Opponensi vélemény

Gocza Elen:

,, Ossejt specifikus markerek és mikroRNS-ek expressziojanak vizsgalata egér és
nyul embriokban, embriondlis dssejtekben”

cimi MTA doktori értekezésérol

A Magyar Tudomanyos Akadémia Doktori Tanacsa dontése értelmében a DT
titkarsaga DT.50.220/12/04. iktatészama levelében folkért Gocza Elen fenti
cimen benyujtott doktori munkdjanak hivatalos birdlatara. A felkérés alapjan a
disszertaciot atnéztem és arrol a kovetkezé hivatalos birdléi véleményt
terjesztem eld.

Ismeretes, hogy a vezeté tudomanyos szaklapok szinte hetente szamolnak be gj
fejleményekrél az Ossejt-kutatdsban, az Ossejtek jovobeni felhasznaldsanak
igéretes lehetdségeirdl. Szamos kdzlemény jelent meg arrdl, hogy az dssejtek
laboratoriumi koriilmények kozott pl. inzulintermeld szigetsejtekké képesek
atalakulni, szivinfarktuson atesetteknél pedig Ossejteket juttatva a karosodott
szivizomzatba, azok szivizomsejteket tudtak létrehozni és ezzel a szovet
regeneralddasat eldsegiteni. A biotechnologiai ipar célja pedig olyan szervek és
szovetek eloallitasa Ossejtekbdl, melyek segitségével akar szivbillentytk,
izliletek, porckorongok hozhatok 1étre (,.tissue engineering”). Ezek azutan a
szervezetbe iiltetve atvehetik a miikdodési zavarban szenvedd beteg szovetek és
szervek funkcidjat.

Ugyanakkor a nagy remények mellett az is kozismert, milyen sok altudomanyos
eredmény 14t napvilagot €s hanyszor élnek vissza az utolsé reménysugarba
kapaszkodé terminalis betegek hiszékenységével. Mindezek miatt az Ossejt-
kutatds nemcsak rendkiviil aktudlis, hanem ugyanakkor nagyon kényes és
érzékeny kérdés is, amihez csak Ovatosan és nagy empatiaval szabad
hozzéanyulni.

A szerz6 96 oldal terjedelmii értekezése tehat nagyon iddészerii témat, az
embrionalis Ossejtek kutatasaval kapcsolatos eredményeket taglalja. Megteheti,
hiszen eddigi tudomanyos munkassaganak jelentés része is e témakorhoz
kapcsolodik.

A most benyujtott disszertacio vilagos €s jol szerkesztett munka, felépitése és az
egyes fejezetek egymashoz vald viszonya ardnyos. A kiviilalld szamara nehéz
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témat igyekszik kozérthetden elmagyarazni, didaktikus abrakkal €s j6 mindségi
fotokkal elésegitve a megértést. Szamos eldnylik mellett ismerve az Apple
programok inkompatibilitasat a Windows alapti programokkal, talan ezzel
magyarazhatd, hogy a helyesirds-ellen6rzOnek nem mindeniitt sikeriilt az
eliitéseket korrigalnia a szovegben, am ez sehol nem megy a megértés rovasara.

A dolgozat a jobb megértéshez elengedhetetleniil szlikséges Rovidités-jegyzékkel
kezdddik, amely utan egy tomor Bevezetés kovetkezik, majd 21 oldalas Irodalmi
dttekintés foglalja 0Ossze az egerek ¢és nyulak embriondlis fejlodését
altalanossagban, illetve a kimérak szerepét a kutatdsokban, tovabba az
eldbbieknél részletesebben az embriondlis dssejtek alapvetd tulajdonsagait.
Kilon alfejezet foglakozik a pluripotencia fogalmaval, az emberi- és egér
6ssejtekkel, a Leukémia Inhibitor Factorral. Ezt kdvetéen jut el a miRNS-ek
szerep€hez, amelyen belill ismerteti a torténetiiket, biogenezisiiket, valamint a
MIRNS-ek kapcsolatat az embrionalis dssejtekkel.

A 3.5. fejezet a genetikailag moédositott szervezetek (GMO) elballitasara ma
alkalmazott legfontosabb modszereket targyalja, els6 helyre  sorolva a
,hagyomanyos” DNS mikroinjektalast, a knock in ¢és knock out allatok
lIétrehozasat, az ennél ujabban elterjedtebb klonozasos génmoddositast, illetve
idaig eljutvan a transzgenikus nyulak alkalmazasi lehetdségeit.

A kovetkez6 fejezet (Célkitiizések) mindOssze egyetlen oldal, amelyben a szerz6
az alabbi 3 pontban foglalja 6ssze munkdja célkitlizéseit.

1. Olyan modszer kidolgozasa, amellyel hatékonyan hozhatdk létre kiméra
egerek ¢és nyulak. A kiméra embriok fejodésének vizsgalata az ivari
determinacid, illetve a sejtek elkotelezddése soran zajlo molekularis folyamatok
jobb megismerése érdekében. Ez teszi lehetévé a valaszt tovabba arra, vajon
képes-e egyetlen XY genotipusu blasztomer atforditani az XX genotipust
diploid gazda-embriok ivarat. Lehetséges-e tetraploid komplementacios
rendszert alkalmazva identikus iker egereket létrehozni ugy, hogy azonos
embriobol szarmazd egy-egy blasztomert aggregaltatnak egy-egy tetraploid
gazda embrioval?

2. Pluripotens egér és nyul sejttenyészetekben, illetve a nyulembridk fejlodése
soran, a fejlodés-specifikus gének expresszids mintazatanak feltérképezésével
pontosabb képet kivant kapni arr6l, milyen faktorok iranyitjdk az egér- és
nyulembriok fejlodését, ezen beliil az Ossejtek pluripotencidjanak megdrzését. A
transzkripcios faktorok szerepének vizsgalata mellett igazolni akarta, hogy a
Leukémia Inhibitor Faktor (LIF) nemcsak az egér ES sejtvonalak esetében



sziikséges komponense a sejtteny€sztdé médiumnak, hanem a nyul ES sejtek
pluripotenciajanak fenntartasaban is fontos szerepet jatszik.

3. Valaszt akart kapni, vajon milyen hatassal van az egér dssejt-specifikus
miR-290-295 klaszter taltermeltetése az egér embrionalis  Ossejtek
pluripotenciajanak megdrzésben, €s megnevezheté-e egy olyan f6 biologiai
mechanizmus, aminek a szabdlyozasaval a miR-290-295 klaszter az egér ES
sejtekben kifejti hatasat. Egér ES sejtek esetében ugyanis a miR-290-295-6s
klaszter jatszik meghatarozé szerepet, human ES sejtek esetében viszont

a MiR-371-373 klaszter. Kisérletei soran a jelolt tisztazni kivanta, hogy az
miRNS mintazat nytl ES sejtek esetében a human, vagy inkédbb az egér miRNS
mintdzatadhoz hasonlit.

A célkitiizések meghatarozasat kovetden a Sajdat vizsgalatok ismertetésére keriil
sor, mégpedig a szokasos tagolasban. Az Anyag és Modszer fejezeten beliil
szétvalasztva ismerteti az egereken végzett kisérleteket, azaz embridkinyerést, in
vitro tenyésztést, kimérak létrehozéasat és az embriok visszaiiltetését dlvemhes
recipiens anyakba. Ett6l elkiilonitve targyalja a nyulembridk kinyerését, ezek
laboratoriumi  tenyésztését,  kiméra  nylUlembriok  létrehozisat  és
visszaiiltetésiiket. A diploid blasztomerekbdl 1étrehozott kimérakon tul a munka
kiemelten foglalkozik a szerzé ¢s munkatarsai 4altal évekkel korabban
kidolgozott tetraploid kimérakkal, amelyet munkacsoportjuk régota kedvezd
eredménnyel alkalmaz.

A kovetkez6 két részben ismét allatfajok szerinti bontdsban (egér: 5.3 fejezet, és
nyul: 5.4 fejezet) taglalja az ES sejtek tenyésztését, jellemzését és in vitro
differencidltatdsukat, tovabba a vizsgalatukhoz alkalmazott specidlis
technikakat, mint pl. az immunfluoreszcencia, a sejtciklus analizis, a kolonia
esszé, az alkalikus foszfataz festés, a kromoszéma analizis és a FISH technika.
Ennél a résznél keriil megbeszélésre az idegen DNS sejtbe juttatasdnak
elektroporacios technikdja is.

Az 5.5 fejezetnél a haszndlt molekularis genetikai vizsgalatok ismertetése
kovetkezik, ide sorolva a felhasznalt vektorok és klonozasok, az RNS izolalas,
az alkalmazott RT-PCR modszer, a génexpresszids esszék, a TLDA (TagMan
Low Density Array), a SOLID szekvendlds, az RNS analizis és végil a
statisztikai értékelési modszerek targyalasat.

Ezt koveti a kapott Eredmények ismertetése és megbeszélése (6. fejezet),
amelyben — az eddigiekhez hasonléan — kiilon-kiilon keriilnek megtargyalasra a
kiméra egerek vizsgalata soran nyert eredmények az ivari elkotelezodés
szempontjabol, az identikus iker egerek létrehozasa, majd a nyul ES sejtvonalak
létrehozasat befolyasolo tényezOk. Az egér €s nyul ES sejtvonalak alapitasanak
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Osszehasonlitasa sordn a jelolt értékeli a transzkripcids faktorok expresszigjat, a
LIF hatasat és a nyual ES sejtek in vitro differencialodasat. A kapott eredmények
alapjan optimalizalja a kiméra nyulembriok 1étrehozasnak modszerét.

A Sajat Vizsgalatok utolsd részében a jelolt az egér és nyul ES sejtek
pluripotenciajat befolyasold6 mikroRNS-ekkel, eldszor a taltermeltetett miR 290-
es klaszternek az egér ES sejtek pluripotencidjara gyakorolt hatisaval
foglalkozik, ezt kovetdéen az egér- és nyul Ossejtek specifikus miRNS-eit
hasonlitja 0ssze, végiill a pluripotenciat befolydsolé mikroRNS-ek hatasat
vizsgalja egér és nyul ES sejteken.

A disszertacid végén a szerzd 3 pontban sorolja ol az altala elért 1) tudomanyos
eredményeket, majd a szoveges részt egyetlen oldalban Gsszefoglalt
Kovetkeztetések és javaslatok-kal zarja.

A 9. fejezet a jeloltnek a doktori értekezés alapjaul szolgald angol és magyar
nyelvii kozleményeit, valamint a témaban megjelent konyvfejezeteit ¢&s
ismeretterjesztd cikkeit sorolja fol, amelyeket ettdl elvalasztva az egyéb sajat
kozlemények listaja kovet (10. fejezet). A munkdt koszonetnyilvanitas és 8
oldalas, jol 6sszevalogatott, részletes lrodalomjegyzék zarja (12. fejezet).

Egy Ossejtekkel foglalkozd dolgozatot olvasvan a birdléban folmeriil a kérdés,
hogy (teljes mértékig elfogadva és elismerve a téma tudomanyos jelentdségét)
vajon miként vélekedik a jelolt a nem régen folfedezett indukalt pluripotens
Ossejtek jovobeni szerepérdl a biotechnologiai ipar €s a human gyogyaszat
teriiletén, kiilonos tekintettel az embriondlis eredetli Ossejtek terdpids
felhasznalasat kiséro etikai aggalyokra?

A jelolt tobb mint két évtizedes szakmai jartassagara és széles kori
tapasztalataira tamaszkodva allitotta 6ssze MTA doktori értekezését, amelynek a
dolgozatban felhasznalt anyaga csak a PhD értekezés ota eltelt idoszakbol
szarmazik. Ezzel sikeresen elkeriilte azt a gyakori csapdat, hogy minden eddigi
sajat eredményt fel akarjon tiintetni a dolgozatban, holott szakirodalmi
munkéssagat tekintve erre béven lett volna lehetdsége. gy a biralonak nem volt
nehéz dolga, hogy a doktori miiben dicséretes mértéktartassal felsorolt alabbi 1j
tudomanyos eredményeket a szerzd sajat eredményeinek tekintse és valamennyit
elfogadja.

1. A PhD munkdja sordn kordbban kidolgozott tetraploid
komplementécids technikat 6tvozve, sikeriilt eldre meghatarozott nemi kettes és
harmas iker egereket létrehoznia.



2. Meggydzben igazolta, hogy a LIF és LIFR fontos szerepet jatszik a
nyul korai embriondlis fejléddésében €s a pluripotens embriondlis eredetli nyul
dssejtek pluripotencidjanak fenntartasaban.

3. Igazolta, hogy mig az egér miR-290 mikroRNS Kklaszter elemei
elésegitik az egér ES sejtek pluripotencidjdnak megdrzését a sejtciklus
szabalyozasan €s a korai differencidlodas gatlasan keresztiil, addig a nyul miR-
290 klaszter elemei inkabb a nyul korai embriondlis fejlédésében jatszanak
fontos szerepet.

Mindezen sajat tudoméanyos eredmények alapjan a birdldo megéllapitja ¢és
bizonyitottnak latja, hogy a kérelmezd korabbi tudoméanyos fokozatdnak
megszerzését kovetden jelentds eredeti tudoméanyos eredménnyel gyarapitva
tudoményagat, hozzdjarult annak fejlédéséhez. A doktori értekezésben felsorolt
tudoményos eredményeket elegendonek tartja az MTA doktori cim
megszerzéshez, ennek értelmében egyértelmiien javasolja a mii elfogadasat és
nyilvanos vitara tiizését.

Budapest, 2013. februar 1.

Solti Laszlo
az MTA r. tagja
hivatalos birald



