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VÁLASZ 

Dr. Apáti Ágota opponens véleményére 

 

Szeretném megköszönni Dr. Apáti Ágota opponensnek, hogy elvállalta MTA Doktori értekezésem 

bírálatát. Köszönöm a részletes és alapos bírálatot, valamint a méltató szavakat. Biztos vagyok benne, 

hogy ahogyan azt a bíráló is kiemelte, egyre több in vitro sejt- és szövettenyésztési eredmény lát majd 

napvilágot. A tendencia már most is az, hogy nem csak kiegészítő vizsgálati módszerként tekintenek a 

kutatók az in vitro sejtalapú tesztekre, hanem egyre nagyobb teret kapnak mind a felfedező, mind a 

transzlációs kutatások területén, ésszerű módon csökkentve az állatkísérletek számát és az abban 

felhasznált állatokét is. Az őssejtek szerepe pedig potenciáljuknál fogva még jelentősebb az in vivo 

modellek kiváltása vagy kiegészítése tekintetében. 

Habár az alábbi részeket az opponens pontatlan, vagy hiányos megfogalmazásként jelölte bírálatában, 

mégis ezek tisztázása részletes választ kíván, amelyeket az alábbiakban fejtek ki. 

1) A 18. oldalon írja ”A nyúl esetén az iPSC előállítás, habár sikeres, primed állapotú sejteket 

eredményezett, amelyet részben a médium összetétel módosításával lehetett részben 

módosítani (Honda et al., 2010; Honda et al., 2013).“ Értelmezné, hogy pontosan mi is történt 

ezekben a kísérletekben? 

A bevezető idézett szakasza a különböző haszonállatokon létrehozott pluripotens sejtvonalakról adott 

egy rövid összefoglalást, kiemelve, hogy az embrionális és indukált pluripotens őssejtek esetében is 

túlnyomó többségben primed állapotú sejtvonalakat sikerült előállítani és csak további módosítások 

révén vált lehetővé néhány faj esetén a naív sejtállapot elérése. 

Köszönöm, hogy felhívta a figyelmet a hibásan megfogalmazott mondatra, amelyből a mondat egy része 

kimaradt. Helyesen a mondat így hangzik: „A nyúl esetén az iPSC előállítás, habár sikeres volt, primed 

állapotú sejteket eredményezett, amelyet részben a médium összetétel módosításával lehetett a 

tenyésztés során naív- stádiumú sejtekké átalakítani (Honda et al., 2010; Honda et al., 2013).” Honda 

és kollégái az őssejt tenyésztő médium összetételének változtatása révén igyekeztek a korábban izolált, 

azonban primed stádiumú nyúl őssejtvonalból naív állapotú sejtvonalat létrehozni. A módosított őssejt 

tenyésztő médiumhoz több kémiai komponenst is hozzáadtak: CHIR99021-et, amely szelektív GSK3 

inhibitor molekula, kempaulont amely GSK-3β és CDK1 inhibitor, valamint forskolint, amely adenilát-

cikláz inhibitor. A médium összetételének említett megváltoztatása azonban csak részben vezetett 

eredményre, további módosításra is szükség volt a teljes naív őssejtállapot eléréséhez. Ezért humán 

POU5F1 transzkripciós fakror cDNS-t (régebbi nevén az Oct4 fehérje kódoló szekvenciáját) EF1 

promóter irányítása alatt transzfektáltak a primed állapotú sejtekbe, amellyel emelkedett POU5F1 

expressziót idéztek elő. A két módszer együttes alkalmazása tette lehetővé a teljes naív őssejt állapot 

elérését. 

Referencia: 

Honda, A., et al. (2013). Naive-like conversion overcomes the limited differentiation capacity of induced 

pluripotent stem cells. J Biol Chem 288(36): 26157-26166 DOI: 10.1074/jbc.M113.502492 

Honda, A., et al. (2010). Generation of induced pluripotent stem cells in rabbits: potential experimental models 

for human regenerative medicine. J Biol Chem 285(41): 31362-31369 DOI: 10.1074/jbc.M110.150540 



 - 2 -  

Osteil, P., et al. (2013). Induced pluripotent stem cells derived from rabbits exhibit some characteristics of naive 

pluripotency. Biol. Open2,613–628 DOI: 10.1242/bio.20134242 

 

2) A 23. oldalon írja, hogy a “létrehozott iPSC sejtek a sejtmorfológia, a génexpressziós profil és a 

teratoma képzés alapján megkülönböztethetetlenek az embrionális őssejtektől.“ Ezt elég 

elnagyolt megfogalmazásnak tartom, mivel a dolgozatban szerepel, hogy a különböző 

pluripotens állapotok és a különböző módszerrel létrehozott őssejtek különböző génexpressziós 

mintázattal rendelkeznek. Pontosítaná a kijelentést? 

Köszönöm, hogy felhívta erre a pontatlanágra a figyelmet. Valóban, pontosabb lett volna úgy 

fogalmazni, hogy a bevett pluripotencia vizsgálat során tesztelt ún. pluripotencia markerek expressziója 

alapján –mind a fehérje, mind az mRNS expressziós szintek tekintetében– az iPSC sejtek és ESC sejtek 

nem különíthetőek el egyértelműen egymástól. Természetesen az iPSC sejtek a genetikai 

újraprogramozás miatt, az újraprogramozási módszertől függően az integrálódott újraprogramozó 

faktorok esetén azok szekvenciája tekintetében, a teljes genom expressziós profilját, epigenetikai 

mintázatát tekintve, valamint sejt differenciációs képességükben is eltérnek az embrionális őssejtektől, 

sőt, egymástól is, még az ugyanabból a sejtdonorból történő újraprogramozás esetén is, ahogy azt a 

dolgozat további részei is taglalták. 

 

3) Szintén a 23. oldalon írja, hogy az újraprogramozó faktorok “rövid ideig kell, hogy aktívak 

legyenek”, ugyanakkor nem tesz említést a transzpozon alapú újraprogramozásról, ami lehetővé 

tette ennek a ténynek a felismerését. Röviden ismertetné, a transzpozon alapú génbevitelt is, 

különös tekintettel erre az áttörést hozó kísérletre? 

Az átprogramozó faktorok folyamatos jelenléte a genomban kedvezőtlenül befolyásolhatja a sejtek 

in vitro működését, valamint akadályozhatja az újraprogramozott sejtek célzott differenciáltatását 

(Sommer et al. 2010). Ezért fontos, hogy az átprogramozást követően az exogén faktorok ne, vagy csak 

nagyon rövid ideig expresszáljanak. A transzpozon alapú génbevitel módszerén alapuló genetikai 

újraprogramozást Woltjen és munkatársai 2009-es publikációja írja le. Kísérletükben az ún. piggyBac 

(PB) rendszer használatával mind egér, mind pedig humán magzati fibroblaszt sejtekből sikerrel hoztak 

létre iPSC sejteket. A piggyBac transzpozon/transzpozáz rendszer csak a transzgént határoló fordított 

terminális ismétlődéseket (angolul: inverted terminal repeat sequence, TR) és a transzpozáz enzim 

átmeneti expresszióját igényli a beillesztési vagy kivágási események katalizálásához. Kísérletükben a 

doxiciklin-indukálható transzpozáz enzimkonstrukció használata révén a visszaprogramozott sejtekből 

a transzgén konstrukció is eltávolítható (kivágható) volt. Ezzel a közleménnyel egyszerre került 

publikálásra Kaji és munkatársai cikke (2009), ugyanabban a lapszámban. A kutatócsoport 

policisztronos vektorkonstrukciót használt, ahol az OSKM újraprogramozó faktorokat a non-virális 2A 

peptid választotta el, valamint a Cre/loxP rekombináz rendszert alkalmazták a konstrukció genomból 

történő eltávolítására. A kísérletek igazolták, hogy a transzpozon-alapú génbeviteli eljárás különböző 

donorsejtek és fajok esetén is hatékony módszert jelenthet az iPSC sejtek előállításában.  

Itt kell hozzátennem, hogy kutatócsoportunk nemzetközi együttműködésben részt vett egy másik 

transzpozon-alapú rendszer tesztelésében: az ún. Sleeping Beauty (SB) transzpozon használatával 

bizonyítottuk, hogy ez a transzpozon rendszer is alkalmas iPSC sejtek előállítására (Davis et al. 2013).  
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4) A 4.1.1. és 4.1.2. fejezetekben jó lett volna tisztázni, hogy milyen sejtmagdonort használtak, 

illetve a bevezetésben néhány szót ejteni a PGA módszerről a jobb érthetőség kedvéért. 

A 4.1.1 fejezetben a sejtmagdonor sejttípus friss kumulusz sejt volt, amely valóban nem került említésre 

a fejezetben. A PGA vagyis parthenogenetikus aktiválás módszere nem került ismertetésre a 

dolgozatban, ahogy a sejtmagátültetés részletes módszertana sem, ugyanis a módszertan 

kidolgozásában én nem vettem részt, munkám során a tenyésztett sejteket biztosítottam a 

sejtmagátültetési kísérletekhez, illetve a létrehozott embriókat in vitro tenyésztettem tovább az őssejt-

előállítási kísérletekben. Azonban igazat adok a bírálónak, valóban, a bevezetőben a módszer és a 

biológiai háttér rövid ismertetése segíthette volna a könnyebb megértést.  

A parthenogenezis a petesejt megtermékenyítés nélküli fejlődése. Az emlősök parthenogenetikus (PG) 

embriói haploid embriók, nem életképesek, azonban hólyagcsíra stádiumú embrióvá fejlődhetnek, így 

az ESC alapításhoz felhasználhatók. A szaporodásnak ez a formája spontán nem fordul elő emlősökben, 

azonban az emlősök petesejtjei aktiválhatók a spermiumok által a megtermékenyítéskor indukált 

kalciumhullám utánzásával, a sejt kalciumcsatornáival kölcsönhatásba lépő kémiai anyagok, például 

kalcium-ionofór alkalmazásával. Mindazonáltal ismert, hogy a stroncium az egér petesejtek esetében 

ismétlődő intracelluláris kalciumfelszabadulást indukál, hasonlóan a spermiummal történő normál 

megtermékenyítés során zajló Ca2+-oszcillációhoz. A sejtmagátültetéses klónozás során ezen felül 

általában 5 μg/ml citokalazin B-t is hozzáadnak a stronciumot tartalmazó aktiváló közeghez a poláris 

testek kizáródásának megakadályozására (Ma et al., 2005).  

Kísérletünkben az MII (metafázis II) stádiumú petesejteket kalcium-mentes tenyésztőoldatban (CZB 

embrió médium) tartottuk 10 mM SrCl2 és 5 mg/mL Citokalazin B kiegészítés mellett 6 órán keresztül. 

Ezt követően az embriókat normál tenyésztő médiumban (CZBG médium) tenyésztettük tovább és a 

pronukleusz alapján minősítettük, ahogy arról 2010-es közleményünk beszámolt (Kobolak et al. 2010).  
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A következő két kérdésre együtt válaszolok: 

5) A 14. táblázat SSEA1 expresszió megfelel a pluripotencia kritériumoknak? Tudomásom szerint 

az általánosan elfogadott kritérium az, hogy 90% fölött legyen. Bemutatna reprezentatív FACS 

méréseket, hogy az eloszlást is meg lehessen ítélni? Egy széthúzott populáció vagy esetleg több 

populációt mutatnak a görbék? 

6) Az 5. táblázatban megmagyarázná, hogy hogy lehet a kettős pozitív sejtek aránya nagyobb, mint 

külön-külön (pl. POU5F1 SOX2)? 

Az SSEA-1 (vagy más néven stádium-specifikus embrionális antigén-1, CD15) egy antigén epitóp, 

amelyet egy monoklonális antitest (mAb) ismer fel, melyet egér F9 embrionális karcinóma sejtek (ECC) 

ellen termeltek (Solter and Knowles, 1975). Ez az epitóp a korai egérembriókban, valamint 

differenciálatlan sejtekben, azaz az egér ESC és iPSC sejtekben, valamint a primordiális csírasejtekben 

(PGC) expresszálódik (Fox et al. 1981; Cui et al. 2004). Expressziós szintjének csökkenése a pluripotencia 

csökkenését jelzi. Azonban ahogy azt ma már tudjuk, a pluripotencia nem egy igen-nem állapot, hanem 

egy spektrum, amelynek naív, rozetta és primed stádiumát már leírták (Neagu et al., 2020). Így az SSEA1 

expresszió szintjének változása nem feltétlenül jelenti a pluripotencia teljes elvesztését. 

Az SSEA1 expresszió megléte az egér embrionális őssejteknél, de az egér iPSC sejteknél is fontos 

pluripotencia marker. Azonban abban a tekintetben, hogy a sejtek milyen százalékban kell, hogy 

expresszálják az adott fehérjét egy sejtpopulációban, vagy hogy van-e egy expressziós szint, amelyet el 

kell érnie a sejtben, nincs egységes mutatószám vagy meghatározott érték. A tapasztalatok alapján a 

kolóniák minél egységesebbek és minél kevesebb sejt negatív, annál stabilabb a sejtvonal és optimálisak 

a tenyésztési feltételek, más szavakkal, az őssejtvonalat sikerül in vitro körülmények között pluripotens 

stádiumban tartani. A differenciáció megléte és a sejtpopulációk inhomogén jellege több dologra 

utalhat: jelezheti a sejtvonalak instabil mivoltát, a tenyésztési paraméterek szuboptimális voltát, de 

lehet a kimutatásra használt módszer hiányossága is. Esetünkben, a genetikai újraprogramozással 

előállított egér embriókból létrehozott őssejtekben, véleményünk szerint a nem teljes 

újraprogramozódásra és a sejtvonalak változékonyságára utalhat. Ahogy azt később tárgyaltam 

dolgozatomban, az epigenetikai mintázat változása nem egy-két sejtciklus alatt zajlik le, hanem a 

szelekciós nyomás (pl: tenyésztési paraméterek, kémiai anyagok -például kismolekulák- a tenyésztő 

médiumban, enzimatikus passzázs, letapadást biztosító mátrix) hatására folyamatosan adaptálódik, 

amíg egy szinten beáll. Vagyis az ntESC sejtvonalak egy populációjának nagyobb változékonysága az 

SSEA1 expresszió tekintetében nem ismeretlen vagy váratlan eredmény. 

Az egér őssejtek esetén inkább tapasztalati értékek léteznek, így azt tudjuk, hogy a legalább a sejtek 

65-70%-nak pluripotens állapota (minden pluripotencia marker pozitív expressziója) már elégséges 

ahhoz, hogy az adott tenyészetből sikerrel tudjunk kiméra utódokat előállítani.  

Az SSEA-1, mint sejtfelszíni marker expressziójának hiánya az immuncitokémiai analízisben lehet 

azonban kimutatási hiba is. Szinte bizonyos, hogy a legóvatosabb kezelés mellett is, a kolóniák 

passzálása során alkalmazott tripszin-EDTA kezelés, amely arra hivatott, hogy egyrészt a sejteket az 

aljzattól, másrészt az ESC kolónián belül egymástól elválassza és lehetővé tegye az egysejtes 

szuszpenzió készítését, az epitópok sérülését okozza. Másrészt, a többes jelölés esetén, ha a másik 

marker intracelluláris, vagy sejtmagi lokalizációjú, akkor a sejtek permeabilizálása is ronthatja a 

sejtfelszíni markerek esetén az ellenanyag kötődését (Knöspel et al. 2010).  
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A minták átlagait illető kérdésére válaszolva, a táblázatokban a technikai és biológiai ismétlések átlagát 

adtuk meg, így előfordulhat, hogy a többszörös jelölésnél az átlagok magasabb értéket mutatnak az 

egyedi jelölések átlagainál. Fontos megjegyezni azonban, hogy a dolgozatom alapját képező egér 

genetikai újraprogramozással foglalkozó cikkekben és a dolgozatban is azt a konklúziót vontam le, hogy 

az eredmények önállóan, a fehérje expressziót egy markerre nézve nem prediktívek, azokat csak az 

összes pluripotencia markerrel és a differenciációs vizsgálatok eredményeivel együtt célszerű 

értelmezni.  
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7) A következő megállapítást is pontatlannak tartom „tanulmányom volt az első, amely 

bizonyította, hogy a szomatikus és embrionális egér sejtek sejtmagjából zona pellucida-mentes 

sejtmagátültetési (ZF-NT) technikával pluripotens ntESC sejtvonalak nyerhetők.”- A kumulusz, az 

mESC és a MEF sejtek közül melyik nem embrionális? 

Röviden válaszolva: a kumulusz sejtek szomatikus és nem embrionális sejtek. Bővebben kifejtve: a 

kumulusz sejtek granulóza sejtekből differenciálódnak a tüszőérés során, körülveszik a petesejtet és 

alapvető szerepet játszanak a petesejt metabolikus és tápanyag felvételének támogatásában, az 

petesejt meiózisának, az ovulációnak, a petesejt fejlődési kompetenciájának és a 

megtermékenyülésnek a szabályozásában. Vagyis felnőtt, ivarérett egyed petefészkében található 

nagymértékben specializált (differenciálódott) szomatikus sejtről van szó, amely az ovulációkor a 

petesejttel együtt szabadul ki a tüszőből.  

Az emlőstüsző összetett szerkezetű, amely a petesejtet körülvevő granulózasejtek több rétegéből és az 

alapmembrán alatt elhelyezkedő theca-sejtekből áll. A follikulogenezis során a granulózasejtek két 

strukturálisan és funkcionálisan elkülönülő altípusra válnak szét; a tüszőfalat bélelő fali sejtekre (mural 

granulosa cells, MGC) és a petesejtet körülvevő kumuluszsejtekre, azaz a petesejttel szoros metabolikus 

kapcsolatban álló sejtekre. A kumuluszsejtek citoplazmatikus nyúlványokkal rendelkeznek, amelyek a 

zona pellucidán áthatolva a petesejthez kapcsolódnak, amit együtt kumulusz-oocita komplexnek (COC) 

nevezünk (Martinez et al. 2023). A kumulusz sejtek a réskapcsolatokon keresztüli lehetővé teszik a kis 

molekulák átvitelét az petesejt és a kumuluszsejtek között, amelyek az petesejt növekedéséhez 

szükségesek (pl.: ionok, metabolitok, aminosavak, hormonok) (Gilchrist et al. 2023). A granulózasejtek a 

petefészek epithél sejtekkel együtt differenciálódnak a mezonefros felszíni epitéliumán, legjobb 
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tudásunk szerint a primordiális őssejtek ivarlécből (genital ridge) történő ivarszerv-kezdeménybe 

(nőivarban: ovarian primordium) való bevándorlása előtt. A közös sejtpopulációt az angol megfelelője 

alapján GREL, vagyis ivarléc epitélium-szerű sejteknek (Gonadal Ridge Epithelial-Like) nevezték el 

Hummitzsch és munkatársai 2013-as közleményükben. A granulóza sejtek tehát a nőivarban, míg a 

Sertoli sejtek a hímivarban az ivarszerv-telepek epitheliális típusú prekurzor sejtjeiből 

differenciálódnak, amelyeket a legújabb sejtsors vizsgálatok (Rotgers et al. 2018) és egy-sejt mRNS 

szekvenálási eredmények is megerősítettek (Wang et al. 2022). 
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Martinez, C.A., et al. (2023). Oocyte-cumulus cells crosstalk: New comparative insights, Theriogenology, 205, 

2023, 87-93, DOI: 10.1016/j.theriogenology.2023.04.009. 

Gilchrist, R.B and Smitz, J. (2023). Oocyte in vitro maturation: physiological basis and application to clinical 

practice, Fertility and Sterility, 119(4), 524-539, DOI: 10.1016/j.fertnstert.2023.02.010. 

Hummitzsch, K., et al. (2013). A new model of development of the mammalian ovary and follicles. PLoS One. 

2013;8(2):e55578. DOI: 10.1371/journal.pone.0055578.  

Rotgers, E., et al. (2018). At the Crossroads of Fate—Somatic Cell Lineage Specification in the Fetal Gonad, 

Endocrine Reviews, Volume 39, Issue 5, October 2018, Pages 739–759, DOI: 10.1210/er.2018-00010 

Wang, R., et al. (2022). Dissecting Human Gonadal Cell Lineage Specification and Sex Determination Using A 

Single-cell RNA-seq Approach. Genomics Proteomics Bioinformatics. 20(2):223-245. DOI: 
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8) Végül szeretném megjegyezni, hogy a dolgozat magas szakmai szintű igényessége megkívánta 

volna a statisztikai módszerek megemlítését. Néhány helyen teljesen hiányzik (9, 11, 21, 23, 

ábrák), ahol szerepel szignifikancia érték, ott pedig, az A -életképesség mérés kivételével, nincs 

feltüntetve a statisztikai módszer. 

Nagyon köszönöm, hogy felhívta a figyelmet erre a sajnálatos hibára. Sajnos egy szerkesztési hiba miatt 

kimaradt a bekezdés a módszertani fejezetből. Az ismétlések elkerülése végett egy alfejeztben 

szándékoztam ismertetni a statisztikai módszereket, ezért kerültek ki az egyes módszertani egységek 

végéről a szakaszok, viszont a végén nem került be az egységesített fejezet, amit őszintén sajnálok. Ez 

alól csak az egyedi statisztikai szoftvert és adatfeldolgozást használó módszerek, mint a mikroarray 

kísérletek, a qPCR vagy a toxikológiai kísérletek képeznek kivételt, ahol a használt statisztikai módszer 

az eljáráshoz használt szoftver miatt szerepel. Azonban szeretném megjegyezni, hogy a vonatkozó 

cikkekben mindenütt elérhető és megtalálható a releváns statisztikai módszertan is, amely 

természetesen a munka metodikai részét képezte minden esetben, e nélkül az adatok referált 

folyóiratban történő közlésére sem lett volna mód. 

 

Az opponens doktori művel kapcsolatos kérdéseire az alábbiakban válaszolok. 

1). A bevezetőben az írja, hogy a SOX2 és az FGF4 transzkripciós faktorok nem elhagyható 

helyettesíthető”-k az újraprogramozás során. Pontosan hogyan érti ezt? Nem maradhat ki az 

újraprogramozási gének közül vagy a hiányukban nem megy végbe az újraprogramozás? Tudna olyan 

példákat említeni, amikor e két faktor bevitele nélkül programoztak vissza szomatikus sejteket? 

Véleménye szerint lehetséges-e a Yamanaka faktorok használata nélkül újraprogramozni?  
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A kérdés első fele a SOX2 és FGF4 fehérjékre vonatkozik, de feltételezem, hogy a bíráló itt a SOX2 és 

KLF4-re utalt. Ugyanis az idézett szövegkörnyezet a dolgozat 14 oldalán e két faktor kapcsán szerepel és 

az adott szakasz azoknak az iPSC sejt előállítás során való szerepét és helyettesíthetőségét tárgyalja. 

Egyet kell értenem a bírálóval, szerencsésebb lett volna úgy megfogalmazni az adott mondatot, hogy 

amennyiben az exogén faktorok túlexpresszáltatására épülő indirekt újraprogramozásra gondolunk, a 

mai napig a legtöbb publikáció az OSKM és OSK faktorokkal történik. Ezekkel a kombinációkkal született 

a legtöbb iPSC sejtvonal a legtöbb donorsejt újraprogramozására mind egér, mind humán donorsejtek 

felhasználásával, független laborokból publikálva. A kismolekulák alkalmazására épülő módszerek 

azonban változtathatnak a képen, alkalmazásuk biztonságosságának széleskörű bizonyítása eltolhatja 

az irányokat a jövőben. 

A másik kérdésére válaszolva: tágabb értelemben véve a Yamanaka faktorok (OSKM) nélküli genetikai 

újraprogramozás a sejtmagátültetéses klónozás maga, ugyanis a létrehozott embriókból lehetséges 

pluripotens őssejtek előállítása, ahogy azt a dolgozatomban bemutattam. Ugyanakkor, ha csak a 

szomatikus sejtekből „közvetlenül” pluripotens őssejtek előállítására, mint genetikai újraprogramozásra 

gondolunk, akkor a válasz az, hogy teljes egészében nem hagyható el mind a négy faktor, de a 

kombinációjuk változtatható. Az ún. OSKM Yamanaka faktorok, vagyis az Oct4, Sox2, KLF4 és c-Myc 

egyikének elhagyása, helyettesítése már a módszer közlését követően megkezdődött. Ez elsősorban a 

c-Myc onkogén jellege miatt e faktor elhagyására vagy helyettesítésére összpontosított. Azonban más 

faktorok szerepének vizsgálata, kismolekulák, fehérjék alkalmazása is felmerült. Nakagawa és 

munkatársai (2008) humán és egér fibroblaszt sejteken majd Kang és munkatársai 2011-es publikációja 

egér fibroblaszt sejteken bizonyította, hogy élő utód előállítására is alkalmas iPSC sejtek hozhatók létre 

az Oct4, Sox2 és Klf4 faktorok (röviden OKS) felhasználásával, vagyis a c-Myc elhagyható volt  az 

újraprogramozás során. Shi és kollégái Oct4 és Klf4 faktorok (OK) túlexpresszáltatásával és kismolekulák 

együttes alkalmazásával programoztak újra egér embrionális őssejteket (Shi et al, 2008). A kismolekulák 

alkalmazása ugyanakkor úgy tűnik, hogy további faktorok kiváltását is lehetővé teszi, így például humán 

neurális őssejtek iPSC sejtekké történő „direkt” átprogramozása (Kim et al. 2009) vagy egér embrionális 

fibroblaszt sejtek esetén kizárólag az Oct4 túlexpresszáltatása is elégségesnek bizonyult a kismolekula 

koktél mellett (Yuan 2011). 

Azonban a fajok között van némi eltérés, a humán iPSC előállításban inkább további faktorok bevonása 

(például NANOG és LIN28; Wang et al. 2019) és az exogén faktorok expressziójának elérésében (vagyis, 

hogy milyen módon érjük el a túlexpresszáltatást) van módszertani különbség. Egy frissen megjelent 

összehasonlító tanulmány (Cernekis et al 2024) jól bemutatja a területen eddig elért eredményeket.  

Szintén érdemes említést tenni a bíráló kérdése nyomán az ún. direkt újraprogramozásról vagy 

átprogramozásról, melyet más szerzők transzdifferenciációnak neveznek.. Ilyenkor egy valamely 

irányban már differenciálódott szomatikus sejt, például fibroblaszt sejtek átprogramozása egy más 

sejttípust eredményez, például kardiomiocitát (Qian et al. 2012), anélkül, hogy az átprogramozás során 

a sejtett pluripotens őssejt stádiumba juttatnánk vissza, mint az iPSC sejtek esetében (indirekt 

újraprogramozás). De említhettem volna a fibroblaszt – neuron (Han et al. 2012) Sertoli-sejt – neurális 

prekurzor sejt (Sheng et al. 2012) konverziót is. Wang és kollágái 2021-es publikációja ad áttekintést a 

területről és a tapasztalt kihívásokról. E tekintetben tehát, ha a direkt genetikai újraprogramozást 

tekintjük, szintén lehetséges a Yamanaka-faktorok nélküli átprogramozás.  



 - 8 -  

Egyet kell, hogy értsek a bírálóval e tekintetben, valóban érdemes lett volna a dolgozatban kitérni 

bővebben a direkt újraprogramozásra, illetve az indirekt újraprogramozás során is a kismolekulák 

alkalmazásával elért eredményekre. 

Referenciák: 
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Shi, Y. et al. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic fibroblasts by Oct4 and Klf4 with small-

molecule compounds. Cell Stem Cell 3, 568–574 (2008).  DOI: 10.1016/j.stem.2008.10.004 

Kim, J. B. et al. Direct reprogramming of human neural stem cells by OCT4. Nature 461, 649–643 (2009). DOI: 

10.1038/nature08436 

Yuan, X. et al. Brief report: combined chemical treatment enables Oct4-induced reprogramming from mouse 
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Wang, L. ez al. (2019). NANOG and LIN28 dramatically improve human cell reprogramming by modulating LIN41 
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Cerneckis, J. et al. (2024). Induced pluripotent stem cells (iPSCs): molecular mechanisms of induction and 

applications. Sig Transduct Target Ther 9, 112. DOI: 10.1038/s41392-024-01809-0 

Qian, L. et al. (2012). In vivo reprogramming of murine cardiac fibroblasts into induced cardiomyocytes. Nature 

485, 593–598. DOI: 10.1038/nature11044 

Han, D. W. et al. Direct reprogramming of fibroblasts into neural stem cells by defined factors. Cell Stem Cell 10, 

465–472 (2012). DOI: 10.1016/j.stem.2012.02.021 

Sheng, C. et al. Direct reprogramming of Sertoli cells into multipotent neural stem cells by defined factors. Cell 

Res. 22, 208–218 (2012). DOI: 10.1038/cr.2011.175 

Wang, H., et al. (2021). Direct cell reprogramming: approaches, mechanisms and progress. Nat Rev Mol Cell Biol 

22, 410–424 DOI: 10.1038/s41580-021-00335-z 

 

2.) Egy alfejezet foglalkozik a pluripotencia különböző formáival (naiv, rozetta, primed). Azon kívül, 

hogy a fejlődés megismerése szempontjából nagyon fontos e stádiumok jellemzése van-e 

gyakorlati következménye annak, hogyha különböző állapotú őssejtekkel végzünk differenciációs 

vagy kiméra képzési kísérleteket?  

Igen, van. A naív állapot az, amelyik a mai kutatások eredményei szerint a „teljes” embrionális 

pluripotenciát képviseli. Az ebben az állapotban lévő őssejtek képesek kizárólag a tetraploid 

komplementációs tesztben a teljes egér embrió felépítésére, vagyis minden embrionális szövettípussá 

differenciálódni. A tetraploid komplementációs teszt során egy tetraploid embriót (morula 

stádiumban) kombinálunk diploid embrionális őssejtekkel (ESC). A tetraploid embrió és az őssejtek 

megfelelő tenyésztési paraméterek és fúziós protokoll mellett egyetlen életképes embrióvá fejlődnek 

. A tetraploid embrió képes beágyazódni és extraembrionális szöveteket hoz létre, míg a magzat 

kizárólag az ESC sejtekből származik. Ezzel a módszerrel egy teljesen ESC sejtteredetű utódot 

nyerhetünk. Mai tudásunk szerint ez a teszt kizárólag egérben működik. Ez a teszt az, amelyet a 
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genetikai újraprogramozással létrehozott sejtvonalak esetében is használhatunk a naív stádium 

elérésének bizonyítására egérben, ahogy azt Kang és munkatársai 2009-es publikációja leírta. 

Munkájuk volt az első, amelyben bizonyította, hogy az iPSC előállítás módszerével is elérhető a teljes 

újraprogramozás, vagyis a naív őssejt állapot az egér iPSC sejtekben. 

Tehát ha transzgenezis kísérletek során használunk iPSC sejtvonalakat, abban az esetben nagyon is 

lényeges, hogy naív álapotú sejteket használjunk, ellenkező esetben a transzgenikus utód előállítására 

tett próbálkozások kudarcba fulladhatnak. Habár a blasztociszta injektálás módszere (amikor 

hólyagcsíra állapotú embrió blasztocöl üregébe injektáljuk az őssejteket) sikerrel eredményezhet 

kiméra utódokat, azonban a csíravonal kolonizációja a naív stádiumú őssejtek használata esetén (akár 

ESC akár iPSC sejtek) jóval magasabb fokú, így rövidebb idő alatt és kisebb költséggel érhetjük el a 

transzgenikus utód létrehozását. 

Más fajok esetén pedig több eredmény is arra utal, hogy a primed stádiumú sejtek in vitro és in vivo 

differenciációs képessége is korlátozott lehet, akár egy, vagy több csíralemez tekintetében is. Itt 

utalnék vissza a korábban már említett Honda és munkatársai (2013) nyúl kísérleteire, ahol a sejtek 

naív „alapállapotba” való transzformálásával a sejtek differenciációs képessége is megnőtt. Ebben az 

értelemben a humán őssejtek naív állapotba való konverziója és naív sejtek fenntartása az, amely az 

alapállapot elérését eredményezi. Így akár fejlődésbiológiai vizsgálatokról van szó, akár 

betegségmodellezés, vagy exogén molekulák hatásútvonalának feltérképezése a cél, az alapállapotú 

sejtek esetén várható, hogy pontos differenciációs útvonalat követve, az adott szervben megtalálható 

sejttípusokká differenciálódni képes sejtekkel dolgozzunk. A regeneratív medicina hasonló 

megfontolásokból szintén olyan sejteket kíván, amelyek differenciációs kapacitása lehetővé teszi a 

megfelelő sejtek előállítását.  

Referenciák: 

Kang, L. et al. (2009). iPS cells can support full-term development of tetraploid blastocyst-complemented 

embryos. Cell Stem Cell. 5(2) 135-138, DOI: :10.1016/j.stem.2009.07.001  

Honda, A., et al. (2013). Naive-like conversion overcomes the limited differentiation capacity of induced 

pluripotent stem cells. J Biol Chem 288(36): 26157-26166 DOI: 10.1074/jbc.M113.502492 

 

3.) A 19.oldalon írja, hogy “újraprogramozási eljárások az egyedfejlődési program leradírozására 

törekednek“. Mi a véleménye és tapasztalata arról, hogy az indukált pluripotens őssejtvonalakban 

mennyire igaz, hogy az epigenetikai jelek teljesen leradírozódnak?  

Mind az irodalmi adatok, mind a saját kísérleti eredményeink azt támasztják alá, hogy az epigenetikai 

mintázat törlése nem teljes a genetikai újraprogramozás során. Saját vizsgálataink során RNS 

szekvenálási kísérletekben vizsgáltuk és erősítettük meg az allél-specifikus eltérések meglétét, 

sejtmagátültetéssel előállított egér őssejtek összehasonlítása során (Dirks et al 2019). Habár vannak 

különbségek e téren is az egyes módszerek között (például a sejtmagátültetéses genetikai 

újraprogramozás, vagy az iPSC sejtek létrehozása során exogén faktorok túlexpresszáltatásával történő 

újraprogramozás között), de a törlés e módszerek egyikének alkalmazásakor sem teljes. Úgy tűnik, 

hogy a stabil őssejt vonalak esetén még a korai osztódások során is történik stabilizálódás és 

kromatikus változások, vagyis az epigenetikai mintázat „adaptálódik”, újra rendeződik az őssejt 

sejtállapothoz, de ez nem jelent teljes törlődést, a genetikai újraprogramozás előtti sejt epigenetikai 

mintázata, ha különböző mértékben is, de megmarad. Talán a legkevesebb eltérést a hiszton 
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deacetiláció vonatkozásában írták le az iPSC sejtekben (Liang and Zang et al. 2013) az epigenetikai 

mintázat eltéréseinek vonatkozásában. Azonban mind az X-kromoszóma inaktiváció (Anguera et al. 

2012), mind a metilációs mintázatban mutatkozó eltérések (Bock et al. 2011; Nazor et al. 2012; Riuz et 

al. 2012) amelyet számos tanulmány megerősített, igen jellemzőek. A metilációs mintázat eltérései 

(angolul differentially methylated regions, DMRs) jelentős expressziós, ennek következtében pedig 

pluripotencia és differenciációs különbségeket eredményezhetnek (Lister et al. 2011; Ma et al. 2014).  
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Dirks, RAM et al. (2019). Allele-specific RNA-seq expression profiling of imprinted genes in mouse isogenic 

pluripotent states. EPIGENETICS & CHROMATIN 12: 14. 21p DOI: 10.1186/s13072-019-0259-8 

Anguera MC et al. (2012). Molecular signatures of human induced pluripotent stem cells highlight sex 

differences and cancer genes. Cell stem cell. 11:75–90. DOI: 10.1016/j.stem.2012.03.008. 

Nazor KL, et al. (2012). Recurrent variations in DNA methylation in human pluripotent stem cells and their 

differentiated derivatives. Cell stem cell. 10:620–634. DOI: 10.1016/j.stem.2012.02.013. 

Bock C, et al. (2011) Reference Maps of human ES and iPS cell variation enable high-throughput 

characterization of pluripotent cell lines. Cell. 144:439–452. DOI: 10.1016/j.cell.2010.12.032. 

Ruiz S, et al. (2012). Identification of a specific reprogramming-associated epigenetic signature in human 

induced pluripotent stem cells. PNAS. 109:16196–16201. DOI: 10.1073/pnas.1202352109.  

Liang G, and Zhang Y. (2013). Genetic and epigenetic variations in iPSCs: potential causes and implications for 

application. Cell Stem Cell. 13(2):149-59. DOI: 10.1016/j.stem.2013.07.001. 

Lister R., et al (2011). Hotspots of aberrant epigenomic reprogramming in human induced pluripotent stem 
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4. Toxikológiai kísérleteikben neuroszferoidokat használtak, amelyeket iPSC-kből differenciáltattak. 

Ebben az esetben mi a különbség a neuroszferoid és az organoid között?  

A neuroszferoid a 3D szuszpenziós tenyésztési rendszer, amely neurális őssejtek szabadon lebegő 

sejtcsoportjaiból, klasztereiből áll. Tehát itt már nem iPSC sejteket aggregáltatunk, hanem az iPSC 

sejtekből differenciáltatott neurális őssejteket vagy prekurzorokat aggregáltatjuk és a keletkező 3D 

sejtcsomókat megfelelő növekedési faktor koktél mellet további neurális differenciálódásra késztetjük.  

Az organoid egy adott szövet vagy szerv in vitro előállított, három dimenziós, miniatürizált és 

egyszerűsített változata, amely az adott szerv legfontosabb funkcionális, szerkezeti és biológiai 

komplexitását utánozza bizonyos szinten. Ez őssejtek differenciáltatása révén lehetséges, akár 

embrionális őssejtekből vagy indukált pluripotens őssejtekből kiindulva, amelyek önmegújító és 

differenciálódási képességüknek köszönhetően képesek háromdimenziós kultúrában önszerveződő 

módon differenciálódni, optimális paraméterek biztosítása mellett. Ebben az értelemben, organoidnak 

csak a komplex, az adott szövetre vagy szervre jellemző tulajdonságokat mutató őssejtek 

differenciáltatása révén létrehozott in vitro 3D tenyészetek tekinthetők. Ugyanakkor a neurális szövet 

esetén a központi idegrendszer modellezése kapcsán az agyi struktúrák egy részét akár csekély 

mértékben is utánozni képes fejlődésbiológiai modelleket is organoidoknak tekintjük, az eredeti szerv 
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komplexitása okán. Erre talán az egyik legismertebb példa Madeline A. Lancaster és munkatársai 2013-

as közleménye, amikor a mikrokefália in vitro modellezéséről közöltek cikket a Nature oldalain.  

Ebben a tekintetben tehát az általunk alkotott 3D neuroszferoid modell nem tekinthető organoidnak, 

ugyanis csupán a kortikális differenciáció egy korai szakaszát és szöveti komplexitását adja vissza, és 

nem közvetlenül őssejtekből, hanem NSC sejtekből indul. Másrészt, éppen az prekurzor sejtekből 

történő kiindulás miatt, mikroglia sejteket nem tartalmaz, így nem tekinthető teljes szöveti modellnek. 

A mikroglia sejtek differenciáltatása más körülményeket és paramétereket kíván, amely jelenleg egy 

neuroszferoidon belül nem lehetséges. Van azonban lehetőség ún. fúziós technika , vagyis az ún 

„asszembloid” technika alkalmazására, amikor is több kezdeti differenciációs protokollal egy-egy 

bizonyos irányban már elkötelezett sejtaggregátumot fuzionáltatva biztosítjuk az adott szervre jellemző 

közös differenciációt. Erre példa Takahashi és kollégái 2024-es publikációja (Takahashi et al. 2024), ahol 

mezodermális és endodermális differenciálódás indukcióját követően a különböző fejlődési irányban 

„elindult” iPSC eredetű sejtcsoportokat fuzionáltattak majd bélszövet differenciációt értek el. De 

említhettem volna Eicher és kollégái gasztrointesztinális asszemblod kísérletét (Eicher et al. 2022), vagy 

Miura és kollégái központi idegszövet differenciációs asszembloid kísérleteit (Miura et al. 2020). A 

területen további intenzív fejlődés várható a protokollok tökéletesítése és az egyedi differenciációs 

útvonalak egyre jobb és pontosabb feltérképezése révén. 
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Végezetül szeretném megköszönni az alapos bírálatot és remélem, hogy kérdéseire adott válaszaimat a 

bíráló elfogadja. 

Kelt: Gödöllő, 2025. május 9. 
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