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,, Patogenetikai tényezok vizsgalata rheumatoid arthritisben és szisztémas lupus
erythematosusban”
c. MTA doktori értekezésérdl

A disszertacio a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet és a Budai
Irgalmasrendi Korhaz egyiittmikodésének eredményeként késziilt, igy a jelolt munkaja
kiemelkedd példaja a klinikum és az alapkutatdsokkal foglalkoz¢ intézetek kozotti kivalod
kooperacionak. Az immunpatogenezisii korképek napjainkban azok a betegségek, ahol a
legszorosabbak az Osszefliggések az alapkutatas, klinikai kutatas és ezek eredményeinek
felhaszndlasaval a gyogyszerfejlesztés és gyakorlati alkalmazas kozott. Ezen betegségek
koziil emelt ki kettét a jelolt, az egymashoz tobb hasonlosagot, ugyanakkor tobb
kiilonbozbéséget is mutatd rheumatoid arthritist (RA) és szisztémas lupus erythematosust
(SLE). Az alapkutatasok egy olyan tobb évtizedes kiemelkedd kutatomunkaval jellemezhetd
intézetben torténtek, ahol gyakorlatilag toretlen a munka folyamata, az egymadst valto
generaciok megakadas nélkiil folytatjak a mindségi kisérleteket, fokozatosan beépitve az
ujabb modern vizsgadlomodszereket. A jeldlt ebbe a munkacsoportba mar tobb mint 15 éve

becsatlakozott és ehhez tette hozz4 a klinikai gyakorlati munkabdl szerzett tapasztalatait.

Altalanos biralat

Formai szempontok

Az értekezés formai szempontbol megfelel a doktori miivekkel szemben tamasztott
kritériumoknak, a szerz6 vilagosan tagolt fejezetekben targyalja témajanak alapjait, hatterét. A
,Célkitlizések™ rovid pontokba szedése helyett célszeriibb lett volna egy-két mondattal utalni is
arra, hogy miért keriilt az adott vizsgalat kivalasztasra. Igy az olvasé mar eldre atlathatta volna a
vizsgéalatok Osszefiiggését, nemcsak a ,,Megbeszélés” fejezetek attekintésekor. A ,,Mddszerek”,
,Eredmények” fejezetekben kovetkezik a mii 1ényegi része, minden egyes ,.eredmény-fejezet”
utan aktualisan a megbeszéléssel. A disszertaciot ,,A tudomanyos eredmények Gsszefoglalasa és
azok gyakorlati jelentdsége” zarja. A munkahoz 227 adekvat tételt felsorold irodalmi hivatkozast
hasznalt. Az irodalmi hivatkozasok jorészt a megjelent cikkeknek megfeleléen emlitettek, igy
természetesen a cikk megjelenésének évéig tartd adatokat 0sszegezve. Néhany helyen hidnyolom
a cikk megjelenését kovetd eredmények megemlitését az adott témaban, ami belefért volna a jelen

értekezésbe (pl. természetes antitestek SLE-ben).



A mili magyar nyelven, 0sszesen 116 szamozott oldalon késziilt el (Irodalomjegyzék és
,,K0szonetnyilvanitas” nélkiil), melyet 52 szamozott abra és 1 tablazat illusztral. Formai
szempontbol a kifogasom, hogy az abrak, az abrakon szerepld tengelyek ¢és feliratok sokszor
elmosottak, nehezen lathatéak. Az 1. abra emlitése nem szerepel magaban a szdvegben.
Rendszeres, hogy egy adott oldalon szereplé abra alatt mar a kovetkezé szamu abra széveges
leirasa szerepel (pl. 76, 77, 78, 86, 87. oldal). Célszerlibb lett volna a szoveg és a relevans
abra egy oldalra rendezése a jobb atlathatdsag miatt.

A dolgozat nyelvezete egységes, a szoveg jol kovethetd, csupan néhany eliités maradt

dolgozataban melyek részletezésétol eltekintek, ugyanis ezek a szoveg értelmezését nem zavarjak.

Scientometriai szempontok

A scientrometria kiemelkedd: A jelolt munkdssaganak Ossz-impakt faktora 182,6, Gsszes
citaciok szama 1280, ebbdl fiiggetlen 1051. Az értekezés alapjaul szolgaldo 29 kozlemény
impakt faktora 129,85, ezek koziil a jelolt 9-ben elsé és 5-ben utolsod szerzéként szerepel.
Mindez messze meghaladja az elvart értéket és egyben azt is jelenti, hogy a szerzd
tobbségében mindségi, lektordlt folyoiratokban kozolt, igy az érdemi kritikai birdlat
tulajdonképpen a cikkek megjelenése elott megtortént. (Megjegyzésem, hogy érdemes lett
volna a disszertacio alapjaul szolgald kozlemények mellé kozvetleniil feltiintetni az impakt
faktort). Talan jo lett volna a kiemelkedd eredmények kozlése a nemzetkdzi irodalom mellett

magyarul is a hazai érdekl6dok szamara.

Részletes biralat, kérdések

A ,Bevezetés” részletes attekintést ad az alap immunologiai hattérrél. Egy kicsit
hidanyolom a célkitiizések valasztasanak megfeleld téma részletesebb kifejtését irodalmi
hattérrel (pl. lehetett volna kicsit tobbet irni a természetes autoantitestekrél rendelkezésiinkre
allo adatokrol RA-ban, SLE-ben vagy a SLAP szerepét jobban kiemelni, ha mar az
eredmények jelentds része ezzel foglalkozik). A célkitlizések és az elvégzett vizsgalatok
szerteagazoak és csak egy résziik tortént kozvetlenill a valasztott két betegséghben (RA és
SLE). Ugyanakkor a munka jelent6s része olyan kisérleteket 6lel fel, aminek eredménye
kozvetve vonatkoztathatd az autoimmun  betegségekre (pl. tumorszdveten végzett
vizsgalatok, HDC-KO egér T-lymphocytainak NO termelése). A modszerleirasok pontosak,
részletesek megfeleld hivatkozéassokkal ellatva, a jeldlt jartassagat mindenképpen jelzik. Az
eredmények fejezetben minden egyes kisérleti munkat kdvet megbeszélés, ami nagyban segiti

a megeértést, tekintettel az igen széleskorii vizsgalatokra. Megjegyzésem, hogy az eredeti
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cikkek diszkusszidiban sokkal tobb felvetés van, a jelen disszertacioban ezek idonként csak
esetlegesen emlitettek és nem mindig komplex Osszefliggésben. Kicsit jobban ki kellett volna
hangsulyozni az eredmények jelentdségét, dsszevetve az eddig ismert adatokkal, betegség

jellemzékkel, nemcsak a megbeszélésben ismét felsorolni a talalt eredményeket.

A természetes autoantitestek vizsgdlata sordn RA-ban szignifikdnsan emelkedett a szérum
anti-GAG antitestek szintje mind a kontrollhoz, mind az RA-s synovialis folyadékhoz képest.
Az eredeti cikk alapjan az anti-CS C IgM inverz korrelaciot mutatott a betegség aktivitassal, a
DAS28 értékkel ¢és CRP-vel. Ugyanakkor ez nem szerepel az értekezésben, ami klinikai
szempontbo6l fontos lett volna, mivel erre tdmaszkodik a megbeszélés végén a kovetkeztetés
IS.

Mi lehet a magyardzat az anti-GAG antitestek védd szerepre vonatkozodan, ugy, hogy a
szérumban magasabb a titer mint a synovialis folyadékban?

GAG firiil a porcszovetbdl gyulladaskor a synoviumba illetve kijuthat a szérumba. Van-e
kiilonbség a szérum és synovium GAG szint kozott?

A természetes autoantitestek szerepére vonatkozdan van-e 4j irodalmi adat SLE-ben?

Erdekes eredmény a galektin-8 TT polimorfizmus RA-ra hajlamosito antagonisztikus
pleiotrop hatasa (fiatal korban védo, iddsebb korban hajlamosito).
Van-e mas gén RA-asszocidcioban a galektin 8 génnel egyiitt, ami még befolyasolhatja a

kettd egylittes hatasat?

A citrullinacié immunogenitasanak vizsgalata tiidérakban alapkutatas, ahol RA-s minta csak
kontrollként szerepel. Az alapfolyamat a dohdnyzas hatasara bekovetkez6 PAD4 aktivacio,
majd a fehérjék ezaltali citrullindcidja. A PAD4 szérumszintje emelkedett volt a dohanyos
tumoros betegekben, ugyanakkor nem volt kiilonbség a dohanyos €s nem dohanyos betegek
tumorszovetein kimutatott PAD4 ¢és CK7 expresszido kozott. Hogyan magyarazhatdé a
folyamatban a PAD4 szérumszint és szoveti expresszid mértékének szétvalasa? Vannak-e
RA-ban adatok a PAD4 szintre vonatkozéan? Ha igen, lehet-e kiilonbség benne olyan RA-S
betegek esetében, akiknél példaul van vagy nincs pulmonalis manifesztacio az RA-hoz
tarsulva?

A citrullint tartalmazé filaggrin peptidek antigenitasanak vizsgalata nagyon jo iranyt mutat
arra nézve, hogy hogyan lehet az antitest status felmérését finomitani RA-ban, tovabb

csokkentve a szeronegativ betegek aranyat. Klinikailag kiillonbozhetnek-e az RA-s betegek,
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attol fiiggben, hogy a szérumaik kiilonbozo citrullinalt peptidekkel reagalnak (pl. filaggrin,
vimentin vagy kollagénnel)?

SLE-ben elsdsorban arra van adatunk, hogy polyarthritis esetén milyen gyakorisaggal fordul
eld ACPA antitest. A citrullindcio folyamatéara vonatkozdan van-e mas szervi manifesztaciora

vonatkoz6 adat SLE-ben?

crer

Tulajdonképpen egy publikacié anyaga, ahol a szerzd tarsszerz0 (nem elsé vagy utolso
szerz0). Az eredmény érdekes, de onmagaban a munka e nélkiil is teljes értékli lenne. A
vizsgalt autoantitest szintje magasabb titert mutatott hosszabb betegségfennallas és magasabb
SLEDAI index mellett, de nem korrelalt az SLE szervi manifesztacidival. Hova helyezi a

jeldlt az anti-C1 inhibitor meghatdrozast a klinikai gyakorlatban?

A NO szerepének a vizsgalata igen szépen, kdvetkezetesen felépitett vizsgalat, amely soran a
jelolt megerdsitette, hogy a T-lymphocyta aktivacioban a NO mitokondrium membran
hyperpolarizaciot indukal. A kisérletekben az eNOS és nNOS 15x emelkedést mutatott a T
sejt aktivaciokor, de nem mérhetd iNOS aktivacio. SLE-ben vizsgalva a folyamatot azonos
nyugalmi NO szint igazolddott az SLE-s és kontroll T-sejtekben, mig RA-ban magas volt a
sejtek NO termelése. Emellett az SLE-s T-sejtek tobb és nagyobb mitokondriumot
tartalmaztak a kontrollhoz képest, mig RA-ban nem volt nagyobb a mitokondrium mennyiség.
Milyen patogenetikai szerepe lehet ennek a kiilonbségnek a két betegség pathogenezisében?
Erdekes az a megfigyelés is, hogy az SLE-s monocytakban magasabb volt a NO szintézis, de
nem volt hasonl6 vizsgalat RA-s monocytakkal. Ismert-e adat ezzel kapcsolatban és lehet a
két betegség kozott ebben is kiilonbség, tekintettel arra, hogy az RA pathogenezisdben
nagyobb szerepet jatszanak a monocytak mint SLE-ben?

Az eltér6 NO termelésnek ismert-e szerepe az RA ¢és SLE-hez tarsuldo acceleralt
arteriosclerosisban?

Infliximab kezelés mellett 6 hét alatt csokkent a betegekben a T-lymphocytak NO termelése.

A vizsgalat 5 betegen tortént. Van-e azota tobb irodalmi adat erre vonatkozdan?

A hisztamin szerepének vizsgalata HDC-KO egértorzs T-lymphocytain tortént, ahol a kontroll
vad torzshoz képest nem volt kiilonbség a T-lymphocyta eNOS, nNOS ¢és iNOS
kifejezddésben, de stimulalasra fokozott volt a sejtek IFN-y termelése. Az RA és SLE

vonatkozasaban a megbeszélés rész felveti a hasonlosagokat a kisérleti eredmények és a
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betegségek pathogenezise kozott. Milyen tényleges adatok dallnak rendelkezésre az
eredmények megsziiletése Ota az irodalomban a hisztamin illetve a hisztamin receptorok
szerepére vonatkozoan arthritisben vagy SLE-ben. A T-sejt subpopulatiok k6zo6tt van-e olyan
alcsoport, aminek miikodését fokozottabban befolyasolhatjdk a hisztamin receptoron
keresztiili valaszok (pl. Th-17 sejtek)?

. A CD3-C-expresszio vizsgalata human T-sejteken és Jurkat sejteken tortént, ahol a TNF-a
dozisfiiggd modon csokkentette a CD3-C-lanc expressziot. A folyamatot a SLAP szabalyozza,
CD3-{ kolokalizacioja. RA-s sejteken csak a SLAP expresszido vizsgalta tortént, talan
szemléletesebb lett volna itt is egyiitt nézni a CD3-( expresszioval, még akkor is, ha ez RA-
ban mar volt vizsgélva az irodalomban. A TNF-a mellett van-e szerepe a SLAP expresszio

befolyasolasaban az RA-ban szereplé mas dominans gyulladasos citokinnek (pl. IL-6)?

Lényeges kérdést vizsgal a glikozidazok szerepére vonatkozo kisérletsor RA-ban. A tesztelt
glikozidazok szintje magasabb volt az RA-s synovialis folyadékban, ami megfelelt korabban
ismert adatoknak. Emellett igazolodott, hogy a TGF-B és TNF-a gatolta tobb glikozidaz
enzim kifejez0dését (a két citokin nem egyforma eloszlasban).

A munkédban 31 RA-s beteg mintéit vizsgaltak, akiknél a betegség aktivitas kozepes/magas
volt (atlag We 28 mm/h, CRP 22.16 mg/l). Milyen terapian voltak ezek a betegek — csak
DMARD vagy bioldgiai terapia is? Van-e arra adat, hogy a gyakorlatban alkalmazott TNF-o
gatlok befolyasoljak-e a glikozidazok kifejez0dését?

Az utolsé eredmény részben a jelolt igen szép munkajat mutatja meg az extracellularis
vezikuldk kimutathatosagara, a vizsgalat érzékenységére vonatkozoan. A betegségekkel
kapcsolatos vizsgalatban a CD3+ és CD8+ microveziculak (MV) szama az RA synovialis
folyadékban volt magasabb az arthrosishoz képest, mig nem volt kiillonbség a CD4+ MV
szdmban. RA-ban és arthrosisban pedig magasabb volt a CD19+ MV szam JIA-hoz képest. A
T- és B-lymphocyta eredetli MV-k szama korrelalt a RF szintjével.

A bevont RA-s betegek atlag DAS28 érteke elég magas volt (5.69). Befolyasolja-e a
synovialis folyadék MV tartalmat a gyulladasos aktivitas illetve maga a tradicionalis vagy
bioldgiai DMARD kezelés?



A JIA-ban kapott eltérdé eredmények az RA-hoz képest vajon csak annak tudhatoak be, hogy a
betegek oligoarticularis fomaju JIA-val birtak vagy egyébként is lehet a MV-nak eltérd
patogenetikai szerepe a JIA és RA vonatkozasaban?

Az ugyancsak vizsgalt RANK, RANKL+ MV jelezhetik-e az eroziv folyamat mértékét RA-
ban?

Milyen egyéb microvesiculakkal kapcsolatos vizsgalatokat tervez a jelolt a munka

folytatdsaként?

Az ¢értekezésben leirt szamos Uj tudomanyos megfigyelés koziil az alédbbiakat tartom a

legjelentdsebbeknek:

1. Az anti-GAG természetes autoantitestek szintje magasabb az RA betegek szérumaban
az egészséges kontrollokhoz képest.

2. A galektin 8 TT genotipus 50 évesnél idésebb egyénekben hajlamosit RA-ra.

3. A citrullindlt proteinek és az emelkedett PAD4 szint nem feltétleniil vezet citrullinalt
proteinek elleni antitest termelédéshez tiidérakos betegek mintainak vizsgalata
alapjan.

4. Megallapitotta, hogy az SLE-s T-lymphocytdk NO termelése nem emelkedett,
szemben a RA-s T-lymphocytdk fokozott NO termelésével. Ugyanakkor SLE-S
betegek monocytainak NO termelése fokozott. A gyors Ca2+ szignil nagyobb, a
fenntartott kisebb SLE-s betegek T-lymphocytaiban a kontrollhoz képest.

5. HDC-KO egerekben kimutatta, hogy a lépsejtek IFN-y termelése szignifikansan
emelkedett a vad tipusu allat 1épsejtjeihez képest €és hogy az [FN-y termelés gatolhato
NOS inhibitorral, ami jelzi, hogy a hisztamin az NO szabalyozas révén befolyésolja a
T-lymphocytéak funkcioit.

6. Kimutatta, hogy a TNF-a dozisfiiggdé moddon, szelektiven és reverzibilisen
csokkentette a CD3-C-1anc expressziot human CD4 T-sejteken illetve, hogy az RA-s
betegek SLAP expresszidja magasabb a kontrollhoz képest.

7. Els6ként mutatta ki, hogy a synovialis mintakban mérhetd galaktézaminidaz-aktivitas
jelentds részéért a nem héérzékeny HexD enzim a felelds.

8. Gyakorlatban is jol alkalmazhaté modszert fejlesztett ki a microvesiculak

kimutatasara.



Tekintettel arra, hogy jelolt kiemelked6en sikeres munkacsoport tagjaként végzett 6nalld
kutatomunkat az elmult évtizedekben, korabbi tudomanyos fokozata megszerzése oOta végzett
onall6 munkassaga magas szinvonalu és kellden bizonyitott, valamint 0j, hiteles és eredeti
tudomanyos megfigyelésekkel jarult hozza elsésorban az RA-val, részben pedig az SLE-vel
kapcsolatos pathogenetikai kutatasok fejlédéséhez, javaslom az értekezés nyilvanos vitara tiizését,

és sikeres védés esetén részére az MTA doktora cim odaitélést.
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