VALASZ

Dr. Apati Agota opponens véleményére

Szeretném megkodszonni Dr. Apati Agota opponensnek, hogy elvallalta MTA Doktori értekezésem
birdlatat. K6szonOm a részletes és alapos biralatot, valamint a méltatd szavakat. Biztos vagyok benne,
hogy ahogyan azt a birald is kiemelte, egyre tobb in vitro sejt- és szbvettenyésztési eredmény lat majd
napvilagot. A tendencia mar most is az, hogy nem csak kiegészit6 vizsgalati mdédszerként tekintenek a
kutaték az in vitro sejtalapu tesztekre, hanem egyre nagyobb teret kapnak mind a felfedezd, mind a
transzlacids kutatasok teriletén, ésszerli mdodon csdkkentve az allatkisérletek szamat és az abban
felhasznalt allatokét is. Az Gssejtek szerepe pedig potencidljukndl fogva még jelentésebb az in vivo
modellek kivaltasa vagy kiegészitése tekintetében.

Habdr az aldbbi részeket az opponens pontatlan, vagy hidnyos megfogalmazasként jeldlte birdlataban,
mégis ezek tisztdzasa részletes valaszt kivan, amelyeket az aldbbiakban fejtek ki.

1) A 18. oldalon irja “A nyul esetén az iPSC elGallitas, habar sikeres, primed allapotu sejteket
eredményezett, amelyet részben a médium Osszetétel modositasaval lehetett részben
médositani (Honda et al., 2010; Honda et al., 2013).“ Ertelmezné, hogy pontosan mi is tértént
ezekben a kisérletekben?

A bevezet( idézett szakasza a kiilonb6z6 haszonallatokon létrehozott pluripotens sejtvonalakrél adott
egy rovid osszefoglalast, kiemelve, hogy az embrionalis és indukdlt pluripotens Gssejtek esetében is
tulnyomo tobbségben primed allapotu sejtvonalakat sikerilt el6allitani és csak tovabbi mddositasok
révén valt lehet6vé néhdny faj esetén a naiv sejtallapot elérése.

K6szonodm, hogy felhivta a figyelmet a hibdsan megfogalmazott mondatra, amelyb&l a mondat egy része
kimaradt. Helyesen a mondat igy hangzik: ,,A nyul esetén az iPSC elGdllitds, habdr sikeres volt, primed
dllapotu sejteket eredményezett, amelyet részben a médium dsszetétel mddositdsdval lehetett a
tenyésztés sordn naiv- stadiumu sejtekké dtalakitani (Honda et al., 2010; Honda et al., 2013).” Honda
és kollégai az Gssejt tenyészt6 médium Osszetételének valtoztatasa révén igyekeztek a kordbban izolalt,

azonban primed stadiumu nyul 6ssejtvonalbdl naiv allapotu sejtvonalat Iétrehozni. A mdédositott Gssejt
tenyészt6 médiumhoz tobb kémiai komponenst is hozzaadtak: CHIR99021-et, amely szelektiv GSK3
inhibitor molekula, kempaulont amely GSK-3B és CDK1 inhibitor, valamint forskolint, amely adenilat-
ciklaz inhibitor. A médium 0Gsszetételének emlitett megvaltoztatasa azonban csak részben vezetett
eredményre, tovabbi mddositasra is szlikség volt a teljes naiv Gssejtallapot eléréséhez. Ezért human
POUSF1 transzkripcids fakror cDNS-t (régebbi nevén az Oct4 fehérje kddold szekvencidjat) EFla
promdter irdnyitdsa alatt transzfektdltak a primed allapotu sejtekbe, amellyel emelkedett POU5SF1
expressziot idéztek elS. A két modszer egyittes alkalmazasa tette lehetévé a teljes naiv Gssejt allapot
elérését.
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2) A 23. oldalon irja, hogy a “létrehozott iPSC sejtek a sejtmorfoldgia, a génexpresszids profil és a
teratoma képzés alapjan megkiilonboztethetetlenek az embrionalis GssejtektSl.” Ezt elég
elnagyolt megfogalmazasnak tartom, mivel a dolgozatban szerepel, hogy a kilonbo6z6
pluripotens allapotok és a kiilonb6z6 modszerrel Iétrehozott Gssejtek kiilonb6z6 génexpresszios
mintazattal rendelkeznek. Pontositand a kijelentést?

Kosz6nom, hogy felhivta erre a pontatlanagra a figyelmet. Valdban, pontosabb lett volna ugy
fogalmazni, hogy a bevett pluripotencia vizsgalat soran tesztelt un. pluripotencia markerek expresszidja
alapjan —mind a fehérje, mind az mRNS expresszids szintek tekintetében— az iPSC sejtek és ESC sejtek
nem kilonithet6ek el egyértelmlien egymastdl. Természetesen az iPSC sejtek a genetikai
Ujraprogramozas miatt, az Ujraprogramozasi modszertSl figgéen az integralddott Ujraprogramozé
faktorok esetén azok szekvencidja tekintetében, a teljes genom expresszids profiljat, epigenetikai
mintdzatat tekintve, valamint sejt differenciacids képességiikben is eltérnek az embrionalis dssejtektdl,
s6t, egymastdl is, még az ugyanabbdl a sejtdonorbdl térténd Gjraprogramozds esetén is, ahogy azt a
dolgozat tovabbi részei is taglaltak.

3) Szintén a 23. oldalon irja, hogy az ujraprogramozé faktorok “rovid ideig kell, hogy aktivak
legyenek”, ugyanakkor nem tesz emlitést a transzpozon alapu Gjraprogramozasrol, ami lehetévé
tette ennek a ténynek a felismerését. Roviden ismertetné, a transzpozon alapu génbeuvitelt is,
kiilonos tekintettel erre az attérést hozo kisérletre?

Az atprogramozo faktorok folyamatos jelenléte a genomban kedvezétlenil befolydsolhatja a sejtek
in vitro m(ikodését, valamint akaddlyozhatja az Ujraprogramozott sejtek célzott differencidltatdsat
(Sommer et al. 2010). Ezért fontos, hogy az atprogramozast kbvetGen az exogén faktorok ne, vagy csak
nagyon rovid ideig expresszaljanak. A transzpozon alapu génbevitel mddszerén alapuld genetikai
Ujraprogramozast Woltjen és munkatarsai 2009-es publikacidja irja le. Kisérletliikben az Un. piggyBac
(PB) rendszer hasznalataval mind egér, mind pedig human magzati fibroblaszt sejtekbdl sikerrel hoztak
létre iPSC sejteket. A piggyBac transzpozon/transzpozaz rendszer csak a transzgént hatérolé forditott
terminalis ismétlGdéseket (angolul: inverted terminal repeat sequence, TR) és a transzpozaz enzim
atmeneti expresszidjat igényli a beillesztési vagy kivagasi események katalizalasahoz. Kisérletiikben a
doxiciklin-indukalhatdé transzpozdz enzimkonstrukcié hasznalata révén a visszaprogramozott sejtekbdl
a transzgén konstrukcié is eltavolithatd (kivaghatd) volt. Ezzel a kozleménnyel egyszerre kerilt
publikaldsra Kaji és munkatarsai cikke (2009), ugyanabban a lapszdmban. A kutatdcsoport
policisztronos vektorkonstrukcidt hasznalt, ahol az OSKM ujraprogramozé faktorokat a non-virdlis 2A
peptid valasztotta el, valamint a Cre/loxP rekombinaz rendszert alkalmaztak a konstrukcié genombdl
torténd eltavolitasara. A kisérletek igazoltak, hogy a transzpozon-alapu génbeviteli eljaras kiilonb6z6
donorsejtek és fajok esetén is hatékony mddszert jelenthet az iPSC sejtek el&allitasaban.

Itt kell hozzatennem, hogy kutatdcsoportunk nemzetkozi egylttmdikodésben részt vett egy madsik
transzpozon-alapu rendszer tesztelésében: az Un. Sleeping Beauty (SB) transzpozon hasznalataval
bizonyitottuk, hogy ez a transzpozon rendszer is alkalmas iPSC sejtek elGallitasara (Davis et al. 2013).
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4) A 4.1.1. és 4.1.2. fejezetekben jo lett volna tisztazni, hogy milyen sejtmagdonort hasznaltak,
illetve a bevezetésben néhany sz6t ejteni a PGA mddszerrdl a jobb érthetdség kedvéért.

A 4.1.1fejezetben a sejtmagdonor sejttipus friss kumulusz sejt volt, amely valdban nem keriilt emlitésre
a fejezetben. A PGA vagyis parthenogenetikus aktivalds mddszere nem keriilt ismertetésre a
dolgozatban, ahogy a sejtmagatiltetés részletes moddszertana sem, ugyanis a maodszertan
kidolgozasaban én nem vettem részt, munkdm sordn a tenyésztett sejteket biztositottam a
sejtmagatiiltetési kisérletekhez, illetve a létrehozott embridkat in vitro tenyésztettem tovabb az Gssejt-
el6allitasi kisérletekben. Azonban igazat adok a birdlénak, valdban, a bevezet6ben a mddszer és a
biolégiai hattér rovid ismertetése segithette volna a kbnnyebb megértést.

A parthenogenezis a petesejt megtermékenyités nélkiili fejlédése. Az eml&sdk parthenogenetikus (PG)
embridi haploid embridk, nem életképesek, azonban hdlyagcsira stadiumua embridva fejlédhetnek, igy
az ESC alapitashoz felhaszndlhaték. A szaporodasnak ez a formaja spontan nem fordul elé eml&sokben,
azonban az emlGsok petesejtjei aktivalhatdk a spermiumok altal a megtermékenyitéskor indukalt
kalciumhullam utdnzasaval, a sejt kalciumcsatornaival kdlcsonhatdsba Iép6 kémiai anyagok, példaul
kalcium-ionofér alkalmazasaval. Mindazonaltal ismert, hogy a stroncium az egér petesejtek esetében
ismétl6dé intracelluldris kalciumfelszabadulast indukal, hasonléan a spermiummal térténé normal
megtermékenyités sordn zajlé Ca®*-oszcilldicidhoz. A sejtmagatiiltetéses kldnozds sordn ezen feliil
altaldban 5 pg/ml citokalazin B-t is hozzdadnak a stronciumot tartalmazé aktivalé kozeghez a polaris
testek kizarodasanak megakadalyozasara (Ma et al., 2005).

Kisérletiinkben az MIl (metafazis Il) stddiumu petesejteket kalcium-mentes tenyésztéoldatban (CZB
embrié médium) tartottuk 10 mM SrCl, és 5 mg/mL Citokalazin B kiegészités mellett 6 6ran keresztdil.
Ezt kbvetSen az embridkat normal tenyészté médiumban (CZBG médium) tenyésztettiik tovabb és a
pronukleusz alapjan mindgsitettlk, ahogy arrél 2010-es kézleménylink beszamolt (Kobolak et al. 2010).
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A kovetkezd két kérdésre egyiitt valaszolok:

5) A 14. tablazat SSEA1 expresszido megfelel a pluripotencia kritériumoknak? Tudomasom szerint
az altalanosan elfogadott kritérium az, hogy 90% folott legyen. Bemutatna reprezentativ FACS
méréseket, hogy az eloszlast is meg lehessen itélni? Egy széthlzott populacié vagy esetleg tobb
populaciot mutatnak a gorbék?

6) Az5. tdblazatban megmagyardzna, hogy hogy lehet a kettds pozitiv sejtek aranya nagyobb, mint
kiilén-kiilon (pl. POUSF1 SOX2)?

Az SSEA-1 (vagy mas néven stadium-specifikus embrionalis antigén-1, CD15) egy antigén epitdp,
amelyet egy monoklonalis antitest (mAb) ismer fel, melyet egér F9 embrionalis karcindma sejtek (ECC)
ellen termeltek (Solter and Knowles, 1975). Ez az epitdop a korai egérembridkban, valamint
differencialatlan sejtekben, azaz az egér ESC és iPSC sejtekben, valamint a primordidlis csirasejtekben
(PGC) expresszalddik (Fox et al. 1981; Cui et al. 2004). Expresszids szintjének csokkenése a pluripotencia
csokkenését jelzi. Azonban ahogy azt ma mar tudjuk, a pluripotencia nem egy igen-nem allapot, hanem
egy spektrum, amelynek naiv, rozetta és primed stadiumat mar leirtak (Neagu et al., 2020). igy az SSEA1
expresszié szintjének valtozasa nem feltétleniil jelenti a pluripotencia teljes elvesztését.

Az SSEA1 expresszié megléte az egér embrionalis Gssejteknél, de az egér iPSC sejteknél is fontos
pluripotencia marker. Azonban abban a tekintetben, hogy a sejtek milyen szazalékban kell, hogy
expresszaljak az adott fehérjét egy sejtpopulacidban, vagy hogy van-e egy expresszids szint, amelyet el
kell érnie a sejtben, nincs egységes mutatdszam vagy meghatdrozott érték. A tapasztalatok alapjan a
kolénidk minél egységesebbek és minél kevesebb sejt negativ, annal stabilabb a sejtvonal és optimalisak
a tenyésztési feltételek, mas szavakkal, az Gssejtvonalat sikeril in vitro koriilmények kézott pluripotens
stddiumban tartani. A differenciacié megléte és a sejtpopulacidk inhomogén jellege tébb dologra
utalhat: jelezheti a sejtvonalak instabil mivoltat, a tenyésztési paraméterek szuboptimalis voltat, de
lehet a kimutatasra haszndlt médszer hidnyossaga is. Esetlinkben, a genetikai Ujraprogramozassal
elGallitott egér embridkbdl létrehozott G&ssejtekben, véleménylink szerint a nem teljes
Ujraprogramozddasra és a sejtvonalak valtozékonysdgara utalhat. Ahogy azt késSbb targyaltam
dolgozatomban, az epigenetikai mintdzat valtozdsa nem egy-két sejtciklus alatt zajlik le, hanem a
szelekcidés nyomds (pl: tenyésztési paraméterek, kémiai anyagok -példaul kismolekuldk- a tenyészté
médiumban, enzimatikus passzazs, letapadast biztositd matrix) hatdsara folyamatosan adaptalédik,
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SSEA1 expresszi6 tekintetében nem ismeretlen vagy varatlan eredmény.

Az egér Gssejtek esetén inkabb tapasztalati értékek léteznek, igy azt tudjuk, hogy a legalabb a sejtek
65-70%-nak pluripotens allapota (minden pluripotencia marker pozitiv expresszidéja) mar elégséges
ahhoz, hogy az adott tenyészetbdl sikerrel tudjunk kiméra utédokat el@allitani.

Az SSEA-1, mint sejtfelszini marker expresszidjanak hidnya az immuncitokémiai analizisben lehet
azonban kimutatasi hiba is. Szinte bizonyos, hogy a legdvatosabb kezelés mellett is, a koldniak
passzalasa soran alkalmazott tripszin-EDTA kezelés, amely arra hivatott, hogy egyrészt a sejteket az
aljzattdl, masrészt az ESC koldnidan bellil egymastdl elvalassza és lehetévé tegye az egysejtes
szuszpenzid készitését, az epitdpok sériilését okozza. Mdsrészt, a tobbes jeldlés esetén, ha a masik
marker intracellularis, vagy sejtmagi lokalizaciéju, akkor a sejtek permeabilizdldsa is ronthatja a
sejtfelszini markerek esetén az ellenanyag kot6dését (Knospel et al. 2010).



A mintdk atlagait illet6 kérdésére vdlaszolva, a tablazatokban a technikai és bioldgiai ismétlések atlagat
adtuk meg, igy el6fordulhat, hogy a tobbszords jelolésnél az atlagok magasabb értéket mutatnak az
egyedi jelolések atlagainal. Fontos megjegyezni azonban, hogy a dolgozatom alapjat képez6 egér
genetikai Ujraprogramozassal foglalkozé cikkekben és a dolgozatban is azt a konkluziét vontam le, hogy
az eredmények 6nalldan, a fehérje expresszidét egy markerre nézve nem prediktivek, azokat csak az
Osszes pluripotencia markerrel és a differencidciés vizsgalatok eredményeivel egyitt célszerd
értelmezni.
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7) A kovetkez6 megallapitast is pontatlannak tartom ,tanulmanyom volt az els6, amely
bizonyitotta, hogy a szomatikus és embrionalis egér sejtek sejtmagjabdl zona pellucida-mentes
sejtmagatiiltetési (ZF-NT) technikaval pluripotens ntESC sejtvonalak nyerhetdk.”- A kumulusz, az
mESC és a MEF sejtek kéziil melyik nem embrionalis?

Roviden valaszolva: a kumulusz sejtek szomatikus és nem embrionalis sejtek. B6vebben kifejtve: a
kumulusz sejtek granuldza sejtekbdl differencidlédnak a tlisz6érés soran, korilveszik a petesejtet és
alapvet6 szerepet jatszanak a petesejt metabolikus és tapanyag felvételének tdmogatdsdban, az
petesejt meidzisdnak, az ovulacidbnak, a petesejt fejlédési kompetencidjdnak és a
megtermékenyllésnek a szabalyozdsaban. Vagyis felnétt, ivarérett egyed petefészkében taldlhaté
nagymértékben specializalt (differenciadléodott) szomatikus sejtrél van szé, amely az ovuldcidkor a
petesejttel egylitt szabadul ki a tlisz6bdl.

Az emlGstlisz6 Osszetett szerkezet(l, amely a petesejtet korilvevs granuldzasejtek tobb rétegébdl és az
alapmembran alatt elhelyezkedé theca-sejtekbdl all. A follikulogenezis sordn a granulézasejtek két
strukturalisan és funkciondlisan elkilonll6 altipusra valnak szét; a tlisz6falat bélel fali sejtekre (mural
granulosa cells, MGC) és a petesejtet korilvevé kumuluszsejtekre, azaz a petesejttel szoros metabolikus
kapcsolatban all6 sejtekre. A kumuluszsejtek citoplazmatikus nyulvanyokkal rendelkeznek, amelyek a
zona pelluciddn athatolva a petesejthez kapcsolddnak, amit egyltt kumulusz-oocita komplexnek (COC)
nevezink (Martinez et al. 2023). A kumulusz sejtek a réskapcsolatokon keresztiili lehet6vé teszik a kis
molekuldk atvitelét az petesejt és a kumuluszsejtek kozott, amelyek az petesejt névekedéséhez
szlikségesek (pl.: ionok, metabolitok, aminosavak, hormonok) (Gilchrist et al. 2023). A granuldzasejtek a
petefészek epithél sejtekkel egyitt differencidlédnak a mezonefros felszini epitéliuman, legjobb



tuddsunk szerint a primordidlis Gssejtek ivarlécbdl (genital ridge) torténd ivarszerv-kezdeménybe
(nGivarban: ovarian primordium) valé bevandorlasa el6tt. A k6z0s sejtpopulaciot az angol megfelelGje
alapjan GREL, vagyis ivarléc epitélium-szerl sejteknek (Gonadal Ridge Epithelial-Like) nevezték el
Hummitzsch és munkatarsai 2013-as koézleményilikben. A granuldza sejtek tehat a néivarban, mig a
Sertoli sejtek a himivarban az ivarszerv-telepek epithelidlis tipusi prekurzor sejtjeibdl
differencidlédnak, amelyeket a legujabb sejtsors vizsgalatok (Rotgers et al. 2018) és egy-sejt mRNS
szekvenalasi eredmények is megerésitettek (Wang et al. 2022).
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8) Végiil szeretném megjegyezni, hogy a dolgozat magas szakmai szint(i igényessége megkivanta
volna a statisztikai modszerek megemlitését. Néhany helyen teljesen hianyzik (9, 11, 21, 23,
abrak), ahol szerepel szignifikancia érték, ott pedig, az A -életképesség mérés kivételével, nincs
feltiintetve a statisztikai mddszer.

Nagyon készonom, hogy felhivta a figyelmet erre a sajnalatos hibara. Sajnos egy szerkesztési hiba miatt
kimaradt a bekezdés a mddszertani fejezetb6l. Az ismétlések elkerlilése végett egy alfejeztben
szandékoztam ismertetni a statisztikai mddszereket, ezért keriiltek ki az egyes moddszertani egységek
végérdl a szakaszok, viszont a végén nem keriilt be az egységesitett fejezet, amit Gszintén sajnalok. Ez
aldl csak az egyedi statisztikai szoftvert és adatfeldolgozast haszndlé mddszerek, mint a mikroarray
kisérletek, a gPCR vagy a toxikoldgiai kisérletek képeznek kivételt, ahol a hasznalt statisztikai modszer
az eljarashoz hasznalt szoftver miatt szerepel. Azonban szeretném megjegyezni, hogy a vonatkozo
cikkekben mindeniitt elérhet6 és megtaldlhaté a relevans statisztikai mddszertan is, amely
természetesen a munka metodikai részét képezte minden esetben, e nélkil az adatok referalt
folydiratban torténd kozlésére sem lett volna mad.

Az opponens doktori miivel kapcsolatos kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

1). A bevezet6ben az irja, hogy a SOX2 és az FGF4 transzkripcids faktorok nem elhagyhato
helyettesithet6”-k az uUjraprogramozds soran. Pontosan hogyan érti ezt? Nem maradhat ki az
Ujraprogramozasi gének koéziil vagy a hianyukban nem megy végbe az tjraprogramozas? Tudna olyan
példakat emliteni, amikor e két faktor bevitele nélkiil programoztak vissza szomatikus sejteket?
Véleménye szerint lehetséges-e a Yamanaka faktorok hasznalata nélkil ujraprogramozni?



A kérdés elsé fele a SOX2 és FGF4 fehérjékre vonatkozik, de feltételezem, hogy a biralé itt a SOX2 és
KLF4-re utalt. Ugyanis az idézett szovegkornyezet a dolgozat 14 oldalan e két faktor kapcsan szerepel és
az adott szakasz azoknak az iPSC sejt elGallitds soran vald szerepét és helyettesithet6ségét targyalja.
Egyet kell értenem a biraléval, szerencsésebb lett volna Ugy megfogalmazni az adott mondatot, hogy
amennyiben az exogén faktorok tulexpresszaltatasara épul6 indirekt Gjraprogramozasra gondolunk, a
mai napig a legtobb publikdcié az OSKM és OSK faktorokkal torténik. Ezekkel a kombindcidkkal sziiletett
a legtdbb iPSC sejtvonal a legtébb donorsejt Ujraprogramozasara mind egér, mind human donorsejtek
felhaszndlasaval, flggetlen laborokbdl publikdlva. A kismolekuldk alkalmazasara épilé modszerek
azonban valtoztathatnak a képen, alkalmazdasuk biztonsdgossaganak széleskor( bizonyitdsa eltolhatja
az iranyokat a jov6ben.

A masik kérdésére valaszolva: tagabb értelemben véve a Yamanaka faktorok (OSKM) nélkiili genetikai
Ujraprogramozas a sejtmagatiiltetéses klonozas maga, ugyanis a létrehozott embridkbdl lehetséges
pluripotens Gssejtek el6allitasa, ahogy azt a dolgozatomban bemutattam. Ugyanakkor, ha csak a
szomatikus sejtekbdl ,kozvetlenil” pluripotens Gssejtek elGallitasara, mint genetikai Ujraprogramozésra
gondolunk, akkor a valasz az, hogy teljes egészében nem hagyhaté el mind a négy faktor, de a
kombindcidjuk valtoztathaté. Az iun. OSKM Yamanaka faktorok, vagyis az Oct4, Sox2, KLF4 és c-Myc
egyikének elhagyasa, helyettesitése mar a mddszer kozlését kovetéen megkezdSdott. Ez elsGsorban a
c-Myc onkogén jellege miatt e faktor elhagyasara vagy helyettesitésére 6sszpontositott. Azonban mas
faktorok szerepének vizsgalata, kismolekuldk, fehérjék alkalmazdsa is felmerilt. Nakagawa és
munkatarsai (2008) human és egér fibroblaszt sejteken majd Kang és munkatdarsai 2011-es publikacidja
egér fibroblaszt sejteken bizonyitotta, hogy é16 utdd elGallitasara is alkalmas iPSC sejtek hozhatdk létre
az Oct4, Sox2 és KlIf4 faktorok (réviden OKS) felhaszndldsaval, vagyis a c-Myc elhagyhaté volt az
Ujraprogramozas sordan. Shi és kollégdi Oct4 és KIf4 faktorok (OK) tulexpresszaltatasaval és kismolekulak
egyuttes alkalmazasaval programoztak Ujra egér embrionalis Gssejteket (Shi et al, 2008). A kismolekulak
alkalmazdasa ugyanakkor gy tinik, hogy tovabbi faktorok kivaltasat is lehet6vé teszi, igy példaul human
neurdlis ssejtek iPSC sejtekké torténd , direkt” atprogramozasa (Kim et al. 2009) vagy egér embriondlis
fibroblaszt sejtek esetén kizardlag az Oct4 tulexpresszaltatasa is elégségesnek bizonyult a kismolekula
koktél mellett (Yuan 2011).

Azonban a fajok kozott van némi eltérés, a human iPSC elallitdsban inkabb tovabbi faktorok bevonasa
(példaul NANOG és LIN28; Wang et al. 2019) és az exogén faktorok expresszidjanak elérésében (vagyis,
hogy milyen mdédon érjik el a tulexpresszaltatast) van mddszertani kilonbség. Egy frissen megjelent
Osszehasonlitd tanulmany (Cernekis et al 2024) j6l bemutatja a terlileten eddig elért eredményeket.

Szintén érdemes emlitést tenni a birdlé kérdése nyoman az un. direkt Gjraprogramozasrél vagy
atprogramozasrol, melyet mas szerz6k transzdifferenciacionak neveznek.. llyenkor egy valamely
irdnyban mar differencialédott szomatikus sejt, példaul fibroblaszt sejtek atprogramozasa egy mas
sejttipust eredményez, példaul kardiomiocitat (Qian et al. 2012), anélkil, hogy az atprogramozas soran
a sejtett pluripotens dssejt stadiumba juttatnank vissza, mint az iPSC sejtek esetében (indirekt
Ujraprogramozas). De emlithettem volna a fibroblaszt — neuron (Han et al. 2012) Sertoli-sejt — neuralis
prekurzor sejt (Sheng et al. 2012) konverziét is. Wang és kollagai 2021-es publikacidja ad attekintést a
terlletrdl és a tapasztalt kihivasokrdl. E tekintetben tehat, ha a direkt genetikai Ujraprogramozast
tekintjik, szintén lehetséges a Yamanaka-faktorok nélkiili atprogramozas.



Egyet kell, hogy értsek a biraléval e tekintetben, valdban érdemes lett volna a dolgozatban kitérni
b6vebben a direkt Gjraprogramozdsra, illetve az indirekt Ujraprogramozas soran is a kismolekulak
alkalmazdasdval elért eredményekre.
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2.) Egy alfejezet foglalkozik a pluripotencia kiilonb6z6 formaival (naiv, rozetta, primed). Azon kiviil,
hogy a fejl6dés megismerése szempontjabdl nagyon fontos e stadiumok jellemzése van-e

gyakorlati kévetkezménye annak, hogyha kiilonb6z6 allapotu Gssejtekkel végziink differenciacids
vagy kiméra képzési kisérleteket?

Igen, van. A naiv allapot az, amelyik a mai kutatdasok eredményei szerint a ,teljes” embrionalis
pluripotenciat képviseli. Az ebben az allapotban |év6 Gssejtek képesek kizardlag a tetraploid
komplementacids tesztben a teljes egér embrid felépitésére, vagyis minden embriondlis szovettipussa
differencidlédni. A tetraploid komplementaciés teszt sordn egy tetraploid embriét (morula
stadiumban) kombinalunk diploid embrionalis dssejtekkel (ESC). A tetraploid embrid és az Gssejtek
megfelel6 tenyésztési paraméterek és flzids protokoll mellett egyetlen életképes embriéva fejlédnek
. A tetraploid embridé képes bedgyazddni és extraembriondlis szoveteket hoz létre, mig a magzat
kizarolag az ESC sejtekb@l szarmazik. Ezzel a moddszerrel egy teljesen ESC sejtteredetl utddot
nyerhetiink. Mai tuddsunk szerint ez a teszt kizarélag egérben miikodik. Ez a teszt az, amelyet a



genetikai Ujraprogramozassal létrehozott sejtvonalak esetében is hasznalhatunk a naiv stadium
elérésének bizonyitdsara egérben, ahogy azt Kang és munkatarsai 2009-es publikacidja leirta.
Munkajuk volt az els6, amelyben bizonyitotta, hogy az iPSC el&allitdas mddszerével is elérhetd a teljes
Ujraprogramozas, vagyis a naiv 6ssejt allapot az egér iPSC sejtekben.

Tehdt ha transzgenezis kisérletek soran hasznalunk iPSC sejtvonalakat, abban az esetben nagyon is
|ényeges, hogy naiv dlapotu sejteket hasznaljunk, ellenkezd esetben a transzgenikus utéd el6allitasara
tett probalkozasok kudarcba fulladhatnak. Habar a blasztociszta injektdldas moddszere (amikor
holyagcsira allapotd embrid blasztocol liregébe injektaljuk az Gssejteket) sikerrel eredményezhet
kiméra utddokat, azonban a csiravonal kolonizacidéja a naiv stadiumu Gssejtek hasznalata esetén (akar
ESC akar iPSC sejtek) joval magasabb foku, igy rovidebb id6 alatt és kisebb koltséggel érhetjik el a
transzgenikus utéd létrehozdsat.

Mas fajok esetén pedig tobb eredmény is arra utal, hogy a primed stadiumu sejtek in vitro és in vivo
differencidcidos képessége is korlatozott lehet, akar egy, vagy tobb csiralemez tekintetében is. Itt
utalnék vissza a korabban mar emlitett Honda és munkatdrsai (2013) nyul kisérleteire, ahol a sejtek
naiv ,alapallapotba” vald transzformaldsaval a sejtek differenciacios képessége is megnétt. Ebben az
értelemben a humdn Gssejtek naiv dllapotba vald konverzidja és naiv sejtek fenntartasa az, amely az
alapéllapot elérését eredményezi. igy akdr fejl6désbioldgiai vizsgdlatokrél van sz6, akdr
betegségmodellezés, vagy exogén molekuldk hatasutvonalanak feltérképezése a cél, az alapallapotu
sejtek esetén vdarhato, hogy pontos differencidciés Utvonalat kbvetve, az adott szervben megtaldlhaté
sejttipusokka differencidlédni képes sejtekkel dolgozzunk. A regenerativ medicina hasonld
megfontoldsokbdl szintén olyan sejteket kivan, amelyek differenciaciés kapacitasa lehetévé teszi a
megfeleld sejtek el§allitasat.
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3.) A 19.oldalon irja, hogy “Gjraprogramozasi eljarasok az egyedfejlédési program leradirozasara
torekednek”. Mi a véleménye és tapasztalata arrdl, hogy az indukalt pluripotens Gssejtvonalakban
mennyire igaz, hogy az epigenetikai jelek teljesen leradirozédnak?

Mind az irodalmi adatok, mind a sajat kisérleti eredményeink azt tdmasztjak ala, hogy az epigenetikai
mintazat torlése nem teljes a genetikai Ujraprogramozas soran. Sajat vizsgalataink soran RNS
szekvenalasi kisérletekben vizsgaltuk és erGsitettik meg az allél-specifikus eltérések meglétét,
sejtmagatiltetéssel elGallitott egér Gssejtek 6sszehasonlitdsa soran (Dirks et al 2019). Habar vannak
kiilonbségek e téren is az egyes moddszerek kozott (példaul a sejtmagatiltetéses genetikai
Ujraprogramozas, vagy az iPSC sejtek létrehozdsa soran exogén faktorok tulexpresszaltatasdval torténé
Ujraprogramozas kozott), de a torlés e moédszerek egyikének alkalmazasakor sem teljes. Ugy tinik,
hogy a stabil Gssejt vonalak esetén még a korai osztdddsok soran is torténik stabilizalédas és
kromatikus valtozadsok, vagyis az epigenetikai mintdzat ,adaptalédik”, djra rendezddik az Gssejt
sejtallapothoz, de ez nem jelent teljes torlédést, a genetikai Ujraprogramozas el6tti sejt epigenetikai
mintdzata, ha kilonb6z6 mértékben is, de megmarad. Taldan a legkevesebb eltérést a hiszton



deacetilacié vonatkozasaban irtdk le az iPSC sejtekben (Liang and Zang et al. 2013) az epigenetikai
mintdzat eltéréseinek vonatkozdsaban. Azonban mind az X-kromoszédma inaktivacié (Anguera et al.
2012), mind a metilacids mintazatban mutatkozo eltérések (Bock et al. 2011; Nazor et al. 2012; Riuz et
al. 2012) amelyet szamos tanulmany megerésitett, igen jellemzGek. A metilaciés mintazat eltérései
(angolul differentially methylated regions, DMRs) jelentds expresszids, ennek kovetkeztében pedig
pluripotencia és differenciaciés kilénbségeket eredményezhetnek (Lister et al. 2011; Ma et al. 2014).
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4. Toxikoladgiai kisérleteikben neuroszferoidokat hasznaltak, amelyeket iPSC-kbdl differencialtattak.
Ebben az esetben mi a kiilénbség a neuroszferoid és az organoid koz6tt?

A neuroszferoid a 3D szuszpenzids tenyésztési rendszer, amely neuralis Gssejtek szabadon lebegd
sejtcsoportjaibdl, klasztereibdl all. Tehat itt mar nem iPSC sejteket aggregaltatunk, hanem az iPSC
sejtekbdl differencialtatott neuralis Gssejteket vagy prekurzorokat aggregaltatjuk és a keletkezé 3D
sejtcsomdkat megfelel6 novekedési faktor koktél mellet tovabbi neuralis differencidlédasra késztetjik.

Az organoid egy adott szbvet vagy szerv in vitro el6allitott, harom dimenzids, miniatlrizalt és
egyszerUsitett valtozata, amely az adott szerv legfontosabb funkcionalis, szerkezeti és bioldgiai
komplexitdsat utdnozza bizonyos szinten. Ez &ssejtek differencidltatdsa révén lehetséges, akar
embrionalis Gssejtekbdl vagy indukalt pluripotens Gssejtekbdl kiindulva, amelyek 6nmegujitdé és
differencialddasi képességiiknek koszonhetben képesek haromdimenzids kultirdban onszervezédé
maddon differencidlédni, optimalis paraméterek biztositdsa mellett. Ebben az értelemben, organoidnak
csak a komplex, az adott szovetre vagy szervre jellemz6 tulajdonsdgokat mutatd Gssejtek
differencialtatasa révén létrehozott in vitro 3D tenyészetek tekinthet6k. Ugyanakkor a neurdlis szévet
esetén a kozponti idegrendszer modellezése kapcsan az agyi strukturdk egy részét akar csekély
mértékben is utanozni képes fejl6désbiologiai modelleket is organoidoknak tekintjik, az eredeti szerv
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komplexitdsa okdan. Erre taldn az egyik legismertebb példa Madeline A. Lancaster és munkatarsai 2013-
as kozleménye, amikor a mikrokefalia in vitro modellezésérél kdzoltek cikket a Nature oldalain.

Ebben a tekintetben tehat az altalunk alkotott 3D neuroszferoid modell nem tekinthet6 organoidnak,
ugyanis csupan a kortikalis differenciacié egy korai szakaszat és szoveti komplexitdsat adja vissza, és
nem kozvetlenil 6ssejtekbdl, hanem NSC sejtekbdl indul. Masrészt, éppen az prekurzor sejtekbdl
torténd kiindulds miatt, mikroglia sejteket nem tartalmaz, igy nem tekinthetd teljes széveti modellnek.
A mikroglia sejtek differencialtatdsa mas kortilményeket és paramétereket kivan, amely jelenleg egy
neuroszferoidon beliil nem lehetséges. Van azonban lehetéség un. fuzids technika , vagyis az uUn
»,asszembloid” technika alkalmazdsara, amikor is tobb kezdeti differencidcids protokollal egy-egy
bizonyos iranyban mar elkotelezett sejtaggregdtumot fuzionaltatva biztositjuk az adott szervre jellemzé
kozos differenciaciot. Erre példa Takahashi és kollégai 2024-es publikacidja (Takahashi et al. 2024), ahol
mezodermalis és endodermalis differencidlédas indukcidjat kovetéen a kilonboz6 fejlédési irdnyban
Lelindult” iPSC eredetl sejtcsoportokat fuzionaltattak majd bélszovet differenciaciét értek el. De
emlithettem volna Eicher és kollégai gasztrointesztinalis asszemblod kisérletét (Eicher et al. 2022), vagy
Miura és kollégdi kdzponti idegszovet differenciacids asszembloid kisérleteit (Miura et al. 2020). A
terlileten tovabbi intenziv fejl6dés varhaté a protokollok tokéletesitése és az egyedi differenciacios
utvonalak egyre jobb és pontosabb feltérképezése révén.
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