Opponensi vélemény Gécza Elen: Ossejt specifikus markerek és mikro RNS-ek
expressziojanak vizsgalata egér és nyul embriokban, embrionalis éssejtekben — cimii

doktori értekezésérol

Formai vonatkozasok:

Goéza Elen az MTA doktori cim megszerzése érdekében egy 96 oldalt magaba foglalo
disszertaciot és ahhoz csatlakozoan egy 14 oldalas tézisfiizetet nyujtott be az MTA Agrér
Osztalyara. A két mi formai kdvetelményei megfelelnek a doktori cim elnyerése érdekében
eldirt formai kovetelményeknek. Az ilyen jellegi munkdk megszokott részeit (bevezetés,
irodalmi attekintés, célkitiizés, anyag és mddszer, eredmények és azok megvitatdsa, valamint
kovetkeztetések és javaslatok) megfeleld aranyban tartalmazza, ezek mellett jol szerkesztett
irodalomjegyz¢k, tartalomjegyzék és a szoveges részben hasznalt roviditések jegyzéke
tartozik. Annak ellenére, hogy a jelolt szerteagazd ¢és jelentds szamu kisérlet eredményeit
kozott maradt, ami a dolgozat szerkesztésének egyik kiemelkedé érdeme. Furcsanak tlinik
ugyanakkor az, hogy a dolgozat az ilyen munkdkban altalaban megtalalhaté révid (1-2
oldalas) Osszefoglalot nem tartalmazza. A jelolt altal szerkesztett ,Kovetkeztetések és
javaslatok ,,- cimll rész viszont ennek az Osszefoglalasnak a szellemében késziilt, igy
helyesebb lett volna annak az ,,Osszefoglalas” — cimet adni.

A szoveges rész szerkezete, nyelvi stilusa jo, az atlagos olvasé szamara is megkdnnyiti
az egyébként bonyolult tudoméanyos részek és Osszefiiggések megértését. A fogalmazast
illetéen néhany ismétlddod hibara hivnam fel a jelolt figyelmét a kovetkezdk szerint:

e Az igényesen szerkesztett magyar szovegben nem kivanatos a szammal illetve a
roviditéssel kezd6dé mondat (tobb helyen eléfordul a disszertacioban).

e A mondatokbol néhol hidnyzik az allitmany (pl. 45. oldal elsé bekezdésének két utolsd
mondataban, és a 46. oldal els6 bekezdésének utolso eldtti mondataban).

e Az ,Anyag és modszer” cimii részben a jelen és a mult id6 vegyes alkalmazasa nem

Szerencses.

e A 16, a szarvasmarha fajok esetében furcsa sz6 a ndstény hasznalata a ndivar helyett

(11. oldal).



e Egy magyar szovegszerkesztd programmal irt szovegben egy magyar szerzé nevét
helyesebbnek tartandm magyarosan irni (11. oldal: Bosze helyett Bosze).

e Az irodalmi hivatkozasok esetében a szOveges részben hasznalt mtsai, vagy
munkatarsai megjelolés mellett a zardjelben alkalmazott forma alkalmazasa esetén is
hasznalhat6 a magyaros forma.

e Az 1jj tudomanyos eredmények 1. pontjaban megfogalmazott ,,A PhD munkam soran
kidolgozott...” szdvegrész helyett javasolom: ,,A PhD munkdmat kovetden

kidolgozott...” szovegrész cser¢jét.

A szdveges rész kozott a jelolt 32 jol szerkesztett dbrat hasznal az eredmények bemutatasara.
Ezekbdl 5 (3., 4., 5., 8. és a 11.) inkabb tablazat és ennek megfelelden lenne helyesebb
cimezni a disszertacidban. Az abrak az mellett, hogy szinesebbé teszik az értekezéséhez
nagyon j6 segitséget nyudjtanak a jelolt altal végzett kisérletek eredményeinek értelmezésére és
megértéséhez. Az dbrdkhoz szerkesztett kitlind d4bramagyardzatok ezt jelentdsen
megkonnyitik. Zavaré ugyanakkor az, hogy néhol az 4brak figurlis részétél a magyarazod

szoveges rész elszakad, mert az a kovetkezd oldalra keriilt.

Tartalmi vonatkozasok

1. A témavalasztas korszerisége és tudomanyos jellege

Az embriondlis Jssejt (ES) kutatds nem tekint vissza hossz multra. A Magyar
Biotechnolégiai Kutatokézpont (G6dolld) a tudomanyteriilet miivelése szempontjabol olyan
uttord jellegli tudoményos intézetnek szamit, amely nemzetk6zi mércével mérten is jelentds
mértékben hozzdjarult e teriilet megalapozasédhoz és annak kibontakozasahoz. Gécza Elen az
Intézetben miikodé kutatocsoport tagjaként jelentds eredményeket tudhat magadénak az
embrionalis 6ssejt kutatds témakorében. Munkéja eredményeként egér kimérakat eldallitva
vilagosabba valtak a gazda-embrio és az embrionalis ¢ssejtek kolcsonhatasa soran mikodo
folyamatok. Ezeket a kutatasokat tovabb fejlesztve a jelolt a nyul korai embrionalis fejlodését,
illetve a kiméra embrio bedgyazddasat iranyitd faktorok jobb megismerését tanulmanyozta.
Ezek a vizsgalatok megteremthetik az alapjait annak, hogy pluripotens sejteket tartalmazo
nyul 6ssejtvonalakat hozzunk létre. Az utdbbi tanulmanyok 1étjogosultsagat az a tény emeli
ki, hogy az egér embrionalis fejlédése soran lejatszodd folyamatok nem modellezik mas

emldés embriok fejlédését, igy a nyul, mint modell allat hasznos 1j informacidkat adhat a



fejlodésbiologiai kutatdsokhoz. Ez utdbbi az allattenyésztés modern szaporodasbiologiai

technikainak kialakitasahoz is hasznos alapként szolgalhat.

2. Célkituzés

A disszertaci6 alapjat képezo kutatasok célkitlizései harom pont koré csoportosulnak, amelyek
vildgosan megfogalmazzék, hogy a jelolt milyen kérdésekre keresi a valaszt. Ezek koziil
legérdekesebbnek tlinik és legértékesebb tudomanyos eredmények megalapozasat szolgalhatja
az a célkitlizés, mely szerint a jelolt azt kivanja vizsgalni, hogy milyen faktorok iranyitjak az
egér embridhoz viszonyitva a nyul embrio fejlodését, ezen keresztiil az Ossejtek
pluripotencialjanak megtartasat?

Tudomanyos szempontbol érdekes eredményeket kinal annak a kérdésnek a
megvalaszolasa is, hogy a nyul embriondlis Ossejtjei (ES) esetében a pluripotencia
megtartasaban szerepet jatszo klaszterek koziil melyik mutathatd ki; a nyal miRNS mintazat a

human vagy inkabb az egér miRNS mintazatahoz all kdzelebb?

3. Irodalmi attekintés

A dolgozat e része 74, kozottiikk 8 magyar szerzokollektiva altal publikalt irodalom citalasaval
mutatja be a témahoz kapcsolddd legujabb vizsgalatok eredményeit. A fejezet tomorsége
mellett kitlind Utmutatdst nyajt az olvasdé szamdara ahhoz, hogy a vizsgalatokat érintd
tudomanyteriileteken konnyebben eligazodjon. A szdvegben, az dbramagyarazatokban ¢€s az
irodalomjegyzékben torténd hivatkozdsok modszere az MTA altal elfogadott formaban és

pontosan tortént.

4. Anvag és modszer

Jelolt a célkitlizésben megfogalmazott kérdések megvalaszoldsa érdekében jol megtervezett
laboratoriumi 4llatkisérleteket allitott be egerekkel és nyulakkal. A kisérleti allatok
szaporitdsa, tartdsa és a kisérleti mintak gyiijtéséhez hasznalt modszerek sebészeti technikak
megfeleldek. Az embriondlis sejtek manipuldlasdra hasznalt laboratdériumi modszerek, azok
miuszeres hattere kivalo vizsgalati lehetdségeket biztositott a jeldlt szdmara. Az alkalmazott

biotechnologiai eljarasok koziil a legtobb kiemelkedd szinvonalu, az adott tudomanyteriilet

cyey



Az Anyag ¢s modszer ciml részhez a kovetkezO észrevételeket, illetve kérdéseket

teszem a jelolthoz:

5.

Az egerek parzasat kovetOen, a feltételezett megtermékenytilést koveten, az allatok
kiirtdsa, majd az embridmosds kb. mennyi idé mulva kdvetkezett be? Ennek
ellendrzésére végeztek-e vizsgalatot? Hogy ellendrizték azt, hogy a tetraploid embriok
eldallitasahoz hasznalt CD1 embriok kora a termékenyiiléstdl szamitottan éppen 39
ora volt? (33. oldal)

A kiméra blasztocisztak kihordasara hasznalt alvemhes ndivart egéregyedeket milyen
modszerrel allitottak el6? Egy néivart egyedbe hany blasztocisztaz liltettek be? (35.
oldal)

Az embriokinyeréséhez hasznalt nyulak koranak, esetleg sulyanak, tartési
koriilményeinek leirdsa hianyzik. A kisérleti allatok még nem ellett, de ivarérett
allatok voltak, hogyan gy6zddtek meg az allatok eldzetes petefészek miikodésének
allapotarol? (35-36. oldalak)

A kromoszoma analizist a jelolt nyulak esetében periférias vér limfocitakbol végezte.
Honnan (melyik érbdl) gytijtott vért a vizsgdlathoz? A vérbdl a limfocitdkat hogyan
izolalta és készitette eld a vizsgalathoz? (43. oldal)

A nyul esetében a CDNS (reverz transzkripcioval MRNS-r6l atirt DNS szal)
meghatarozasdhoz hasznalt reagens (vegyszer) keveréket gyartd cég nevét a jelolt
megfeleld modon kozli. Nem tudom ugyanakkor az itt kozolt ,, Supplementary Table
7" piros szinnel k6zolt megjegyzést értelmezni. (45. oldal, 2. sor)

A statisztikai analizis leirdsakor a jeldlt azt emliti, hogy a kisérleteket legkevesebb 3
parhuzamos sorozatban végezte. Hogyan itéli meg a vizsgalatok megbizhatosagat
ilyen elemszamok alkalmazasa mellett az On altal végzett kisérletekben? (46. oldal)

A kisérleti modszereit jovahagyo allatvédelmi engedélyei a 2002-es, illetve a 2008-as
évekbdl szarmaznak. A ma érvényben levo ,,Alaptorvény” értelmében miként itéli

meg vizsgalatai etikai vonatkozésait?

Eredmények és megvitatasuk

A dolgozat 6.1.1. szamozasu fejezetében a jelolt egérkimérak eldallitasat célzo vizsgalataiban

figyelemre mélté eredményeket kapott, amikor egy XY genotipusu blasztomert XX tipusu



gazdaembridval agregaltatott. A megsziiletett 22 embrio koziil 12 kiméra lett, ezek koziil 11
(85,7%) himivara volt, amelyek utéodaikban is Orokitették az EGFP transzgént, amely azt
bizonyitja, hogy egyetlen XY genotipusi embriobol szadrmazo blasztomer képes atforditani az
XX gazdaembrioval aggregaltatva 1étrehozott kiméra ivarat. Ezen vizsgalatai soran, bar az
egyetlen ndivara egyed fertilis volt, de nem oOrdkitette a transzgenetikus tulajdonsagokat.
Kérem, fejtse ki bovebben, hogy mivel magyardzhaté ez az eredmény, és ebbdl milyen
altalanos kovetkeztetések vonhatok le!

A jel6lt ugyancsak egerekkel végzett egy masik kisérletében (6.1.2. fejezet) tetraploid
komplementaciés moddszer alkalmazdsaval sikeresen dllitott eld6 meghatarozott ivarral
rendelkezd, genetikailag azonos (identikus) egereket. Ezen egyedek azonossagat
mikroszatellit vizsgalatok segitségével bizonyitotta. Az altala kidolgozott és eredményesen
alkalmazott tetraploid komplementéacios rendszerrel olyan kettes- és hdrmas ikrek hozhatdk
1étre, amelyek a genetikai azonossaguk eredményeként nagyon jol alkalmazhatdak kiilonbdzo
laboratoriumi vizsgalatokban, akar farmokologiai, akar toxikologiai, vagy mas nagy
pontossagot igényld kisérletek végzésére.

Goéza Elen a nyulakkal végzett kisérleteinek elsd részében (6.2.1. fejezet) a korai
embrionalis fejlddést befolyasold transzkripcids faktorok expresszidjanak vizsgalatat végezte.
Négy illetve 6 napos embrid szerkezetét tanulméanyozva jelentds kiilonbségeket irt le az
egérembrid mar ismert sejtszerkezet€hez viszonyitva. Az altala alkalmazott specifikus
elsddleges ellenanyag markerek segitségével kitlinben mutatta be 4 szemléletes abran (16A-D
abrak) keresztiil a hatnapos nytl blasztociszta trofoblaszt és embrioblaszt sejtjeinek fejlodését.
Ezek hasznosak lehetnek a nyal, vagy akar mas haziallatfaj pluripotens &ssejtjeinek jobb
megismerése €érdekében folytatand6 tanulmanyokhoz.

A nyul embriondlis 6ssejtjeinek (ES) tulajdonsagait vizsgalva, a jelolt kisérleteket
végzett annak érdekében, hogy a leukémia inhibitor faktor (LIF) milyen hatdssal van a nyul
ES sejtek alapitasa soran. Mint ahogy azt Gocza Elen is megjegyzi, a LIF és receptora (LIFR)
olyan citokinek, amelyek a korabbi egerekkel és human pluripotens Ossejtekkel végzett
vizsgalatokban bizonyitottan nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a blasztocisztdk
beagyazodasa soran. A jeldltnek in situ hibridizacios metodikat alkalmazva sikeriilt igazolni,
A nyulkisérletekben a disszertans altal eldallitott ES sejtekbdl olyan embrionalis testecskéket
(EB) tartalmaz6 koloniakat sikeriilt kifejleszteni, amelyekbdl differencialodo sejtek

vandoroltak ki. Ezekbdl a nyul EB csomokbdl pulzalo szivizom sejteket lehetett megfigyelni,



ami azt igazolja, hogy az in vitro tenyésztésben, a jelolt altal kidolgozott koriilmények kozott
tartott nyul ES sejtek pluripotens sejteket tartalmatnak.

Gocza Elennek és kutatocsoportjanak kozel 10 éves eréfeszitéseinek eredményeként
sikeriilt eldallitania olyan transzgenikus nyul utdédokat, amelyek ivarsejtjeiben is ki lehetett
mutatni a transzgénikus markerként hasznalt EGFP expresszidjat. Az ide vonatkozé vizsgalati
eredményeit mutatja be a jelolt a disszertacio 6.3. fejezetében. A tobbéves kisérletek soran,
modszertani fejlesztések eredményeként, a Venus transzgént 6rokitd nyalegyedeket sikertilt
létrehozni, amelyek embridiban is kimutathatd volt a Venus fehérje expresszioja. Ezen
kutatdsokhoz kapcsolddd fontos megdllapitasa a jeldltnek az, hogy a transzgénikus embridok
mikro injektalassal torténé manipulacidja nem rontja az embriok sziiletési esélyeit. Az
el6zéekben felvazolt kutatdsok eredményeit szemléltetd 20. abra als6 soraban bemutatott,
egymds utan kovetkezé 2. és 3. kép mindegyike ES kiméra embridkat mutat be.
Megkérdezem a jeloltet, hogy a két azonos cimii kép miben kiilonbozik egymastol?

Az eredmények és megvitatasuk cimii rész utolsd fejezetében (6.4. fejezet) a
disszertans olyan kisérleteket k6zol, amelyekben a mikro RNS-ek egér és nyul embrionalis
Ossejtjeinek pluripotencialjara gyakorolt hatasait vizsgélta. Az alkalmazott brilidns technikék
kidolgozasan feliil ezen kutatasok talan legfobb eredményét a 30. abra Osszegzi. Ez szerint az
MR-290-295 jelzésti klaszter mikro RNS-ei kozvetleniil gatoljak a sejtciklus egyes negativ
szabalyozoit. A sejtciklus ezaltal konnyebben atjut az ellenérz6é pontokon (G1/S vagy G2/M),
igy a sejtciklus és a sejtek proliferacios ideje felgyorsul.

Az egér és a nyul 6ssejt specifikus mikro RNS-ek 6sszehasonlitasaval a jelolt hasznos
adatokat szolgaltat az embrionalis eredetli Ossejtek genetikai  tulajdonsdgainak
feltérképezéséhez. Mérései alapjan megadhatok azok a mikro RNS-ek, amelyek a korai
embriokra, illetve a nyul ES sejtjeire jellemzd expressziot mutatjak. Fontos megéllapitasa,
hogy a mikro-R-290-5p jeli klaszter tagjai mutatnak magasabb expresszios szintet a nyul ES
sejtekben, és hogy a mikro-R290 klaszter tagjai feltételezhetGen a korai embrionalis fejlédés

soran jatszanak fontos szerepet.

6. Kovetkeztetések és javaslatok

Ez a rész inkabb a jeldlt kutatasi eredményeinek tomor 0sszefoglalasat tartalmazza, mintsem a
kutatasi eredmények értékelésének nyoman levonhato kovetkeztetéseket. Ennek megfelelden,

mint ahogy azt a kordbbiakban mar észrevételeztem, jol helyettesit egy olyan Osszefoglald



egyseéget, amely altalaban része az ilyen jellegli disszertacioknak, de ezen a cimen az Gocza

crer

A jelolt disszertacioja végén felsorolja azokat a publikacidkat, amelyek az értekezésének
elkészités¢hez alapokat szolgaltattak. Ezek koziil 6 jo impakt faktorral rendelkezd angol
nyelvll folydiratban lett kozdlve, melyek koziil 3-ban elsé vagy utolsé szerzéként szerepel.
Ezen nemzetkdzi folyoiratokban kézolt publikaciok azt jelzik, hogy Gocza Elen kutatasainak
eredményeit az érintett szakma képviseldi is mindsitették és elfogadtak. Kiilonds értéke
publikacids tevékenységének az is, hogy eredményeit a hazai allattenyésztdk legolvasottabb
szakmai folydirataban is kozolte, amely lehetéséget nyujt a gyakorlati allattenyésztok szamara

is a tudomany e részegységének targyilagos megismeréséhez.

Osszegezve véleményemet: Gocza Elen: ,,Ossejt specifikus markerek és mikro RNS-ek
expresszidjanak vizsgalata egér és nyul embridokban, embriondlis Ossejtekben” — cimi
értekezése értékes tudomanyos munkat tartalmaz. A mi beleértve a disszertaciohoz csatolt
téziseket is, a jelolt kutatasainak hiteles eredményeit tartalmazza. A birdlatomban korabban
emlitett, foként stilisztikai és formai kifogasaim a munka tartalmi és szakmai értékeit
alapvetéen nem befolyasoljak. Az értekezés attanulmanyozasa soran meggydézodtem arrol,
hogy Gocza Elen kutatdsai, a korabbi tudoményos fokozat megszerzését kovetden, jelentds
eredeti tudomanyos eredményekkel gyarapitotta az altala miivelt tudomanyszakot, és ezzel
hozzajarult a tudomany tovabbfejléddéséhez.

Eléz6ekben megfogalmazottak alapjan az értekezés elfogadasat és a nyilvanos vita
kitiizését, valamint eredményes megvédése esetében az MTA Doktora — cim odaitélését

javasolom.

Keszthely, 2014. januar 3.

Dr. Husvéth Ferenc

egyetemi tanar, az MTA doktora



