Vilasz Prof. Dr. Wiener Zoltan egyetemi docens opponensi véleményére

Szeretném megkoszonni a dolgozatom koriiltekintd attekintését, a pozitiv biralatot, valamint az egyes
teriiletek tovabb gondolasat inspiralé kérdéseket. Ezekre a valaszaim a kovetkezok:

1. A 22. dbrdan anti-IgG jelenlétében a PI3K és PKC inhibitorok esetében szignifikans eredményt
kaptak, mig a p38 és a TAKI gatld alkalmazdasakor hasonlé mértékii, de 'nem szignifikdns az eltérés.
Mit gondol, az elemszdm névelésével eldfordulhat-e, hogy ebben a két utdbbi esetben is szignifikdns

lesz az eredmény, amely megvdltoztathatia a jelatviteli vtvonalak aktivdlédéasdval kapcsolatos
kovetkeztetéseket?

A 22 abran bemutatott eredményeink szerint a CpG PKC és p38, az IgG pedig PKC ¢és PI3K fiiggd
talélojeleket aktival 4 fliggetlen kisérlet eredményeként p<0,01-es szignifikanciaval. A p38 és a PI3K
jelpalydinak eltéré szerepét egy masik médszerrel is kimutattuk a 23.4bran. Ezek alapjan Ggy gondolom
a bemutatott adatok valds kiillonbségeket jelentenek.

2. Az 57. oldal alapjan a T sejtek feliiliiszéja és a rekombindns FasL eltérd apoptézis mechanizmust
indukal, RIPKI fiiggden vagy fiiggetleniil. Mi lehet ennek a magyardzata, és a jelentésége? A
végeredményt tekintve (sejthaldl) varhaté-e eltérés?

A T sejtekbdl szarmazé vezikulumokkal tobb kozlemény foglalkozik (két vonatkozd review:
10.3389/fcell.2016.00084, 10.1155/2021/8481013), ezen beliil a citotoxikus T sejtek (CTL-ek) FasL
tartalmi  vezikulum szekréciéjat tobb publikdcié kimutatta, humin sejtek esetében is
(10.4049/jimmunol.163.3.1274, 10.3389/fimmu.2021.804895). Ezek a vezikulumok tobbek kozt
kemokineket, integrineket, MHC molekulakat, kostimulator molekuldkat, ¢ mellett perforint és
granzimeket és tovabbi TNF csaladba tartozé ligandumokat TRAIL, GITR tartalmaznak, melyek részt
vehetnek a sejthalal szabalyozasaban (10.4049/jimmunol.163.3.1274).

Eredményeink szerint a rekombinéns FasL mas sejthalal folyamatokat aktival, mint a CTL-¢ek sejtek
FasL-ot expresszald vezikulumai. Az eltérés legvaldszinlibb magyarézata, hogy a vezikulum egyéb
komponensei médositjak a FasL-indukalt sejthalalt. Sajnos semmilyen irodalmi adat nem utal erre a
folyamatra, igy a potencidlis mddosité dgens lehet fehérje, peptid, lipid, sejt permeébilis, vagy a
vezikulummal a sejtbe juté modulator etc. Jelenlegi irodalmi adatok szerint (melyek nem a T sejt
vezikulumokra vonatkoznak) a SMAC mimetikumok vagy a TAK1 inhibitorok jelenlétében a Fas fiiggd
sejthalal Fas és RIPK1 fiiggd sejthalal folyamattd alakul. Ezeknek T sejt vezikulumokban térténd
kimutatasara vonatkoz6 vizsgéalataink nem vezettek sikerre.

A Fas receptor esetében ismert RIPK1 fiiggé és fiiggetlen sejthalal ut is. Jelatvitelét és feltehetden
immunol6giai kimentét tekintve is kiilénbozik a RIPK 1 fliggd és fiiggetlen apoptozis. E mellett a RIPK 1
figgd folyamat lehet apoptotikus vagy nekroptotikus is (10.1016/j.tcb.2019.12.009).

A sejthalél utvonalak parhuzamos aktivalasanak a fertézott sejtek elpusztitasdban lehet kulcsszerepe.
Az intracellularis kérokozok altalanos stratégiaja a sejthaldl gatldsa. Mig a rekombinéns FasL csak
FADD fiigg6 apoptozist indukél, a CTL-b6l szarmazo vezikulumok, tobbféle apoptotikus és tobbféle
szabélyozott nekroptotikus jelpalyat is egyidejiileg, ezzel csokkentve a kérokozo thlélési esélyeit.



3. A61. oldal szerint a dendritikus sejtek (DC) TNF szekrécid dltal indukdlnak sejthalalt, ugyanakkor
a TNF nem minden sejten hatdsos. Megfigyelheté-e korreldcié a DC-k sejispecifikus hatdsa és az
egyes sejttipusok TNF-re vald érzékenysége kizott? Az érett DC-k is RIPKI fiiggoen fejtik-e ki a
hatasukat? :

T6bb sejt tipuson teszteltiik az éretlen denritikus sejtek (DC) citotoxikus hatést. Csak olyan sejteken
figyeltiink meg sejthaldlt, amelyek TNF szenzitivek (HT29, Huvec, Jurkat), de nem minden TNE-re
¢rzékeny sejtvonal esetében volt hatasos a DC feliiltszé (pl. SW480 adenocarcinoma sejtvonal, amely
az irodalmi adatok szerint érzékeny TNF-re (10.1038/s41420-024-01984-7)). Az LPS, vagy CLO075 altal
aktivalt éretlen dendritikus sejtek TNF termelése jellemzéen 400-500pg/ml volt, a kisérletesen hasznalt
TNF koncentrécio pedig 4ltalaban 10ng/ml kériili. Ez magyarézhatja, hogy csak bizonyos sejteken volt
citotoxikus hatasa a DC-eknek. Pontos korrelacié felallitashoz azonban nem vizsgéltunk elég sejt tipust.

Az érett DC-ek feliiluszoja, még aktivaciot kovetden is, jelent6sen kisebb citotoxikus hatdst mutatott,

mint az €retlen DC-eké, igy ennek RIPK1 fiiggése nem volt kimutathatd. (A csokkenés mértéke nem
volt szignifikans).

4. A 74. oldalon felmeriil, hogy az 5Z-7/Z-VAD indukdlt nekroptozis egy potencidlis terdpids
lehetéség a tumor mikrokirnyezetben a pro/antiinflammatérikus makrofigok egyensulyanak
szabadlyozdsdra. Minthogy a nekropitdzis mds sejtekben is indukdlodhat, hogyan lehetne ezt az
eredményt a makrofigokra specifikussa tenni, amely klinikailag is haszndlhaté lenne?

A makrofagok més sejttipusoknal érzékenyebbek tobb szabélyozott nekrotikus sejthalalra, igy a
nekroptozisra €s a piroptézisra is. Z-VAD kaszpéz gatld jelenlétében sok sejt tipus érzékeny
nekroptozisra, de csak sejthalal ligandum és SMAC mimetikum/TAK1 inhibitor jelenlétében. A
makrofdgok azonban, sajat eredményeink szerint is, sejthalal ligandum nélkiil is elhalnak SMAC
mimetikum vagy TAK1 inhibitor és Z-VAD egyiittes kezelésre. Feltételezhet6en autokrin TNF termelés
is részt vesz ebben a folyamatban (10.1038/cddis.2012.64). Elméletileg tehat beallithaté ezen szerek
olyan dézisa, ami csak a makrofagok sejthalalat indukalja. Mind a SMAC mimetikumok, mind a TAK1
inhibitorok lehetséges alkalmazdsat t6bb, mér klinikai fazisban levd kutatis vizsgilja
(10.3390/cells9020406, 10.1038/s41388-019-1088-8).

5. A 77. oldal meglepé eredménye, hogy a hasonld kémiai jellemzékkel rendelkezd kemoterdpics
szerek eltéré hatdst valtanak ki a DC-k differencidloddasdra, illetve kemotaxisdra is. Hogyan
magyardznd a jelélt a gyakran egymdssal ellentétes adatokat? Van-e ezek alapjan olyan, atfedo
spektrumi hatéanyag, amelyet elényben kellene részesiteni mdsokkal szemben a gyakorlatban?

A hasonl6 kémiai jellemzokkel rendelkezé kemoterapias szerek eltéré miikodését tobb esetben leirtak.
Egyes kemoteréapias kezelésekben az epirubicint elényben részesitik a doxorubicinnel szemben, mivel
ugy tiinik, hogy kevesebb mellékhatast okoz (10.1111/febs.15583), hasonloan a ciszplatin és oxaliplatin
mellékhatési is kiilonbéznek. Eredményeinkben a legnagyobb kiilonbségeket a platina alapu szerek és
az antraciklinek kozott figyeltiik meg, de a hasonlé hatdsmechanizmusi szerek is bizonyos esetekben
eltérden viselkedtek. A ciszplatin és oxaliplatin &sszehasonlitdsaban nem csak a mellékhatasuk
kiilénb6z6, de vastag- és végbélrdk és mas gyomor-bélrendszeri rék kezelésérére csak az oxaliplatin
hatasos (10.1016/j.phrs.2022.106556). Az oxaliplatin kevesebb DNS keresztkotést hoz létre
bazisonként, mint a ciszplatin, ezért az oxaliplatin a ciszplatinnal ellentétben nem (csak) kézvetleniil a
DNS-karosodason keresztiil pusztitja el a sejteket, inkabb riboszémalis stressz valasz indukalasaval
(10.1038/nm.4291). A ciszplatin- vagy oxaliplatin-rezisztens sejtvonalak altalaban nem mutatnak
keresztrezisztenciat (10.1038/nm.4291). Az epirubicin/doxorubicin  esetében nem tudok a
hatdsmechanizmusukat  érinté  kiilonbségrol, eltéré klinikai alkalmazasuk farmakokinetikai
kiilénbségekre vezethetd vissza (10.2165/00003495-199753030-00008).



Vizsgélataink a szerek primer human makrofagokra, dendritikus sejtekre gyakorolt hatdsat vizsgalték,
ami a terdpias szempontoknak egy Uj eddig nem tanulmanyozott, de kisebb aspektusa. Ez alapjan
konkrét klinikai ajanlasokat nem mernék tenni. Ha a két felcserélhetd szer a tobbi fontosabb
paraméterben hasonl6 hatast mutat, akkor eredményeink figyelembe vehetéek. Mivel a checkpoint
inhibitorok hasznalatakor felmerill ko-terapidk alkalmazisa, ezért az egyes kemoterapias szerek
immunmoduldlé hatdsdra vonatkozé eredmények felértékel6dhetnek. Feltétlen a vizsgalatok
folytatésara van sziikség, példaul, hogy hogyan hatnak a vizsgalt kemoterapikumok a tumorsejtek és
immunsejtek egylittes jelenlétében, meghatarozva a tumorra és a marofigokra/denritikus sejtekre
gyakorolt hatasukat is.

Végezetiil ismét szeretném megkdszonni Wiener Zoltan professzornak a dolgozatom alapos értékelését
és pozitiv véleményét. Bizom benne, hogy a kérdéseire és észrevételeire adott valaszaimat is
megfelelonek talalja.

7
/

Debrecen, 2024. december 18. / 1 L
L S | g

' Koncz Gz'iborl



