VALASZ

Dr. Nagy Nandor opponens véleményére

Szeretném megkdszonni Dr. Nagy Nandor opponensnek, hogy elvallalta MTA Doktori értekezésem
birdlatat. K6szoném a minden részletre kiterjedd és alapos birdlatot, valamint a méltaté szavakat.
Munkdam célja a kezdetekt6l az volt, hogy hozzdjaruljon a hatékonyabb és alkalmazhatébb
transzlacidhoz a pluripotencia tulajdonsdg jobb megismerése altal. A dolgozatban bemutatott
Gssejtmodellek, akar egér, akar nyul, szarvasmarha, sertés vagy éppen human eredetliek, mind-mind
egy-egy épit6kovet jelentenek e folyamatban, és gazdagitjak tudasunkat az &ssejtekrél, amely segitheti
szélesebb korl és biztonsdgos alkalmazasuk minél el6bbi elérését a regenerativ medicina egyes
teruletein.

Kérdéseire és felvetéseire az alabbiakban valaszolok.

1) 10. oldal. Az 1. dbrahoz hasonléan jo6 lett volna, ha van egy olyan sémas rajz is, ahol az ERSE és
APE sejtek is illusztralva vannak. Van-e arra adat, hogy human embryoban is pluripotens
tulajdonsag jellemzi az epiblaszt sejtréteget?

K6szonom, hogy felhivta a figyelmet erre a hidnyossagra. A 10. oldal 1. dbra az egér embrionalis fejl6dés
sematikus rajza, az egyes embriéstadiumokat mutatja be a petesejt megtermékenyiilésétél a 6.5
embrionalis napig (E6.5). Habdr az abra utan koévetkezd bekezdés targyalja az ERSE és APE stadiumot,
azonban ez valéban nem kerilt feltlintetésre az 1. abran. Az ERSE stadium, vagyis a radidlis
szimmetrikus epiblaszt stddium az egér embriondlis fejl6édés soran az epiblaszt sugar irdnyud
szimmetridjdra utal, amely a gasztrulacié kezdete el6tt figyelhet6 meg. Ez a szimmetria azonban a
gasztrulacid soran felbomlik, és kialakulnak a test tengelyei (ellils6-hatsé, hat-has, bal-jobb). Az dbran
tehat a posztimplantacids epiblaszt mellé kellett volna irni az ERSE stadium megjel6lést az E5.5 fejl6dési
stadiumban. Az APE stadium megjel6lést, vagyis az anterior-poszterior epiblaszt kialakuldsrol pedig a
kovetkez6 E6.5 stadiumnal kellett volna jeldlni, valamint az E7.5 stddiumot is érdemes lett volna még
feltlintetni. Ugyanakkor itt szlikséges megjegyezni, hogy az egyes fajok kozott jelentés eltérés figyelhetd
meg, amellyel kapcsolatban a dolgozat 4.4 fejezetében a ,,Haszondllatok embridinak dsszehasonlitdsa,
uj pluripotencia gének azonositdsa” cimi fejezetben mutatok be eredményeket. Ott a 19. dbran is
bemutatasra kerll, hogy az egyik elsé és igen jelentés kihivas a pluripotens sejtpopuldcidk leirasaban a
kiilonboz6 embrionalis fejlédési stadiumok egymasnak vald megfeleltetése, amely az egyes fajok a
gasztrulaciét megel6z6 eltérd epiblaszt morfogenezisére vezethet§ vissza (Sheng, 2015). E tekintetben
szeretnék bemutatni egy dbrat Shahbazi és Zernicka-Goetz 2018-as publikaciéjabol, amelynek 2. abraja
az egér és human embridk fejl6désének e korai stadiumat hasonlitja 6ssze (Shahbazi and Zernicka-
Goetz, 2018). A Cambridge Egyetem kutatdi altal készitett sematikus abran ,epiblaszt rozettaként”
latjuk a sugdriranyban szimmetrikus epiblasztot (E5.0) majd az un. ,egg cylinder” stadiumot (E5.5)
amelynek megnyuldsaval kezd6dik az embriondlis tengelyek kialakuldsa, az APE epiblaszt stadium. Az
abra alsd sordaban az egér embrionalis fejlédésnek megfeleltetheté human embrié fejlédési stadiumok
szerepelnek, a human embridra jellemzé korong alaku (,,disc”) embrié morfoldgiaval.
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1. abra: Az egér és a human embrié implantacié utani korai fejlédésének sematikus rajza, a holyagcsira
allapottdl a gasztrulacié elinduldsaig. (Shahbazi and Zernicka-Goetz, 2018) (DOI: 10.1038/s41556-018-
0144-x)

Az embrionalis fejl6dés soran az epiblaszt (mas néven primitiv ektoderma, vildgos sarga szinnel szerepel
az 1. abran) az egyik sejtréteg, amely a hdlyagcsira embrido ICM-b4l azaz a belsé sejtcsomdbdl
differencidlddik. Ez az a sejtréteg, amely az embrionalis sz6veteket |étrehozza az implantaciot kovetSen,
vagyis az ekto-, mezo- és endoderma ebbdl a sejtcsoportdl differencidlédik a gasztruldcié soran. A
holyagcsira kiilsG sejtrétege a trofoblaszt (zold szinnel jel6lt sejtek az 1. dbran), mig a blasztocol fel6li
sejtréteg a hypoblaszt (mas néven primitivendoderma; piros szinnel jelolt sejtek az 1. abran) zarja koral
az epiblasztot. Vagyis ebben az értelemben a hdlyagcsira fejlédési stadiumu pre-implantacidés embrio
belsd sejtcsomadjaban mar elkllénilnek az epiblaszt sejtek, amelyeket pluripotensnek tekintiink ebben
a stadiumban.

Ha a birdld kérdése a posztimplantacids stadium epiblaszt sejtjeire vonatkozott, akkor, ahogy azt a
dolgozat 10. oldalan hivatkoztam, epiblaszt Gssejteket (Epiblast Stem Cells, EpiSC) sikerrel hoztak létre
egér, valamint patkany embridkbdl 2007-ben (Brons et al. 2007; Tesar et al 2007), azonban
pluripotencidjuk az un. primed pluripotencia stadiumnak felel meg (Huang et al. 2012; Davidson et al.,
2015; Weinberger et al., 2016). Ezt a 15. oldalon targyaltam a dolgozatban. KésGbb, sertés embridkbol
is sikerrel izoldltak pregasztrulacios stadiumban EpiSC sejteket (Zhi et al. 2022) majd szarvasmarha
embridkbdl is (Zhi et al 2024).

Human EpiESC sejtvonalak posztimplantacidés embridbdl etikai okok miatt nem kertilhetnek alapitasra.
Az egér és humadn pluripotens sejtekrdl, valamint az embrionadlis stadiumok két faj kozotti
megfeleltethetdségérdl tobb kivaldo Osszefoglald is megjelent az elmult években (Shahbazi and
Zernicka-Goetz 2018; Fu et al. 2021; Ren et al. 2025). A mar emlitett Shahbazi and Zernicka-Goetz
Osszefoglalébdl még egy abrat szeretnék bemutatni, ahol a Cambridge Egyetem kutatéi egy abran



nagyon szemléletesen 6sszegy(ijtotték az egér és human pluripotens Gssejteket fejlédési stadium és a
holyagcsira embrid sejttipusai (trofoblaszt, epiblaszt, hypoblaszt) szerint (2. dbra). Jol lathatd, hogy az
E7 stadiumban a naiv, mig az E11 staddiumban a primed tipusu ESC sejtek a megfelel6 kord embrid
epiblaszt sejtjeinek in vitro leszarmazottjai.
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2. abra: Sejttipusok az implantdacid utani korai szakaszaban 1évé eml&s embridkban, valamint az azokbdl
izolalt Gssejtek és molekuldris markerei. A z6ld szin a trofoblaszt, a sdrga az epiblaszt, mig a piros szin a
hypoblasztot jeloli. Az egyes Gssejttipusok kék szinnel vannak feltiintetve.

Makaké majmokon végzett fGemlds kisérletek (Macaca fascicularis) azt mutattak, hogy a
posztimplantaciés makaké embrid epiblaszt sejtek az egér EpiSC és epiblaszt szer( (EpilLC) sejtekkel
mutatnak génexpresszidés hasonldsagot (Nakamura et al. 2016), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
human embridk esetében is hasonlé potencidval rendelkezhetnek az epiblaszt sejtek a gasztrulacid
stddiumaig. Emellett, a szintetikus embrid elGallitasi kisérletek, ahol a kiilonb6z6 Gssejtekbdl kiindulva
mesterségesen hoznak létre egy embridt, tovabbi eredményekre vezethet a human embrid
gasztrulaciés eseményeinek jobb megértése terén.
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2) Etikai szempontbdl, Magyarorszagon meddig engedélyezett human embryot tenyészetben
fenntartani?

Az érvényben lév6 torvényi szabalyozas szerint az Egészséglgyi torvény (1997. évi CLIV. torvény az
egészségligyrél) rendelkezik ,Az emberi reprodukciéra iranyuld kiilénleges eljardsok, az embriokkal és
ivarsejtekkel végzett kutatdsok” témakorben, azon belll az ,,Embridkkal, ivarsejtekkel végezhets
kutatdsok, vizsgdlatok és beavatkozdsok” szakaszban. A torvény 180.§ (3) rendelkezik a kutatasra
felhaszndlhatd embridkrdl: ,Embrid kutatdsi célbdl nem hozhatd létre, kutatdshoz csak a reprodukcids
eligrdsok sordn létrejott embriot szabad felhaszndlni az arra jogosultak rendelkezése alapjan vagy az
embrid kdrosoddsa esetén.”

A 181.§ pedig meghatarozza az embridk tenyészetben tarthatdsagat:

181.§ (1) Azon embrid, amellyel kutatdst végeztek, emberi szervezetbe nem liltethetd be, kutatdshoz
felhaszndlt ivarsejt reprodukcids eljdrds végzéséhez nem alkalmazhatd. A kutatds sordn felhaszndlt
embrid — a fagyasztva tdrolds idejét nem szdmitva — legfeljebb 14 napig tarthatd életképes dllapotban,
a kutatds tartamdt is figyelembe véve.

(2) E térvény alkalmazdsa szempontjabdl nem mindsiil embridkutatdsnak a diagnosztikai vagy
gyogykezelési célbdl, valamint az embrid visszaiiltetésre vagy beliiltetésre valé alkalmassdgdnak
megdllapitdsa érdekében végzett vizsgdlat.

Referencia:

Nemzeti Jogszabalytar: https://njt.hu/jogszabaly/1997-154-00-00.128#57167 @BE3



3) 11. oldal: hanyszor lehetet (vagy lehetett?) az embryodarabolast megismételni ugyanazon a
vonalon, ugy hogy még teljes értéki embryok jojjenek létre? Mikor meriil ki a pluripotencia a
darabolt blasztomerekben?

Féként az eml&soknél, a megtermékenyitett petesejt altaldban a 2-, 4-, és 8-sejtes stadiumig (ez
azonban fajspecifikusan eltérg lehet), totipotensnek tekinthetd, vagyis az embridt alkotd egyes sejtek,
azaz blasztomerek képesek egy teljes szervezetet létrehozni, beleértve az extraembriondlis szoveteket
is. Ennek kisérletes bizonyitéka az embriddarabolasi kisérleteken alapul, ahol embriddaraboldssal
(embryo splitting) identikus ikrek hozhatdk Iétre a blasztomerekbdl (llimensee and Levanduski 2010;
Zakrzewski et al., 2019).

Mindazonaltal ismert a morula vagy blasztociszta stddiumban alkalmazott kettéosztas is, amikor nem
egy-egy blasztomert haszndlnak fel, hanem kettévagjak az embridt. Ez a mddszer nagydllatok embridin
kerilt kidolgozasra, azonban a két embridfél in vitro és in vivo tulélése is eltéré lehet, illetve fejlédési
deformitdsok el6fordultak a kisérletek soran, nagyobb ardnyban, mint a blasztomerek alkalmazasakor.
Ezt az eredményt kés6bb génexpresszids adatokkal is igazoltak szarvasmarha embridkon végzett
felezési kisérletek soran (Veldsquez et al. 2017). A téma irodalmat két publikacié is kivaldan
Osszefoglalja, egyrészt Moore és Hasler 2017-es cikke a szarvasmarha tenyésztésben hasznadlt
reprodukcidbioldgiai technikakrél, masrészt Rahbaram és kollégdi tobb fajrol készilt 6sszefoglald cikke
2021-bél.

Az Un. t6bbszoros embrié darabolast egér embridban publikaltdk, hdrom daraboldsi sorozatot végezve,
kiilonboz6 fejlédési stadiumban (2-, 4-, és 6-sejtes egér embridkon), ahol az els6 és masodik
embriddarabolds még sikeres volt, azonban a harmadik sorozat mar nem eredményezett embriészam
novekedést a hdlyagcsira embridk szamat Osszehasonlitva. Mindez azt bizonyitotta, hogy az
embridszam novelése lehetséges a mar felezett embridk Gjbdli felezésével, azonban a harmadik sorozat
mar ronthatja az eredményeket, a hatékonysag visszaesik (lllmense et al. 2006).
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4) Az ESC sejtvonalakat rendszerint blasztula ICM-bdl alapitjak. Lehet morulabdl vagy csak egy
blasztomerbdl pluripotens sejtvonalat létrehozni?

Igen, lehetséges. Morula fejl6dési stadiumu embridsejtekbdl is sikerrel hoztak létre embrionalis
Gssejteket tobb fajban is. Egér embridkbdl mar 1989-ben (Eistetter, 1989) amerikai nyérc embridbdl
1993-ban (Sukoyan et al. 1993), szarvasmarha embriébdl 1996-ban (Stice et al. 1996), még human
embridkon végzett kisérletben 2004-ben publikaltak els6ként a morula fejlédési stadiumu embrid
eredet(i ESC sejtvonalak alapitasat (Strelchenko et al. 2004).

Ugyanigy, egyedi blasztomerekbdl is sikerllt mar ESC sejtvonalakat el@allitani, igy egér (Chung et al.
2005; Lorthongpanich et al. 2008) és human blasztomerekbél is (Geens et al 2009). Azonban, ahogy a
birdld is emlitette, e sejtvonal alapitdsi technika széleskor( alkalmazdsa nem terjedt el, amely
Osszefliggésbe hozhatd az ESC sejtek alacsonyabb el&allitasi hatékonysagaval, valamint a blasztomer
izolalas esetén annak technikai igényeivel (mikroszkép és mikromanipulator).
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5) Lehet-e alacsonyabb rend(i gerincesekben (hill6, kétélti) is létrehozni pluripotens
Ossejtvonalat?

Halakban igen, ott erre tobb példa is van, igy példaul zebradanio, medaka, tengeri durbincs, tengeri
sigér és még tovabbi halfajokon embrionalis eredetli pluripotens Gssejtek izolalasara (részletes
Osszefoglaldt a teriiletrél példaul Hong, et al 2000-es cikke és Walsh, et al 2020-as publikacidja kozol).

Azonban az eml&sokéhez hasonld embrionalis Gssejteket hill6k vagy kétéltliek esetén eddig nem irtak
le. Léteznek multipotensnek tekintett embrionadlis tenyészetek, amelyek hosszabb ideig fenntarthatok
in vitro tenyészetben (pl: az embrionalis idegléc sejtek, angolul neural crest), vagy szoveti eredet(
Gssejtek (epithelidlis vagy mezechimalis Gssejtek) f6ként modellallatokon keriltek jellemzésre és
publikaldsra, mint példaul a dél-afrikai karmosbékan (Xenopus laevis, Sukparangsi et al. 2022). Azonban
embrionalis fejl6désiik eltéré mivolta miatt a halakéhoz hasonldan kihivast jelent az egyes fejlédési
stddiumok és az ahhoz csatlakozd génexpresszids mintazatok térképezése, amely elengedhetetlen



feltétele a megfelel§ stadium és mddszertan kivalasztdsanak a korlatlan ideig tenyészetben tarthato,
teljes egyed létrehozasara képes (azaz pluripotens embrionalis eredet() sejtkulturak létrehozasanak. A
géntérképek novekvs szama, illetve a szekvenaldsi mdodszerek fejlédése Uj kutatdasokat eredményez,
amely eredmények segithetik az alacsonyabb rend( gerincesek embrionalis fejl6édésének, valamint a
pluripotencia tulajdonsag ezen fajok estében vald jobb megértését (York et al. 2024).

Mindazonaltal az iPSC technoldgia, a genetikai Ujraprogramozds lehetévé tette, hogy iPSC sejteket
hozzanak létre mind hillSk, kétéltliek, mind halak esetén. Vagyis a genetikai Ujraprogramozas révén
igen, van példa iPSC-szer( sejtek létrehozdsara az alacsonyabb rend( gerinces fajokban is, példaként itt
is a karmosbékat emelném ki (Céline et al. 2012). Azonban fontos megjegyezni, hogy a terileten
megjelent publikacidk szdma igen alacsony.
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6) 25. oldal: az 5. dbra a 10 évvel ezel6tti dllapotot foglalja 6ssze. Izgalmas lett volna olvasni, hogy
a szakember szerint mi a helyzet a 2023-24-es években. Hol tart ma az iPSC sejtek elGallitasa és
felhasznalasi potencialja? Mi a legfigyelemre méltdbb felfedezés, ami az elmtilt egy évizedben

tortént ezeknek a sejteknek a klinikai alkalmazasaban?

Habar az abra egy 2014-es tanulmanybdl szarmazik, azt kell, hogy mondjam, a séma nem sokat valtozott
az iPSC sejtek elSallitasat tekintve. A f6 kutatdsi teriiletek tovabbra is a hatékony és biztonsagos Gssejt
el6allitasra koncentralnak, vagyis a mddszertani oldal tokéletesitésére: minél révidebb id6 alatt, minél
kisebb koltséggel (vagyis optimalis tenyésztési paraméterek mellett) pluripotens sejtvonalak
|étrehozasa, a kilonb6z6 un. downstream felhaszndlasnak megfelel6en. Fontos szempont a ,host
genom” minél kevésbé valé megzavarasa (integraciomentes genetikai Ujraprogramozas), valamint a
hatékony és teljes Ujraprogramozas (példaul kismolekuldk alkalmazasaval), a pluripotens stadium
elérése. A sejtek biztonsagos alkalmazhatdsaga a transzplantdcids terapidban emellett a differencidcids
protokollok tokéletesitését igényli, amelyhez elengedhetetlen az egyes sejttipusok differencialédasi
utvonalainak minél tokéletesebb megértése. Itt az egy-sejt RNS szekvenalasi kisérletek térhdditasa
jelent komoly el6relépést mind a differencidciét iranyitd génexpresszids valtozdsok feltérképezése és
megértése, mind a differencidlédott sejttipus génexpresszids Ujlenyomatanak felvétele szempontjabal.
Meg kell még emliteni a célzott génszerkesztést is, mint a CRISPR, amely szdmos Uj lehetdséget biztosit
mind a betegségmodellezés, mind pedig a genetikai hibak javitasa teriiletén. Itt Liu és munkatarsai



2020-as 6sszefoglalojat emelném ki, amely idérendben mutatja be az iPSC technolégia fejlédését (Liu
et al. 2020)

Ugyanakkor a dolgozat 2.6 fejezete (26-28 0.), az ,,Uj kutatdsi irdnyok az 8ssejtbiolégiaban” cimi szakasz
a legujabb kutatdsi irdnyokat ismerteti a teljesség igénye nélkil, kitekintést nyujtva olyan technolégiak
felé, mint az in vitro gametogenezis (IVG) vagyis ivarsejtek in vitro differencialtatdsa 6ssejtekbél, vagy
az ivarsejt-mentes iPSC sejtekbdl kiindulé hélyagcsira embridé el6allitas, vagy a poszt-implantdciés
embriéfejl6dés modellezése ex utero, 6ssejtekbdl kiindulva. De itt esik sz6 az egyre gyorsabban fejl6dé
uUn. assembloid 3D szovettenyésztési technolégidarél is, ahol a szovetek komplexitdsanak
modellezéséhez a kilonb6z6 3D struktirak fuziondltatdsdval sikerll egészen Osszetett szoveti
strukturakat el@allitani. Azt gondolom, hogy ez a szakasz, ha nem is teljeskor(ien, de néhdny izgalmas
példan keresztll mutatja meg az iPSC sejtek felhasznalasi iranyait és paratlan biolégiai potencidljat.

A klinikai alkalmazdasra azonban valéban nem tértem ki, Ugy éreztem, hogy ez a teriilet mar tdvolabb All
a dolgozatban bemutatott eredményektdl, hogy konkrét betegségmodellek, a kiméra antigén receptor
(CAR) T-sejtek fejlesztések, vagy a transzplantaciés medicina teriletérél adjak bévebb kitekintést a
human gydgyaszat teriiletérél. Itt harom 6sszefoglald cikket is idéznék: Kim et al. 2022; Kobold et al.
2023; valamint a technoldgia kidolgozojanak cikkét 2024-bél (Hui and Yamanaka, 2024) amelyek
mindegyike az iPSC technoldgia klinikai alkalmazasanak eddigi eredményeit és jovGbeni alkalmazasi
lehet&ségeit elemzi.
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7) Van-e olyan marker/ellenanyag, ami a hosszu ideig fenntartott pluripotens &ssejtklénokban
kizardlag a differencialatlan alakokat jeldli és ezzel ellendrizni lehet a pluripotens sejtvonal
allapotat?

Ha egyetlen markerre gondol, akkor mai tudasunk szerint ilyen nincs. A pluripotencia Gsszetett
sejtallapot, egyetlen marker megléte vagy expresszidjanak megsziinése nem tudja 6nalléan jelezni,
hogy egy sejt pluripotens-e vagy sem. Raadasul fajok kozott is kilonbségek vannak, igy mas
génekrél/fehérjékrél beszéliink human és masokrdél mondjuk egér Gssejtek esetén. A nemzetkozi Gssejt
kutatdsi tarsasag (ISSCR) altal kiadott protokoll a human Gssejtekre vonatkozéan egy részletes panelt
és tobb mddszert is megad, amellyel a pluripotencia ellendrizendd (Ludwig et al. 2023; ISSCR Society
2023). A legtobb Gssejtek azonositasara hasznalt marker ugyanis olyan sejteken is expresszal, amelyek
nem rendelkeznek differencidciés képességgel, mint példdul a csirasejt eredetl tumorokbdl szarmazé
nullipotens embriondlis karcindma sejtek. Ezek a sejtek expresszalnak példaul OCT4 (POU5F1) és
NANOG markereket, habar nem pluripotensek.



Mégis, talan az egyik legjobb jelz6 a POU5F1 (régi nevén OCT4) fehérje, amelynek expresszidja
elengedhetetlen a pluripotencia allapot fennmaraddsa soran, igy, ha expresszidja jelent6sen lecsokken
vagy megsz(inik, akkor az in vitro tenyészetben tartott &ssejtek valdszinlleg differencialédni kezdtek.
Azonban forditva ez mdr nem igaz: egy sejt, amely expresszalja a POU5F1-et, de tovabbi Gssejt
markereket nem, nem tekinthetd pluripotensnek. Mas szerz6k a TRA-1-60 markert tekintik hasonléan
hatékony jelz6nek a humdn Gssejtek esetén, ugyanazon korldtok mellett, ahogy azt az OCT4-nél
emlitettem.
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8) A microarray génexpresszios viszgalatok a genomnak csak toredékét vizsgalja. Végeztek-e ennél
mélyebb szintli (pl. RNAseq, ATACseq) genetikai analiziseket a sejtmagtranszplantalt eredetdi
embryok Gssejtjein?

Ahogy a biralé a birdlataban megjegyezte, ezek a kisérleti eredmények tébb mint 10 éve sziilettek — az
akkor elérheté technoldgiai szinvonalnak megfelel6en. Sajnos a kutatasok a sejtmagatiiltetéssel
létrehozott sejteken csak az epigenetikai kutatdsok irdnyaban folytatédtak egy egylittmikodés
keretében, amely eredményeit publikaltuk 2019-ben (Dirks et al. 2019), azonban a teljes genom
génexpresszids profilozdsa nem valdsult meg. Ennek részben forrds oldalrdl voltak korlatai, masrészt
jelentésen csokkent a sejtmagatiltetéssel létrehozott embridkbdl izoldlt Gssejtvonalak iranti
tudomanyos érdekl&dés is: inkabb az iPSC sejtek felé fordult a tudomanyos kdzdsség. Igy sajat kutatdsi
eredményekrdl, a kisérletek folytatasarol ebben a tekintetben nem tudok beszamolni.
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9) 75. oldal: milyen LAMP2+ struktirakra (vakuolumokra) gondol? Van-e sajat
elektronmikroszképos eredmény arra vonatkozdan, hogy nagy szamu lizoszdma van az NPC és
TD35 sejtekben?

A 75. oldal szbvege a 76. oldalon bemutatott 27. dbra a-paneljére utal. Az immuncitokémiai jelolés
(piros, Alexa 594) a LAMP2 vagyis a lizoszoma-asszocialt membran glikoprotein 2 (lysosome-associated
membrane glycoprotein 2; LAMP2; UniProt: P13743) pozitiv sejtorganellumokat jelolte. Itt elnézést kell

kérnem a birdlétél és a dolgozat olvasditdl, hogy hibdsan ,vakuolum” sz6 szerepel a szévegben, ez
nyilvanvald hiba az allati sejtek esetében, nagyon sajndlom, hogy elkeriilte a figyelmemet ez a hiba.
Helyesen vezikulumként kellett volna szerepelnie, természetesen itt ebben a szakaszban is
vezikulumokrdl van szé. A 27. abra A panel esetén, ahol a vezikulum mérete elég nagy, ott jél latszik
ebben a nagyitasban is a membrdn lokalizacié. Valdban, talan célszer lett volna egy nagyobb nagyitasu
inzert elhelyezése, amely segiti a LAMP2 jel6lés megitélését. Sajndlom, hogy ez kimaradt, ezt most
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potlom egy reprezentativ festés bemutatasan keresztiil az egyik MPSII betegség altal érintett sejtvonal
NPC tenyészet fotéjanak bemutatasaval (3. abra).

/ LAMP2 / DAPI LAMP2 / DAPI

3. abra. LAMP2 immunfestés MPSII-4.1 iPSC sejtvonalbél differencialtatott NPC tenyészetben. (zé/d: NESTIN;
piros: LAMP2; kék: DAPI sejtmagfestés) (sajdt felvétel).

E mellett a 27. dbra d-panelje kvalitativ 6sszehasonlitdsra médot adé Western-blot analizis eredményeit
mutatja be, ahol jél Iathatd, hogy az MSPIl mutdcié altal érintett sejtvonalak esetén az NPC sejtekben
jelentésen megnovekedett LAMP2 szint volt kimutathato.

Az elektronmikroszkdpos felvételek sajat felvételeink, az ELTE Anatdémia, Sejt- és Fejl6désbioldgia
Tanszékén egylittm(kodésben késziltek, Dr. Molnar Kinga és Dr. Ldszl6 Lajos szakért6
kozrem(kodésével. A dolgozat 4.5.4 fejezete és az ott bemutatott 28. abra az NPC és TD35 sejtek
ultrastrukturdlis elemzését mutatja. Itt jol azonosithatdk a kilénb6z6 tarold vezikulumok és azok
deformitasai, amelyeket megfigyeltiink. A hivatkozott Kobolak et al. 2019 publikicié, amely a
dolgozatban részben bemutatasra keriil tovabbi adatokat is tartalmaz e tekintetben, tobbek kozott a
kiegészité anyagban (Supplementary Figures) 7 elektronmikroszképos panelt mutattunk be az MPSI|
betegségben érintett iPSC eredet(i neuralis sejttenyészetek ultrastrukturdlis jellemz&ir6l. Azonban
ezeket a dolgozat terjedelmi korlatai miatt sajnos nem volt médomban részletesen ismertetni, csak a
publikacid kis része az, amely a dolgozatban bemutatasra keriilt, f6ként az Gssejtes modell és kisebb
részben a neuropatoldgia. Az aldbbi 4. 3abra a LAMP2 immunogold jel6léssel készilt
elektronmikroszképos felvételt mutatja be. Az immunogold jel6lés a LAMP2+ vezikulakat jeldli a
citoplazmdban, amellyel egyértelmlen be tudtuk azonositani a LAMP2+ tdrold vezikuldkat
ultrastrukturalis szinten is a sejtekben.
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4. abra: LAMP2 immunogold jel6lés MPSII NPC sejteken. A két részlet (a és b) két sejt kiilonb6z6 részeirdl
szarmazik. (Jelblések: fehér nyilhegy: aranyszemcse; fekete nyil: belsé vezikuldk; fekete nyilhegy: kisméretii
vezikuldk; MLF: multilamelldris alakzat; méretvonal: 200 nm) (Kobolak et al 2019 alapjdn mddositva).

Az elektronmikroszkdpos felvételek sajatja, hogy egy-egy felvételen kis teriletet tudunk analizalni, igy
szamos felvétel vizsgdlatara van sziikség a pontos kép kirajzoldsdhoz. Ezért egy szemikvantitativ
analizissel hasonlitottuk 0Ossze a kilénb6z6 DNS mutdcidkat hordozd betegek mintdit, amely
eredményeket az aldbbi tdblazatban (1. Tablazat) mutatok be. Ezek az adatok a Kobolak et al 2019
publikdcioban kertiltek kozlésre, a kiegészité anyag részeként, azonban a dolgozatba nem kertiltek be.

1. tablazat: A tarolé vezikula tipusok el6forduldsanak félkvantitativ értékelése NPC és TD sejtekben.
Az egyes oszlopokban az els6 érték az NPC, mig a masodik érték a TD sejtkultirak mintaira vonatkozik. Az utolsé
oszlop az 6sszes megfigyelt tarold vezikula szamat adja meg. A vezikula tipusainak gyakorisdgat a kovetkezd
jelolésekkel jeloltik: - / (+) / + / ++ / +++, amennyiben a vezikuldk szama 0/ 1 /<5 / 8-10 / >10 volt.

Sejtvonal tarolé vezikula tipusok megoszlasa dsszes tarolé
primer globularis multilamellaris szekvesztralt vezikula szam
CTRL +/- +/(+) (+) /- +/+ 7/3
MPSII-M.1 +++ [ ++ ++ /- -/- +/(+) 51/13
MPSII-1.3 ++ [ +++ ++/+ ++ /- ++ /[ ++ 34 /49
MPSII-2.5 o+ [+ +/+ -/ (+) +/(+) 29 /37
MPSII-4.1 +++ [ ++ +++ [+ ++/+ ++/+ 47 /17

A szemikvantitativ analizis a kontrollhoz képest szignifikans eltérést mutat a tarold vezikulumok szamat
illetéen a vizsgdlt beteg és hordozé mintakban, azonban a mutaciotdl és a sejttipustdl fliggéen
eltéréseket mutatott a betegek kozott. A birdld kérdése kapcsan még egy fontos dolgot kell
megvilagitanom. Amikor lizoszémardl beszéliink, akkor nem egyféle lizoszémara gondolhatunk. A Golgi
rendszerben Ujonnan képzdd6 lizoszdmak az Un. elsédleges vagy primer lizoszémak. Amikor azonban
egy primer lizoszdma fuzional egy masik, pl. endocitotikus vezikulaval, kialakul a masodlagos vagy
szekunder lizoszdma. Az endocitdzis sordn a sejtekbe keriil anyagok un. endocitotikus vezikulumokba
csomagolva fliz6dnek le a plazmamembranrél, amelyek érésik soran késéi endoszémdva azaz
multivezikularis testté alakulnak, mely a lizoszdmaval egyesilve hozza létre az endolizoszémat. A késGi
endoszomak emellett autofagoszémakkal egyarant egyesiilhetnek.

Az MPSII modellt leird publikacionk kiegészit6 anyagdban bemutattunk egy abrat (S3 dbra,
Supplementary Figures; Kobolak et al. 2019); ahol az NPC és TD tenyészetekben azonosithaté tarold
vezikulakat mutattuk be. Ezt az abrat most itt is bemutatom, visszautalva az el6z6ekben bemutatott
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1. Tablazatra. Az abra jol mutatja, hogy tobbféle tarold vezikula felhalmozddasardl beszélink a
betegségben érintett sejtekben, azonban ezek aranya az egyes IDS enzim mutdcidktdl is flgg.

5. abra: Az iPSC sejtekbdl differencidltatott NPC tenyészetekben azonositott tarold vezikulumok. a-b) Az
elsédleges tarold vezikulumok kizardlag vagy tulnyomérészt flokkularis (a panel) vagy fibrillaris-granularis
(b panel) anyagot tartalmaznak. c) A gomb alakd vezikulak f6ként intralumindlis vezikulakat tartalmaztak.
d) Multilamellaris vezikuldk membranérvényt hordoztak. e) A szekvesztralt tipusu vezikulak intraluminalis
vezikulakat, membranoérvényeket és beépllt citoplazmatikus maradvanyokat tartalmaznak (méretvonal:
100 nm).

Osszefoglalva, az ultrastruktualis vizsgalatokkal nem tudtuk egyértelmlen igazolni, hogy olyan
lizoszdmakrdl lenne szd, ahol még zajlik emésztés. Modelllink szerint az endolizoszémalis rendszerben
felhalmozédd térold vezikuldk tobbféle emésztetlen anyagot hordoznak. A kvantitativ mddszertan
(Western-blot) valamint a kvalitativ eljarasok, az immuncitokémia és ELMI mddszertan segitségével
kimutathato volt, hogy a tarold vezikulak felhalmozddasa differencialddasi stadiumtol fligg, amelyet a
dolgozat 5.5 fejezetében fejtettem ki bévebben.

Referencia:
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BIOLOGIA FUTURA 73: 31-42 12 p. (2022) DOI: 10.1007/s42977-021-00107-y

10) -Miyen szerepet toltenek be a lizoszomalis fehérjék az idegi sejtekben?

Amennyiben a birdlé a lizoszdmilis fehérjék alatt a lizoszémalis enzimekre gondol, akkor nagyszamu
hidrolitikus enzimrél beszélhetlink. Ezek lehetnek nukledzok, lipazok, karbohidrazok, foszfatazok,
protedzok stb. attdl fliggden, hogy milyen makromolekula bontasaban vesznek részt.

Az eukaridta sejtek miikodésének szabdlyozasaban meghatdrozd szerepet jatszanak a lizoszémak. A
makromolekuldk lebontasanak és a tdpanyagok Ujrahasznositasanak helyszineiként szamos sejtfunkciot
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tdmogatnak, vagyis részt vesznek az intracelluldris emésztés folyamatdban. A lizoszémak olyan
vezikuldk, amelyek hidrolitikus enzimaktivitassal rendelkez6 fehérjéket (hidrolazok) tartalmaznak,
lebontjak a mar nem szikséges anyagokat, sejtmaradvdnyokat vagy idegen anyagokat (antigének)
sejtépité anyagokra (aminosavak, nukleinsavak, cukrok, lipidek és fémek) amelyek azutan a
citoplazmdban keriilnek Ujrahasznositasra. A hidrolitikus és Ujrahasznosité funkcidk mellett a
lizoszdmak jelatviteli platformként is szolgalnak, amely integrdlja a tapanyag- és anyagcsere-jeleket az
mTORC1 utvonalon keresztiil torténé jelatvitel szabdalyozasahoz.

A lizosz6mak az endocitotikus és autofagikus szallitmanyok lebontasanak kézpontjaként szolgalnak, ami
elengedhetetlen az idegsejtek mlkodéséhez és tuléléséhez. A lizoszémak mikodésének zavara a
legtdbb lizoszdmalis tarolasi rendellenességben progressziv neurodegenerativ folyamatokhoz vezet, és
hozzajarul az oregedéssel kapcsolatos neurodegenerativ betegségek kialakuldsdhoz. A lizoszomalis
tarolasi betegségekrdl szold irodalmi attekintés éppen ezt a funkcidt, illetve annak sérilése estén
bekovetkezd neuralis tiineteket mutatta be a 2.7.1. és az 5.5 fejezetekben.

Alizoszdmadlis rendszer megfelelé mikodése tehat elengedhetetlen a neuronok megfelel6 anyagcseréje
és mikodése szempontjabdl. A lizoszomak nem csak a neuronsejtek sejt-testében (cell-body), hanem
sejtszerte megtalalhatdk, igy a nyulvanyokban is és kompartment-specifikus funkcidkat latnak el a
neuronsejtek igényeinek megfeleléen. Példaul az axonokban a sérilt mitokondriumok koral
autofagoszémak megjelenését irtak le (Ashrafi et al, 2014; Kuijpers et al. 2021), mig a lizoszomalis
proteolizis szelektiv blokkolasa esetén az axonalis transzport felboruldsat és axon disztrofiat irtak le (Lee
et al. 2011). A neurodegenerativ betegségek esetén, igy az Alzheimer betegségben is egyre tdbb
bizonyiték utal az endolizoszémalis rendszer érintettségére a betegség patomechanizmusaban (Hu et
al. 2015).
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Hu, YB., et al. (2015). The endosomal-lysosomal system: from acidification and cargo sorting to
neurodegeneration. Transl Neurodegener 4, 18. DOI: 10.1186/s40035-015-0041-1
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11) -Milyen kritériumok alapjan lehet teljes biztonsaggal megallapitani, hogy az iPSC sejtekbdl
programozassal differencidlt neuronokat hoztunk létre? Milyen a neuralis differenciacié %-os
hatékonysaga?

A neuronalis differencidcié sordn a jellegzetes sejtmorfoldgiai valtozdsok mellett, amely az idegsejtek
sajatja, sejtspecifikus fehérjék (példaul enzimek, strukturalis fehérjék, transzkripcidés faktorok)
expresszidjat vizsgaljuk, féként immuncitokémiai vizsgalatokkal. Emellett az elektrofizioldgiai aktivitas,
valamint ultrastrukturalis vizsgdlatok is bizonyitékot szolgaltathatnak a differenciacié iranydra
vonatkozdan.

Az idegi differenciaciés protokollok zome elsé Iépésben neurdlis prekurzor sejteket (NPC) hoz létre,
amelyek azutdn tobb sejttipussa differencidltathatdk. Szamos eredmény olvashaté az irodalomban a
differenciacié hatékonysdagardl, azonban ez jelent6sen eltér az egyes laboratériumok kozott, fliggve az
alkalmazott protokolltdl és az iPSC sejtvonaltdl is. En itt sajat tapasztalatainkat tudom megosztani. Az
altalunk alkalmazott differenciacids protokollal, amely Shi és munkatarsai mddszerére épiilt (Shi et al
2012), a kulonbo6z6 genetikai hatter( (értsd: kiilonb6z6 donoroktdl szarmazd) iPSC sejtvonalak 5 és 25%
kozotti hatékonysaggal voltak NPC sejtekké differencidltathatdak, a kiinduldsi iPSC sejtszamot és az NPC
sejtekbdl all6 rozettdk izolaldasakor mért sejtszamot tekintve.
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Végezetil szeretném megkdszonni a részletes biralatot és javaslatait, remélem, hogy kérdéseire adott
valaszaimat a birdlé elfogadja.
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