Valasz Dr. Széll Marta Professzor, MTA Doktora opponensi véleményére

Koszonom Dr. Széll Marta Professzor Asszonynak, hogy értekezésem biralatat elvallalta és
azt pozitivan értékelte. Koszondom mindenre kiterjedd kritikai  véleményét, ¢épitd
megjegyzéseit, javaslatait. Kiilon koszonom a dolgozat kiallitdsara és szerkesztésére tett
dicsérd szavait és sajnalattal, de elfogadom kritikai megjegyzését a dolgozatban bent maradt
gépelési hibakért.

Valaszok a biral6 megjegyzéseire, kérdéseire:
1. Az abrdkra tett megjegyzéseire az aldbbiakat valaszolom:

A bevezetésben valoban vannak magyar és angol feliratu abrak is, amelyeket sajat
vagy masok kozleményeibdl emeltem be a dolgozatba és az abra feliratban a forrast
idéztem. A sajat abrak koziil valéban keriiltek be magyarra forditott felirataak,
melyeket magyar folyoiratban, vagy kongresszuson is bemutattunk, ezért valasztottam
azok magyar feliratos valtozatat.

A 3. 4brat a nukleéris receptorok alapszerkezetérdl azért tettem be, hogy a doménes
szerkezetliket és azok funkcidit jobban lathassa az olvaso, ill. a késdbbiekben az 5.4.1.
fejezetben leirt sajat fejlesztésli anti-GR monoklonalis ellenanyag csalad a
glukokortikoid receptor variabilis, regulatérikus doménjében a csak erre a receptorra
jellemzé APTEK?26-0s szekvencia elhelyezkedése egyértelmii legyen.

A 13. 4bra sajnalatos modon egy 2009-es kozleménybdl kertilt a dolgozatba, ami azota
kiegésziilt a Th9 ¢és Tth sejt iranyu differencialodast indukald citokinek és
transzkripcids faktorok leirdsaval. Th9 sejtek a Th2 irdnyu differencialodastol
annyiban térnek el, hogy IL-4 mellett TGFbeta is kell az IL-9 szekrécio elinditasahoz,
melyek a PU.1 és STAT6 transzkripcios faktorok révén segitik elé a GATA3 és IRF4
transzkripcidos faktorok megjelenését, amelyek az [IL-9 szekréciot biztositjak
(Rukhsana Jabeen és mtsai. Curr Opin Immunol. 2012; 24(3): 303-307). A follikularis
Th sejtek differencialodasanal ezzel szemben az 1L-6 és IL-21 citokinek és a Bcl-6,
egy gatlo transzkripcios faktor jelenléte jellemzo.

A 15. és 17. abraknal valdban a dolgozat szerkesztésekor tortént elcsiszas a magyar
feliratozasban, amely rontja az abra esztétikai értékét.

2. Az idézett publikaciok idejére vonatkozo kérdésre a valaszom, hogy miutan egy kozel
20 éves munka torténetérdl szol a dolgozatom, igyekeztem a sajat munkakat az akkori
publikacids kornyezetbe elhelyezni. Természetesen 0 Osszefoglaldo koézlemények is
keriiltek a dolgozatba, de ezért fordulhatott eld, hogy 2009-es cikkre hivatkoztam a
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Immunol. 2009. 21. 1269-76). Azbta tobb sejttipusban is leirtak a GR mitokondrialis
génszekvenciakkal (GRE) torténd kapcsolodasat és mitokondrialis génatiras fokozasat
Dexametazon kezelés hatdsara pl. HepG2 hepatoma sejteken (Psarra AM. és mitsai.
Biochim Biophys Acta. 2011 Oct;1813(10):1814-21). Ugyancsak GC kezelés ¢és
stressz hatasara 1étrejové mitokondridlis GR transzlokacidé szerepét erdsitik meg
Hunter RG. és mtsai (Proc Natl Acad Sci U S A. 2016 Aug 9;113(32):9099-104.)
patkany hippocampus sejtekben, ahol a GR mitokondrialis GRE-hez kapcsolddva a
mitokondrialis RNS expresszio valtozast irjak le.



3. A Dexametazon-Aktinomycin D kélcsonhatas szerepel-e mint gyogyszer mellékhatas
leirasa kérdésre valaszolva hivatkozok HG. Sie és mtsai. 1967-ben a J. Biochem-ben
leirt kozleményére, akik Actinomycin D-vel gatoltak majban a GC indukalhato
glikogén szintézis enzimeit. Ismert, hogy az eredetileg antibiotikumként leirt, de
sejtosztodast gatld hatasa miatt kemoterapids szerként elterjedt Actinomycin D gatolja
a transzkripciot az inicidcidos komplexhez kapcsolodva és ezzel gatolja az RNS
elongacidt ¢és a fehérje szintézist. Ezzel gatolja a ligand-kotott GR Osszes genomiélis
hatasat is, ami azt jelenti, hogy fiziologias GC koncentracioknal a GR transzaktivacios
mechanizmusai nem érvényesiilnek, ami megnyilvanul a szer leirt mellékhatasaiban is:
csontveld szuppresszid, majkéarosodas tiinetei. Sajnos a szer ennél stulyosabb
mellékhatasai is gyakoriak, amelyek a sejtek fiziologids miikodéséhez ¢és
sejtosztodashoz sziikséges fehérjék szintézisének a gatlasabol adodnak.

4. Mi lehet az oka annak, hogy a CD8+ T sejtek ellendllobbak a DX kezeléssel szemben?
Osszefiigg-e ez a relativ GC rezisztencia azzal, amit munkacsoportunk is kimutatott,
hogy a CD8+ T sejtekben magasabb a GR expresszio, mint a CD4+ T sejtekben?

Klinikai adatok is alatamasztja a GC kezelésben részesiilé autoimmun (SLE, MS stb.),
asztmas és COPDs betegeknél is, hogy a CD8+ T sejtek perzisztalnak a gyulladasos
szovetekben, jelezve relativ GC rezisztenciajukat. A GC hormon rezisztencia
hatterében szamos mechanizmust feltételeznek, tobbek kozott a GR izoformak
aranyanak megbomlasat és a gatlo GRbeta és GRgamma szintjének emelkedését (Zou
et al. Autoimmunity 2013. 46:531-536) a hormonkezelésre aktivalodo GRalfa
szinthez képest. Sajat aramlési citometrids vizsgélatainkkal mind egér timocitak
jelolése (Int. Immunol, 2002; 14(5):463-9) mind klinikai mintak vizsgalata (Transplant
International 2002. 15: 132-138) soran a CD8+ T sejtekben magasabb GR expressziot
mértiink, mint a CD4+ T sejtekben. Miutan az intézetiinkben eldallitott anti-GR
ellenanyag a receptor regulatorikus doménjét ismeri fel, mindegyik GR izoformat
jeloli. Igy feltételezheté, hogy a CD8+ T sejtek magasabb GR expresszidja és GC
rezisztencidja mogott a magasabb GRbeta izoforma jelenléte 4ll.

Egy masik kozleményben a gyulladdsos citokinek, mint TNFalfa és INFgamma
hatasat teszik feleldssé a GC rezisztencia kialakulasaért, amely citokinek a MERMI
kovetkezménye, mely akadalyozza a GR DNS-hez kapcsolodasat és ezzel gatolja a
GC hatasat az adott sejten (Clin Endocrinol (Oxf). 2015;83(4):441-8). Hasonlo
mechanizmust irt le Ling-bo Li és munkacsoportja (Blood 2007. 110(5): 1570-1577.)
a CD8+ sejtekben, amelyekben DX hatasara csokkent hiszton H4 K5 acetilaciot irnak
le, amely mogott a CD8+ T sejtekben a CD4+ sejtekhez képest alacsonyabb ATF2
hiszton acetyltranszferaz (HAT) expresszid all. Ez szintén gatolja a GR kromatin
hozzaférést és kotddést és ezzel gatolja a GC-ok hatasat a CD8+ T sejtekben.

5. Arra a kérdésre, hogy a DX indukdlt apoptozis mérésre haszndltunk-e az Annexin V
mellett PI jelélést is az valaszom, hogy sajnos nem tudtunk, mert ebben a kisérletben a
CD4+CD8+ DP ¢és SP timocita alcsoportok azonositdsara hasznalt ellenanyagok
fluoroforjai elfoglaltak a PI csatornat, és a rendelkezésiinkre allo FACSCalibur
aramlasi citométer 4 csatorndjaban a PI nagy atfedése miatt nem tudtuk azt is mérni az
Annexin-FITC, CD4PE és CD8CyCr mellett. Ezért alkalmaztunk az apoptdzis egy
késObbi stadiumat €s a mitokondrialis apoptozis utvonalat jelzé6 CMX-Ros festést.

6. Feltételezheto-e a kiilonbozo timocita alcsoportok eltéré CMX-Ros jeldlodeése alapjan
azok komoly metabolikus aktivitasbeli kiilonbozosége?



7.

Azt tapasztaltuk, hogy kezeletlen Balb/c egerek timuszaban a kettGs pozitiv sejtekben
a legalacsonyabb a CMX-Ros fuoreszcencia intenzitasa, ami alacsonyabb
mitokondrialis membran-potencialt jelez ezekben a sejtekben. Ennek a magyardzata
lehet, hogy a DP sejtekre a kortikalis epitélsejtek altal termelt GC hat, amely a
tobbségilikben - parhuzamos TcR szignal nélkiil - elindit egy mitokondridlis apoptozis
utvonalat. In vitro 30 perces DX kezelés hatasara a CMX-Ros fluoreszcencia
intenzitas tovabb csokkent, jelezve a DP sejtek tovabbi mitokondridlis funkcio
romlasat, vagyis az intrinsic apoptdzis ttvonal aktivalodasat. Ebben a kisérletben a GR
alcsoportot nem elemeztiik, mivel azokban 30 perc utan mar 1étrejéhet a GC-ok magi
transzlokacidja és genomidlis hatdsa, ami fehérje szintézis révén pl. a Bel-2 csaladba
tartozd Bim 1utjan befolyasolja az apoptozis valaszukat.

A GC gyors, nem-genomikus jelatviteli utvonalat vizsgalva felmeriilt-e annak a
lehetosége, hogy a Jurkat sejteken kapott eredményeket timocita alpopulaciok
esetében is validaljak? A sejtvonalon kapott eredmények milyen mértékben képezik le
a primer timocitadk jelatviteli folyamatait?

Koszonom a kérdést, amely valoban jogos, és tovabbi kisérleteket igényel szeparalt
timocita alcsoportokon. Ugyanakkor a Jurkat sejt, mely egy immortalizalt T limfocita
sejtvonal széles korben elfogadott modellje a T sejt jelatviteli folyamatok
vizsgalatanak. A Jurkat sejteken kimutatott gyors GC jelatviteli utvonal aktivalodas
egyik kulcspontja a membran-kézeli GR-ZAP-70 asszociacio melynek vizsgalatat
Boldizsar Ferenc kollégam folytatja, aki a GC hatas szempontjabdl fontos ZAP-70
mutaciokat hordoz6 egértorzsek létrehozasan dolgozik, amelyek alkalmasak lesznek
az egyes tirozin maradékok szerepének tovabbi tisztazasara primer sejteken IS ezen
egértdrzsekben.

8. Az dltaluk azonositott és vizsgalt ZAP-T0 tirozin maradékok mutacidja osszefiiggésbe

hozhato-e barmely ismert humdn immundeficiencidaval?

A ZAP-70 expresszio hianya vagy teljes funkciovesztése emberben sulyos kombinalt
immundefektust okoz (SCID). A SCID ezen formajaban a periférias vérben jellemz6 a
CD8+ T sejtek teljes hianya és funkciovesztett, de normal CD4+ sejtszam. SCID-et
okozd ZAP-70 mutaciok foleg a molekula kinaz doménjét érintik (Elder ME. és mtsai.
J. Immunol. 2001:166;656-661.) Ugyanezek a mutaciok egérben teljes CD4 és CD8 T
limfocita kiérési zavart okoznak és T sejt hianyt a periférian. Ez jelzi a ZAP-70 eltéré
szerepét a pozitiv szelekcidban human és egér viszonylatban. Feltételezhetd, hogy a
human timuszban a DP timocitdkban még a Syk kindz képes helyettesiteni a ZAP-70
szerepét, de érett CD4+ T sejtekben mar nincs jelen és ez az oka a zavart jelatvitelnek
(Wang H. és mtsai. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2010;2.1-17).

Erdekes ugyanakkor, hogy a terminalis SH2 doménben elforduld pontmutacié és az
altalunk is vizsgalt Y315 és Y319 az interdomén B-ben el6fordulé mutaciok egérben
(SKG ¢és YYAA egértorzs) a T sejtek zavart jelatviteli folyamata miatt a negativ
szelekcid zavarat és kovetkezményes autoimmun betegségek képét okozzak. SKG
egérben reumatoid arthritis alakul ki RF és anti-CCP antitest megjelenéssel, mig
YYAA egérben a Treg sejtek zavarat és RF pozitivitast talaltak (Sakaguchi, S. és
mtsai. Immunol. Cell Biol. 2012;90.277-287.). Emberben ezeket a ZAP-70
pontmutaciokat immundefektusban és azt kiséré autoantitest-medialt autoimmun
betegségben nem irtak le, de leirtak autoimmun colitis, proteintria €s bullosus
pemphigoiddal jar6 ZAP-70 pontmutaciokat egy testvérparnal. Az R192W mutacio az
SH2 domében csokkent kotddést okozott a foszforilalt (-lanchoz, mig az R360P
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mutacié a Kkatalitikus doménben megakadalyozta a ZAP-70 autoinhibitoros
tulajdonsagat és ezzel hyperaktiv ZAP-70-et eredményezett (Chan AZ és mitsai. J.
Exp. Med. 2016; 213:2 155-165). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy szamos
autoommun betegség hatterében a T sejt jelatviteli Utvonal valamely
kulcsmolekulajanak, igy a ZAP-70-nek a mutacidja allhat.

Mi a legfrissebb dllispont a Helios transzkripcios faktor haszndlatira Treg
markerként?

A Helios expressziot timusz eredetii tTreg sejtekben és periférias Treg sejtek egy
részében Thornton AM. 2010-ben irta le egerekben. Azdta szamos, kozleményben
cafoltak a Helios alkalmassagat a tTreg pTreg elkiilonitésére, de ezek foként human
Treg sejt vizsgalatok voltak. Human pTreg sejtekben aktivacio hatasara indukalhat6 a
Helios megjelenése és Osszefiiggésbe hozhatd azok szuppressziv funkcidjaval, de
aktivalodott és proliferalo periférias T sejtekben is kimutathaté (Sebastian M. és mtsai.
J Immunol (2016) 196(1):144-55.). Osszességében a mai allaspont szerint a Helios
pozitivitas epigenetikailag stabil Treg fenotipust jelez fokozott immunszuppressziv
tulajdonsagokkal (Elkord E. Front Immunol. 2016; 7: 276.).

Lehet-e jelentésége a lépben és timuszban talalhato TreQ sejtek eltéré Foxp3 és GR
expressziojanak? Milyen megkozelitéssel fogjak a GR-FOXP3 ko-lokalizdaciot tovabb
vizsgalni?

Aramlasi citometrias eredményeink alapjan a 1épben szignifikdnsan magasabb a pTreg
sejtek GR expresszidja, mint a timuszban elhelyezkedé tTreg sejtekben, de FoxP3
expressziojuk nem tér el. Ennek oka feltételezésiink szerint a timusz mikrokornyezete
lehet, ahol a lokalis GC hormon szintézis miatt alacsony a DP sejtekben és a negativ
szelekcio soran azokbol keletkezé6 CD4+ Treg sejtek GR expresszioja. Ugyanakkor a
GC apoptoézist indukald hatasa kevésbé érvényesiil ezekben a tTreg sejtekben, mint a
1ép Treg sejtekben, ami azt jelzi, hogy tTreg-re jellemz6 stabil Foxp3 expresszionak
szerepe lehet a GR jelatviteli utvonal gatlasaban. A 1épben levo pTreg sejtekben DX
kezelésre tapasztalt Foxp3 mRNS expresszio emelkedés a GC-ok Treg iranya
elkotelezddésben jatszott szerepére utalhat.

A két molekula interakciojat feltételezve a GR-FoxP3 kolokalizaciéo konfokalis
mikroszkopos vizsgalati eredményeit Vereb Gyorgy Professzorral kollaboracidban
folytatjuk a két molekula kozott FRET (fluoreszcencia energia transzfer (FRET)
vizsgalatokkal.

11. 4 témdhoz kapcsolodo Klinikai kollabordcios munkakrol hianyolja a birdlo, hogy nem

keriiltek azok eredményei emlitésre, pl. a horvat kollégdkkal egyiitt vizsgalt haborut
megjart katondk limfocitaiban a poszt-traumas stressz (PTSD) okozta GR expresszio
valtozas.

Az eredmények fejezetben tudatosan csak a sajat laboratoriumunkban sajat
munkatarsakkal végzett kisérleti eredményeket mutattam be, kihagyva a kiilf6ldi és
hazai kollaboraciés munkakat. Ezzel részben az volt a célom, hogy bebizonyitsam,
hogy hazai laboratériumban is lehet koherens kutatomunkat végezni, bar egy frissen
indult ) munkacsoportbol a publikdciok sokkal nehezebben fogadtathatok el
nemzetkdzi folyoiratokban, mint egy nagy hagyomanyokkal bird, nemzetkozileg
ismert kutatohelyrol.

A PTSD érdekes modon a katonak alacsonyabb szérum cortizol szintjét eredményezte
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2003;131(2):335-9.) Az NK sejtekben maradt a legmagasabb a GR, ezt kovette a B
sejtek és legalacsonyabb a T sejtekben volt a GR expresszio.

12. Ismertek-e akar a GR akdr a Hsp90-et kodolo géneken olyan ritka mutaciok vagy
gvakori polimorfizmusok, amelyek a GC valaszt befolyadsoljik, esetleg betegségek
pathogenezisével allnak kapcsolatban?

Régota ismert betegség a familiaris glukokortikoid rezisztencia hypertoniaval,
hyperandrosztenizmussal, emelkedett szérum cortizol szinttel Cushing's szindréma
tinetei nélkiil. Hurley DM. és csoportja mar 1991-ben leirta (J.Clin Invest 1991;
aszparaginsav cserét eredményezett a 641-es aminosavnal a ligand-k6té doménben és
ezzel jelentésen csokken a receptor ligand kot képessége. Klinikai tiineteket csak a
homozigdta utddoknal tapasztaltak. Azota szamos mutéciot irtak le a GR DNS koté
doménjében is, pl. a hGRaV423A aminosav csere ugyancsak primer generalizalt GC
rezisztenciat okoz kovetkezményes zavarral a GR nukledris transzlokacidjaban ¢és a
DNS koté képességben a GRE génszekvencidkon (Roberts ML. és mitsai., J. Clin.
Endocrinol Metab. 2013;98(4):E790-5. doi: 10.1210/jc.2012-3549.)

Nicolaides NC. és Charmandari E egy 2017-es review-ben részletes leirasat adja azon
GR pont mutacioknak melyek a primer generalizalt GC rezisztencia ((PGGR), késébbi
nevén “Chrousos szindroma”, és a primer generalizalt GC hyperszenzitivitas
szindroma (PGGS) mogott allnak (Hormones 2017, 16(2):124-138). A GR
izoformakat az NR3C1 gén kodolja (5-6s kromoszoma) és 10 exonbol épiil fol. Az 1-
es exon szovet-specifikus non-coding DNS régiokat tartalmaz, mig a 2-90/9f alkotja a
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mutaciokat, deléciokat és inserciokat, melyek a fenti két betegségcsoportot okozzak.

A hGR polimorfizmusok a normal populacion belil el6forduld hGRalfa
interindividualis variaciéit eredményezik, kovetkezményes eltéré GC szoveti
érzékenységgel és metabolikus aktivitassal. Az ER22/23EK hGR génvarians két
kapcsolt mutaciot tartalmaz a 2-es exonban. Ennek csokkent GC érzékenység és
emelkedett cortizol szérum szint valamint jobb metabolikus tulajdonsagok, inzulin
érzékenység, LDL koleszterin szint a kovetkezményei hosszabb varhato
¢lettartammal. A gyakori Bcll restrikcios fragmens hossz polimorfizmus (rs
41423247) ezzel szemben fokozott GC érzékenységet, inzulin rezisztenciat,
hypertoniat és visceralis elhizast okoz. Ugyancsak leirtak a hGRbeta esetében egy
aminosav cserét nem okozé pontmutaciot, mely a hGRbeta élettartamat ndveli,
akadalyozva a GRalfa mikodését kovetkezményes GC rezisztenciaval. Ez a
polimorfizmus ugyan csokkent obezitassal és jobb lipid paraméterekkel tarsul, de
gyakoribb ezekben az egyénekben a gyulladasos reakcid, a rheumatoid arthritis és a
cardiovascularis megbetegedések (Syed AA. és mtsai. Obesity (Silver Spring)
2006;14:759-764.).

Végezetiil koszondm Dr. Széll Marta Professzor Asszony pozitiv véleményét munkamrol,
gondolatébreszté kérdéseit, és azt, hogy a doktori miivemet alkalmasnak tartja nyilvanos
vitara bocsatani.

dr. Berki Timea Pécs, 2017. augusztus 16.



