VALASZ DR. HUSVETH FERENC PROFESSZOR URNAK, AZ MTA DOKTORANAK OPPONENSI
VELEMENYERE

K6sz6ném Dr. Husvéth Ferenc professzor trnak, hogy elvallalta doktori értekezésem biralatat.

Koszondm, hogy ugy itélte meg, hogy kutatasaim soran jelentds eredeti tudoméanyos eredményeket
értem el, és kdszonom, hogy gy gondolja, hogy ezzel hozzajarultam az altalam vizsgélt tudomany
teriilet tovabbfejlodéséhez. Koszondm, hogy javasolta az értekezés elfogadasat és a nyilvanos vita

kittizését.

Részletes valaszok a dolgozat formajat érint6 kérdésekre:

1.: Valdéban a ,Kovetkeztetések és javaslatok,, rész tul rovid lett. A dolgozatomban nem
valasztottam szét az “Eredmények és Kovetkeztetések™ részt, az egyes részeredmények megadésat
kovetden kozvetleniil ismertettem azok jelentdségét, Osszevetetettem a masok altal kozolt
eredményekkel. Az utolso fejezetben roviden 0sszegeztem az altalam elért f6bb eredményeket, igy
ennek a fejezetnek a megnevezéseként szerencsésebb lett volna az ,,Osszefoglalas” cimet adni.

2.: Koszondom a dolgozatomban talalhatd szerkesztési, nyelvhelyességi hibakkal kapcsolatos
észrevételeit, igyekszem tovabbi munkdimban a dolgozatomban most eléfordult stilisztikai hibakat
elkertilni.

3.: A 45. oldal elsé bekezdése helyesen: “Az expresszids értéket a miR-191 mikroRNS (nyul
miRNS) és GAPDH (Navarrete Santos et al., 2008) (nyul mRNS expresszid) haztartasi génekhez
viszonyitva adtuk meg. Az analizist GenEx qPCR adat analizal6 szoftverrel (http://www.multid.se)
végeztiik.”

szarvasmarha, és egér miRNS szekvencidkhoz hasonlitva végeztiik el a miRBase (http://

www.mirbase.org/) adatbazisban k6zolt szekvencidkat alapul véve.”

5.: Az 1j tudomanyos eredmények 1. pontjaban megfogalmazott ,,A PhD munkdm soran

2

kidolgozott...” szovegrész helyett valoban szerencsésebb lett volna azt irni: ,,A PhD munkdmat

kovetden kidolgozott...”.

6.: Koszondom, hogy a dolgozatomban bemutatott abrakat szemléletesnek taldlta. Sajnos nem minden

abra esetében sikeriilt az abrat és az ahhoz tartoz6 magyarazé szoveget egy oldalra szerkesztenem, ami
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nehezithette bizonyos abrak megértését. Valoban jobb lett volna a 3., 4., 5., 8. és a 11. abra esetében

inkabb a “tablazat” megnevezést alkalmazni.

Részletes valaszok a dolgozat tartalmat érinté kérdésekre:

1.: “Az egerek parzdsat kivetoen, a feltételezett megtermékenyiilést kovetoen, az dllatok kiirtasa,
majd az embriomosds kb. mennyi idé mulva kovetkezett be? Ennek ellendrzésére végeztek-e
vigzsgalatot? Hogy ellendrizték azt, hogy a tetraploid embriok eloallitasahoz haszndlt CDI1

embriok kora a termékenyiiléstol szamitottan éppen 39 ora volt?”
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Figure 11 Summary of preimplantation development.

1. abra

Egér embrio fejlodésének bemutatasa.
Az elektrofuzio idopontjat jeloltem be az abran, ez kb. a megtermékenyiiléstol szamitva 39 ora

(Nagy, 2003).
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A szuperovulaltatott egereket a HCG injekcid adasat (12:00) kovetden helyeztiik a himekhez.
Szakirodalmi adatok alapjan a parzas a sotét periodus kozepén torténik (1.dabra)(Nagy, 2003). A
megtermékenytiilés pontos idejét sajnos mi nem tudtuk meghatarozni. Ebbdl kdvetkezden
szerencsésebb lett volna a dolgozatban a tetraploid embriok eléallitdisakor nem a termékenytilés
id6épontjahoz viszonyitva megadni a fuzio idépontjat, hanem a HCG injekcié adasanak idépontjahoz
képest. Tapasztalatunk szerint, ha 12:00 6rakor adjuk a HCG injekciot, akkor a fuzi6 elvégzésének
optimalis ideje az azt kdvetd masodik nap, kb. 14:00-15:00 6ra. Ez az az idépont, amikor a kimosott

embriok kozott az els6 3-4 sejtes embriok megjelennek.

2.: “A kiméra blasztocisztik kihordasdra haszndlt dlvemhes noivaru egér egyedeket milyen

modszerrel dllitottak elo? Egy noivaru egyedbe hany blasztocisztat iiltettek be? (35. oldal)”

Az é4lvemhes (recipiens) néstényeket nem kezeltilkk hormonnal. Azon a napon, amikor a donor
nostények parzasat detektaltuk, ndstényeket tettiink ki a vazektomizalt himekhez. Azokat a
ndstényeket hasznaltuk fel recipiensként, amelyeknél masnap reggel a hiivelyben valadék dugo
(plag) volt talalhato. Ezeknek a ndstényeknek a méhébe iiltettiikk be a plag napjat kovetd masodik
nap délutanjan a blasztociszta allapoti kiméra embridkat. Altalaban 6-6 embriét iiltettiink be a

recipiens ndstények méhszarvaiba.

3.: “Az embriokinyeréséhez haszndlt nyulak kordnak, esetleg sulydanak, tartdsi koriilményeinek
leirasa hianyzik. A kisérleti allatok még nem ellett, de ivarérett dllatok voltak, hogyan gyozodtek

meg az dllatok elozetes petefészek miikodésének dllapotarol? (35-36. oldalak) “

Nem vizsgaltuk a kisérletben hasznalt nyulak petefészek miikodését szuperovulaltatasuk
megkezdése el6tt. A kisérletek nagy részében Uj Zélandi nyulakat, néhany esetben Hycole hibrid
nyulakat hasznaltunk. A donor és recipiens ndivaru nyulakat ivaréretten, 17-18 hetes korban
vasaroltuk. Az els6 nap 30 NE/kg PMSG-t (Pregnant Mare Serum Gonadotropin) kaptak
intramuszkuléarisan, majd ezt kovetden 72 o6raval 45 NE/kg hCG-t (Human Chorionic

Gonadotropin) (Choragon injekci6, Ferring GmbH) a flilvénaba injektalva.

4.: “A kromoszoma analizist a jelolt nyulak esetében periféridas vér limfocitakbol végezte. Honnan
(melyik érbol) gyiijtott vért a vizsgalathoz? A vérbol a limfocitakat hogyan izoldlta és készitette elo

a vigsgalathoz? (43. oldal) “
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A heparines vért a fiilvénabdl vettiik €s lektineket (B-limfocitak PokeWeed Mitogénnel (PWM), a T
limfocitdk fitohemagglutininnel (PHA) poliklonalisan aktivalhatok) tartalmazé RPMI-
tapfolyadékban, 38,5 C°-on tenyésztettiik, hogy a leiilepedd vordsvértestek feliiletén 2-3 napig
osztodhassanak a limfocitak. A tenyésztés végén két oOrara vinblasztint adtunk a tenyészetekhez,
ezutan centrifugéltuk, majd az iiledéket 0,56% KCl-ban reszuszpendaltuk és 20 percre visszatettiik a
termosztatba. Ezutdn megint centrifugaltuk, majd reszuszpendaltuk a fixaléban (metanol/ecetsav,
frissen késziilt 3:1 aranyu keveréke) a sejteket. Ebben a fixalot tartalmazéd oldatban -20 C°-on
tarolhatjuk a sejtszuszpenzidt. A kromoszéma preparalas eldtt a fixalo oldatban wjra mostuk a
sejtszuszpenziot, majd hideg, pards lemezre cseppentettiik azt. Vizszintesen tartva hagytuk
megszaradni a lemezt. Masnap Giemsa oldattal festettiik a lemezeket, majd megkerestiik az
osztodasokat. A komplett mitézisokat (2n=44) analizalva meghatdrozhat6 a legkisebb akrocentrikus
kromoszémak szdma. Kilenc kis akrocentrikus kromoszoma (egy-egy par 18, 19, 20, 21 és egy Y)
esetében a sejt XY-os, nyolc ilyen kis akrocentrikus kromoszéma esetében pedig XX genotipust.
Ha kariogramot vagy FISH vizsgélatot is terveztiink, akkor a vizsgalat eldtt G- vagy C-savozast is

kellett végezniink.

Y kromoszémit tartalmazé nyil sejt X kromoszémit tartalmazé nyul sejt
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A komplett mitozisok analizdlasa (2n=44) nyul limfocitakban. A metafazisok vizsgalataval
meghatarozhato a legkisebb akrocentrikus kromoszomdak szama. Kilenc kis akrocentrikus

kromoszoma esetében a sejt XY, nyolc ilyen kromoszoma esetében pedig XX genotipusu (sajat abra).
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5.: “A nyul esetében a cDNS (reverz transzkripcioval mRNS-rol datirt DNS szdl)
meghatarozdasahoz hasznalt reagens (vegyszer) keveréket gyarto cég nevét a jelolt megfelelo
mddon kozli. Nem tudom ugyanakkor az itt kozolt ,,Supplementary Table 7 piros szinnel kozolt
megjegyzést értelmezni. (45. oldal, 2. sor)”

Sajnos ebben az esetben bent maradt egy olyan rész a szovegben, amit el6zdleg szdoveg
ellendrzésekor megjeldltem piros szinnel, hogy javitando, de a végsd valtozatban mégis bent maradt

véletlentl.

6.: “A statisztikai analizis leirasakor a jelolt azt emliti, hogy a kisérleteket legkevesebb 3
parhuzamos sorozatban végezte. Hogyan itéli meg a vigsgalatok megbizhatosagat ilyen
elemszamok alkalmazdsa mellett az On dltal végzett kisérletekben? (46. oldal)

Kiilonb6z6 vizsgélatokban, kiilonb6zd elemszammal, kiilonb6zé szamu, és tipust ismétléssel
dolgoztunk. Altalanossagban elmondhatd, hogy ha embriokkal dolgozunk, azok in vitro fejlodését,
vagy a beiiltetett embriok megsziiletési aranyat vizsgaljuk, akkor sajnos a legtobb esetben
korlatozott szamu embrio all rendelkezésre. Ebben az esetben is lehet statisztikai vizsgalatokat
végezni, harom vagy tobb parhuzamos kisérlet adatainak elemzésével. A parhuzamos vizsgalatok
kozott legtobbszor nagy szoras értékeket kapunk, de megfeleld statisztikai modszert valasztva
eldonthetd, hogy valdban szignifikans kiilonbségrdl van-e szo.

A gPCR vizsgélatok esetében minden esetben legalabb harom kiilonbzé kisérletbdl szdrmazod
biologia parhuzamossal dolgoztunk. Minden bioldgiai mintdbdl legalabb két parhuzamos RNS
izolalast végeztiink, majd a qPCR vizsgalatban ugyan abbol a cDNS mintabol harom parhuzamost
tettiink fel. Embri6 vizsgalatok esetében, hogy elegendé RNS-t tudjunk kinyerni, “pooloz”-tuk az
embriokat, vagyis tobb embriobol egyszerre nyertiik ki az RNS-t, de ebben az esetben is legaldbb

két kisérlet sorozatbol szarmazo embriokbol 1étrehozott RNS mintat vizsgaltunk.

7.: “A kisérleti modszereit jovahagyo dllatvédelmi engedélyei a 2002-es, illetve a 2008-as évekbdl
szarmaznak. A ma érvényben levo ,,Alaptorvény” értelmében miként itéli meg vizsgalatai etikai
vonatkozdsait.”

Magyarorszag 2012. januar 1-t6l hatalyos Alaptorvényének XX. cikke értelmében:
"(1) Mindenkinek joga van a testi és lelki egészséghez.
(2) Az (1) bekezdés szerinti jog érvényesiilését Magyarorszag genetikailag modositott élolényektol

mentes mezogazdasdaggal, az egészséges élelmiszerekhez és az ivovizhez valo hozzaférés
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biztositasaval, a munkavédelem és az egészseégiigyi ellatas megszervezésével, a sportolds és a

rendszeres testedzés tamogatasaval, valamint a kornyezet védelmének biztositasaval segiti eld."

A munkank soran létrehozott, illetve létrehozandd kiméra, iker, vagy transzgénikus egereket,
nyulakat, az alapkutatasban, illetve az orvos bioldgia kutatdsokban modell allatként szeretnénk
felhasznalni. Ezzel az orvosbioldgia kutatasokat, a gyogyitast szeretnénk segiteni, ami a jovében
segitheti majd a magyar emberek “lelki és testi egészségét”.

A jelenleg altalam végzett allatkisérletekre PEI/001/303-4/2013 szammal 2013 ota ujabb
engedéllyel rendelkezem, ami 2018. februar 13.-ig érvényes. Ez az engedély kérelem, az abban
engedélyeztetett allatkisérletek mar a legujabb Eurdpai Unids szabdlyozas értelmében lettek

megtervezve.

Részletes valaszok a dolgozat eredmények részét érinté kérdésekre:

8.: “A dolgozat 6.1.1. szamozasu fejezetében a jelolt egérkimérak eldallitasat célzo vizsgalataiban
figyelemre mélto eredményeket kapott, amikor egy XY genotipusu blasztomert XX tipusu
gazdaembrioval aggregaltatott. A megsziiletett 22 embrio koziil 12 kiméra lett, ezek koziil 11
(85,7%) himivaru volt, amelyek utodaikban is orokitették a; EGFP transzgént, amely azt
bizonyitja, hogy egyetlen XY genotipusu embriobdl szarmazo blasztomer képes dtforditani az XX
gazdaembrioval aggregaltatva létrehozott kiméra ivardt. Ezen vizsgdlatai sordn, bar az egyetlen
noivaru egyed fertilis volt, de nem orokitette a transzgénikus tulajdonsdagokat. Kérem, fejtse ki
bovebben, hogy mivel magyarazhato ez az eredmény, és ebbol milyen dltalanos kovetkeztetések
vonhatok le!

Ugy gondoljuk, hogy ebben az esetben a kiméra ndstény petefészkében nem voltak ott megfeleld
helyen, megfeleld ardnyban, az XY-os embridbol szarmazo sejtek, igy a nem johetett létre az
ivaratforditds. A ndstényben csak XX-es, nem zold petesejtek voltak, ezért nem kaptunk zo6ld
utodokat.

Egy kiméra szerveiben a két embridobol szdrmazoé sejtek eloszlasa nem teljesen egyenletes, lehetnek
olyan szervek amelyekben az XY-os, z6ld szinli embriébol szarmazo sejtekbodl kevesebb sejt jut be.
Ha ez az embri6 ivarlécében torténik, akkor elképzelhetd, hogy nem tud az ivaratforditas
megtorténni, mivel az ott talalhato kis szamu XY-os Sertoli sejt kis mennyiségli SRY-t termel, az

alacsony koncentraci6é pedig nem elegendé az ivaratforditashoz. Ha az dsivarsejtek (PGC sejtek)
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kezdetben egy XX-es, nem z6ld embriobol szarmaznak, akkor csak fehér petesejt termelddik, fehér
utod fog sziiletni. Ha mind kettd jelenség egyiitt all fent, akkor nem fog megtorténni a

szexatforditas és fehér utddok sziiletnek.

9.: “Az elozoekben felvazolt kutatasok eredményeit szemlélteté 20. abra also soraban bemutatott,
egymds utan kovetkezo 2. és 3. kép mindegyike ES kiméra embriokat mutat be. Megkérdezem a

jeloltet, hogy a két azonos cimii kép miben kiilonbozik egymdstol?”

A két kép kozt az a kiilonbség, hogy mig a masodik képen éppen egy, a zona pellucidabdl kibujoé
nyul kiméra embri6 lathatd, addig a harmadik képen mar egy a zona pellucidabdl kibujt kiméra. Az

abra feliratban ezt valoban fel kellett volna tlintetnem, Gigy ahogy most a 3.4bran lehet latni.

20. 4bra (67.0ldal)

Kontroll embriok ES kiméra embridk

a zona pellucidabol éppen a zona pellucidabol kibujt
kibujo blasztociszta blasztociszta
3.dbra

A kontroll és kiméra nyul embriok. Az egyik kiméra embrio éppen most bujik ki a zona pellucidabol,

a harmadik képen lathato kiméra embrio, mar sikeresen kibujt abbol.
Godolls, 2014.04.03.

Koszonettel,

7

Gocza Elen
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