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MTA Doktori Ertekezés Birdlat

Vélemény Dr. Kobolak Julianna Ilona ,,Ossejtek in vitro felhasznalasi lehetéségei az
allatbiotechnologia, a betegség modellezés és toxikolodgia tertiletén” cimii doktori értekezésrol.

dr. Kobolak Julianna Ilona magyar nyelven irt doktori értekezése 106 oldal irodalomjegyzék nélkiil,
melyben a kovetkezO fejezetek szerepelnek: 30 oldal bevezetés, ami magaban foglalja a
célkitiizéseket, ezt koveti a részletes modszertani ismertetés 12 oldalon, amit 5 tablazat kiilon
mellékletként tamogat. A 30 oldal eredményeket 18 oldal megbeszélés koveti és 25 oldal irodalom
szerepel a dolgozat végén.

Bevezetésként megallapithatom, hogy a benytjtott dolgozat szerkezeti, tartalmi szempontbol
megfelel az MTA doktori értekezés kovetelményének. A dolgozat kivitelezése igényes. A doktori
mii 30 abrat tartalmaz, melyek tobbsége Osszetett, tObbszords immunfluoreszcens festéssel jelolt
sejttenyészetek képét mutatja szamos alabraval. Kiemelendd a szerzé rendkiviil jartassaga az
Ossejtek tenyésztésében és genetikai analizisében. A kozel 400 irodalmi hivatkozas szama a jelolt
alapos irodalmi tajékozottsagat bizonyitja, mindossze annyi észrevételem van, hogy az Gssejtkutatas
robbansszeri fejlodése és ezen a teriileten dolgozo kutatdkat foglalkoztatd aktualis kérdések
tilkrében a legfrissebb irodalmi hivatkozasok szama lehetett volna tobb.

Az 6ssejteket célzo alap-, és alkalmazott kutatasok az utobbi évek legizgalmasabb kutatasi teriiletét
jelentik. A disszertacio témavalasztasa messzemenden aktudlis, hiszen napjainkban az dssejtkutatas
egyik f6 célpontja a transzplantdciora, szdveti regenerdciora alkalmas Ossejtek azonositasa,
izolalasa, programozott in vivo és in vitro differencialtatasa, valamint velesziiletett és szerzett
rendellenesség sejt, szovet s molekularis szintli modellezése. Az dssejtek feltarasat célzo kutatasok
a regenerativ medicina szempontjabol kiemelt jelentdséggel birnak; az alapkutatasbol nyert
eredmények transzlacioja sikeres szoveti regeneraciot kivalto Ossejtterapiak kidolgozasat teheti
lehetévé. Mindehhez fontos hozzatenni, hogy a betegekbdl szarmazo sejtek célzott programozasa,
hosszutavi reprodukalhatd fenntartdsa, hatékony személyre szabott gydgyszeres terapiak
kifejlesztését alapozhatjak meg, ezért egyaltalan nem k6zombos, hogy az Ossejt miként fejlodik és
hogyan reagal a farmakonokra.

Az MTA doktorjeldlt Ossejtes kutatomunkéja tobb mint 2 évtizeddel ezeldtt indult, amikor még
nagyon limitalt lehetdségek alltak az dssejttenyésztok szamdra. Ahogy az in vitro technologia
fejlodott egyre tobb modszert, naprakész technikat vezetett be a kisérleteibe. Tudomanyos
munkajanak kiemelt kutatasi célja (az értekezéshez felhasznalt elészerzds cikkek is ezt tamasztjak
ala) a pluripotens 0Gssejtek létrehozasanak tokéletesitése, a pluripotenciaért felelés POUSF1
transzkripcios faktor jellemzése nytl modellben, az indukalt pluripotens Ossejtek alkalmazasa
idegrendszeri betegségek modellezésére, valamint in vitro farmakoldgiai vizsgalatokra torténd
felhasznalasa. A disszertacid 6 elsd-, és egy tarsszerzOs cikkben publikalt 10 éves labormunka
eredményét foglalja ossze.

Formai megjegyzések:

A doktori értekezés Irodalmi bevezetés fejezetében jol attekinthetd formaban foglalja 6ssze az
Ossejtek in vivo tulajdonsagait, tipusait, besorolasat, a pluripotencia genetikai hatterét, in vitro
létrehozasat, az Ossejtek genetikai ujraprogramozasanak modozatait, kiilondsen kiemelve a
disszertaciot témajat képezd Ossejtalapu betegségmodellezést. A logikus felépitésti bevezetésben
elészor a pluripotens sejteket mutatja be, ezutan 1épésrél-Iépésre vezet végig a pluripotencia
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molekularis szabalyozasan, majd a genetikai Ujraprogramozas és azzal eldallitott Gssejtek
alkalmazasi lehetdségeit foglalja 6ssze. Az Gssejtek leirasa mellett, a korai embryotenyésztés teljes
metodoldgiai spektrumat is bemutatja és teszi ezt vilagos, érthet6, magasszintli magyar szaknyelven,
ami nemcsak a szakember szamara hasznos szintézis, hanem a témaval ismerked6 TDK, PhD
hallgatok szamara is batran kozreadhaté. Az irodalmi attekintés utolsd részében bemutatasra
keriilnek az iPSC &ssejtalaptl betegségmodellezés (MPS 11 lizoszomalis tarolasi rendellenesség) €s
az 6ssejtek toxikologiai vizsgalatokban vald alkalmazasa, ami a jelolt kiemelt kutatasi teriiletét is
képezik.

Az Anyag és Modszer fejezetbdl kitlinik, hogy a jelolt a kisérleteihez sejtes €s molekularis
labortechnikak széles skalajat (egér és human iPSC sejttenyésztés, dssejtek izolalasa blasztula
embryokbol, kettds-, harmas-immunfluoreszcens festés, fluoreszcens aramlasi citometria, RT-PCR,
cDNS microarray, komparativ genomikai vizsgalatok, célzott neuralis sejtdifferencialtatas,
neuroszferoidok 1étrehozasa), illetve elektronmikroszkopiat hasznalt, s ez a metodikai hattér teljesen
megfelel a kitlizott célok megvalositashoz. A felhasznalt ellenanyagok, vegytiletek, primerek kiilon
tablazatokban feltiintetve szerepelnek, katalogus szamokkal feltiintetve, ami szintén rendkiviil
hasznos lehet tobb hazai kutatd szamara. A kisérleti eredmények leirasa és megbeszélése vilagos és
érthetd. Az eredmények elbiraldsakor rogton feltiint, hogy a bemutatott dbrak a jeldlt altal els6- és
tarszerzoként jegyzett, elismert folyodiratokban elhelyezett kozleményeibdl szdrmaznak, igy
korabban ezek mar alaposan elbiraltattak. A Kovetkeztetés fejezetnek kiemelten izgalmas részei a
Kitekintés cimii alfejezetek voltak (kar, hogy az 5.4 és 5.5 részek utan ez hianyzott), ahol a szerz6
a lezart kutatasi eredmények tovabbgondolasat, a tudomanyteriiletre gyakorolt hatasat irta le és a
ujabb kérdéseket fogalmazott meg.

Kérdések, megjegyzések:

10. oldal. Az 1. abrahoz hasonlodan jo 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?

Etikai szempontbol, Magyarorszagon meddig engedélyezett huméan embryot tenyészetben
fenntartani?

11. oldal: hanyszor lehetet (vagy lehetett?) az embryodarabolast megismételni ugyanazon a vonalon,
ugy hogy még teljes értékii embryok jojjenek 1étre? Mikor meriil ki a pluripotencia a darabolt
blasztomerekben?

Az ESC sejtvonalakat rendszerint blasztula ICM-bdl alapitjak. Lehet morulabol vagy csak egy
blasztomerbdl pluripotens sejtvonalat 1étrehozni?

Lehet-e alacsonyabb rendii gerincesekben (hiilld, kétéltti) is 1étrehozni pluripotens éssejtvonalat?

25. oldal: az 5. abra a 10 évvel ezel6tti allapotot foglalja dssze. 1zgalmas lett volna olvasni, hogy a
szakember szerint mi a helyzet a 2023-24-es években. Hol tart ma az iPSC sejtek eldallitasa és
felhasznalasi potencialja? Mi a legfigyelemre méltobb felfedezés, ami az elmult egy évizedben
tortént ezeknek a sejteknek a klinikai alkalmazasaban?

Van-e olyan marker/ellenanyag, ami a hossza ideig fenntartott pluripotens &ssejtklonokban
kizarolag a differencialatlan alakokat jeloli és ezzel ellendrizni lehet a pluripotens sejtvonal
allapotat?
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A microarray génexpresszios viszgalatok a genomnak csak toredékét vizsgalja. Végeztek-e ennél
mélyebb szintli (pl. RNAseq, ATACseq) genctikai analiziseket a sejtmagtranszplantalt eredetii
embryok Gssejtjein?

-75. oldal: milyen LAMP2+ strukturakra (vakuolumokra) gondol? Van-e sajat

elektronmikroszkopos eredmény arra vonatkozoan, hogy nagy szamu lizoszéma van az NPC ¢és
TD35 sejtekben?

-milyen szerepet toltenck be a lizoszoémalis fehérjék az idegi sejtekben?

-Milyen kritériumok alapjan lehet teljes biztonsdggal megallapitani, hogy az iPSC sejtekbol
programozassal differencialt neuronokat hoztunk 1étre? Milyen a neuralis differenciacié %-0s
hatékonysaga?

Csak elvétve talaltam gépelési hibat: 28. oldal: ebroidok; a fogpép helyett a fogpulpa javasolt”

A munka legfontosabb eredményeinek tartom az alabbiakat:

1. az un. zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetéses genetikai ujraprogramozassal egér embryokbol
embryonalis 6ssejtvonalakat allitott el6, kidolgozta az in vitro modszertanat és karakterizalta.

2. igazolta, hogy a sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozassal létrehozott embryokbol eléallitott
embrionalis éssejtvonalak (ntESC) pluripotenciajuk és gének expresszids mintazatuk szerint nem
mutatnak jelentds eltérést a hagyomanyos, megtermékenyitéssel eldallitott embridkbol létrehozott
embrionalis dssejtekhez képest.

crer

nyul embryo trophoblast sejtekben.

4. tobb allatfaj (egér, szarvasmarha, sertés) embryoinak és Ossejttenyészeteinek komparativ
analizise soran 1j pluripotencia markergének expresszidjanak leirasaban vett részt.

4. az MPS Il lizoszomalis tarolasi betegségben szenvedd paciensek vérsejtjeibdl alapitott indukalt
pluripotens Ossejtek neuralis szoveti iranyu differencialtatasaval igazolta, hogy a patologiai korkép
a betegséget kodold mutacidt hordozo idegsejtekben a lizoszomalis itvonal zavara miatt kovetkezik
be.

5. 3D neuralis tenyészeteket hozott 1étre iPSC sejtekbdl, és bizonyitotta, hogy az Gssejt alapu in
vitro 3D neurospherek alkalmas tesztrendszert jelentenek toxikologiai és gyogyszerjelolt-
vegyiiletek vizsgalatdhoz.

Osszefoglalva, dr Kobolak Julianna llona pluripotens 8ssejtek, izolalasanak, differencialédasanak

crer

Doktora" cim kovetelményeinek.
A doktori miivet nyilvanos vitara alkalmasnak tartom.

Budapest, 2025. méjus 23. N
e

Dr. Nagy Nandor
egyetemi tanar, MTA doktora



