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Tisztelt Professzorasszony!

Koszondm szépen az MTA doktori palyazatomra szakitott 1d6t, annak formai és
tartalmi kiértékelését. Koszonom az elméleti és metodikai jjdonsagok elfogadasat, az MTA
doktori palyazatom tamogatdsat nyilvanos vitara bocsatasdban. Nagyon koszonOm biztato
méltatasat, s kiilon 6rom szdmomra, hogy élvezetesnek és olvasmanyosnak is taldlta a
palyazatom! Koszondm az épitd kritikat is, igyekszem azt a palydzat hasznara forditani,
torekszem a szdbeli védésem anyagat ennek megfelelden dsszeallitani.

Vélaszaim a megfogalmazott szakmai kérdésekre, helyesbitésekre és észrevételekre:
1) Kérdés: Van-e arra utalo irodalmi adat, hogy az SLE juvenilis, azaz 16 év alatt

TREC-et és az igazolta-e a timusz csokkent miikodését?

Koszondm szépen az izgalmas kérdést. A timusz allapotanak Osszefiiggése az egyes
autoimmun betegségekkel, kiilondsen a myasthenia gravis (MG) esetében egy Osszetett
kérdés. Kozismert orvosi megfigyelés, hogy a timusz eltavolitasa tiinetmentessé teheti a MG-
ben szenvedd betegeket. Azonban van egy rendkiviil érdekes (bar korai és késébb egyéb
okbdl visszavont) kozlemény ezzel kapcsolatban, mely egy eddig még nem vizsgalt hipotézist
alapozhat meg (Myasthenic sera recognize the human acetylcholine receptor bound to
thymopoietin, E Morel, B Vernet-der Garabedian, F Raimond, T K Audhya, G Goldstein, J F
Bach, Eur J Immunol. 1987 Aug;17(8):1109-13. doi: 10.1002/eji.1830170806). A MG-ben
szenved® betegek esetében az auto-antitestek a neuromuscularis junctio acetyl-cholin
receptora ellen termelddnek, igy okozva a tiineteket. Kimutattdk, hogy ezek az auto-antitestek
kotédést mutatnak a LAP2alpha (korabban thymopoetin) auto-antigénekkel is. Ez egy
magmembran-asszocialt elem (nuclear lamina), ennek megfeleléen ubikviter eléfordulasu.
Azonban timusz epitél sejtekben maga szintli az expresszidja (innen ered eredeti thymopoetin
elnevezése is). A hipotézis szerint a timusz eltavolitasa utan a f6 antigénforras megsziinése
miatt csokken a neuromuscularis junction keresztreagdld auto-anitest termelddése igy
csokkentve a tiineteket.

Az SLE ¢és RA vonatkozasdban is talalhatdé érdekes (szintén korai) irodalmi adat
(Myasthenia gravis with thymoma is not associated with an increased incidence of non-
muscle autoimmune disorders, Aarli JA, Gilhus NE, Matre R. Autoimmunity. 1992;11(3):159-
62. doi: 10.3109/08916939209035150.). Eszerint a MG-ben szenvedd betegek timuszanak
allapota szerinti besorolasaban (thymoma, follicularis hyperplasia, atrophia) egyediil a
follicularis hyperplasia csoportja mutat statisztikai kotédést SLE fennallasaval, az egyéb
csoportok viszont nem.
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2) Kérdés: A 22. oldalon azt olvassuk a cuprizon kezeléssel kapcsolatban, hogy a
kiserleti dllatok tetszoleges mennyiséget vettek magukhoz konstans aranyu cuprizont
tartalmazo tapbol. Ez azt jelenti, hogy egyedenként a felvett cuprizon mennyisége eltéro volt.
Nem befolyasolta ez a kisérlet eredményét?

Koszonom a kérdést. A cikkben vizsgalt allatok 4 hetes, him C57BL/6 egerek voltak
(forras: Charles River Laboratories Hungary Kft, Isaszeg), akik 3, illetve 7 napig
fogyasztottak 0.2% (tdmeg%) cuprizon-tartalmu tapot ad libitum. Ez a fajta taplalas valdoban
eredményezhet egyéni kiilonbségeket a cuprizon bevitelben. Ezeket vélhetden minimalizalja
az egységes beltenyésztett eredet, a megegyezo (fiatal felndtt) kor €s az azonos (him) nem. A
kisérleti adatok elemzése soran nem meriilt fel ebbdl fakado variancia.

3) Kérdés: 4 22. oldalon a humdn timusz mintakkal kapcsolatban kérdés: Milyen
személyektol szarmaztak a normal timusz mintak?

Ko6szondom a kérdést. Kollaboracionk emberi timusz mintdk kiértékelése soran soran
82 timoma / timusz karcinoma, illetve 21 normal timusz mintat dolgozott fel, mely utdbbiak
szivsebészeti beavatkozdsok sordn nyert biopszidk. A vizsgalatot a helyi etikai bizottsag
hagyta jova (#2009- 290N-MA/2010 és 2018-516N-MA, Mannheim, Németorszag). A
felhasznalt mintdk tovabbi klinikai paramétereit az alabbi tdblazat Osszegzi (forrds: WNT4
overexpression and secretion in thymic epithelial tumors drive an autocrine loop in tumor
cells in vitro. Zhang X, Schalke B, Kvell K, Kriegsmann K, Kriegsmann M, Graeter T,
Preissler G, Ott G, Kurz K, Bulut E, Strobel P, Marx A, Belharazem D. Front Oncol. 2022 Jul
29:12:920871. doi: 10.3389/fonc.2022.920871).

TABLE 1 Characteristics of the thymoma and thymic carcinoma patients and non-neoplastic adult and pediatric control from cardiac surgery
patients studied for WNT ligands, frizzled receptors and WNT inhibitors.

Diagnosis N Age range (y) Sex(m:f) Stage(I-IV) MG+ (%)
Type A 9 36-81 45 I(n=4) 0
II (n=5)
Type AB 25 26-77 15:10 I(n=18) 9 (40.9%)
II(n=7)
Type B2 18 21-81 10:8 I(n=3) 8 (44.4%)
II (n = 6)
III (n = 5)
IV (n=4)
Type B3 19 41-76 8:11 I(n=5) 4 (21.05%)
I (n=4)
I (n = 8)
IV(n=2)
TSQCC 11 32-74 65 I(n=5) 0
II (n=3)
I (n=1)
IV(n=2)
CT 6 0-10 42 = =
NT 15 28-82 69 - —

Thymoma type A, AB, B2, and B3 (3); TSQCC: thymic squamous cell carcinoma; MG+ (%): percentage of patients with myasthenia gravis; stage, according to Masaoka-Koga (31); CT,
(normal) childhood thymuses; NT, normal (adult) thymuses.
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4) Kérdés: A 28. oldalon az emberi porcsejtes kisérletek kapcsan kérdés, hogy milyen
egyenektol nyertek femoralis kondilust? Egyébként is megtortént volna a beavatkozas
(biopszia/explantatum nyerés) vagy ez volt a fo indikacio? Voltak- e tajékoztatva a donorok
arrol, hogy kisérletben hasznaljak fel a toliik nyert mintat és ha igen, adtak-e beleegyezd
nyilatkozatot? Volt erre is etikai engedély? Van-e mds modszer is a human porcsejtek
apoptozisanak vizsgalatara, mint a festékkizarasos modszer és ha igen, miért emellett
dontottek?

Ko6szonom a kérdést. Az emberi porcsejtes kisérletek kapcsan a klinikai partner (dr.
Bardos Tamas, PTE KK Ortopédiai Intézet) természetesen rendelkezett a sziikséges regionalis
¢s ETT engedéllyel, és a mintavételt (melyet egyéb ortopédiai indikacio, jellemzden protézis-
betiltetés soran végeztek el) irasos beleegyezd nyilatkozat €s betegtajékoztatd is megeldzott,
ahogy azt a tdmogatd kutatasi alapok is megkoveteltek (GVOP 3.1.1-2004-05-0219/3.0 és
OTKA 53065). A pontos etikai engedélyszam visszafejtésére sajnos mar nincs lehetdségem,
mivel klinikai partneriink 17 évvel ezel6tt kiilfoldre tdvozott és nincs vele €16 kapcsolatunk.

Az éaramlasi cytometrias festékkizarasos teszt a 7-AAD (7-amino-aktinomycin D)
fluoreszcens festék alkalmazasan alapult, mely jellegzetes, 3-savos elkiilonitést tesz lehetové
az FL3 fluoreszcens csatorndban az €16, apoptotikus és nekrotikus sejtek kozott. A 7-AAD
festék a 0,5% PFA-alapu fixaloban (FACS-FIX) keriil beoldasra melyet kozvetleniil mérés
elétt adunk a sejtekhez, gyors és kényelmes jelolést biztositva (forras: Blood. 1996 Mar
15;87(6):2244-51. The use of 7-amino actinomycin D in identifying apoptosis: simplicity of
use and broad spectrum of application compared with other techniques N J Philpott, A J
Turner, J Scopes, M Westby, J C Marsh, E C Gordon-Smith, A G Dalgleish, FF M Gibson).
Léteznek természetesen egyéb apoptozist vizsgdlo tesztek, szoveti szinten pl. magunk is a
TUNEL-assay-t valasztottuk.

5) Kérdés: 4 39.0ldalon Az organogeneis molekularis tényezoi fejezetben mennyire volt
jo valasztas genetikai defektus miatt indikalt terhességmegszakitasbol nyert human
magzatban vizsgalni a timuszt? Biztos-e, hogy az adott genetikai hiba nincs hatassal a timusz
organogenezisére vagy nincs kapcsolatban azzal? Nem lett volna- e szerencsésebb nem kivant
terhesség megszakitasabol nyert magzati timusz feldolgozasa?

Ko6szonom a kérdést. Az emberi magzat, mely a timusz mintat szolgaltatta, 13-as
kromoszoma triszémia (Patau-szindroma) miatt keriilt miivi vetélésre. A Patau-szindroma
egyrészt ismereteink szerint nem befolyésolja jelentOsen a timusz fejléddését ebben a magzati
id6szakban, masrészt hozzaférést biztositott az egér mintdkhoz hasonl6 fejlettségli emberi
magzati timusz mintahoz a terhesség 15. hetében, mely nem lett volna lehetséges egészséges
emberi magzatok esetében, ahol az abortusz jogi lehetdsége a terhesség 12. hetéig terjed ki.

6) Kérdés: A 45. oldalon sem a szévegbdl, sem a 14. abrabol nem deriil ki, hogy az 1
honapos és 1 éves korban egérben tortént mérési eredmények kozotti kiilonbség statisztikailag
értékelésre keriilt-e és ha igen, az szignifikansnak tekintheté-e. (Wntd, FoxNI, LAP2alfa,
laminl, PPRgamma, ADRP, E-cadherin, N-cadherin mRNS expresszio).
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Koszondm a kérdést. Az eredeti publikaciot visszafejtve biologiai és technikai
triplikatumban is megtorténtek a mérések, melyekbdl pilot, reprezentativ kisérleti eredmények
kertiltek bemutatasra. Ennek megfelelden, bar sziik a szoras tartomanya, statisztikai elemzésre
nem keriilt sor, az eltérések ezért indikativ jelleggel értékelheték, még ha tartalmilag ala is
tamasztjak és erositik a teljes kutatasi eredmény kontextusat.

7) Helyesbités: A 48. oldalon a kép alatti szovegrészben a 15. abrara hivatkozik, ami
valoszinii eliras és a 19. abra baloldali részére hivatkozik valojaban.

Ko6szonom a helyesbitést. Valoban eliras tortént, az elektronmikroszkopos kép
helyesen jelolve nem a 15-0s, hanem a 19-es dbran szerepel.

8) Kérdés: Az 50. oldalon a 22. dbran bemutatott TREC mérések PPARgamma KO
egerben mennyi idos korban torténtek?

Ko6szonom a kérdést. Az mTREC mérésekre az egerek 8 honapos koraban kertilt sor
(mivel a PPARgamma KO egerek nem ¢élnek meg magasabb életkort a fokozott és Osszetett
anyagcsere-problémak kdvetkeztében), s minden torzs esetében a sajat 1 honapos korban mért
mTREC szintjéhez relativ médon viszonyitva keriiltek megjelenitésre a 8 honapos mTREC
szintek az abran.

9) Kérdés: Az 51. oldalon a 24. abran A szteroid-kezelés (DX) timusz epitélre kifejtett
hatasa  keriilt bemutatisra molekularis (mRNS expresszio) és szoveti szinten
(immunfloreszcens festés) egér modellben, akut kezelés (bal, 24 h) és kronikus kezelés utan
(jobb, 3 honap). Akut szteroid kezelésre a PPRgamma mRNS expresszio no, mig kronikus
kezelés hatasara csokken. Hogyan értelmezheto ez? Az dbra A részének baloldalan FOXNI és
Wnt4 expresszio valtozasa van feltiintetve. Mely idopontokat jelol a 3-3 par oszlopgrafikon?

Koszondm a kérdest. Akut kezelést kovetden valoban emelkedik a PPARgamma gén-
expresszios (mRNS) szintje (24. abra bal oldali C panele), ez esetben a szorasok sziikek és
nem fednek at. A kronikus kezelést kovetden a PPARgamma gén-expressziods szintje (24. abra
jobb oldali A panele) a mérési atlagot tekintve csokkent mértéki, de a jelentds szoras miatt
atfedonek tekinthetd a kontrollal. Statisztikai kiértékelés a reprezentativ jelleg miatt itt sem
tortént, a 6-os kérdéshez hasonlé modon.

Az akut kezelés hatdsara feltiintetett gén-expresszids kilengések 24h-val a kezelést
kovetden kertiltek lemérésre, ezt abrazolja a 24. dbra bal oldali A panele.

10)  Helyesbités: Az 52. oldalon olvashatjuk: ,, Kutatdisainkat nemzetkozi kollabordcioban
folytatva és a fokuszt tagitva allati toxinok (pl. kigyomérgek) hatasat is teszteltiik az
immunrendszer limfoid (pl. makrofag) és mesenchymalis (pl. timusz epitél) elemein egyarant.
Birdalo megjegyzése, hogy a monocitik/makrofagok NEM limfoid elemek, hanem mieloid
progenitorokbdl differencialodnak.
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Koszondm a  helyesbitést. ~ Valdban  elirds  tortént, természetesen a
monocitak/makrofdgok mieloid elemek, semmilyen szempontbdl nem sorolhatok a limfoid
elemek kozé.

11)  Kérdés és észrevétel: 4 62. oldalon a 40. abrabol nem deriil ki, hogy a bemutatott sejt
daganatos vagy egészséges tiidoepitélsejtet mutat-e, vagy hogy mi a kiilonbség a ketto
esetében az exoszomak tulajdonsagait illetoen. Az abran a sejten beliil a, b, c-vel jelolt
folyamatokat magyardzni sziikséges az abrafeliratban. Minden adabranak onmagaban is
értelmezhetonek kell lennie! A formai részben tett észrevétel sok abra esetében tartalmi
eszrevételkent is emlitheto.

Koszondm a kérdést és az észrevételt. A 40. abra a Wnt-tartalmi kis méretli
extracellularis vezikuldk (exoszoémak) képzOddésének altalanos folyamatdt mutatjak.
Egészséges ¢és koros sejtben is megegyeznek a folyamat 6 1épései, az egyes korallapotok
esetén mindségbeli kiilonbségek jellemzik az exoszomakat (tartalombeli, pl. a szallitott
miRNS-ek vagy citokinek tekintetében), azonban képzddésiik modja megtartott. A 40. adbra
esetében az egyes lépések magyardzata az aldbbiak szerint teljes: a) az ER-bdl valo
felszabadulas utan a palmitoalt Wnt a Golgi-apparatusba kertil, és a Wls-kapcsolt Wnt a
plazmamembranba jut. Ezutdn a Wls Gjrahasznosul a plazmamembranbol, és a retromer-
komplex visszaviszi a Golgiba. b) A Wnt-Wls-komplexum a mikrovezikularis rendszerbe
keriil (MVB), ahol igy tomegesen exoszoémak keletkeznek, amely a Wnt-k forrasaként
szolgalnak annak nagy tavolsagra torténd eljuttatdsakor ¢) A Reggie-1/Flotillin-2 kdzvetiti a
Wnt-k ismételt endocitozisat, és eldsegiti a Wnt-k oldhatdé micellds formédban torténd
szallitasat.

Valoban a sziikségszerli egyszerusités soran (az MTA doktori miiben 25 cikk és 3
konyvfejezet keriilt egy logikai menetre felfiizve) el6fordulhatnak olyanok é&brafeliratok is,
melyek alapjan részleteiben mar nehezitett megérteni az egyes abrakat, folyamatokat, s ezért
elnézést kérek. A szobeli védésen torekszem ennek kikiiszobolésére, az egyes abrak részletes
magyarazatanak kifejtésére.

12)  Kérdés: 4 69. oldalon az Osszefoglaldasban olvashatjuk, hogy a hagyomdnyos qgPCR
alapu modszert adaptalta 3. generdcios digitalis PCR platformra, melynek elonye a korabbi
platformhoz képest, hogy egyszerre fokozottan érzékeny és preciz, de sem itt, sem az
Eredmények fejezetben nem szerepel direkt dsszehasonlito vizsgalat a szenzitivitds és
specificitas jellemzésére a két modszer kapcsan.

Ko6szonom a kérdést. A gyartd cég (Thermo Fisher Scientific) hagyomanyos PCR ¢és
3D digitalis PCR platformjainak Osszevetésére utaltam a leirdsban, ez mutatja a 3D digitélis
PCR kiemelkedd szenzitivitdsat és specificitdsat a hagyomanyos platformhoz képest,
kiilondsen extrém alacsony kdpiaszamok esetében (mint ahogy az gyakori hTREC mérések
esetében). A teljes gyari jellemzés rovid formdban az aldbbi linken érhetd el, melybdl
kiragadott képet is csatolok a személtetés kedvéért:
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System.pdf
A
Sample praitpenfl e e e el e oV (%)
NA17245 6 0 0.08 0.06 N/A
NA17251 6 1 0.98 0.02 2.21
NA17258 6 2 1.96 0.05 2.47
NA17132 6 3 2.98 0.06 1.85
NA19194 8 4 4.00 0.05 1.22
NA18507 8 5 5.11 0.13 2.50
NA17110 8 6 5191l Q82 2.07
NA17202 8 7 7.02 0.07 1.02
NA18854 8 8 7.95 (0)2(0) 2:55

Copy number
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Figure 7. Precision and accuracy demonstrated for copy number analysis of the CCL3L1 genetic locus on chromosome 17 across 9
independent DNA samples representing 0-8 copies. (A) Experimental design and resulting data across the tested sample set. Each digital PCR
measurement overlaps the expected value within the standard deviation achieved. It should be noted that all measurement coefficients of variation (CV)
were below 2.55%, underscoring the high degree of precision achievable. (B) Graphical representation of the same data displayed in A. With the achieved
precision, digital PCR results made it possible to discern the difference between samples containing 7 and 8 copies.

Az MTA doktori palyazat beadéasa 6ta a Thermo Fisher Scientific céggel kozosen egy white
paper cikk is megjelenésre keriilt, mely tovabbi technikai részleteket tartalmaz a hTREC ¢és
hKREC mérés pontos protokolljarol:

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/GSD/Reference-Materials/dpcr-dried-blood-spot-
trec-analysis.pdf
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https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/GSD/Reference-Materials/dpcr-dried-blood-spot-trec-analysis.pdf

Pécsi Tudomanyegyetem

Gyogyszerésztudomanyi Kar
Gyoégyszerészi Biotechnoldgia Intézet

Még egyszer koszonom az MTA palyazatom szives elbiralasat, bizom kérdéseim kielégitd
jellegében, és természetesen allok rendelkezésre tovabbi kérdésekre a védés soran.

Pécs, 2024. november 20.

Dr. Kvell Krisztian
egyetemi docens



