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Tisztelt Professzorasszony!

Köszönöm  szépen  az  MTA  doktori  pályázatomra  szakított  időt,  annak  formai  és
tartalmi kiértékelését. Köszönöm az elméleti és metodikai újdonságok elfogadását, az MTA
doktori  pályázatom támogatását  nyilvános  vitára  bocsátásában.  Nagyon  köszönöm biztató
méltatását,  s  külön  öröm  számomra,  hogy  élvezetesnek  és  olvasmányosnak  is  találta  a
pályázatom!  Köszönöm az  építő  kritikát  is,  igyekszem azt  a  pályázat  hasznára  fordítani,
törekszem a szóbeli védésem anyagát ennek megfelelően összeállítani.

Válaszaim a megfogalmazott szakmai kérdésekre, helyesbítésekre és észrevételekre:
1) Kérdés:  Van-e  arra  utaló  irodalmi  adat,  hogy  az  SLE  juvenilis,  azaz  16  év  alatt
kezdődő formájában volnának a tímusz korai involúciójára utaló adatok, vagy pl. vizsgáltak-e
TREC-et és az igazolta-e a tímusz csökkent működését?

Köszönöm szépen az izgalmas kérdést. A tímusz állapotának összefüggése az egyes
autoimmun  betegségekkel,  különösen  a  myasthenia  gravis  (MG)  esetében  egy  összetett
kérdés. Közismert orvosi megfigyelés, hogy a tímusz eltávolítása tünetmentessé teheti a MG-
ben szenvedő betegeket.  Azonban van egy rendkívül  érdekes  (bár  korai  és  később egyéb
okból visszavont) közlemény ezzel kapcsolatban, mely egy eddig még nem vizsgált 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
szenvedő  betegek  esetében  az  auto-antitestek  a  neuromuscularis  junctio  acetyl-cholin
receptora ellen termelődnek, így okozva a tüneteket. Kimutatták, hogy ezek az auto-antitestek
kötődést  mutatnak  a  LAP2alpha  (korábban  thymopoetin)  auto-antigénekkel  is.  Ez  egy
magmembrán-asszociált  elem (nuclear  lamina),  ennek  megfelelően  ubikviter  előfordulású.
Azonban tímusz epitél sejtekben maga szintű az expressziója (innen ered eredeti thymopoetin
elnevezése is). A hipotézis szerint a tímusz eltávolítása után a fő antigénforrás megszűnése
miatt  csökken  a  neuromuscularis  junction  keresztreagáló  auto-anitest  termelődése  így
csökkentve a tüneteket.

Az  SLE  és  RA  vonatkozásában  is  található  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 szenvedő betegek tímuszának
állapota  szerinti  besorolásában  (thymoma,  follicularis  hyperplasia,  atrophia)  egyedül  a
follicularis  hyperplasia  csoportja  mutat  statisztikai  kötődést  SLE  fennállásával,  az  egyéb
csoportok viszont nem.
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2) Kérdés:  A  22.  oldalon  azt  olvassuk  a  cuprizon  kezeléssel  kapcsolatban,  hogy  a
kísérleti  állatok  tetszőleges  mennyiséget  vettek  magukhoz  konstans  arányú  cuprizont
tartalmazó tápból. Ez azt jelenti, hogy egyedenként a felvett cuprizon mennyisége eltérő volt.
Nem befolyásolta ez a kísérlet eredményét?

Köszönöm a kérdést. A cikkben vizsgált állatok 4 hetes, hím C57BL/6 egerek voltak
(forrás:  Charles  River  Laboratories  Hungary  Kft,  Isaszeg),  akik  3,  illetve  7  napig
fogyasztottak 0.2% (tömeg%) cuprizon-tartalmú tápot ad libitum. Ez a fajta táplálás valóban
eredményezhet egyéni különbségeket a cuprizon bevitelben. Ezeket vélhetően minimalizálja
az egységes beltenyésztett eredet, a megegyező (fiatal felnőtt) kor és az azonos (hím) nem. A
kísérleti adatok elemzése során nem merült fel ebből fakadó variancia.

3) Kérdés:  A  22.  oldalon  a  humán  tímusz  mintákkal  kapcsolatban  kérdés:  Milyen
személyektől származtak a normál tímusz minták?

Köszönöm a kérdést. Kollaborációnk emberi tímusz minták kiértékelése során során
82 timóma / tímusz karcinóma, illetve 21 normál tímusz mintát dolgozott fel, mely utóbbiak
szívsebészeti  beavatkozások  során  nyert  biopsziák.  A  vizsgálatot  a  helyi  etikai  bizottság
hagyta  jóvá  (#2009-  290N-MA/2010  és  2018-516N-MA,  Mannheim,  Németország).  A
felhasznált  minták további klinikai  paramétereit  az alábbi táblázat  összegzi (forrás:  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, Ströbel P, Marx A, Belharazem D. Front Oncol. 2022 Jul
29;12:920871. doi: 10.3389/fonc.2022.920871).
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4) Kérdés:  A 28. oldalon az emberi porcsejtes kísérletek kapcsán kérdés, hogy milyen
egyénektől  nyertek  femorális  kondilust?  Egyébként  is  megtörtént  volna  a  beavatkozás
(biopszia/explantátum nyerés) vagy ez volt a fő indikáció? Voltak- e tájékoztatva a donorok
arról, hogy kísérletben használják fel  a tőlük nyert mintát és ha igen, adtak-e beleegyező
nyilatkozatot?  Volt  erre  is  etikai  engedély?  Van-e  más  módszer  is  a  humán  porcsejtek
apoptózisának  vizsgálatára,  mint  a  festékkizárásos  módszer  és  ha  igen,  miért  emellett
döntöttek?

Köszönöm a kérdést. Az emberi porcsejtes kísérletek kapcsán a klinikai partner (dr.
Bárdos Tamás, PTE KK Ortopédiai Intézet) természetesen rendelkezett a szükséges regionális
és ETT engedéllyel, és a mintavételt (melyet egyéb ortopédiai indikáció, jellemzően protézis-
beültetés során végeztek el) írásos beleegyező nyilatkozat és betegtájékoztató is megelőzött,
ahogy azt a támogató kutatási  alapok is megköveteltek (GVOP 3.1.1-2004-05-0219/3.0 és
OTKA 53065). A pontos etikai engedélyszám visszafejtésére sajnos már nincs lehetőségem,
mivel klinikai partnerünk 17 évvel ezelőtt külföldre távozott és nincs vele élő kapcsolatunk.

Az  áramlási  cytometriás  festékkizárásos  teszt  a  7-AAD  (7-amino-aktinomycin  D)
fluoreszcens festék alkalmazásán alapult, mely jellegzetes, 3-sávos elkülönítést tesz lehetővé
az FL3 fluoreszcens csatornában az élő, apoptotikus és nekrotikus sejtek között. A 7-AAD
festék a 0,5% PFA-alapú fixálóban (FACS-FIX) kerül beoldásra melyet közvetlenül mérés
előtt  adunk a  sejtekhez,  gyors  és  kényelmes  jelölést  biztosítva  (forrás:  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, F M Gibson ).
Léteznek természetesen egyéb apoptózist  vizsgáló tesztek,  szöveti  szinten pl. magunk is a
TUNEL-assay-t választottuk. 

5) Kérdés: A 39.oldalon Az organogeneis molekuláris tényezői fejezetben mennyire volt
jó  választás  genetikai  defektus  miatt  indikált  terhességmegszakításból  nyert  humán
magzatban vizsgálni a tímuszt? Biztos-e, hogy az adott genetikai hiba nincs hatással a tímusz
organogenezisére vagy nincs kapcsolatban azzal? Nem lett volna- e szerencsésebb nem kívánt
terhesség megszakításából nyert magzati tímusz feldolgozása?

Köszönöm a  kérdést.  Az emberi  magzat,  mely  a  tímusz  mintát  szolgáltatta,  13-as
kromoszóma triszómia  (Patau-szindróma)  miatt  került  művi  vetélésre.  A Patau-szindróma
egyrészt ismereteink szerint nem befolyásolja jelentősen a tímusz fejlődését ebben a magzati
időszakban,  másrészt  hozzáférést  biztosított  az  egér  mintákhoz  hasonló  fejlettségű emberi
magzati tímusz mintához a terhesség 15. hetében, mely nem lett volna lehetséges egészséges
emberi magzatok esetében, ahol az abortusz jogi lehetősége a terhesség 12. hetéig terjed ki.

6) Kérdés:  A 45. oldalon sem a szövegből, sem a 14. ábrából nem derül ki, hogy az 1
hónapos és 1 éves korban egérben történt mérési eredmények közötti különbség statisztikailag
értékelésre  került-e  és  ha  igen,  az  szignifikánsnak  tekinthető-e.  (Wnt4,  FoxNl,  LAP2alfa,
laminl, PPRgamma, ADRP, E-cadherin, N-cadherin mRNS expresszió).
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Köszönöm  a  kérdést.  Az  eredeti  publikációt  visszafejtve  biológiai  és  technikai
triplikátumban is megtörténtek a mérések, melyekből pilot, reprezentatív kísérleti eredmények
kerültek bemutatásra. Ennek megfelelően, bár szűk a szórás tartománya, statisztikai elemzésre
nem került sor, az eltérések ezért indikatív jelleggel értékelhetők, még ha tartalmilag alá is
támasztják és erősítik a teljes kutatási eredmény kontextusát.

7) Helyesbítés:  A 48. oldalon a kép alatti szövegrészben a 15. ábrára hivatkozik, ami
valószínű elírás és a 19. ábra baloldali részére hivatkozik valójában.

Köszönöm  a  helyesbítést.  Valóban  elírás  történt,  az  elektronmikroszkópos  kép
helyesen jelölve nem a 15-ös, hanem a 19-es ábrán szerepel.

8) Kérdés:  Az  50.  oldalon  a  22.  ábrán  bemutatott  TREC mérések  PPARgamma KO
egérben mennyi idős korban történtek?

Köszönöm a kérdést. Az mTREC mérésekre az egerek 8 hónapos korában került sor
(mivel a PPARgamma KO egerek nem élnek meg magasabb életkort a fokozott és összetett
anyagcsere-problémák következtében), s minden törzs esetében a saját 1 hónapos korban mért
mTREC szintjéhez relatív módon viszonyítva kerültek megjelenítésre a 8 hónapos mTREC
szintek az ábrán.

9) Kérdés:  Az 51. oldalon a 24. ábrán A szteroid-kezelés (DX) tímusz epitélre kifejtett
hatása  került  bemutatásra  molekuláris  (mRNS  expresszió)  és  szöveti  szinten
(immunfloreszcens festés) egér modellben, akut kezelés (bal, 24 h) és krónikus kezelés után
(jobb, 3 hónap). Akut szteroid kezelésre a PPRgamma mRNS expresszió nő, míg krónikus
kezelés hatására csökken. Hogyan értelmezhető ez? Az ábra A részének baloldalán FOXNl és
Wnt4 expresszió változása van feltüntetve. Mely időpontokat jelöl a 3-3 pár oszlopgrafikon?

Köszönöm a kérdést. Akut kezelést követően valóban emelkedik a PPARgamma gén-
expressziós (mRNS) szintje (24. ábra bal oldali C panele), ez esetben a szórások szűkek és
nem fednek át. A krónikus kezelést követően a PPARgamma gén-expressziós szintje (24. ábra
jobb oldali A panele)  a mérési átlagot tekintve csökkent mértékű, de a jelentős szórás miatt
átfedőnek tekinthető a kontrollal. Statisztikai kiértékelés a reprezentatív jelleg miatt itt sem
történt, a 6-os kérdéshez hasonló módon.

Az akut  kezelés  hatására  feltüntetett  gén-expressziós  kilengések 24h-val  a kezelést
követően kerültek lemérésre, ezt ábrázolja a 24. ábra bal oldali A panele.

10) Helyesbítés:  Az 52. oldalon olvashatjuk: „Kutatásainkat nemzetközi kollaborációban
folytatva  és  a  fókuszt  tágítva  állati  toxinok  (pl.  kígyómérgek)  hatását  is  teszteltük  az
immunrendszer limfoid (pl. makrofág) és mesenchymális (pl. tímusz epitél) elemein egyaránt.
Bíráló  megjegyzése,  hogy  a  monociták/makrofágok  NEM limfoid  elemek,  hanem  mieloid
progenitorokból differenciálódnak.
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Köszönöm  a  helyesbítést.  Valóban  elírás  történt,  természetesen  a
monociták/makrofágok mieloid elemek,  semmilyen szempontból  nem sorolhatók a limfoid
elemek közé.

11) Kérdés és észrevétel: A 62. oldalon a 40. ábrából nem derül ki, hogy a bemutatott sejt
daganatos  vagy  egészséges  tüdőepitélsejtet  mutat-e,  vagy  hogy  mi  a  különbség  a  kettő
esetében  az  exoszómák  tulajdonságait  illetően.  Az  ábrán  a  sejten  belül  a,  b,  c-vel  jelölt
folyamatokat  magyarázni  szükséges  az  ábrafeliratban.  Minden  ábrának  önmagában  is
értelmezhetőnek  kell  lennie!  A  formai  részben  tett  észrevétel  sok  ábra  esetében  tartalmi
észrevételként is említhető.

Köszönöm  a  kérdést  és  az  észrevételt.  A  40.  ábra  a  Wnt-tartalmú  kis  méretű
extracelluláris  vezikulák  (exoszómák)  képződésének  általános  folyamatát  mutatják.
Egészséges és kóros sejtben is megegyeznek a folyamat fő lépései, az egyes kórállapotok
esetén  minőségbeli  különbségek  jellemzik  az  exoszómákat  (tartalombeli,  pl.  a  szállított
miRNS-ek vagy citokinek tekintetében), azonban képződésük módja megtartott. A 40. ábra
esetében  az  egyes  lépések  magyarázata  az  alábbiak  szerint  teljes:  a) az  ER-ből  való
felszabadulás  után  a  palmitoált  Wnt  a  Golgi-apparátusba  kerül,  és  a  Wls-kapcsolt  Wnt  a
plazmamembránba  jut.  Ezután  a  Wls  újrahasznosul  a  plazmamembránból,  és  a  retromer-
komplex visszaviszi  a  Golgiba.  b) A Wnt-Wls-komplexum a mikrovezikuláris  rendszerbe
kerül  (MVB),  ahol  így  tömegesen  exoszómák  keletkeznek,  amely  a  Wnt-k  forrásaként
szolgálnak annak nagy távolságra történő eljuttatásakor  c) A Reggie-1/Flotillin-2 közvetíti a
Wnt-k  ismételt  endocitózisát,  és  elősegíti  a  Wnt-k  oldható  micellás  formában  történő
szállítását.

Valóban a szükségszerű egyszerűsítés során (az MTA doktori  műben 25 cikk és 3
könyvfejezet került  egy logikai menetre felfűzve) előfordulhatnak olyanok ábrafeliratok is,
melyek alapján részleteiben már nehezített megérteni az egyes ábrákat, folyamatokat, s ezért
elnézést kérek. A szóbeli védésen törekszem ennek kiküszöbölésére, az egyes ábrák részletes
magyarázatának kifejtésére. 

12) Kérdés:  A 69. oldalon az Összefoglalásban olvashatjuk, hogy a hagyományos qPCR
alapú módszert adaptálta 3. generációs digitális PCR platformra, melynek előnye a korábbi
platformhoz  képest,  hogy  egyszerre  fokozottan  érzékeny  és  precíz,  de  sem  itt,  sem  az
Eredmények  fejezetben  nem  szerepel  direkt  összehasonlító  vizsgálat  a  szenzitivitás  és
specificitás jellemzésére a két módszer kapcsán.

Köszönöm a kérdést. A gyártó cég (Thermo Fisher Scientific) hagyományos PCR és
3D digitális PCR platformjainak összevetésére utaltam a leírásban, ez mutatja a 3D digitális
PCR  kiemelkedő  szenzitivitását  és  specificitását  a  hagyományos  platformhoz  képest,
különösen extrém alacsony kópiaszámok esetében (mint ahogy az gyakori hTREC mérések
esetében).  A  teljes  gyári  jellemzés  rövid  formában  az  alábbi  linken  érhető  el,  melyből
kiragadott képet is csatolok a személtetés kedvéért:
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http://enigma-saintia.com/wp-content/uploads/2016/10/Agbio_QuantStudio-3D-Digital-PCR-
System.pdf

Az MTA doktori pályázat beadása óta a Thermo Fisher Scientific céggel közösen egy white
paper cikk is megjelenésre került, mely további technikai részleteket tartalmaz a hTREC és
hKREC mérés pontos protokolljáról:

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

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/GSD/Reference-Materials/dpcr-dried-blood-spot-trec-analysis.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/GSD/Reference-Materials/dpcr-dried-blood-spot-trec-analysis.pdf
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Még egyszer köszönöm az MTA pályázatom szíves elbírálását,  bízom kérdéseim kielégítő
jellegében, és természetesen állok rendelkezésre további kérdésekre a védés során.

Pécs, 2024. november 20.

…………………………..
Dr. Kvell Krisztián
egyetemi docens


