolt ismer-e ezek kézott lefolyasbéli eltérést, illetve mi alapjan
ddlthet) el az eltérd vdlasz (pusztulds vagy aktivdcio) pl. a ligandot hordozo/termeld leukocitdk és a
receptort hordozo (célsejtek vagy nyirokszoveti stromalis) sejtek kozott?

A kérdésnek nagyon sok aspektusa van, a két receptor jelatvitelében, expressziés mintazataban, a
ligandumok receptor specificitdsdban, a termelodéstiket kivaltd stimulusokban meglévé kiilonbségek.

A TNF receptor altal kivaltott jelpalyék valoban igen szertedgazoak. Alapvetden a TNFR1 szignalizacid
NF«p és MAPK aktivacion keresztiil sejt aktivaciot okoz. Tébb anti-apoptotikus fehérje expresszidja is
NFxp fliggd, ezért intakt jelpalya esetén a sejthaldl utvonalak gatoltak. Azonban, ha az NF«kp
szignalizacios Utvonal nem mikodik, genetikai médosulasok, vagy intracelluldris korokozok miatt,
akkor kiilonb6zd sejthalal Gtvonalak aktivalédhatnak. Elsésorban a RIPK1 deubiqutinécidja, illetve a
TAK1 kindz mikoédésének hibai ismertek a TNFRI1 jelatvitelének sejthaldl irAnyd tranziciojaban
(10.1038/541419-019-2094-z).

A TNFR2 viszont nem tartalmaz halal domeént, ezért ez a receptor nem indukal sejthalalt. A TNFR2
stimulalasa sejt aktivacidhoz vezet az NFkB nem-kanonikus jelatvitelén és a PI3K aktivacidkon
keresztiil (10.3389/fcell.2021.725473).

A TNIFRI1 szinte minden sejten expresszalodik, mig TNFR2 expresszidja bizonyos sejttipusokra
korlatozott, T- és B-sejt alcsoportok, mieloid sejtek, gliasejtek, endotelialis sejttipusok, hamsejtek
fejezik ki és indukalhat6 fibroblasztokban és kiilonféle tumor sejtekben is (10.1038/s41419-018-1266-
6).

A fenti receptorokat potencidlisan aktivald ligandumok koziil a TNF membrankotdtt formaja
hatékonyan aktivalja a TNFR1-et és a TNFR2-t is. Az TNF szolubilis forméaja aktivalja a TNFR1-et,
azonban a TNFR2 jelpalyai nagyrészt inaktivak maradnak ennek bek6tédés utén is. (10.1038/s42003-
022-03179-1). A szolubilis limfotoxin LTa3 homotrimer, képes mindkét féle TNFR-hoz kétédni, és
ugyanazokat a jelatviteli itvonalakat aktivalni, mint a TNF, de ennek a citokinnek nincs membranhoz
kotott formaja. A TNF, illetve a LTa3 Kd értékei TNFR1 és a TNFR2 receptor esetében is hasonléak
(10.1074/jbc.271.16.9778, 10.1186/ar3376). A képet tovabb bonyolitja, hogy mind a TNFR1, mind a
TNFR2 megtalalhat6 oldhaté forméakban, amelyek TNF antagonistaként miikodnek.

A TNF-et foként a természetes immunrendszer sejtjei, mig LTo-t tilnyomdrészt limfocitak (Thl,
CTL, B sejtek) termelik, bar ez az elvalasztas nem kizarolagos (10.1186/ar3376).

A TNEF, illetve LTa knockout egerek fenotipusa alapjan a TNF hidnya nem okoz jelentds fejlodési
rendellenességeket, de az allatok velesziiletett immunvalasza jelentosen gyengiil. A LTa elsdsorban a

nyirokszervek fejlodéséhez sziikséges, de az immunvalaszban, igy a gyulladasban is szerepet jatszik
10.1186/ar3376.

A scjthalal vizsgalatok sordn szinte minden esetben rekombinans, szolubilis TNF-et
hasznéalnak/hasznalunk in vitro és in vivo vizsgalatokban is. Ezek alapjan a TNF/TNFR1 interakcio
onmagéban elég a szakirodalomban leirt sejthalal folymatokhoz. Kizarélag a TNFR2 stimulalasa (TNF,
vagy TNFRI1 deficiens egerek makrofagjain vizsgilva) nem okoz sejthalalt. Azonban a TNFR2
stimuléacidja autokrine TNF termelést eredményezhet, ami fokozza a TNFR1-on keresztiili sejthalalt



(10.1038/cddis.2016.285). Egy vizsgalat szerint a LTa apoptézist, nekroptézist és gyulladésos
szignalokat is indukél csontveléi makrofagokon , illetve MEF sejtvonalon, ugyanolyan intenzitdssal,
mint a TNF (10.1111/febs.12419).

Klinikai szempontbé] az anti-TNF terapia széleskérben hasznalt. Az anti-LTo, antitest, a pateklizumab,
hatdsos RA-ban szenvedd betegeknél, de nem ugyanolyan hatékony, mint a TNF-ellenes szer, az

adalimumab. Az etanercept egy szolubilis TNF-R2- alapulé fiiziés fehérje (ami a fentiek szerint TNF és
LTa gatlé is)

(2)  Szerzé a 19. oldalon irja, hogy a Fas T-sejire korldtozott hianya csékkent humordlis
immunvdlasszal jar. Osszekapcsolhaté-e ez a jelenség a Treg illetve a Jollikuldris T citotoxikus sejtek
(CXCR5+ Tfc — Yu D et al, Nat Immunol, 2016), mint a (megtartott) Fas-hordozd centroblasztokat
kontrolldlhaté sejtek homeoszidzisanak esetleges megvdltozdsdval?

Egér modellben, amennyiben a B sejtek expresszaljak a Fas receptort, de a T sejtek nem, a T sejteken
t6bbszordsére emelkedik a FasL mennyisége. Mivel ilyen kondiciok kozott a T sejt szdm is no, ez
Osszessegeben jelentésen noveli a T sejtek citotoxikus aktivitasat, ami az antigén-specifikus B sejt
valaszt is gatolhatja (10.1093/intimm/11.7.1035). B sejteken a Fas-FasL interakcé leginkédbb a T
dependens valasz szabalyozésaban ismert (10.3389/fimmu.2012.00207), igy valéban elsésorban a
CXCR5+ T sejt populaciok lehetnek érintettek. Ezek lehetnek az idézett CXCRS+ follikularis
citotoxikus T-sejtek (10.1038/ni.3543), de tSbb Th alcsoport, beleértve a follikuléris helper T sejteket,
a Thl és a Th17 sejteket is expresszalhatjik a FasL-ot (10.4049/jimmunol.1700420), és ezt a regulator
T sejtekrél is kimutattak (10.4049/jimmunol.178.8.4891). Nem ismerek olyan munkét, amely kimutatna,
hogy ezek kéziil kdzvetleniil melyik alpopulacié felelés a germinélis centrum B sejtek eliminaci6jéért.

(3) Az SHP-I foszfatdz szerepének vizsgdlata sordn Szerzi bemutatja, hogy bizonyos kozvetité
elemek (pl. a Cbl) foszforildcidja fiiggetlen a SHP-I RNS-interferencia alapi gdtldsdtdl. Lehet-e ebben
(a) a SHIP-1 alternativ foszfatdz a meghatdrozo elem, illetve (b) a (teljes) immunglobulinnal végzeit
antitesi-indukalt kisérleteikben a tirozin-foszforildciés mintdzat és a sejtvélasz Jjellegét befolydsolhatja-
e az A 20 célsejieken kifejez6dé FcyRII mint inhibitoros receptor (az 50. oldalon a 25. dbra
magyardzataban szerepel az anti-IgM F(ab)2 haszndlata)?

Egy immunreceptor tirozin alapt gatlé motivum (ITIM) szer(i szekvenciat irtak le 2002-ben a sejthalal
receptorok halal doménjében (10.1038/nm0102-61). Az ezt kodold peptid szakasz az SHP1 és SHP2
mellett az SHIP foszfatazt is megkotétte (hasonléan az FeyRIIb receptorok ITIM motivumahoz).

Az SHIP inozitol foszfatazként leginkabb indirekten vehet részt a Fas-medialt apoptozis, illetve a taléls
szignalok egyensulyanak szabalyozasaban. Tébb a BCR-medialt taléldjelek kozvetitésében résztvevd
fehérje tartalmaz az foszfatidilinozitolokhoz kapcsoldé PH domént (BTK, Gabl, Gab2, AKT), illetve
az altalunk vizsgalt Vav fehérje is ilyen.

2010-ben megfigyelték, hogy az SHIP egér T-scjteken elosegiti a CD95 glikozilacidjat ( Ez a folyamat
az SHIP ¢ép SH2 doménjét igényli, de fiiggetlen a foszfatdz aktivitasatél és az endoplazmatikus
retikulumban lokalizal SHIP-hez kéthetd). A glikozilalt CD95 nem tud oligomerizalédni, ami kérositja
az apoptotikus kaszkad jelatvitelét. Az SHIP feltehetéen szabalyozhatja a Fas expressziot is
(10.1371/journal.pone.0007919). Az Cbl és az SHIP fehérjék asszocidcidjat is leirtdk mar

(10.1016/j.exphem.2010.03.010). Ezek alapjan az SHIP szerepe a Fas-medialt folymatokban valéban
elképzelhetd.



szignalok a BCR-indukélt tulélod jeleket csokkentik, igy a Fas fliggd apoptozist indirekt modon

szabalyozhatjak. A két jelatviteli it tobb ponton hathat egymasra, példaul az Fcyllb receptorok
foszforilacigjaért  felelés Lyn kindz  ismert, hogy szabalyozza a Fas expresszidt
(10.1084/jem.184.3.831). Az eredményeinket részlegesen (leginkabb a tuléldjelek dozis fiiggését)
befolyasolhattak az FcyRIIb mediélt szignalok. Mivel a germinélis centrumban zajlé szelekcids 1épések

soran a ket receptor hatdsa sok esetben egyiittesen érvényesilhet, a kisérleti rendszert ezzel egyiitt is
értékelhetonek érzem.

(4) Az éretlen/tranziciondlis (TVI2) B-sejtek fenotipusdnak részeként a 49. oldalon a CD24 antigén
alacsony/hianyzo expresszidjat emliti — ez az idevonatkozé adatok szerint ellentétes a CD24/HSA
intenziv kifejezodésével (Mehler-Bahlburg A et al., JEM 2008, Benitez A et al., JI 2014). Hogyan
magyardzza a kozolt és alkalmazotifenotipizdlds kozétti kiilénbséget?

A dolgozatban eliras tértént, a HSA/CD24 expresszio magas az éretlen/tranzitionalis B sejteken. Az
altalunk koz6lt cikkben, mind a szovegben, mind az abran helyesen szerepel ,,Fig.1 shows that the cells
isolated from the spleen of irradiated, auto reconstituted animals were highly positive for IgM and HSA
and showed afaint IgD staining” (10.1016/s0165-2478(02)00017-2). Sajnos ez az 4bra a dolgozatban
nem keriilt bemutatéasra. Elnézést az elirdsért és kdszondm az alapos biralatot!

(5)A4 27. dbran (52. oldal) a TLRS5-ligandkotésnek a sejthaldl mériékét fokozé hatdsdt a FasL hatdschoz
viszonyitja (ami igy a 100%-ot is meghaladja), mig ugyanezen szakaszban a 26. és 28. dbra a felirat
alapjén nem igy dbrdzolja az eredményeket. Mi az eltérés indoka? Hogyan magyardzza, hogy a
neutralizalé anti-TLRS antitest nem vdltott ki a flagellinhez hasonlé hatdst?

A 27 4bran bemutattuk, hogy flagellin sejthalalt fokozé hatisa nem csak FasL stimulust kévetden,
hanem TNF és T-sejt feliiluszo indukalt sejthalalt kévetden is fokozé hatast. A kontroll szazalékban
abréazolt eredményekkel azt kivantuk bemutatni, hogy a flagellin fokoz6 hatéasa a kiilénbozé aktivaltd
stimulusok esetében hasonlé. (Nem volt cél, hogy a sejthaldl emelkedés mértékét pontosan
szamszerUsitstik, de az eredményeinket megerdsiti, hogy hasonlé intenzitdsu rekciét kapunk az egyes
stimulusok esetében). A tobbféle aktivacid 6sszehasonlitasa indokolta a kontroll szdzalékban torténd
abrazolast. Az eredményck kontroll szazalékban valé bemutatasat validalja, hogy a sejthalal tényleges
intenzitdsat FasL hasznélatival mar a 26. 4rban bemutattuk, illetve a vonatkozé publikéciéban az abra
A ¢s B részeként a TNF és T sejt feliiliszéval kivéltott sejthalal numerikus bemutatasa is megtérténik.
(Ez utdébbi dbra részek nem kertiltek a dolgozatban bemutatésra.)

A neutralizalo anti-TLRS ellenanyag hasznalatara azért volt sziikség, hogy bizonyitsuk, hogy a flagellin
TLRS figgden fokozza a sejthaldlt. Nem TLRS agonista, hanem a flagellint leszorité ellenanyagot

hasznaltunk. (A flagellin esetlegesen az NLRC4 receptorokon keresztiil is modosithatnd a
sejtfunkcidkat.)

(6) Az 53. oldalon bemutatott flagellin-kotés és a Fas-indukdlt sejthaldl kapesolatdnak vizsgdlatakor
bemutatja a Fas és a TNFR kifejez6désének mériékét, azok jelentékeny vdltozdsa nélkiil. Miutdn a TLRS
tulnyomé része CD4+ T-sejtekben citoplazmdris elhelyezkedésii (Crellin NK et al. JI 2005 ), felvetddik
a receptor ligandkotése utdni mennyiség-vdltozds. Vizsgdlidk-e a TLRS felszini/citoplazmdris
megoszldst a 24 ords ligand-expozicié sordn?



A TLRS felszini expresszidjat vizsgaltuk, ami pozitivnak bizonyult, intracellularis jelolést és kinetikai
vizsgalatot nem végeztiink. Ahogyan arra az el6z6 pontban kitértem, mivel a neutralizalé anti-TLRS
ellenanyag blokkolja a flagellin sejthalalt fokozo hatasat, ezt elegends bizonyitéknak talaltuk arra, hogy
flagellin a sejtfelszini TLR5-6n keresztiil fejti ki ezt a hatést.

(7) A 61. oldalon leirt, az éretlen és érett DC ditali citotoxikus hatdisii Jaktorok termelése kozotti
kiilonbség bemutatdsa (36. dbra) az éretlen DC fokozott Jurkat sejt-616 hatékonysdgdt jelzi. Mi lehet a

periférids nyirokszovetekben (elsésorban a nyirokcsomdkban) a Seltételezett TNF-szinkron citotoxikus
DC-hatas elsddleges célsejtje?

Mas munkacsoportok eredményeinek megfeleléen (10.4049/jimmunol.168.4.1823 ), mi is azt mutattuk,
ki hogy a dendritkus sejtek (DC) citotoxikus hatésa elsésorban az éretlen DC-kre jellemz6.
Kisérleteinkben a DC-ek citotoxikus hatésa két érdval a PRR stimulaciét kdvetéen kialakult, mig a
nyirokesomoba torténd bevandorlas koriilbeliil 24 6rat igényel (1 0.1038/nri1670). Elméletiink szerint a
DC-ek a kérokozo felismerését kovetden, de még a periférias szovetben fejthetik ki elsdsorban sejt516
hatdsukat, ezzel az elhalt emberi sejtekben levd intracellularis kérokozok fagocitozisat lehetévé téve.
Az érett DC-ek is rendelkeznek részleges citotoxikus hatdssal, ami elképzelhets, hogy a
nyirokcsomokban is érvényesiil, azonban a DC-medialt nyirokcsomokban zajlé sejtolésre direkt
bizonyitékkal nem rendelkeziink. A célsejtek meghatérozésa nagyon fontos lenne, a periférids
szovetekben és a nyirokcsomokban is, de erre részletes vizsgdlatokat még nem végeztiink. Csak olyan
sejteken figyeltiink meg sejthalélt, amelyek TNF szenzitivek (HT29, Huvec, Jurkat), de nem minden
TNF-re érzékeny sejtvonal esetében volt hatésos a DC feliiliszo (pl SW480 adenocarcinoma sejtvonal,
amely az irodalmi adatok szerint érzékeny TNF-re (10.1 038/541420-024-01984-7)).

(8) 4 68. oldalon a kaszpdz-9-re irdnyuld, eddig tilnyomd részben in vitro kisérletek in vivo

kiterjesziésének bemutatdsakor emliti a kaszpdz-9 hidnyos egerek perinatdlis letalitdsat. Mi az elhullds
oka?

A kaszpaz-9 knock out egerek tulajdonsigait két csoport irta le egy idoben (10.1016/s0092-
8674(00)81476-2, 10.1016/s0092-8674(00)81477-4). A kaszpaz-9 hidnyos allatok tobbsége
embriondlis korban, vagy perinatalisan elpusztul, amit az agyfejlédés soran bekovetkezd csékkent
apoptozis okoz. Az agyszévet kitiiremkedik a koponydbél. Az agyszerkezet zavarai a kéregben és az

cléagyban a legstlyosabbak, illetve a posztnatélis Casp9—/— 4llatokban az intracerebralis vérzés is
gyakori.

Vegezetiil ismét szeretném megkdszonni Balogh Péter professzornak a dolgozatom alapos értékelését
€s tamogatd véleményét. Kérem a fenti valaszaim szives elfogad4sat.
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