VALASZ DR. CSEH SANDOR PROFESSZOR URNAK, AZ MTA DOKTORANAK, OPPONENSI
VELEMENYERE

Nagyon koszondm Dr. Cseh Sandor professzor Urnak, hogy elvallalta doktori értekezésem biralatat.
Ko6szondom, hogy az altalam végzett kutatdsokat fontosnak, és idészertinek tartja. Koszoném, hogy a
dolgozatomat formailag, ¢s tartalmilag is megfelelonek talalta, és tigy gondolja, hogy az altalam
szerkesztett Osszefoglald tablazatok, abrak jol szerkesztettek és segitették a dolgozat megértését.
Ko6szonom, hogy az altalam elért ) tudomanyos eredményeket elfogadta, és javasolta doktori

dolgozatom nyilvanos vitara valo bocséjtasat.

Mielétt valaszolnék az opponenseim altal feltett kérdésekre, szeretném megkdszonni munkatarsaim,
doktorandusz hallgatéim és szakdolgozéim munkajat, az ¢ segitségiik nélkiil nem tudtam volna az

értekezésemben kozolt tudomanyos eredményeket elérni.

Mindenkitdl, aki olvasta doktori ért€ékezésemet, elnézést kérek azért, hogy néhol az angolbol
forditott részek kevésbé olvasmanyosak, illetve azért is, hogy minden igyekezetem ellenére,
maradtak a szovegben eliitési, szerkesztési hibdk. Remélem ezek a hibdk nem zavartdk meg a

dolgozatban kozolt eredmények megértését.

Részletes valaszok a dolgozat formajat, illetve tartalmat érintd kérdésekre:

A “freemartin szindroma” jelenségrol az iker kutatisokhoz kapcsolodoan irtam. Cseh Sdandor
professzor jogosan hidnyolta, hogy ehhez a témakéorhoz a dolgozatomban nem adtam meg
hivatkozasokat. Ezt valaszomban szeretném potolni, néhany a témakorhoz kapcsolodo referencia
megaddsaval:

A freemartin szindroma okozta interszexualitds leggyakrabban szarvasmarhdk esetében
figyelhetd meg, de egyre tobb szo6 esik mas fajok esetében is errél a jelenségrol napjaink
tudomanyos publikacidiban. A szarvasmarhdk esetében gyakran megfigyelhetd, hogy iker ellés
esetében "freemartin szindroma” 1ép fel. Ez annak a kdvetkezménye, hogy kapcsolat alakul ki az
iker magzatok keringési rendszere kozott. A magzati vér tartalmaz hematopoetikus dssejteket, amik

atjuthatnak egyik magzatbdl a masik magzatba. A freemartin szarvasmarha méasodlagos nemi jellege
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nem fejlédik ki, Okorre emlékeztetd, semleges tipust mutat. Normalis esetben az emlds
szexdetermindcido soran az XY magzatokban, az SRY indukalja a SOX9 expressziot a Sertoli
sejtekben, aminek kovetkeztében here alakul ki. Az XX-es magzatban nem képzdédik SRY, igy
petefészek alakul ki. Amikor egy him és ndstény szarvasmarha magzat egyiitt fejlodik, nem miikodd
petefészek fejlodik ki, ezzel tigynevezett interszexualis fenotipus alakul ki. Harikae és munkatarsai
(2012), arr6l szamolnak be, hogy egy szarvasmarha esetében, XX gonadban, minden a herére
jellemzd szomatikus sejtet megtalaltak, er6sen him jellegli ivarszerv fejlédott ki, SRY hianyéban is.
Nem lehet tudni, hogy hogyan, de ebben az allatban teljes ivaratforditas tortént. SOX9 pozitiv
Sertoli sejteket taldltak, GDNF termelést megfigyeltek, és 3B-HSD pozitiv Leidig sejteket is
talaltak. Ez a munka azt feltételezi, hogy a petefészekben taldlhaté szomatikus sejtek nagy
plaszticitassal rendelkeznek. Freemartinok eléfordulhatnak mas fajok esetében is, csak joval kisebb
aranyban. A lovakban, selyemmajmokban, illetve az altalunk vizsgalt szex kiméra egerekben, a
szarvasmarhdktol eltérden, bar ritkan, de el6fordulnak XX/XY ndstények, és azok altalaban

termékenyek.
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A 19. oldalon a helyes alfejezet szamozdas: 3.3.4. A pluripotencia fenntartdsaban résztvevo
szignaltranszdukcios utvonalak. A kovetkezd alfejezet cim pedig igy 3.3.5. LIF (Leukémia Inhibitor

Faktor)-re médosulna.

A 20-26. oldalon, a miRNS-ek biogenezisének, a pluripotencia fenntartisaban betoltott
szerepének bemutatdsa torténik. A biralo itt a szoveg jobb megértését segito abrat hidanyolta:
Eszrevételével egyet értek, valoban ez a szovegrész, ebben a formaban nehezen attekinthetd.
Eredetileg be is illesztettem ide egy, a miRNS-ek szerepét dsszefoglald abrat, de ezen az abran tal
sok 1j informacid szerepelt, az ehhez szerkesztett dbra leiras, csak még bonyolultabba tette volna a
megértést. Valaszomhoz csatolok egy abrat (1.dbra), aminek attekintésével talan utdlag érthetébbé

valik ez a rész is.
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1. abra

Az ossejt specifikus, egyben a sejt ciklust is szabalyozo miRNS-eknek (ESCC miRNS) és a let-7
miRNS-eknek ellentétes szerepe van az ES sejtek pluripotenciajanak, illetve differencialodasanak
szabalyozasaban. Ezt az ellentétes szerepet a sejt ciklus szabalyozasaban résztvevo faktorok, illetve
a pluripotenciat fenntarto geének expressziojanak szabalyozdsan keresztiil hozzak létre. Az ESCC
miRNS-ek és a let-7 miRNS-ek kézott a kapcsolo elem a lin28 fehérje. Az ESCC miRNS-ek elosegitik
a GI-§S atmenetet. Ezzel egy idoben a lin28 blokkolja a let-7 miRNS éréset. A mar differencialodott
sejtek nem expresszaljik az ESCC miRNS-eket, azonban a let-7 miRNS-ek expressziojanak szintje
magas, igy ezek gatoljak a GI-S atmenetet. E mellett a let-7 csokkenti a pluripotencia gének
expressziojat, igy a sejtek differencidlodasat még inkdabb elosegiti. A let-7 gatolja a Lin28
termelodését is (Meng Amy Li and Lin He, Bioessays 2012, 34: 670-680).

A lenti virus injektdaldasaval létrehozott mozaikosan transzgénikus him nyul esetében, a herékbol
készitett metszeteken is igazoltuk, hogy GFP-t expresszailo, transzgénikus spermiumok is
talalhatok abban. Ezeket a metszeteket mutatja be a 69. oldalon taldlhato dabra. Az opponens
véleménye szerint az dbra mérete tul kicsi, nem ldathatoak jol a betiijelek, illetve nehezitette az

dabra megértését az, hogy a D2 felirat az abra magyarazatban tobb helyen is szerepel.

A dolgozatban kozolt 22/D abran valoban olvashatatlanul kicsik a feliratok és a D2 jelolés tobb
alkalommal is szerepel. Az é&bra feliratban a hivatkozasok mind a D2 abrara utalnak, azonban az
altalam kozolt formaban ez félreérthetd. A valaszomhoz csatolok néhany magyarazé képet és a

kifogasolt abrat is, nagyobb méretben.
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2.abra

Patkany petefészek haematoxilin eosin festés (Eroschenko, 2005)

3.abra

Lenti-S1V Transzgénikus patkdany petefészek keresztmetszete
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A:hematoxylin-eosin festés B: GFP-DAPI festés a: spermatogonium b: spermatida c: spermatida
éro fazisban d: sperma e: sima izomsejt f: Leydig sejt B: EGFP és DAPI megjelenitése C: DAPI
magfestés D: EGFP expresszio (Meret skala: 50uM)(sajat felvételek)

4.abra:

Spermatogenezis vizsgdlata a transzgénikus nyulakban.

A: a here seminiferus tubulusok szaggitalis metszete. B: EGFP-t expresszalo spermatidak, Leydig
sejtek, és sima izom sejtek (hematoxylin-eosin festés). a: spermatogonium b: spermatida c:
spermatida éré fazisban d: sperma e: sima izomsejt f: Leydig sejt B: EGFP és DAPI megjelenitése
C: DAPI magfestés D: EGFP expresszio (Méret skala: 50uM)(sajat felvételek)
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Vilaszok az opponens altal feltett kérdésekre:

1: Osszehasonlitva a két technikdt roviden fejtse ki a véleményét a klénozds és egér tetraploid

komplementdcios modszer hatékonysagaval kapcsolatban, tovabba mik az elonyok és hatranyok?

Az elsé sikeres emlds sejtmagatiiltetéses klonozast Illmensee és Hoppe végezte 1981-ben,
akik embriobol szarmazo blasztomereket enuklealt zigotaba juttatva 3 egér sziiletésérdl szamoltak
be (McGrath és Solter, 1984). Késdbb recipiensként petesejtet hasznaltak zigota helyett (Willadsen,
1986). Juhban és szarvasmarhdban sejtmag donorként nyolc-tizenhat- sejtes embridk blasztomerjeit,
recipiens sejtként pedig enuklealt petesejteket hasznalva sikeriilt utodokat eldallitani. Bar néhany
korabbi publikdci6 mar leirta, hogy tenyésztett embriondlis fibroblaszt, illetve Ossejtek
felhasznaldsaval is sikeres klonozast (Sims, 1993; Campbell, 1996), Dolly sziiletése utan valt széles
korben elfogadottd, hogy lehetséges differencidlodott, testi sejtek sejtmagjanak enukledlt petesejtbe
juttatasaval (SCNT) is életképes utodokat létrehozni (Wilmut, 1997). Wakayama csoportjanak
1998-ban sikeriilt cumulus sejtekbdl szarmazo klonozott egeret 1étrehozni (Wakayama, 1998). A
beiiltetett klonozott embridk 2-2,8% sziiletett meg. Az egér SCNT hatékonysdga nagy mértékben
fligg a recipiens petesejt, illetve a donor sejtmag genotipusatdl, a recipiens citoplazma allapotatol,
az hogy létre jon-e a citoplazmédba bejuttatott sejtmag genetikai anyaganak atprogramozasa. A
klénozott embriok beiiltetése utan a vetélések ardnya magas, a megsziiletd allatok nagy mérete, a
meéhlepény fejletlensége az oka azok korai pusztulasnak.

Tobb évtizedes kutatasi multra tekint vissza az iker egerek 1étrehozasi technikédjanak kifejlesztése is.
Kezdetben a morula, illetve holyagcsira allapotit embriokat kettéosztdsdval hoztak létre iker
allatokat. Késobb az embriokbol blasztomereket nyertek. A blasztomerek két-, négy-, vagy nyolc-
sejtes embriokbol szarmaztak. Ugy tiinik, hogy egér esetében csak a kétsejtes embrio blasztomerje
képes egészséges felndtt allat 1étrehozasara. Abban az esetben, mikor mindkét blasztomert hagytak
kiilon fejlédni, identikus iker allatokat lehetett eldallitani (Mullen, 1970). Azt feltételezik hogy a
négy-, nyolc-sejtes embriok blasztomerjei mar korlatozott fejlodési potenciallal rendelkeznek,
emiatt nem képes életképes utod kifejlédni beldliik. Tarkowski tanulméanyédban, valamint Janet
Rossant tobb publikacidjaban azt taldlta, hogy ezekbdl a blasztomerekbdl kifejlddd blasztocisztak
esetében alacsony a sejtszam, kis méretli az ICM, vagy egyaltalan nincs is. Ha azonban ezeket a

blasztomereket aggregaltattak, és az igy kialakuld blasztocisztékat tltették vissza, mar életképes
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utddot lehetett kapni (Tsunoda, 1987). A diploid és tetraploid embridk aggregaltatasaval 1étrehozott
kiméra embriok esetében a tetraploid embridbol szarmazéd sejtek elsOsorban a fejlédé embrio
extraembriondlis szOveteiben jelennek meg. A négy-, illetve nyolc- sejtes embridkat egyetlen
blasztomerre osztva, majd tetraploid gazda embridval aggregaltatva azokat, életképes egereket
lehetett kapni (Tarkowski, 2001). Azota ezzel a mddszerrel sikeriilt harmas-, és négyes iker egereket
is létrehozni (Carstea 2007, Tarkowski 2010). Megfeleld genotipusti donor és recipiens embriokat
alkalmazva aranylag magas megsziiletési aranyokat lehetett elérni. Amikor CD1 genotipusu donor
blasztemereket, illetve gazda embridkat alkalmaztunk a beiiltetett kiméra embriok 10%-a sziiletett
meg (Carstea 2007).

A tetraploid komplementacids rendszert Ossejt eredetli utddok létrehozésra Nagy Andrés és
munkatérsai alkalmaztak el6szor (Nagy, 1990). Természetesen ebben az esetben is nagy mértékben
fligg a mddszer hatékonysaga az ES sejtek genotipusatol, passzazs szamatol, tenyészté meédiumtol,
hordozott transzgéntdl, a gazda embrid genotipusatol, a recipiens ndéstény genotipusatol. Optimalis
esetben akar a beiiltetett kiméra embridk 20-30%-a is megsziilethet (5.4bra)(Nature, 2005). Azota is
elterjedten alkalmazzak ezt a mdodszert domindns negativ letalis mutaciot hordozo egér ES sejtekbol
szarmazo6 kimérak embrionalis fejlédésének vizsgalatara.

a IVF b fesc, tetraploid C  ntESC, tetraploid Nuclear transfer
2N
l Electrofusion l Electrofusion Culture

Y Injection
of ntESCs

Enucleated oocyte

Donor cell

5. abra

Az in vitro termékenyitéssel (IVF)(a), tetraploid komplementdcios technikaval (b, c), illetve

sejtmagatiiltetéses testi sejtes klonozassal (NTSC) létrehozott embriok fejlodési aranyanak
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osszehasonlitisa. Ebben az esetben embrionalis dssejteket (ESCs) hasznaltak donor sejtekként

(Nature, 2005).

Osszegzés képpen elmondhatd, hogy a tetraploid komplementacids technolégia alkalmazasaval
lehetséges olyan identikus iker utddok létrehozéasa, amelyek mind a citoplazmaban taldlhato

mitokrondialis DNS, mind pedig a sejtmagi DNS tekintetében azonosak lesznek.

2. Orvos biologiai illetve dllattenyésztési szempontbol miért lenne jelentosége a technologia

kifejlesztésének és elterjedésénének?

Iker kutatdsokat tobb évtizede folytatnak szdmos betegség genetikai hatterének kideritésére.
Napjainkra egyértelmiivé valt, hogy bizonyos betegségek, igy a a skizofrénia esetében is, azonos
genetikai hattér mellett, egypetéjii (MZ) ikrek estében is, eltérd mértékben jelentkezik a betegség.
Azt gondoltdk, hogy ennek oka az eltér6 kornyezeti hatdsok kovetkezményeként, a DNS
masodlagos szerkezetében létrejové modosulasokra vezethetd vissza.

Ezek az epigenetikai kiillonbségek azonban nem magyardzhatjadk azokat a paradox jelenségeket,
eltérd tulajdonsagokat, amik az ikrek, illetve betenyésztett allatok esetében megjelennek annak
ellenére, hogy kiils6 kornyezeti tényezok azonosnak tekintheték (Boorhby, 2013).

Az egereken végzett iker kutatasok azt jelzik hogy azonos kornyezeti feltételek mellett tartott DZ
(kétpetéjli) és MZ (egypetéjli) iker egerek esetében is jelentds kiillonbségek figyelhetok meg, amik
oroklott epigenetikai kiilonbségekre vezethetok vissza (6.abra). A kiilonbségek valddi eredetének
igazoldsa azonban csak nagy szamu iker egér 6sszehasonlité vizsgalataval valhat lehetévé (Wong,
2005).

Mind a klonozés, mind pedig az iker utodok eldallitasa kis hatékonysaggal miikodo technologia,
ebbdl kovetkezden az identikus allatok eldallitasa nagyon koltséges, igy a mezdgazdasag teriiletén
torténd alkalmazasi lehetSségre jelenleg minimélis esélyt latok. Osszehasonlitd iker kutatdsok
jelentdségét az alapkutatds, gydgyszerkutatds és orvoskutatas teriiletén tartom fontosnak.
Laboratoriumunkban jelenleg egér embriokkal végzett kutatasaink éppen azt a célt szolgaljak, hogy

kidolgozzunk egy genotipustol fliggetlen, hatékonyan miikddd iker eldallitasi technologiat.
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6.dabra
A kétpetéjii (DZ) ikrek esetében megfigyelheté nagyobb epigenetikai kiilonbség a petesejt és a
himivarsejt kezdeti eltéré metilacios mintazatabol szarmaztathato. Az egypetéjii ikreknel (MZ) az

epigenetikai “kezdépont” teljesen azonos (Wong, 2005).

Godolls, 2014. 04. 03

K&szonettel,

Gocza Elen
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