Vélemény Ungai Salanki Rita PhD dolgozatardl:

Egyedi sejtek izoldldsa mind adherens, mind szuszpenzidban tartott sejtek esetén komoly
technikai kihivast jelent. Kiilondsen nehéz feladat a procedira megfeleld, kis hibaszazalékkal
torténd automatizalasa. A sejtek egyedi, idedlisan fluoreszcens vagy egyéb jel alapjan torténé
felismerése, vdlogatasa, és kis mintatérfogatban torténd kezelése kiemelten fontos az egyre
nagyobb hangsullyal bird transzkriptomikai, proteomikai és egyéb diagnosztikai vizsgalatok
esetén. A jelenleg alkalmazott modern technolégidk, mint az aramldsi citometria
forradalmasitottak a sejtek markerek alapjan torténé valogatasat és fenotipizaldsat, de szamos
megoldatlan probléma maradt. Ezen a teriileten hoz sok fontos Ujitast a jelolt kutatdmunkaja,
melyet a témdaban megjelent publikacidi is aldatdmasztanak. A munka azért is idGszerd, mert a
koézelmultban az egyedi sejtek vizsgalatan alapuld kutatasok egyre inkabb fokuszba kertiltek és
ezen a terlleten az dramlaci citometrias sejtvalogatds szdmos problémaba ltkozik. Kiemelendé
azis, hogy a dolgozatban részletezett vizsgalatok nem alltak meg a sejtvalogatdsi mddszerek
kidolgozdsanal, hanem értékes bioldgiai informaciot is sikeriilt gydjteni a sejtek adhézids
erejének meghatarozasaval és az ebben szerepet jatszo sejtfelszini receptorok azonositasaval.

Eszrevételek:

- A dolgozatban a szerz§ altaldban tobbes szam elsé személyben fogalmaz, ami teljesen
érthet6, amikor egy kutatdcsoport és kollaboratorok egylittes munkdjardl van szé. Az
azonban nem tisztdzott a dolgozatban, hogy a mikroszkdpos, mikromanipulatoros és
szoftveres fejlesztések kdzul mi konkrétan a jel6lt munkdja, azaz mit jelent az 6sszefoglalas
els6 mondata: “PhD tanumanyaim alatt részt vehettem egy olyan technika kifejlesztésében,
mely...."”. Kbthet6 a dolgozatban feltiintetett technoldgiai Gjitasok kozil konkrétan
valamelyik a jel6lt munkajahoz? Ha igen, prébaltak barmit ezekbél szabadalmaztatni, vagy
“csak” a publikacids jegyzékben megadott kbzleményekben irtak le a technoldgiai
Ujitasokat? Ez utdbbi eshetGség sem csokkenti természetesen a dolgozat és a benne szerepld
Ujitasok értékét, de az alkalmazott technikak irdant minden bizonnyal komoly gydégyszergyari,
valamint ipari érdekl6dés is lehet.

- Aszerz6 feliiletre kitapadt neuroektodermadlis egér progenitor és human vérbél izoldlt
monocita sejteket hasznalva 15-20 mp/sejt valogatasi sebességgel 0,4-0,7 ul térfogatu
cseppekben egyedi sejteket tudott automatikusan izolalni. Mik a szamitégép-vezérelt
mikropipetta el6nyei egy hagyomanyos aramlasi citofluoriméterrel szemben? Fontos lett
volna a “Ha azonban kisszamu vagy akar egyedi sejtek kilén-kilon térfogatba torténd
izolalasat célozzuk meg, az ezzel a technikdval nem hatékony.” mondatok mellett néhany
konkrét példat is bemutatni, hogy az Uj eljdrasok értékét a szakteriileten kevésbé jaratos
kutatdk is fel tudjak mérni.

- A dolgozatban emlitésre keriil, hogy az automatizalt sejt valogatasi és lerakasi folyamat
nem befolydsolja a sejtek életképességét korabbi vizsgalatok szerint. Végeztek esetleg
olyan vizsgdlatokat is, hogy a sejtek aktivitdsat, sejtfelszini receptorok expressziéjat nem
befolyasolja-e a valogatasi procedura? Ennek transzkriptomikai, proteomikai vizsgalatok
esetén komoly jelentGsége lehet, és aramlasi citofluorimetrias vagy egyéb mddszerekkel



a kérdés jol vizsgdlhatd. Hasonldképpen, nagyon érdekes lett volna a kiilonféle adhézids
er6t mutatd monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek sejtfelszini
receptorkészletének vizsgalata dramlasi citofluorimetridval, hogy az ismert inegrin
ldncok és egyéb adhéziés molekuldk sejtfelszini exressszidja tiikrozi-e a sejt adhézids
paramétereit kiilonféle fellletek esetén. A hasonld bioldgiai vizsgdlatok segithetnek a
technoldgiai Ujitdsokat a lehetséges alkalmazdassal és igéretes kutatdsi irdnyokkal is
Osszekotni. A fenti észrevételt ellensulyozva, a sejtadhéziéban szerepet jatszé
receptorok blokkoldsa remek, biolégiai szempontbdl is érdekes kisérlet. A leukocitak
ugyanis nem trivialis annak megértése, mely receptorok jarszanak szerepet a sejtek
adhézidjanak erejében. A CD11c/CD18 receptor szerepének feltardsa ezért értékes
kutatadsi eredmény. Szdmos gyulladdsos betegség esetén lehet érdekes, hogy a betegség
pathofizioldgidjaban feltételezhetden szerepet jatszo sejttipusok adhézids tulajdonsagai
milyen receptoroktdl fliggenek, és hogyan valtozik meg ez gyulladdsos mediatorok
jelenlétében, vagy a sejtek fenotipusdnak megvaltozadsa esetén. Ezért a TNFa adhézidt
fokozo hatasanak vizsgalata kifejezetten értékes és jél hasznosithato kisérletnek szamit.
A jelolt azt irja: “A 30 perces mérési id6tartam azért volt fontos, mert a mérések
szobahémérsékleten torténtek, ugyanakkor a sejtek fenntartasahoz sziikséges optimalis
kornyezet a 37°C és 5% COz. A sejtek ezt a 30 perces mérési id6tartamot
szobahdmérsékleten, a pH széndioxiddal torténd pufferelése nélkiil még tulélik,
maradandd karosodast altaldban nem szenvednek el.” milyen konkrat vizsgdlatokkal
tudja ezt a kijelentést megerdGsiteni, végeztek ebben a témaban méréseket?

Furcsa sz a sejt “keménysége”, mit jelent, mivel lehetne jobban ezt a sz6t
helyettesiteni?

“Fellleti bevonatokban lévé fehérjék pontos szamolasara” — helyett lehetett volna szebb
kifejezést is taldlni.

Az Osszefoglalas fejezetet kicsit elnagyoltnak érzem. Az eredmények Ujbdli felidézése helyett,
orultem volna olyan kérdéskorok alaposabb vizsgalatanak, hogy a jelenlegi technoldgiakkal
szemben melyek az Uj, a dolgozatban ismertetett eljardsok elényei, milyen bioldgiai
kérdéskorben hozhatnak attor6 eredményeket (konkrét példakkal alatdmasztva) és milyen
tovabbi vizsgdlatokat terveznek végezni a beallitott mddszerekkel. Konkrétan az aramlasi
citofluoriméteres eljarasokkal 6sszehasonlithaté a minta térfogata, a szlikséges sejtek
szama, a valogatas hibaja, stb. Szerencsére a tézispontok kdzott jol sikeriilt az uj
eredményeket feltlintetni, igy az 6sszefoglalds hidnyossagai a dolgozat értékét érdemben
nem csokkentik.

Véleményem szerint a jel6lt Uj tudomanyos eredményei a kovetkezbk:

- Kifejlesztettek egy Uj szamitdgép vezérelt mikropipetta rendszert és egy olyan mddszert, mely

képes automatiksan felismerni és izolalni egyedi sejteket, kis mintatérfogatban, fluoreszcens jel

alapjan, mely lehet6vé teszi egyes sejtpopulacidk szelektiv megjelolését és kivalogatasat. Ez a

madszer rendkiviil nagy szolgalatot tehet az egy sejt alapu vizsgalatoknak és komoly tudomanyos —

ipari jelentésége is lehet.



- Uj médszereket dolgozott ki egyedi sejtek folyadékrétegbdl torténd kinyerésére, mely kénnyen és
gyorsan kivitelezhet6 akkor is, ha a jelolt sejtek csak kis mennyiségben, illetve sok, nem jelolt sejttel
egyltt vannak jelen.

- Az Uj mikropipetta rendszer hasznalatanak el6nyeit demonstralta olyan biolégiai rendszerekben,
melyeket széles korben haszndlnak vildgszerte: sikeresen mérték meg a sejtek adhézids erejét és

ez

receptorokat, valamint ezek szerepét gyulladdsos faktorok jelenlétében.

Az értekezés alapjaul szolgdld publikacidk a formai kovetelményeknek maximdlisan megfelenek.

Osszességében a dolgozatban szerepl8 Uj tudomanyos eredmények értékesek, széles kérben
felhaszndlhatdk, ezért a jelolt szamara a doktori fokozat odaitélését a legnagyobb mértékben
tdmogatom.
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