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Biralat

Dr. Kobolak Julianna Ilona ,,Ossejtek in vitro felhasznalasi lehetéségei az
allatbiotechnoldgia, a betegség modellezés és toxikologia teriiletén” cimi doktori

miivére.

A dolgozat témaja kétségteleniil idészerli €s hasznos, kiillondsen a jelenlegi
tudomanyos kornyezetben, ahol az allatkisérletek szaméanak csokkentése és a human
transzlacié novelése egyre nagyobb hangstlyt kap. Az allatkisérletek soran elért fontos
eredmények mellett fontos kiemelni, hogy az in vitro kisérletek jelent0sége
folyamatosan nd, gyakran kiegészitve, s6t néha mar fel is valtva az in vivo modelleket.
A dolgozat pluripotens, in vitro modellek Iétrehozasat mutatja be nuklearis transzfer és
visszaprogramozas modszereivel, illetve konkrét példakkal illusztralja a pluripotens
Ossejtek gyakorlati felhasznalasat, ami kiilondsen értékes hozzajarulast nyuajt a teriilet
fejlodéséhez. A munka egyik kiemelked6 er6ssége, hogy tobb allatfajt és emberi
sejteket is bemutat, lehetdvé téve a fajok kozotti 6sszehasonlitast, ami rendkiviil

tanulsagos.

Az MTA doktori értekezés hivatalos biraldja viszonylag konnyti helyzetben van a mi
tudomanyos ujdonsaga, értéke, illetve a bemutatott eredmények hitelessége
megitélésének kérdésében, mivel ezt a tudomanyos kdzvélemény objektiv, mérhetd
modon mar megtette helyette. Dr Kobolak Julianna Ilona értekezése 7 elismert
nemzetkdzi kdzleményen alapul, amelyek mindegyike eredeti kutatas. A kozlemények
koziil hatban elsd és egyben tarsszerz8 mutatva, hogy a 1étrejottiikben meghatérozo
szerepet jatszott és a jelolt sajat munkdjanak tekinthetéek. A dolgozat végén, tovabbi 8
tarsszerzds, a doktori mil témajahoz kapcsolodo kozlemény is emlitésre kertil, ami a
jelolt a témateriileten vald bedgyazottsagat jelzi. A kozlemények atlag impakt faktora
ugyan nem magas, de az eredmények tudoméanyos fontossdganak megitéléséhez

figyelembe kell venni, hogy a teriilet kifejezetten uttord, és alapkutatas jellegli. Ennek



megfeleléen, a PhD utani kozleményekre érkezett 6sszesen 1469 fliggetlen hivatkozas,
amely magasan teljesiti a doktori szint minimalis elvarasat, jonak mondhato.

Az értekezés koveti a tudomanyos cikkek hagyomanyos szerkezeti felépitését. Jol
szerkesztett, alig talalhato benne eliités vagy helyesirdsi hiba (kivétel pl. 1 tablazat
cime vagy a 4. abran bent maradt angol felirat). A stilus tudomanyos, idénként tul
részletes, ami a téma mélységének bemutatasahoz hozzajarul ugyan, de a
gondolatmenetek kovetését megneheziti. Terjedelme, a roviditések jegyzékével és az
kiegészitd Osszefoglalod tablazatokkal 142 oldal, amelyet 39 dbra és 20 tablazat tesz
szemléletessé. Megallapithato, hogy terjedelmében ¢€s felépitésében az értekezés
kielégiti az MTA doktori értekezésekkel szemben tdmasztott formai kovetelményeket,
a jelolt tudomanyos teljesitményének megitélésére alkalmas 6nallé tudomanyos mi.
A bevezetés aranyaiban és mélységében is megfeleld. A témaban kevésbé jaratos
olvasé szamara is érthetden megvilagitja a téma tudomanyos hatterét. A célkitlizések
vilagosan megfogalmazottak, amelyre mintegy valaszul a tudomanyos eredményeket
felsorolja az értekezés veégén.

A kisérleti modszerek fejezet elegendd informaciot tartalmaz az alkalmazott
modszerek elvének, valamint azok megfeleld haszndlatanak megallapitasara. Az
alkalmazott technikak, legalabbis a kisérletek elvégézésének idején, tobbnyire a
szerz0 széles metodikai jartassagarol.

Az eredmények jol ilusztraltak, jo1 dokumentaltak. Az abraaldirasok tobbnyire elég
informativak. A tobb szaz hivatkozas széles tajékozottsagrol tesz tanibizonysagot €s
megfeleld helyen idézett.

Az értekezés Dr Kobolak Julianna Ilona nevéhez kothet6 j tudoméanyos
eredményeinek az alabbiakat tartom:

1. A kutatésai soran kidolgozta a zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetéses modszert
egér embriondlis Ossejtvonalak eldallitasara, kiillonbozé sejtmagdonor sejttipusok
felhasznalasaval, és széleskoriien jellemeztem az el6allitott NtESC sejtvonalakat.

2. Bizonyitotta, hogy az ntESC sejtvonalak pluripotencidja és génexpresszidja nem
mutat jelentds eltérést a hagyomanyos, megtermékenyitéssel eléallitott embrionalis
dssejtektol.

hogy a gén regulacioja fajspecifikus, és elsdként irta le annak trofoblaszt-specifikus

expressziojat. Tovabba, tobb allatfaj (egér, szarvasmarha, sertés) embridinak és



Ossejttenyészeteinek dsszehasonlitdsa soran uj pluripotencia markergének expressziojat
is leirta.

4. A kutatas soran kimutatta, hogy genetikai eredetli betegségek in vitro modellezése
lehetséges indukalt pluripotens dssejtek megfeleld differencialasaval, példaul az
MPSII neurolégiai fenotipusanak vizsgalataval.

5. Végiil, 3D szovettenyésztési modszer alkalmazasaval neuralis tenyészeteket
differencialtatott iPSC sejtekbdl, bizonyitva, hogy ezek az dssejt alapu in vitro 3D
neuralis szovettenyészetek alkalmas tesztrendszert nyujtanak toxikologiai és

gyogyszerjelolt-vegyiiletek vizsgalatahoz.

Mindamellett, hogy a dolgozatot igényesen Osszeallitott miinek tartom, az alabbiakban

szeretném felhivni a figyelmet néhany hidnyossagra €s pontatlansagra.

- A 18. oldalon irja” A nyul esetén az iPSC eldallitas, habar sikeres, primed
allapotu sejteket eredményezett, amelyet részben a médium Gsszetétel
moddositasaval lehetett részben mddositani (Honda et al., 2010; Honda et al.,
2013). “ Ertelmezné, hogy pontosan mi is tortént ezekben a kisérletekben?

- A 23. oldalon irja, hogy a “létrehozott iPSC sejtek a sejtmorfologia, a
génexpresszios profil s a teratoma képzés alapjan megkiilonboztethetetlenek az
embrionalis 6ssejtektol. «“ Ezt elég elnagyolt megfogalmazasnak tartom, mivel
a dolgozatban szerepel, hogy a kiilonb6z6 pluripotens allapotok és a kiilonb6z6
modszerrel 1étrehozott dssejtek kiilonbozd génexpresszids mintazattal
rendelkeznek. Pontositana a kijelentést?

- Szintén a 23. oldalon irja, hogy az Gjraprogramozé faktorok “révid ideig kell,
hogy aktivak legyenek”, ugyanakkor nem tesz emlitést a transzpozon alapt
ujraprogramozasrol, ami lehetdvé tette ennek a ténynek a felismerését. Roviden
ismertetné, a transzpozon alapll génbevitelt is, kiilonos tekintettel erre az
attorést hozo kisérletre?

- 4.1.1. és 4.1.2. fejezetekben j6 lett volna tisztdzni, hogy milyen sejtmagdonort
hasznaltak, illetve a bevezetésben néhany sz6t ejteni a PGA moédszerrdl a jobb
érthetdség kedvéeért.

- 14. tablazat SSEA1 expresszio megfelel a pluripotencia kritériumoknak?
Tudoméasom szerint az altalanosan elfogadott kritérium az, hogy 90% folott

legyen. Bemutatna reprezentativ FACS méréseket, hogy az eloszlast is meg



lehessen itélni? EQy széthuizott populacio vagy esetleg tobb populaciot
mutatnak a gorbék?

- 15. tablazat Megmagyaraznd, hogy hogy lehet a kettds pozitiv sejtek aranya
nagyobb, mint kiilon-kiilon (pl. POUSF1-SOX2)?

- A kovetkezé megallapitast is pontatlannak tartom ,,Tanulmanyom volt az elso,
amely bizonyitotta, hogy a szomatikus és embrionalis egér sejtek sejtmagjabol
zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetési (ZF-NT) technikaval pluripotens
ntESC sejtvonalak nyerhetok.”- A kumulusz, az mESC és a MEF sejtek koziil
melyik nem embrionalis?

- Végiil szeretném megjegyezni, hogy a dolgozat magas szakmai szintii
igényessége megkivanta volna a statisztikai modszerek megemlitését. Néhany
helyen teljesen hianyzik (9, 11, 21, 23 abrék), ahol szerepel szignifikancia
érték, ott pedig, az ATP-¢letképesség mérés kivételével, nincs feltlintetve a

statisztikai modszer.

A doktori miivel kapcsolatban a kovetkezd kérdéseket teszem fel a jeloltnek:

1. A bevezetdben az irja, hogy a SOX2 ¢és a KLF4 transzkripcids faktorok ,,nem
elhagyhatd/helyettesithetd-k az ujraprogramozas soran. Pontosan hogyan érti ezt?
Nem maradhat ki az Gjraprogramozasi gének koziil vagy a hianyukban nem megy
végbe az Gjraprogramozas? Tudna olyan példakat emliteni, amikor e két faktor bevitele
nélkiil programoztak vissza szomatikus sejteket? Véleménye szerint lehetséges-€ a
Yamanaka faktorok hasznalata nélkiil ujraprogramozni?

2. Egy alfejezet foglalkozik a pluripotencia kiilonb6z6 formaival (naiv, rozetta,
primed). Azon kiviil, hogy a fejlddés megismerése szempontjabol nagyon fontos e
stadiumok jellemzése van-e gyakorlati kdvetkezménye annak, hogyha kiilonb6z6
allapotu Gssejtekkel végziink differenciacios vagy kiméra képzési kisérleteket?

3. A 19.0ldalon irja, hogy “Ojraprogramozési eljarasok az egyedfejlodési program
»leradirozasara” torekednek, . Mi a véleménye ¢€s tapasztalata arr6l, hogy az indukalt
pluripotens 6ssejtvonalakban mennyire igaz, hogy az epigenetikai jelek teljesen
leradirozodnak?

4. Toxikologiai kisérleteikben neuroszferoidokat hasznaltak, amelyeket iPSC-
kbdl differencialtattak. Ebben az esetben mi a kiilonbség a neuroszferoid és az

organoid kozott?



Osszegezve, Dr Koboldk Julianna Ilona jelentés tudoméanyos eredményekkel jarult
hozza egy egyenlore kevéssé felderitett teriilet tudasanyagdnak bovités¢hez. MTA
doktori értekezése mind tartalmi, mind formai szempontbol megfelel az elvarasoknak,
ezért javaslom értekezésének nyilvanos vitara bocsatasat, és sikeres védés esetén

szamara az MTA Doktora cim megadasat.
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