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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAT — Alpha-1-antitrypsin/ alfa-1-antitripszin

ABC — ATP-binding cassette/ ATP ko6t6 kazetta

AFP — Alpha feto-protein/ alfa fotalis fehérje

ALB — Albumin/ albumin

ARG1 — Arginase 1/ arginaz 1

BMP4 — Bone morphogenetic protein 4/ csont morfogenetikus fehérje 4
BSA — Bovine serum albumin/ marha szérumalbumin

BSEP — Bile salt export pump

CDCFDA - 5(6)-karboxi-2',7'-diklorofluoreszcein diacetat

CDH — Cadherin/ kadherin

CFTR — Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ABCC7 masik neve)
c- Myc — Proto-onkogén, sejtndvekedés, differencialédas

CXCR4 — C-X-C chemokine receptor type 4/ C-X-C kemokin receptor 4
CYP — Cytochrome P450/ citokrom P450

DAPI — 4' 6-diamidino-2-phenylindole/ 4',6-diamidino-2-fenilindol

DEX — Dexamethasone/ dexametazon

DMSO — Dimethyl sulfoxide/ dimetil-szulfoxid

DPBS — Dulbecco's Phosphate Buffered Saline/ Dulbecco-féle foszfatpuffer
ECM — Extracellular matrix/ extracellularis matrix

EdU - 5-ethynyl-2'-deoxyuridine

EGF — Epidermal growth factor/ epidermalis novekedési faktor

EGFP — Enhanced GFP/ erdsitett GFP

ELISA — Eenzyme-linked immunosorbent assay/ enzimko6tott immunszorbens esszé
FBS — Fetal bovin serum/ szarvasmarha embrionalis szérum

FGF2 — Fibroblast growth factor 2/ fibroblaszt novekedési faktor 2

FOXA2 — Forkhead box protein A2

G6PD — Glucose-6-phosphate dehydrogenase/ gliikz-6-foszfat dehidrogenaz
GATA4 — GATA Binding protein 4/ GATA kotéfehérje 4

GF — Growth factor/ novekedési faktor

GFP — Green fluorescent protein/ zold fluoreszcens fehérje

GFR — Growth Factor Reduced/ novekedési hormon redukalt

GH — Growth hormone/ ndovekedési hormon



GSC — Goosecoid homeobox (definitiv primitiv endodermalis marker)
GST — Glutathione S-transferase / glutation-S-transzferaz

GSTK1 - GST kappa 1 enzim

ES — Embryonic stem cell/ human embrionalis 6ssejt

HCM — Hepatocyte culture medium/ hepatocita fenntarté6 médium

HDL — High density lipoprotein/ nagy denzitasu lipoprotein

HGF — Hepatocyte growth factor/ hepatocita novekedési faktor

HNF1 — Hepatocyte nuclear factor 1/ hepatocita nuklearis faktor 1

HNF4 — Hepatocyte nuclear factor 4 alpha/ hepatocita nuklearis faktor 4 alfa
HUES — Harvard University Embryonic Stem cell line

ICM — Inner cell mass/ belso sejtcsomod

IGF — Insulin-like Growth Factor/ inzulinszer(i novekedési faktor

iPS — Induced pluripotent stem cell/ indukalt pluripotens ssejt

KIf4 — Kruppel-like factor- 4/ Kruppel-szer faktor 4

KRT — Keratin

KO-SR — Knockout serum replacement

LDHA — Lactate dehydrogenase A/ laktat dehidrogenaz A

MATEL — Multidrug and toxin extrusion 1 transporter

MDR — Multidrug resistance/ multidrog rezisztencia

MEF — Mouse embryonic fibroblast/ egér embrionalis fibroblaszt

MRP — Multidrug resistance-associated protein/ multidrog rezisztencia asszocialt fehérje
NANOG — Nanog homeobox/ Nanog homeobox (pluripotencia marker)
NBD — Nucleotide binding domain — nukleotid k6t6 domén

ND — Not detectable/ nem detektalhatd

NIH — National Institute of Health/ Nemzeti Egészségiigyi Hivatal (USA)
NEAA — Non-Essential Amino Acids/ nem esszencidlis aminosavak
NTCP — Na+-taurocholate cotransporting polypeptide

OATP — Organic anion-transporting polypeptide

OCT1 - Organic cation transporter-1

OCT4 — Octamer-binding transcription factor 4/ oktamer-koté transzkripcios faktor 4
OSM - Oncostatin M/ onkostatin M

UPGMA — unweighted pair group method with arithmetic mean

PAS — Periodic acid-Schiff

PBS — Phosphate-buffered saline/ foszfat pufferelt sdoldat
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PC — Phosphatidylcholine/ foszfatidilkolin

PCA — Principal component analysis/ fékomponens analizis

PH — Partial hepatectomy/ parcialis hepatektomia

POUS5F1 — POU domain, class 5, transcription factor 1 (OCT4 kodold gén)
gRT-PCR — Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction

RPLPO — Ribosomal protein lateral stalk subunit PO/ riboszéma nagy alegység PO tagja
RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute 1640

SERPINAL1 — AAT kédold gén

SLC — Solute carrier

SOX2 — SRY (Sex-determining region Y) -Box Transcription Factor 2/ SRY-boksz 2
SOX17 — SRY-Box Transcription Factor 17/ SRY-boksz 17 (primitiv endod. marker)
SW — Sandwich/ szendvics

T — Brachyury (mezodermalis marker)

TAG — Triacylglycerol/ triacilglicerol

TAT —tyrosine aminotransferase/ tirozin aminotranszferaz

TDO2 — tryptophan 2,3-dioxygenase/ triptofan 2,3 deoxigenaz

TLDA — Tagman Low Density Array/ TagMan alacsony denzitast array

TMD — Transmembrane domain/ transzmembran domén

TUDCA — Tauroursodeoxycholic acid/ taurourszodeoxikolsav

WT — Wild type/ vad tipust



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az emberi maj felépitése és funkcioja

1.1.1. A mdj anatomidja és keringési rendszere

A maj az emberi szervezet legnagyobb mirigye és egyben az anyagcsere kdzpontja.
A testen beliil a hasiireg jobb oldalan helyezkedik el a csontos mellkasfal altal fedve, a jobb
hypochondriumot teljesen kitdltve és kissé atnytlva a bal hypochondriumba (1. abra).
Sotétbarna, homolog megjelenésii szerv, amely anatomiailag egy nagyobb (jobb) és egy
kisebb (bal) lebenyre oszthato a koztiik huzodo sarlé alaka szalag mentén. Ezek a lebenyek

azonban funkcidjukat tekintve nem szétvalaszthatok. A két lebeny kozott a maj also részén

Jobb lebeny

Bal lebeny

Sarlo alaku

szalag

/

7%

Epehdlyag

1. abra A mdj elhelyezkedése az emberben és a fobb anatomiai felosztasa. Modositott abrak, forras:

http://healthfixit.com/wp-content/uploads/2013/03/liver-anatomy-lines.jpg
http://www.ehealthstar.com/wp-content/uploads/2016/03/Liver-anatomy.jpg

helyezkedik el az epehodlyag, amely a ma4j altal termelt epét raktarozza. A majat szamos
kotdszoveti fliggesztd tartja a helyén és egy erds kotdszovetes tok, a Glisson-tok boritja be
a teljes felszinét. A méj szdmos nagy érrel all kapcsolatban és a vérellatasa a tobbi szervhez
képest egészen kiilonleges. A szervbe a majartérian keresztiil jut oxigéndus vér, ugyanakkor
a belépd vérnek a tobbsége a portalis vénan keresztiil érkezd oxigénben szegény vénds vér

(2. abra). A portalis vénaba gytilik Gssze a tapcsatornabol és a vesékbdl érkez6 vénas vér,
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2. abra A mdj keringési rendszere. Az abran pirossal az oxigéndus arteridlis, kékkel pedig az
oxingénszegeény vénds vert szallito erek lathatok. Vilagosabb kékkel a fontosabb hasiiregi szervekbdi

a majba érkezd, a maj portdlis keringéséhez tartozo, vénas vért szallito erek lathatéak. A nyilak a
ver folyasi iranyat jelolik. Modositott abra, forras:

Gelman S, Mushlin PS. Catecholamine-induced changes in the splanchnic circulation affecting
systemic hemodynamics. Anesthesiology 2004, 100: 434-439).

amely igy tapanyagokban és méas makromolekuldkban rendkiviil gazdag. A kiilonleges
erezettsége ¢s a Glisson tokbol szarmazo kisebb, rugalmas kotdszovetes elemek osztjak fel
a szervet a legkisebb miikddési egységeinek tekintett majlebenykékre. Ezek a hatszogletli
majlebenykék szabalyos rendben, 0szlopokban vagy gerenddkban helyezkednek el egymas
mellett (3. abra). A majlebenykék hatszogeinek csucsait a portalis triad jeloli ki, amelyben
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3. dbra A madj és a majlebenykek felépitése. Modositott abrak, forras:

https://ib.bioninja.com.au/_Media/liver-lobule med.jpeg és Miriam Gordillo et al. Development
2015;142:2094-2108

a portalis vénabol szarmazo vért szallitd, valamint az artérids vért szallitd véredények és az
epét szallitd vezetékek szorosan egymas kozelében helyezkednek el (3. abra). Innen
indulva, mind a vénas, mind az artérias vér a maj hajszalerein (szinuszoid) keresztiil,
egymassal keveredve a centralis véna iranyéaba folyik, amely egyben a méjlebenyke kozepét
is jel6li. A centralis vénabol a vér a majvénakon keresztiil jut az also iires vénaba, majd
onnan a szivbe (2. abra). A majszinuszoidok kiilonleges, fenesztralt endotéliummal
koriilvett hajszalerek, amelyek lehet6vé teszik a vér nem alakos elemeinek a majsejtekkel
torténd kozvetlen kapcsolatat. A szinuszoidok mentén taldlhatdak a Kupffer sejtek, valamint
a csillagsejtek is. A majsejtek és a szinuszoidok kozott alakul ki a Disse-tér, amely azonban
csak ritkan alakul at valodi térré, példaul ha a nyirokerek nem tudjak elszallitani a koros
mennyiségben termelddd szovetnedvet. A majsejtek az egymadssal érintkezd felsziniik
mentén képzik az epekanalikulusokat, amelyekbe a ma4jsejtekben termelddott epe

kivalasztasa torténik. Az epe folydsanak iranya ellentétes a vérével és a centralis véna feldl
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a portalis triad iranyaba, a Kisebb epevezetékekbe szallitodik. Innen az epe a nagyobb
epeutakon keresztiil végiil az epeholyagban gytilik 0ssze, majd az epevezetéken keresztiil a

nyombélbe iiriil.

1.1.2. A mdj sejttipusainak és a majfunkcioknak az dttekintése

A majszovetet tobb sejttipus alkotja. A legnagyobb tomeget a madjsejtek, vagy
hepatocitak adjak, és a majtomeg ~70-85%-at teszik ki, valamint a legtébb majra jellemz6
funkcio ellatasaért is felelnek. A masodik leggyakoribb sejttipust az epevezetéksejtek adjak,
amelyek az epevezetékek falat, és ezaltal az epeutak nagy részét alkotjak. Ezen sejteknek
fontos szerepe van az epe Osszetételének szabalyozasaban (1). Kiemelten fontos szerepiik
van még szinuszoidok falat alkoto fenesztralt endotélium sejteknek, amelyek biztositjak a
vérbol a mikro- és makromolekulak kiszirédését a Dissé-térbe. Az immunrendszer sejtjei
tobb formaban vannak jelen a szdveten beliil. A Kupffer-sejtek olyan majspecifikus
makrofagok, amelyek fontos szerepet toltenek be a regeneracids folyamatok beinditasdban,
¢és a kiilonb6z6 majfunkciok szabalyozasaban (2—4). Mellettiik jelen vannak még kiilonb6z6
fenotipusu limfocitak, dendritikus sejtek és a csillagsejt is. Utobbi a Dissé-térbe benyulo
hosszu sejtnyulvanyu sejt, amely gyulladas esetén miofibroblasztta differencialodik és
extracellularis matrixot termel (ECM) (1,5,6). Fontos kiemelni, hogy a majsejtek polarizalt
sejtek, ami azt jelenti, hogy a sejtmembranjuk két jol elkiilonithetd és funkcidjukban eltérd
résszel rendelkezik. Ennek a tulajdonsdguknak nélkiilozhetetlen szerepe van a normalis
miikodés fenntartasaban. A sejtek bazolateralis, vagy szinuszoidalis része a mar korabban
emlitett Disse-térrel van kapcsolatban és szamos feliiletndvelé mikrobohollyal rendelkezik
(4. abra). Ez a vérben oldott anyagok felvételét és az abba torténé anyagok leadasat
egyarant segiti. Ezzel szemben helyezkedik el az apikalis, vagy kanalikularis felsziniik, amit
a szomszédos sejtek dsszeérd felszine hoz létre. E struktira kialakitdsdban nagy szerepe van
a kiilonbozo kapcsolofehérjéknek, amelyek egyiittesen a szoros junkcio (tight junction)
kialakitasaért felelnek. Ezen felszinek kozott alakul ki az epecsatornacska vagy
epekanalikulus, amely a majsejtek altal termelt epét vezeti el az epevezetéksejtek altal
kialakitott epeutakba. A szoros sejtkapcsolatnak koszonhetéen nem tud keveredni egymassal

a vér és az epe, igy tobbiranyu jol szeparalt anyagmozgas johet 1étre (1,7).
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(kolangiocitak)

4. abra A majsejtek membranpolarizaltsaganak sematikus abrazoldsa.

A majszovet regeneracios képessége egyediilallo az emberi szervezetben. Sértilést
kovetden ugyan a legtobb szerv képes kisebb-nagyobb mértékben kompenzalni az
elszenvedett karosodast, azonban a maj az egyetlen szerv, amely nagy részének
(patkanyokban kétharmad rész) eltavolitasat (parcialis hepatektomia [PH]) koévetden is

képes visszadllitani eredeti tomegét, gy hogy kozben a funkcioi nagy részét is képes ellatni
(8,9).

A korabban ismertetett viszonylag egyszert kiils6 megjelenésével szemben a maj a
szervezetben ellatott funkcidi alapjan az egyik legkomplexebb szervnek tekinthetd. A maj
az emberi szervezet legfobb anyagcserekdzpontja, Szerteagazo feladatai kozé tartozik a
szénhidrat-, a fehérje- és a lipidanyagcsere szabalyozasa, de az epe-, vitamin- és a
hormontermelés is. Szamos véralvadasi faktor és vérfehérje szintéziséért is felelés. Egyik
legfontosabb funkcidja a szervezetbe keriild6 endo-, és xenobiotikumok elimindldsa, a
méregtelenités. A taplalkozds sordn az emésztérendszerben altaldban nagy mennyiségii

szénhidrat szivodik fel, és jut a portalis vénan keresztiil a majba. Itt a majsejtek a folosleget
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vagy vizoldhatatlan glikogénné alakitjak at (glikogenezis), amit elraktaroznak, vagy
zsirsavakat és aminosavakat szintetizalnak bel6le (10). Amikor a szervezetnek gliikkozra van
sziiksége, de taplalékbol nem jut elegendd mennyiséghez, akkor zajlik le a majban a
glikogenolizis. Ebben a folyamatban a majsejtekben 1év6 glikogén alakul vissza gliikozza és
keriil be a véraramba, ezzel fenntartva a normalis vércukorszintet. Ha a szervezet sokdig nem
jut  megfeleld mennyiségli szénhidrat tartalmu tapanyaghoz, akkor éhezési
anyagcserefolyamatokat aktival, és a maj atall a gliikoneogenezis folyamatara. Ebben a
folyamatban nem-szénhidrat eléanyagokbol (pirosz6ldsav, aminosavak stb.) allit elé cukrot
a szervezet szamara. Ez biztositja ¢hezés soran az idegrendszer szdmara a
gliikozsziikségletet, amely a normal mitkodésének a fenntartasahoz elengedhetetlen (10,11).
A mjj fentebb felsorolt harom folyamat megfelelé mukodtetésével segit fenntartani az
optimalis vércukorszintet. A fehérjék szintézisének alapkovei az aminosavak, amelyek nagy
része a felvett taplalékkal keriil be a szervezetbe, de a sajat fehérjék bontasabol, valamint a
majban Ujonnan szintetizalva is képzdédhetnek (12). Az aminosavakbol a maj szamos
vérplazmaban jelen 1év6 plazmafehérjét (pl. alfa fotalis fehérje [AFP] és albumin [ALB] Id.
késobb), valamint véralvadasi faktorokat (II, V, VII, IX, X, XI, XII faktorok; C és S protein)
allit elo, illetve a kreatin, taurin és heparin szintézise is itt zajlik (1,13-15). A fehérjék
lebontasaban és az aminosav anyagcserében is jelentds szerepet vallal. Ezekhez a
funkciokhoz tarsul az urea szintézise is, amely a fehérjék bontdsa soran keletkez6 toxikus
nitrogénvegyiiletek (pl. ammonia) kiliritését teszi lehetévé a szervezetbdl. A bontési
folyamat soran visszamarad6 szénldncos vegyiileteket pedig gliikdzza, vagy ketontestekke
alakitja at (16). A hemoglobin Gjrahasznositasa is a majban torténik a bilirubin cikluson
keresztiil. A szervezetbe keriilo zsirsavak egy része lebomlik és triacilglicerol (TAQG)
cseppek forméjaban a majsejtekben raktarozodik. Abban az esetben, ha a szervezetnek
energiara van sziiksége, akkor ezek a molekulak a szintén a majban képzddd
apolipoporteinek belsejében exportra keriilnek. A véraram segitségével eljutnak a
szovetekhez, ahol lipolizis soran alkotoelemeire bomlanak és de novo zsirsav-, vagy
ketontestek szintézisében vehetnek részt (10). A maj a koleszterin anyagcsere kdzpontjaként
is miikodik. Itt torténik a koleszterin eldallitas, és az emésztérendszeren keresztiil felvett
koleszterin feldolgozasa is. A koleszterin vegyiilet a bioldgiai membranok alapvetd eleme,
valamint az epesavak és szamos hormon alapvazanak is alkotdja. Az alapvetd biologiai
szerepe ellenére fontos megemliteni, hogy a sejtek nem képesek lebontani, viszont nagy
mennyiségben mérgez0 hatasi. A mdjsejtek az epesavak bioszintézise sordn képesek

kitiriteni a toxikus koleszterint, ezzel normalizalva a szervezetben a szintjét. Az epének
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fontos tulajdonsaga, hogy detergens hatassal bir, igy az emésztésben megkeriilhetetlen
szerepet jatszik (1,7). A maj fontos szereppel bir a szteroid €s a polipeptid alapti hormonok
anyagcseréjében. Az inzulin és az 0sztrogén lebontas is itt zajlik. Emellett a Szomatomedin,
inzulinszerli novekedési faktor (IGF) termelésérét is a m4j a felelds. Ennek a hormonnak a
termel0dését a novekedési hormon (GH) befolyasolja, és meghatdrozd szerepe van a
normalis névekedésben (17). A majban torténik szamos vitamin tarolasa, példaul zsirban
0ldodo A-, D- és K-vitamin, valamint a vizoldékony B12-vitamin, is itt halmozodik fel. A
D-vitamin nem csak raktarozodik, de a 25-hidroxilacidja (aktivalddasa) is itt torténik (1). A
glikogén ¢és a vitaminok tarolasa mellett a vas raktdrozdsaban (ferritin) is kulcsszerepld a
maj.

A szertedgazd anyagcsere és raktarozasi funkcid mellett az egyik legfontosabb
majfunkcido a méregtelenités. Az emésztérendszerbdl, a hasnydlmirigybdl és a 1épbdl a
portalis keringésen keresztiil a majba jutd anyagokat a majsejtek veszik fel és a metabolizald
enzimrendszeriikon keresztiil atalakitjdk. Ez a folyamat négy fazisra oszthatd. Az
ugynevezett 0. fazishoz a sejtbe vald bejutasért felelés rendszerek (felvevd [uptake]
transzporterek), mig az I-es fazisba a felvett anyagokat oxidalo, hidrolizalé enzimek (pl.
citokrom P450 [CYP]) tartoznak (1,18-21). Az l-es fazisban igy olyan molekuldk jonnek
1étre, amelyek reaktivabbak és a II-es fazisba tartozo metabolizal6 enzimek (pl. glutation-S-
transzferaz csalad [GST]) ezekre a metabolitokra olyan molekulakat kapcsolnak, amelyek
megkdnnyitik a sejtbdl valo eltavolitasukat. Ezt a folyamatot I1I-as fazisnak nevezziik és az
efflux transzporterek (lasd kés6bb) felelosek érte, amelyek elsGsorban az

epekanalikulusokba juttatjak a nem kivanatos molekulakat (22—25).

1.2. A membrantranszporterek altalanos attekintése és szerepiik a Kiilonb6z6

majfunkciokban

Az eukaridta, igy az emberi szervezetet is alkotd sejtekben mindeniitt membranok
talalhatok. Ezek valasztjdk el egymastol a kiilonféle funkciokat ellatod sejtalkotdkat, és
felelések a sejten beliili és a sejtek kozotti Kontrollalt anyagaramlas, valamint a
kompartmentalizacié biztositasaért. A sejten beliili (intracellularis) és a sejtet koriilvevo
(sejt-, vagy plazma) membranok alapjat a kettds lipidréteg adja, amelynek f6 alkotéelemei a
foszfo- glicerolipidek, valamint a szterolok kozé tartozo koleszterin. Fizioldgias esetben
csak a zsiroldékony molekulak képesek szabadon atjutni egy membranon keresztiil,

ugyanakkor a sejt homeosztazisanak szabalyozasa és fenntartasa miatt fontos mas molekulak
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atjutasanak vagy atjuttatasanak a biztositasa iS. A transzportalddd molekuldk a
membranokban 1évo fehérjéken, vagy fehérjekomplexeken keresztiil jutnak at egyik
térrészbdl a masikba. Ezek a folyamatok torténhetnek passzivan, energiabefektetés nélkiil
valamilyen csatorna-, vagy szallitofehérjén keresztiil (facilitalt transzport), illetve aktivan,
energiabefektetés mellett transzporterfehérjén keresztiill. Minden sejt, igy a majsejtek
esetében is mind az aktiv, mind a passziv tipusu transzportfolyamatok fontosak, azonban az
egyes majfunkciok ellatasdban, mint példaul a méregtelenités és az epekivalasztas az aktiv
transzporterek a meghatarozok. Szemben a szallitofehérjékhez kotott facilitalt transzporttal,
ahol altalaban a membran két oldala kozotti anyagkicserélddés folyamatat valamilyen
molekula koncentracié gradiens hajtja (pl. a solute carrier [SLC] fehérjék zoménél), az aktiv
transzport legtobbszor a koncentracid gradiens mentén torténik, és altalaban ATP
hidrolizisb6l szarmazé energia hasznalodik fel a folyamat soran. Azokat a fehérjéket,
amelyek ATP hidrolizisbdl szarmaz6 energiat hasznalnak fel a miikodésiik soran transzport
ATP-azoknak nevezziik. Ezeknek a f6 formai a P-tipust, F- és V-tipust, valamint az ABC
tipusu fehérjék. A majban az ABC (ATP binding casette, ATP kotd kazetta) fehérjék
szupercsaladjaba tartozo transzporterek jatszanak kulcsszerepet a mar korabban emlitett
méregtelenitési €s epekivalasztasi folyamatokban, igy a tovabbiakban féleg ezekre a
fehérjékre térek ki részletesebben. Az ABC fehérjékre jellemzd, hogy ATP-t hasznalnak fel
a mitkodésiik soran, amely az ABC doménhez, vagy mas néven nukleotid kot doménhez
(nucletotide binding domain [NBD]) kotodik. Az elnevezésiik is ebbdl a doménbdl ered,
mert ez az Gsszes ide tartozo fehérje esetében megtalalhatd (26). A human genomban 48
ABC fehérjét kodold gén talalhato, és a fehérjéket A-G-ig 7 alcsaladba soroljuk, amelyek
funkcioja széles spektrumot fed le. Az E és F alcsaladba tartozo fehérjék példaul kiilonbozo
jelatviteli folyamatokban, illetve feltehetdleg a fehérjeszintézis szabalyozasaban jatszanak
szerepet. A tobbi alcsalad nagy részét olyan ABC fehérjék teszik ki, amelyek feladatukat
tekintve valamilyen anyag membranon keresztiili szallitdsaért felelds. Ezen fehérjéknek
kozos jellemzdje, hogy az ABC domén mellett még transzmembran domént vagy doméneket
(TMD) is tartalmaznak. Az egyes alcsaladok tagjait a génszekvencidk alapjan
rendszerezziik. Az ABC fehérjék egy része aktiv transzportot végzo fehérje, amelynek
legkisebb mitkodési egysége két NBD és két TMD domén altal alkotott dimer. A szervezeten
beliil rendkiviil valtozatos szerepet toltenek be, kdszonhetden a szubsztratjaik széles
valasztékanak. Részt vesznek a lipid hdztartds szabalyozasaban, szervetlen anionok,

aminosavak és fehérjék, illetve hidrofob anyagok intracellularis- és plazmamembranon
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keresztiili transzportjaban (27). Az ABC fehérjék legfontosabb jellemz6it az 1. tablazat

foglalja Gssze.

1. tablazat A human ABC fehérjék legfontosabb jellemzdi (26,28,29) alapjan.

Alcsalad Név Lokalizacio Sziveti eldfordulas Szerep, lehetséges szubsztart
ABCAL Plazmamembran Széles kort, maj HDL biogenezis, alicero-fosziolipid veqyiletek
ABCA2 Plazmamembran Széles koril lipid transzport?
ABCA3 Plazmamembran Széles ki, tiido hamsejtek sufactant anyagok létrehozisa
ABCA4 Plazmamembran Retina retinoid flippaz
ABCAS Lizoszoma Széles kiril lipid szallitas
ABCA ABCAG Plazmamembran Széles kiri lipid homeosztazis
ABCA7 Plazmamembran Széles koril fagocitods, foszfo- &s ceramid lipidvegyiiletek
ABCAS Plazmamembran Széles kiri zsiroldékony drogok transzportja?
ABCAY Plazmamembran Széles korii lipid homeosztazis
ABCAL0 Plazmamembran Széles kiri lipid homeosztazis
AB(AL2 Plazmamembran Széles kiri lipid homeosztazis
AB(AL3 Plazmamembran Széles kiri lipid homeosztazis
AB(B1 (MDR1) Plazmamembran Széles ki, szoveti hatarok, rakos sejtek multidrog transzporter, széles szubsztrat specifictas
AB(B2 (TAP1) ER Vér antigén prezentacio, peptidek
AB(B3 (TAP2) ER Vér antigén prezentacio, peptidek
AB(B4 (MDR3) Plazmamembran Maj Fosdolipid flippaz, lipidek
ABCB5 Plazmamembran Széles kiri drogok
ABCB ABCB6 Mitokondrium, lizoszoma Széles kiri hem és porfirin transzport, fémionok franszportia?
ABCB7 Mitokondrium Széles kiri hem transzport
ABCBS Mitokondrium Széles kiri fém és hem transzport
ABCBY Lizoszoma Széles kiiril, here antigén prezentacio, peptidek?
AB(B10 Mitokondrium Széles kiri hem transzport
AB(B11 (BSEP) Plazmamembran Maj epesavak szekréciofa, epesavak
ABCC1 (MRP1) Plazmamembran Széles kirll, sziveti hatarok, rakos sejtek multidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
ABCC2 (MRP2) Plazmamembran Széles ki, maj |m|ltidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
ABCC3 (MRP3) Plazmamembran Széles kort, maj |m|ltidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
AB(C4 (MRP4) Plazmamembran Széles kort, maj |m|ltidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
ABCC5 (MRPS) Plazmamembran Széles ki, maj |m|liidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
ABCC ABCCH (MRPG) Plazmamembran Széles kort, maj multidrog transzporter, széles szubsztrat specificitas, szerves anionok
ABCC7 (CFTR) Plazmamembran Széles ki, tiido hamsejtek Koridcsatorna
ABCCB (SURL) Plazmamembran Hasnyalmirigy kaliumcsatoma
ABCC9 (SUR2) Plazmamembran Simaizom, szivizom kaliumesatoma
ABCC10 Plazmamembran Széles kiri zsiroldékony anionok transzportja
ABCC11 Plazmamembran Széles kiri dsztradiol glidkoronid transzport?
ABC(12 Plazmamembran Széles kiril ?
ABCD1 Peroxiszoma Széles kiri hosszii lancii zsirsavak transzportja, biogenezise
ABCD ABCD2 Peroxiszoma Széles kril hosszii lanci zsirsavak transzportja, biogenezise
ABCD3 Peroxiszoma Széles kiri hosszii lancii zsirsavak transzportja, biogenezise
ABCD4 Peroxiszoma Széles kril hosszil lanci zsirsavak transzportja, biogenezise
ABCE ABCE1 (itoplazma Széles kiri Rndz L inhibitor
ABCF1 (itoplazma Széles kiri transzlacio
ABCF ABCF2 (itoplazma Széles kiri transzlacio
ABCF3 (itoplazma Széles kiri ?
ABCG1 Plazmamembran Széles ki, makrofag lipid homeosztazis
ABCG2 Plazmamembran Széles ki, szoveti hatarok, rakos sejtek multidrog transzporter, széles szubsztrat specifictas
ABCG ABCG4 Plazmamembran Széles korl, makrofag lipid homeosztazis
ABCGS Plazmamembran Maj, belek szterol transzporter
ABCGS Plazmamembran Maj, belek szterol transzporter

Néhany ABC transzporter széles szubsztraspecificitassal rendelkezd, ugynevezett multidrog
ABC fehérje (MDR). Ezek a fehérjék a kitlintetett szoveti hatarokon jatszanak kulcsszerepet
a sejtbe bekeriild, vagy ott termelédd anyagok eltavolitdsdban. Fontos szereplik van a
placenta, vér-agy és vér-here gat, a vese, a bélhamsejtek valamint a m4; miikkdodésének
ellatasaban (30-32). Ezek az aktiv pumpaként mikodé membranfehérjék szamtalan
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mérgez6 vegyiiletet transzportalnak ki a sejtekbdl, és az igynevezett kemoimmun-rendszer
tagjai, amely a konvencionalis immunrendszer mellett egy masik fontos védelmi vonalat
alkot (31). Sokszor ezek a transzporterek feleldsek a kemoterapias kezelések soran kialakulod
multidrog rezisztencia kialakuldsaért, amely a rakos sejtek talélését noveli, csdkkentve ezzel
apaciens tulélési esélyeit. A legfontosabb MDR fehérjék az ABCB1, ABCCl1, ¢saz ABCG2,

amelyek mind megtalalhatéak a majsejtekben is.

A mijsejtek polarizaltsdganak ¢és a kialakult kompartmentek funkcidinak

biztositasaban kiemelt szerepe van a membrantranszportereknek (5. abra). A Disse-tér felé

szinuszoid

SLC22A1 SLCO1A2 SL!OlBl SLCO1B3 SLC10Al

(OCT1) (OATP1A2) (OATP1B1) (OATP1B3) (NTCP)

"

ABCC1 ABCC3 ABCC4 ABCC5 ABCC6 ABCA1l
ABcC2Y™ . y (BS@k
Majsejt.elf e | .
(hepatocitak) k i T C flippaz
BCG2( ) \ AB@
MATEL ke
\_ _méregtelenités A epeszekrécio =/
ABCC7 (CFTR)
Epevezetéksejtek

(kolangiocitak)
ABCBl

ABCC3
5. dbra A majsejtek és az epevezetéksejtek funkcioinak ellatasaban fontos szerepet jdtszo
membranfehérjék és azok jellemzo elhelyezkedése. A nyilak a transzport folyamatok iranyadt jelélik.

esO bazolaterais membranban az egyik legjellemz6bb membranfehérje csoportot a solute
carrier csalad tagjai alkotjak. Az SLC10A1, vagy a Na+-taurocholate cotransporting
polypeptide (NTCP), egy natrium ion fliggd uptake transzporter, amely az epesavak
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majsejtbe juttatasaért felelds (18-20). Az egyiranyu uptake traszporterek kozé tartoznak az
SLCO1A2, SLCOIB1 és 3 gén altal kodolt organic anion-transporting polypeptide
OATP1A2, OATP1B1 ¢és OATP1B3 fehérjék, amelyek elsdsorban a nagy nempoldris
gyogyszermolekulak és hormonok felvételéért felelosek, de az epesavak felvételében is
szerepet jatszanak (33-37). Mellettiik az SLC22A1 gén altal kodolt organic cation
transporter-1 (OCT1) is kifejez6dik a bazolatertalis membranban. Az OCTI1 egy
polispecifikus, kétiranyu transzporter, amely nem csak uptake, de efflux folyamatokban is
részt vesz, ugyanakkor a majsejtekben féleg a felvevd funkcidja dominal (38). Féként a
korabban felsorolt transzporterek felelosek az 1.1.2. fejezetben mar emlitett 0. fazisért a
detoxifikacioban. A bazolateralis membranban a masik jelentds csoportot az aktiv efflux
transzporterek adjak. Ezek koziil az ABCC fehérje alcsalad tagjai dominalnak, de fontos
szerep harul az ABCA1 fehérjére is. Utobbi fehérje felelds a koleszterin és a foszfolipidek
kipumpalasaért (reverz koleszterin transzport), amelyek aztan az apolipoproteinekre keriilve
a naszcens high density lipoproteineket (HDL) alakitjak ki. Az ABCC fehérjék koziil az
ABCC1 (MRP1), ABCC3-6 (MRP3-6) talalhatdo meg a bazolateralis membranban és ezek
egy része egyfajta biztonsagi transzport rendszerként mitkkddik, amennyiben a mérgezd
vegyliletek kipumpalasa a kanalikularis térbe nem bizonyul elégségesnek (22,39-42). Az
apikalis membranban az ABCB1 (MDR1), az ABCC2 (MRP2), az ABCG2 pumpa és az
SLCA47A1 transzporter (multidrug and toxin extrusion 1 [MATE1L]; proton antiporter)
felelosek a kiilonboz6 endo és xenobiotikumok epeutakba torténd kijuttatasaért, amely a lll.
fazisnak felel meg a korabban ismertetett méregtelenitési sémaban (23-25,43). A maj egyik
6 feladata az epe kivalasztasa, amely szintén az apikalis membranhoz ¢és kizarolagosan az
ABC transzporterek miikdéséhez kothets. Az ABCB11 vagy bile salt export pump (BSEP)
fehérje felelds az epesok kanalikulusokba juttatasaért (44,45), mig az ABCB4 (MDR3) a
foszfatidilkolin (PC) membran kiils6 oldalara torténd kiforditasat végzi, amely a
foszfatidilkolin epébe torténd kijutasat eredményezi (46). Az ABCG5/G8 heterodimert
alkoté fehérjeparos pedig feltehetdleg a koleszterin transzportjaért felelés az
epekanalikulusokba (47,48). A majsejtek mellett az epevezetéksejtek is polarizalt
membrannal rendelkeznek. Itt is az apikalis membran érintkezik az epével, és az ABC
fehérjék koziil az ABCC7 (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator [CFTR]),
valamintaz ABCB1 (MDR1) jelenléte a jellemz6. A bazolateralis oldalon féként az ABCC3-
4 fehérjék talalhatoak meg. Ezek az ABC fehérjék részt vesznek az epe Osszetételének

szabalyozasaban (49,50).
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1.3. Az emberi dssejtek tipusai és felhasznalasi lehetoségei

Az Ossejtkutatas egy fiatal tudomanyéagnak tekintheté annak ellenére, hogy mara
hatalmas ismeretanyaggal rendelkeziink e szerteagazé tudomanyteriileten beliil. Maga az
Ossejt fogalom mar a 19. szazad végén és a 20. szazad clején megjelent, azonban a ma is
hasznalt definicié Lajtha LaszIotol €s 1979-bol eredeztethetd. A Lajtha féle meghatarozés a
vérképz6 rendszer ssejtjeibdl indul, mely szerint az dssejtek olyan koloniaképzd sejtek,
amelyek Onfenntartdsra és egy vagy tobb sejttipus, illetve sejtfejlodési sor 1étrehozasara
képesek. Ebbdl a definiciobol mar kikovetkeztethetd, hogy az dssejteknek rendkiviil fontos
szereplik van az emberi szervezetben, mind az egyedfejlddés sordn, mind pedig kés6bb a
regeneralodasi folyamatokban. A természetes regeneracid sordn feltételezhetéen az
Ossejtekbol potlodnak a folyamatosan pusztuld sejtek a szovetek szamdara, valamint a
sériilések utani regeneracio soran is kulcsszerepiik van a fizioldgias allapot helyreallitasaban.
Az Ossejtek két legjellemzdbb tulajdonsagat, a korlatlan dnmegtjitd és differencialddasi
képességét az aszimmetrikus osztdodds biztositja, mely soran Ilétrehoznak egy olyan
utddsejtet, amely a kiindulési dssejthez hasonld, valamint egy olyan utoédsejtet is, amely egy
»erettebb” differencidltabb sejttipust képvisel. Az aszimmetrikus osztédasi képesség teszi
lehetévé, hogy a szdvetekben mindig marad Ossejt, mégis biztositottak a regeneracios

folyamatok.

Az egyedfejlodés soran tobbféle dssejtet tudunk megkiilonboztetni a differenciacios
képességiik alapjan. Azt a sejtet, amely egy egész szervezet és az extraembriondlis szovetek
létrehozasara is képes, totipotensnek nevezziik. Ilyen a megtermékenyitett petesejt, a zigota.
Az ebbdl kialakuld holyagesira allapot soran a belsé sejtcsomo sejtjei (inner cell mass
[ICM]) az ugynevezett pluripotens éssejtek. Ezen sejtek izolalasaval lehet 1étrehozni az in
vitro koriilmények kozott fenntarthatdo pluripotens embrionalis Gssejtvonalakat (ES) (6.

abra) (51).
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6. abra A human pluripotens 6ssejtek létrehozasanak valtozatai és az dssejtek fejlodési lehetoségei.
A blasztociszta belsé sejtcsomojabol létrehozott sejtkulturdkat nevezziik embrionalis dssejteknek
(ESC). A testi sejtekbdl visszaprogramozott pluripotencidat mutato sejteket indukalt pluripotens
sejteknek nevezziik (iPS). Mindkét modszerrel eldallitott sejtkulturabol barmilyen testi sejt
differencialhato. Modositott abra, forras:

https://4.bp.blogspot.com/-nnbHCZjC-SY/WiYSed5q9MI/AAAAAAAAGWI/CBI9EBPCVIWRTGOPPI
i0HBshH7mN9v2CMQCLcBGAs/s1600/ES_cell_regulation.jpg

Ezek a sejtek az extraembrionalis szovetek (pl. méhlepény) kivételével barmilyen mas testi
sejtté képesek differencialodni. Ennél korlatozottabb atalakulasi képességgel rendelkeznek
a multipotens vagy szoveti Ossejtek, amelyek csak egy csiravonal irdnyaban elkotelezett
sejteket, altalaban csak egy szovetre jellemz6 sejteket képesek 1étrehozni. Ilyenek példaul a
mar korabban emlitett vérképz6 (hematopoetikus) éssejtek is. A multipotens sejtek kozott
megkiilonboztetiink még oligopotens sejteket, amelyek tobbféle sejttipust 1étre tudnak hozni
egy szoveten beliil, vagy bipotens €s unipotens sejteket is, amelyek kettd, vagy egyféle
sejttipus létrehozasara képesek. A 2006-es év nagy felfedezése volt, hogy egér testi sejtekbol
kiilonb6z6 mestergének kifejeztetésével (lasd késdbb) létre lehet hozni pluripotens
tulajdonsagokkal rendelkezé sejteket, melyeket indukalt pluripotens Ossejteknek (iPS)
neveziink (6. abra) (52). Ezt késébb emberi sejtekkel is sikeriil megismételni, még nagyobb
16kést adva az Ossejt-biologiai kutatasoknak (53,54). Ezért az uttord felfedezésért Shinya
Yamanaka 2012-ben Nobel dijat vehetett at.
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Az Ossejtek felfedezése és hasznalata forradalmasitotta a bioldgiai kutatasokat.
Orvosi és gyogyszerfejlesztési kutatdsok nagy szamban foglalkoznak a terapids felhasznalasi
lehetdségekkel, valamint az alapkutatasban is kivalo lehetéségeket nytjtanak szamos eddig
nehezen modellezhetd probléma megvalaszolasara. A kiilonbozé 0Ossejtek kiillonbozo
teriileteken bizonyulnak hasznosnak. A multipotens Szoveti Ossejtekkel végzett sikeres
terapias alkalmazasok (pl. csontveld transzplantacid) mar tobb évtizedes multra tekintenek
vissza, de az iziileti porcok ujjaépitésében, valamint egyéb mas teriileteken is sikerrel
alkalmazzak ezeket a sejteket (55-58). A totipotens sejteket elsésorban klonozasi
kisérletekben (59), valamint human preimplantacios vizsgalatok soran hasznaljak, amelyek
elésegitik a sulyos genetikai betegségeket hordozd embridk kisziirését, és segitségiikkel
fontos ismereteket lehet szerezni az emberi egyedfejlédés korai 1épéseirél. A pluripotens
Ossejtek felhaszndldsa rendkiviil sokrétli. Az egér dssejtek segitségével kiilonbdzd gén be-
¢és kilitott egértorzseket lehet létrehozni, amelyek nagyban hozzéjarulnak kiilonb6zo
betegségmodellek megalkotasdhoz ¢és patomechanizmusok feltardsdhoz. Human
viszonylatban a pluripotens sejtek koziil mind az ES, mind pedig az iPS sejtek felhasznalasa
sz¢éles korli. A normal kariotipust, egészséges sejtekbdl alapitott ES vagy iPS sejtvonalak 1j
tavlatokat nyitnak meg a sejtbiologiai kutatdsokban, mivel az eddig hasznalt altalaban
tumoros eredetli sejtes modellekkel szemben nem hordoznak koros mutacidkat, viszont
jobban megtartjak a fenotipusukat és szaporodasi képességiiket, mint a primer sejtek. Az ES
sejtek létrehozdsaval kapcsolatban az etikai kérdések miatt a mai napig valtozatos
szabalyozasi kornyezet van érvényben a vilagban. Ilyen sejtvonalak alapitasdhoz a
mesterséges megtermekenyités soran feleslegessé valt, megsemmisitésre szant holyagcsira
allapoti embridk bels6 sejtcsomojat hasznaljak. Ez a fajta sejtvonal alapitas azonban nem
mindenhol engedélyezett. Ennek ellenére jelenleg is 414 sejtvonal talalhato a Nemzeti
Egészségiigyi Hivatal (National Institute of Health [NIH], Egyesiilt Allamok) listajan,
amelyek szabadon hasznalhatok kutatasi célokra, a vilagban pedig ennek a tobbszordse
elérhetd  (https://grants.nih.gov/stem_cells/registry/current.htm).  Ezen  embrionalis
Ossejtvonalak kozott szamos olyan vonal taldlhatd, amelyek kifejezetten egy betegséghez
kothetdk, igy specifikus eszkozt biztositva azok tanulmanyozasara. Emellett az embrionalis
Ossejtvonalak a pluripotens Ossejtek kutatasanak a kiindulopontjai, és azota is referenciaként
szolgalnak. Az iPS sejtek 1étrehozasanak kevesebb etikai aggalya van, mert ott egy testi
sejtet programoznak vissza pluripotens allapotban, ezért napjainkra egyre nagyobb teret nyer
az alkalmazasuk. A terapids felhaszndlhatosag is kecsegtetd az iPS sejtek esetében, mivel

egy paciens testi sejtjébol visszaprogramozott iPS sejtbdl differencialtatott sejtet
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visszajuttatva, a paciensnél nem 1ép fel immun-osszeférhetetlenség. igy megvalosulhat a
kvazi sajat sejtes regeneracios terapia (60—62). Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy a
testi sejtek visszaprogramozasa nem csak elényokkel jar, hanem szamos probléma is
felmeriil veliik kapcsolatban. Az iPS sejtek 1étrehozasa soran a feln6tt szervezet egy érett
sejtjébe, altalaban bérsejtbe, valamilyen virus kozvetité segitségével juttatjadk be a négy
mesterfaktornak nevezett Kruppel-like factor 4 (KIf4), octamer-binding transcription factor
4 (Oct4), a proto-onkogén c-Myc, és a sex determining region Y-box 2 (Sox2) géneket.
Ennek hatasara a sejt ,,memoriaja” torlédik és embrionalis allapotba programozodik vissza.
Ugyanakkor a visszaprogramozodas ellenére a Sejt szamos epigenetikai jellemzdje és
szomatikus mutacioja megmarad, és az ,¢letkora” sem valtozik. A genomba beépiilé
mestergének pedig szintén szamtalan probléma forrasai lehetnek. A sejt ,,felndtt” élete soran
szerzett epigenetikai memoriaja, valamint az életkora negativan befolyasolhatja a genetikai
stabilitasat ¢és az iPS sejtvonalak hosszatavi fenntarthatosagat (63,64). A génbeviteli
eljarasok fejlesztésével, valamint a mestergének genomba torténd beépiilésének
megakadalyozéasaval az altaluk keletkez6 problémak egy része hatékonyan kivédhetd. Ilyen
megoldasok lehetnek a nem integralodd adeno-, adenoasszocialt, vagy a Sendai virusok
alkalmazasa (65-67). Ezen eljarasok mellett az plazmid, transzpozon, mRNS, valamint
fehérje alapti atprogramozasi rendszereket is kidolgoztak (68-71). Osszességében
elmondhat6, hogy a testi sejtek visszaprogramozéasa nem tul hatékony és még jelenleg is
koltséges, valamint idéigényes folyamat. A pluripotens sejtek koziil ezért sok esetben az iPS
sejtek hasznalata nem indokolt és az embriondlis Ossejtek hasznalata olcsobb és
célravezetdbb. Ilyen példaul az dssejt-differenciacios eljarasok kidolgozasa, valamint az
altalanos toxikologiai modellfejlesztés, ami hosszu folyamat és az embrionalis Ossejtek
potencidlisan stabilabb genetikai hattere erre nagyobb lehetdséget ad. Az igy fejlesztett
eljarasokat kés6bb konnyen lehet alkalmazni kiilonb6z6 iPS vonalakon is, iddt és pénzt

megtakaritva.
1.4. Majmodellek és majiranyu 6ssejt-differenciacios eljarasok

1.4.1. Mdjsejt modellek

Ahogyan a korabbi fejezetekbdl kideriil a méj létfontossagli szerviink és a
megbetegedései komoly hatassal vannak az emberi szervezetre. A kivalo regeneralodasi
potencialja és a mérgez6 vegyiiletekkel szembeni toleranciaja ellenére azonban korantsem

sérthetetlen. A majbetegségek vildgszerte a vezetd halalozasi okok kozott szerepelnek
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(72,73). Ezek egy része megel6zhetd lenne donorszervek betiltetésével, azonban a donorok
szama joval kevesebb a sziikségesnél. Szintén problémat okoz, hogy helyettesitd kezelések
IS csak kis szamban allnak rendelkezésre, amivel meg lehetne nyujtani a beteg €lettartamat
a megfelelé donorszerv megtalalasaig, ezért a terapias modszerck fejlesztése kiemelten
fontos. Az endogén és kiils6 forrasbol bejutott méreganyagok, illetve a gydgyszermolekulak
feldolgozasdban jatszott szerepe miatt a toxikolodgia vizsgdlatokban és a gydgyszer
hatéanyag tesztelésben is fontos szerepet jatszanak az ex vivo / in vitro majsejteken torténd
vizsgalatok. A szlik0s hozzaférési lehetdségek miatt a majregeneracios kapacitasban rejlo
lehetdségeket az orvostudomany igyekszik kiaknazni (9,74). Mivel egészséges majsejtekhez
csak korlatozottan lehet hozzaférni (szervdonacid) csakugy, mint a beteg majsejtekhez
(mitéti mintdk), ezért altaldban majsejt modellsejteket hasznalnak mind az
alapkutatasokban, mind pedig az alkalmazott toxikologiai vizsgalatok soran. Ezek a sejtek
altalaban allati primer méjsejtek (leggyakrabban egér vagy patkany), vagy pedig valamilyen
tumoros eredetii sejtvonalak (HepG2, HuH-7, HepaRG). Mindkét opcionak megvannak az
elényei és a maga korlatai, ami miatt mérlegelni kell a hasznalatukat. Az allati majsejtekhez
viszonylag konnyii nagy mennyiségben hozzaférni, viszont az eltéré faji eredet miatt sokszor
nem Ugy viselkedik, mint a human sejtek, igy gyakran nagy koltségek aran lehet
korlatozottan felhasznalhat6 adatokhoz jutni (75,76). A tumoros eredetii sejtvonalak szintén
nagy mennyiségben rendelkezésre 4llhatnak, azonban pont a rakos az eredetiik miatt az
ezekbdl nyert informaciok felhasznalhatosaga is limitalt (21,77—79). Ezek mellett mind az
allati, mind az emberi primer sejtek és a sejtvonalak esetében is fennallnak tovabbi
nehézségek. A primer sejtek in vitro kultGraban hamar elveszitik a membranjaik
polarizaltsagat és specialis koriilmények fenntartasaval (pl. szendvics tenyészet) is csak
viszonylag rovid idére lehet biztositani azok fennmaradasat és repolarizaciojat. Emellett
szintén nehezitd koriilmény, hogy a primer majsejtek nem osztodnak, igy a kulturakat csak
egyszer lehet felhasznalni, valamint a primer sejtkultarak kozotti bioldgiai variancia is nagy
lehet. Ezek ellenére a toxikologiai vizsgéalatokban még mindig a huméan primer majsejtek
hasznalata jelenti a referenciat (80-85). A sejtvonalak esetében az osztodas kevésbé
probléma, azonban vannak olyan sejtvonalak, amelyek nagyon lasst osztodasi sebességgel
rendelkeznek (HuH-7), vagy csak nem osztodoképes formaban érheték el (HepaRG). A
legnagyobb probléma a sejtvonalakkal kapcsolatban a polarizacids képesség korlatoltsaga
(2,9,21,86-88). Ezen sejtvonalak zome nem képes teljes mértékben felvenni a majsejtekre
jellemzd polarizalt felépitést, igy szintén limitalt az alkalmazhatdsaguk toxikoldgiai

vizsgélatokban. A human pluripotens Ossejtekbdl differencialtatott majsejtek felhasznalasa
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kivalo alternativ lehetdséget nyljt a majsejtek tanulmanyozasa és felhasznalasa terén, mert
human eredetiiek és stabil genetikai hattérrel rendelkeznek. Az ES és iPS sejtekbdl
létrehozott majmodellek sok esetben segithetnek az in vitro toxikoldgia vizsgalatok soran
(89,90), valamint az iPS esetében az orvosi felhasznalas is lehetséges az immunologiai
Osszeférhetetlenség  kikeriilése miatt. Habar az igy eldallitott sejtek  kivalod
felhasznalhatosaggal kecsegtetnek, a tényleges alkalmazashoz még szamos probléma
megoldasa sziikséges (91). A pluripotens sejtek hasznalataval szamos nehezen vizsgalhato
majbetegség modellezése is lehetdvé valik, ami a hagyomanyos sejtvonalak hasznalataval a
korabban mar emlitett problémak miatt nehezen vizsgalhatd. A genetikailag modositott (pl.
CRISPR-Cas9, vagy transzpozon alapti modositasok) pluripotens &ssejtvonalakbol
eléallitott majsejtek hasznalataval elvileg akarmilyen majhoz kapcsolodd betegség
tanulmanyozasara lehet6ség nyilik. Az iPS sejtek esetében pedig egyenesen a betegbdl
visszaprogramozott sejtek felhasznalasaval, akar személyre szabottan is lehet vizsgélni a

betegség hatterét és kialakulasat, valamint a lehetséges kezelését is (80,92).

1.4.2. Mdjiranyu 6ssejt-differencidcios eljardasok

A pluripotens sejtek korlatlan (az extraembrionalis szovetek kivételével)
differenciacios képességgel rendelkeznek. Ez in vivo teratoma képzéssel, in vitro pedig
spontan differenciacios vizsgalatokkal igazolhatd. Az utdbbi folyamat sordn a sejteket
pluripotens allapotban tarté kornyezet atalakitjuk, igy azok spontan mindharom csiravonal
sejtjeivé differencialodnak. A folyamat végére a spontan atalakulasnak koszonhetéen egy
teljesen vegyes sejtkultara alakul ki mindharom csiravonalhoz tartozo sejtekkel (7. abra)
(93). Ezzel szemben a pluripotens sejtekbdl lehet iranyitott differenciaciot is végezni, amely
soran ugy valtoztatjuk meg a kornyezetet, hogy egy adott csiravonalhoz tartozo sejtek
atalakulasanak kedvezzen, igy a kivant sejtek tobbségbe keriilnek kulturaban. A két modszer
Osszehasonlitasabol latszik, hogy a spontan differenciacids eljarasok kevésbé alkalmasak
egy adott sejttipus vizsgalatara, mert egy sejttipusbdl aranyaiban kevesebb képzédik. Az
irdnyitott differencicios eljarasok fejlesztésével elvileg azt is el lehet érni, hogy egyféle
sejttipust domindljon az adott csiravonalon beliil, igy specifikusabb vizsgalatokat lehet
végezni. Az elsé majiranya differenciacios vizsgalatok spontan differenciacion alapultak,
amelyet aztan hamar felvaltottak a bonyolultabb, de sokkal hatékonyabb iranyitott
differenciacios protokollok (93,94). A legtobb iranyitott differenciacios eljaras az adott sejt-

, vagy szdvettipus az egyedfejlodés soran végbemend kialakulasat igyekszik modellezni.
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7. abra A pluripotens dssejtekbdl torténd differenciacio két lehetséges modja. Spontan differenciacio
esetén az ossejtek pluripotens dallapotanak fenntartasahoz sziikséges koriilményeket megsziintetjiik,
amelynek hatasara a sejtekbol mindharom csiravonal sejtjei random keletkeznek. Iranyitott
differenciacio esetén a tenyésztési koriilményeket ugy valtoztatiuk, hogy a kivant csiravonal és
szovettipus sejtjei nagyobb ardnyban keletkezzenek, mint a tobbi csiravonal sejtjei.

Ez bar egyszerlien hangzik, azonban a legtobb esetben nem 4all elegendd informacid
rendelkezésre arrdl, hogy az emberben ez hogyan zajlik. A korai differenciacios eljarasok
ezért az allati embriogenezis vizsgalatai eredményeire hagyatkoztak. Az elsé iranyitott
majiranya differenciacios protokollok megalkotasdhoz a karmosbéka, zebrahal, csirke,
valamint az egér ¢és patkany modellek adtdk az alapot (95-98). Az ezeken alapulo
differenciacios eljarasok eredményeibdl az ismeretek beépiiltek a ma is hasznalatos
tobblépcsds iranyitott differenciacios eljarasokba. A protokollok zome ma ugyanazokra a
szakaszokra oszthato. Elsd 1épésként a pluripotens sejtekbdl definitiv endoderma-képzés
zajlik, majd kovetkezik a majiranyu elkotelezodés, korai majprogenitorok, vagy
hepatoblaszt formalasa, végiil az éretlen és az érett majsejt allapotokba torténd differencialas
kovetkezik. Az egyes stadiumokban a legtobb eljaras kiillonbozd ndvekedési faktorok és
kismolekulak kombinacioit hasznalja a differenciacio iranyitasara. Az endoderma formalas
elésegitésére gyakran alkalmaznak Activin A, bone morphogenetic protein 4 (BMP4) és
fibroblast growth factor 2 (FGF2) faktorokat. Az utobbi két komponens hasznalataval
torténik altalaban a majiranyt elkotelez6dés indukalasa is. A hepatocyte growth factor
(HGF) fehérjével zajlik a majsejtek kialakuldsdnak indukdldsa, amely utdn altaldban a
dexamethasone (DEX) gliikokortikoid és az oncostatin M (OSM) fehérje a leggyakrabban
hasznalt érést segité molekula. Ezen faktorok mellett a kiilonb6z6 szakaszokban még szamos
jelatviteli utat blokkolo, vagy serkentd kismolekula alkalmazasa is gyakori. A kisérletek
megismételhetdségének szempontjabol fontos olyan differenciacidos kdrnyezet kialakitasa,

amely nem tartalmaz idegen fajbdl szdrmazdé komponenseket. Ez az esetleges terapias
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felhasznalds miatt is fontos 1€pés, ezért egyre tobb kutatas foglalkozik ezzel a teriilettel
(91,99-102). Az eddig ismertetett 1épések és komponensek az embriogenezis soran lezajlo
rendkiviil komplex, tobb csiralemez ¢és fejlédod sejttipus altal kialakitott mikrokornyezet
valtozasokat, valamint kolcsonds egymasra hatasokat probaljak szimulalni (97,103). A
folyamat bonyolultsagara jellemz0, hogy ugyan a majsejt-szerii sejtek aranya jelentdsen
megnd a differencialtatott kulturakban, azonban azok érettsége sok szempontbol elmarad az
érett majsejtekhez képest (104,105). A majsejtek érésében, tgy ahogyan a mitkodésiikben
1s, kulcsszerepl6 lehet a haromdimenzios kornyezetiik, beleértve a kiillonbdzo sejt-sejt €s sejt
matrix kapcsolatokat is. Ebb6l a megfontolasbol az egyrétegii (monolayer) Ossejt-
differenciacios elrendezés helyett egyre jobban terjednek a haromdimenzids differenciacios
kornyezet megalkotasat szolgald probalkozasok. Ehhez gyakran hasznalnak kiilonféle
extracellularis matrixokat, 3D nyomtatott vazakat, vagy decellularizalt szerveket. A
kisérletek soran gyakran kevernek a differencialtatott sejtek kdz¢ mas sejttipusokat (endotél-
, s mezenchimalis sejteket), amelyekkel komplex organoidokat 1étrehozasat célozzak meg
(62,106-112). Tovabbi kutatasi iranyt jelent az epesavak alkalmazasa a keletkez6 majsejtek
érésének elGsegitésére, ugyanis kutatasok igazoljak, hogy a kiilonbozé epesavak (pl.
taurourszodeoxikolsav [TUDCA] el6segitik a majsejtek polarizacidjanak kialakulasat (113—
115).

1.4.3. Majiranyu ossejt-differenciacios markerek

Az Jssejteket és a beldliik keletkezd utodsejteket tobbféleképpen lehet jellemezni. A
morfolodgiai vizsgalatok dnmagukban nem elégségesek, ezért legtobbszor specifikus gének
kifejezddését szoktak vizsgalni mRNS, vagy fehérje szinten. A differencidcid soran a
pluripotencia markerek koziil a leggyakrabban a POU domain, class 5, transcription factor 1
(POUSF1) gén altal kodolt OCT4, valamint a SOX2 és a homeobox NANOG gének
kifejezddésének valtozasat (csokkenését) szoktdk kovetni. Az endoderma irdnyu
elkdtelez6dést az SRY-Box Transcription Factor 17 (SOX17) és a Goosecoid Homeobox
(GSC) gének kifejezddésének vizsgalataval lehet mar a primitiv endoderma allapottol a
definitiv endoderma allapotig kdvetni. A méjfejlédés korai szakaszaban megjelend gének
koziil a cadherin 1 és 2 (CDH1,2) a C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4), a forkhead
box protein A2 (FOXA2) és a GATA4 transzkripcios faktor kifejezodésének kovetése az
altalanos. A majfejlodés késdbbi szakaszainak jellemzésére tobb jol ismert majspecifikus
gén kifejez6désének a kovetése az elfogadott. Az egyik sarokpont a hepatocyte nuclear

factor 4-alpha (HNF4a, a tovabbiakban egyszeriien HNF4), amely egy transzkripcios faktor
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fehérje, és kulcsfontossagu szerepet tolt be mind a majfejlédés soran, mind az érett majsejtek
differencialt allapotanak fenntartasaban (116-118). Szintén az ebbe a csaladba tartozo6 HNF1
transzkripcids faktor vizsgélata is gyakori. A kiilonbozd sejtvazfehérjék kozott is vannak
olyanok, amelyek a kifejezetten majsejt, vagy epevezetéksejt specifikusak. Ezek koziil a
keratinok vizsgalata a legaltalanosabb. A majsejtek esetében a keratin 8 és 18 (KRTS, 18),
az epevezetéksejtek esetében pedig a KRT7, 17 és 19 kifejez0désének a kovetése az
altalanosan bevett gyakorlat. A majsejtekkel kapcsolatban a plazmafehérjék szintézisének
vizsgalata is elengedhetetlen. Az embrionalis majsejtek altal termelt AFP, valamint az
embrionalis majsejtek altal mar termelt, de féleg az érett majsejtekre jellemzd albumin
termelddésének kovetése kotelezonek tekinthetd a szakirodalomban (119,120). Az albumin
szintjét gyakran kvantitativan meghatarozzak a sejtek feliilisz6jabol is. Szintén gyakran
eldkeriilnek a mdjiranyl differencidcids vizsgédlatokban a méregtelenités fazis 1 és II
enzimrendszer tagjai. Elsésorban a CYP enzimek kifejezddését, ritkdbban az aktivitasat
vizsgédljadk mind az embriondlis majsejtekre jellemz6 CYP7A1, mind pedig az érett
majsejtekre jellemz6 CYP3A4 forma esetében. A GST enzimcsaldd tagjai képviselik
altaldban a II fazis enzimeit, példaul a GST kappa 1 enzim (GSTKI1). Gyakran eléforduld
markerek a szénhidrat haztartasban szerepet betolt6 fehérjék is, mint példaul a glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD), vagy a lactate dehydrogenase A (LDHA). Ehhez
kapcsolddoan a glikogén raktarozast periodic acid Schiff (PAS) festéssel szoktak ellendrizni,
valamint a lipidcseppek jelenlétét is vizsgaljak OilRedO festéssel. Az aminosav
anyagcserében szerepet betoltd enzimek koziil is szdmos fehérje kifejezédését vizsgaljak,
példaul a tyrosine aminotransferase (TAT), a tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO?2), vagy az
arginase (ARG1) amely az urea haztartasban is szerepet jatszik. Az urea termel6dését
altalaban a sejtek feliiliszojabol szoktdk meghatarozni, amibdl a sejtek funkciondlis
aktivitasara lehet kovetkeztetni. A felsorolasban szerepld markereket az foként az alabbi

publikaciok felhasznalasaval allitottam 6ssze (70,73,77,85,89,91,93,99,101-112,121-137).

A fentebbi felsorolasbol latszik, hogy a majsejtek mitkddésében betdltdtt fontos
szerepiik ellenére az ABC és mas transzporterek kifejez0désének vizsgalatara idaig nem,
vagy alig forditottak figyelmet a majiranyt differenciacié soran kapott sejtek jellemzésénél.

Az éltalunk vizsgélt markereket a 3. tablazat foglalja 6ssze (lasd késobb).
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2. CELKITUZESEK

1. Humén pluripotens 0Ossejtekbdl kiindulva tobbféle modszerrel lehet majiranyu
differencialast végezni. Egy kordbbi munkank soran feltartuk, hogy a kiilonb6zo
Ossejtvonalak esetében — eltérd differenciacios képességiik miatt — ugyanaz a
differencidciés modszer kiillonb6z6 hatasfokkal mikddik. A vizsgalt dssejtvonalak
koziil a HUES9 vonal bizonyult a legalkalmasabbnak a méjiranya differenciaciora
(138). Mostani egyik célunk ezért az volt, hogy az irodalomban fellelhetd
leghatékonyabban miik6dé eljarasok koziil kivalasztott protokollt hozzaigazitsuk az
altalunk hasznalt huméan embrionalis 6ssejtvonalhoz.

2. Célul thztiik ki tovabba, a differenciacios folyamat soran keletkezd sejtek részletes
jellemzését az irodalomban leggyakrabban alkalmazott morfologiai, génkifejezédési,
valamint funkcionalis tulajdonsdgok alapjan. Ezek mellett kiemelten kivantuk
vizsgalni a maj szamos funkciojaban kulcsfontossagl szereppel bird transzporterek
génkifejez0dését, valamint kitiintetett figyelmet kivantunk forditani tobb majmarker
fehérjeszintli kifejez0désének és sejtbéli lokalizacidjanak vizsgélatéra.

3. Tovébbi célunk volt a differencidcid soran keletkezd majsejt-szerli sejtek érésének
elosegitése. Megvizsgaltuk a két feddréteg kozotti, az Ugynevezett szendvics
tenyésztés; valamint egy epesav (TUDCA), illetve ezek kombinacidinak hatasat a
génkifejezddésre, és tobb membranfehérje elhelyezkedésére a keletkezd sejtekben.

4. Meg kivantuk vizsgélni az altalunk hasznalt mdjiranyu differencidcios modszer
alkalmazhatdsagat genetikailag modositott Ossejteken is. Ehhez olyan Sleeping
Beauty transzpozonos rendszerrel 1étrehozott stabilan kifejez6 HUES9 sejtvonalak
vad tipust ABCG2 fehérjét kodolo gént, vagy az ABCG2-nek az R482G, vagy a
K86M varidnsat fejezték ki.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A munkank soran hasznalt sejtvonalak tenyésztése
3.1.1. A human pluripotens ossejtek tenyésztése

A HUES9 human embrionalis éssejtvonalat a Harvard Egyetemrdl Douglas Melton
laboratoriumébdl kaptuk. A sejtvonal fenntartdsat egér embriondlis fibroblaszt sejteken
(MEF) (Merck Millipore) végeztiikk. A MEF sejtek osztodasat Mitomycin-C-vel (Sigma)
gatoltuk meg, majd 6 lyuku tenyésztdlemezre tettiik 4x10* sejt / cm? siirtiségben. Egy nap
elteltével tettiik a HUES9 sejteket a MEF sejtrétegre. A tenyésztd tapfolyadék 80%
Knockout Dulbecco Modified Eagle Medium — KO-DMEM-bél allt (Thermo Fisher),
amelyhez kiegészitoként 15% Knockout Serum Replacement —KO-SR (Thermo Fisher),
1 mM Glutamax-I (Thermo Fisher), 0,1 mM béta merkaptoetanol (Sigma), 1% nem-
esszencialis aminosav (NEAA) (Thermo Fisher), valamint 4 ng/ml human FGF2 (Thermo
Fisher) keriilt. A médiumot naponta cseréltiik. Az dssejteket minden masodik nap Gj MEF
sejtekkel fedett tenyésztélemezre tettiik Ggy, hogy 0,05% tripszin-EDTA (Thermo Fisher)
¢s KO-DMEM egy-egy aranyu keverékével enzimatikusan elvalasztottuk a két sejttipust

egymastol. A tenyésztés 37°C-on 5% COz jelenlétében, steril inkubatorban zajlott.
3.1.2. A HepG?2 sejtvonal tenyésztése

A HepG2 (HB-8065) sejtvonalat az ATCC-t6l vasaroltuk és DMEM/F12 (Thermo
Fisher) 1:1 aranyt tenyészOmédiumban tartottuk fent, amelyet 10% szarvasmarha
embrionalis szérummal (fetal bovine serum [FBS], Sigma), 200 mM L-glutaminnal (Thermo
Fisher), wvalamint 1% penicillin/sztreptomicin (Thermo Fisher) antibiotikummal
egészitettiink ki. A sejteket 25 cm?-es feliiletii tenyésztdedényekben tartottuk fent és 90%-
os feliilet bendvés esetén 0,1%-os tripszint (Thermo Fisher) hasznalva, 1:4 ardnyban higitva
tettik at a sejteket Uj edényre. A tenyésztés 37°C-on 5% CO: jelenlétében, steril
inkubatorban zajlott.

3.1.3. A HepaRG sejtek fenntartasa

A HepaRG sejteket a Biopredic International cég biztositotta szamunkra. Ezek a
sejtek huméan majtumor eredetiick és méj progenitor sejtekre jellemz0 karakterrel birnak. A
kereskedelmi forgalomban azonban csak a nem osztddo, végso differenciacios allapotban

1évo forma elérhetd. A munkénk sordn mi is ezt a format hasznaltuk és a Biopredic
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International altal kiildott anyagokat (sejtek, médiumok, tenyésztélemezek) a cég instrukcioi

szerint hasznaltuk.
3.1.4. A genetikailag modositott HUESY sejtek fenntartdsa és differencialtatasa

A munkank sordn hasznalunk Sleeping Beauty transzpozonos rendszerrel 1étrehozott,
genetikailag modositott HUES9 sejteket is. Az EGFP-t folyamatosan kifejez6 HUES9 sejtek
1étrehozasat az (139), a GFP-vel cimkézett vad tipusi ABCG2-t, vagy az ABCG2 R482G,
vagy K86M variansat kifejezé6 HUESO sejtek 1étrehozasat pedig a (92) kézlemény részletezi.
Ezen sejtvonalak tenyésztése ¢€s fenntartasa a 3.1.1.-es pontban leirtak szerint tortént, a

differencialtatasat pedig a 3.2.3. pontban leirtak szerint végeztiik.

3.2. Az embrionalis 6ssejtvonalak majiranyu differencialtatasa
3.2.1.Tenyészto edények befedése Matrigellel

Az 6ssejt-differenciacié megkezdése elétt a 12 lyukt lemez (Corning) és Zellkontakt
Matrigellel (Growth Factor Reduced Matrigel [GFR], BD Biosciences) vontuk be, majd 37
°C-on steril inkubatorban egy 6ran dermedni hagytuk, majd KO-DMEM tépfolyadékot

mértiink ra.
3.2.2 Az ossejtek elokészitése a differenciaciohoz

A MEF sejteken novesztett ssejteket steril Ca®*- és Mg?*-mentes Phosphate-
buffered saline-nal (PBS, Thermo Fisher) atmostuk, majd a sejtkapcsolatokat Accutas-zal
(Sigma) felbontottuk. Miutdn a sejtek elvaltak egymastol, feleslegben adott
tenyészomédiummal kozOmbositettik az Accutast. Ezutan a sejteket alacsony
fordulatszdmon (~70g) lecentrifugaltuk, majd centrifugacsé aljara tomorodott sejteket MEF
kondicionalt médiummal (80% KO-DMEM, 2 mM GlutaMAX (Thermo Fisher), 0,1 mM
béta merkaptoetanol, 4 ng/ml FGF2 (Thermo Fisher), 48 6raig MEF sejteken tartva, majd
0,4 um-es porusu szlirén atsziirve) felszuszpendaltuk, majd az eldzdleg Matrigellel fedett
tenyésztéedényekre iiltettiik ki 3x10° sejt / cm? siirtiségben. Az edényeket 10 percenként,
Osszesen 40 percig vizszintes és fliggdleges (x-y) iranyban tobbszor is megmozgattuk, a
sejtek egyenletesen kitapadasat eldsegitendd. Végiil mTeSR1 (Stem Cell Technologies)
tapfolyadékban 37°C-on 5% CO: jelenlétében, pluripotens allapotban ndvesztettiik a
sejteket.
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3.2.3. A majiranyu differenciacio lépései

Az Ossejtek altalaban 24-36 oOraval a kiiiltetés utdn érték el a differenciacio
elinditasahoz sziikséges ~90%-os feliilet benovési allapotot (0-2 nap). A differencidcios

protokoll (124,135) munkain alapul, amelyet tobb apré modositassal alkalmaztunk a HUES9

------

. Eretlen i
F)ssejt Definitiv M‘é!'-’ majszer( I,Erett ) (Szakasz)
allapot endoderma specifikalt (hepatoblaszt) méjszeri
I } } } } i
2 17 22 (Napok)
mTeSR1 RPMI1640 RPMI1640 RPMI1640 HCM (EGF mentes)
+inzulinmentes B27  + inzulinmentes B27 + B27 inzulinnal +OncostatinM  (Tapfolyadék)
+ Activin A +FGF2,BMP4 + HGF
Az elsé két napban
+ FGF2,BMP4

8. dbra A differenciacios folyamat vazlata az egyes szakaszok idétartamanak és az alkalmazott
tapfolyadékok dsszetételének feltiintetésével (88).

Elso 1épésként a definitiv endoderma allapot felé toltuk el a sejtek elkotelezodését, egy 5
napig tartd kétlépesds folyamatban (2-7 nap). Az elsé 1épcsében az mTeSR1 tapfolyadékot
Rosewell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Thermo Fisher) médiumra cseréltiik,
amely 2% inzulinmentes B27 (Thermo Fisher) 100 ng/ml Activin A, 10 ng/ml BMP4 és 20
ng/ml FGF2 (mindegyik Peprotech) kiegészitOket tartalmazott. Ebben a tapfolyadékban két
napig néttek a sejtek, majd a masodik Iépcsében elhagytuk a tapfolyadékbol a BMP4 és
FGF2 osszetevoket és tovabbi 3 napig tenyésztettiik a sejteket. A kovetkezd 1épésben a
keletkezett sejtek majiranyu specifikalasat végeztiik el, tigy, hogy a sejtek 5 napon keresztiil
RPMI médiumot kaptak 2% inzulinmentes B27-tel, 20 ng/ml BMP4-gyel, valamint 10 ng/ml
FGF2-vel (mindegyik Peprotech) kiegészitve (8-12 nap). A kovetkez6 5 napban (13-17 nap)
hepatoblaszt indukalasat végeztik RPMI alapti médiummal, amelyet 2%-0s inzulint is
tartalmaz6 B27-tel (Thermo Fisher), valamint 20 ng/ml huméan rekombinans HGF
(Peprotech) egészitettiink ki. A differenciacio utols6 szakaszaban a majsejtek érését
indukaltuk (18-22 nap) a tapfolyadék Hepatocyte Culture Media-ra cserélésével (HCM,
Lonza), amely tartalmazta a ’Singlequots’ dsszetevoket, kivéve az epidermal growth factor
(EGF) komponenst, valamint kiegészitettiik 20 ng/ml Oncostatin M-mel (Peprotech). A
differenciacio Osszes szakaszaban naponta cseréltiik a tapfolyadékot, és steril inkubatorban

37°C-on 5% CO> mellett tenyésztettiik a sejteket.
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3.2.4. Két fedoréteg kozotti (szendvics) tenyészetek készitése

A differenciacios folyamat 13. napjan, a hepatoblaszt indukalés kezdetén készitettiik
el a Matrigel és 1-es tipust kollagén szendvics tenyészeteket. A kivalasztott mintakrol a
lefedés el6tt eltavolitottuk a tapfolyadékot, majd vagy DMEM-ben oldott 1-es tipust
kollagént- (0,325 mg/ml, BD Biosciences), vagy DMEM/F12 médiumban oldott GFR-
Matrigelt (0,25 [SW], vagy 0,05 [SW 2] mg/ml) rétegeztiink a sejtekre. A kollagénnel fedett
mintékat 30 percig, a Matrigellel fedett mintakat pedig 45 percig hagytuk dermedni, steril
inkubétorban, 37 °C-on, majd ismét tenyésztéfolyadékot tettiink a sejtekre, és a

tovabbiakban ugyantgy kezeltiik, mint a nem lefedett mintakat.
3.2.5. Taurourszodeoxikolsav (TUDCA) kezelés

Az epesavak hatasat a majiranyu differencidcidra TUDCA kezeléssel vizsgaltuk. A
differencidcio utols6 48 orajaban (21-22 nap) a sejteken 1évé tapfolyadékhoz dimetil
szulfoxidban (DMSO, Sigma) oldott TUDCA-t (Sigma) adtunk 20 uM-0s

végkoncentracioban.

3.3. Sejtosztédasi vizsgalatok

A HUES9 sejtek és bel6liik differencialodott majsejtek (21-22. nap) egy napra
vetitett osztodasi kapacitasat Click-1T Plus EdU képalkoto kittel (Thermo Fisher) vizsgaltuk
a gyartd utasitasai szerint. A mintakrol ImageXpress Micro (Molecular Devices) high

content analysis berendezést hasznalva készitettiik a képeket és végeztiik el azok analizisét.

3.4. A differencialtatott sejtek funkcionalis vizsgalata
3.4.1. Urea és albumin mérés

A differencidcios folyamat egyes szakaszainak végén, 24 oraval az utolso
tapfolyadékcsere utan, feliilluszokat gylijtottiink a sejtekrél. A mintdkban meghataroztuk a
szekretalt human albumin, mennyiségét egy enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
alapti human albumin detektalasara alkalmas esszével (Assaypro) a gyartd utasitasai alapjan.
QuantiChrom DIUR-500 kitet (Gentaur) hasznalva, szintén a gyartd utasitasait kovetve.
Ezzel parhuzamosan meghataroztuk azon sejtmintak 0sszes fehérje tartalmat, amelyekrdl a
feliiluszokat gyljtottiik. Ehhez a sejtkulturakbol Laemmli-féle pufferel mintat vettiink, majd
Lowry-féle modszerrel meghataroztuk azok teljes fehérjetartalmat (140). A szekretalt
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albumin ¢€s urea mennyiségeket ezutan normalizadltuk az egyes mintdk teljes

fehérjetartalmara.

3.4.2. Az 5(6)-karboxi-2', 7"-diklorofluoreszcein diacetat (CDCFDA) kipumpdaldasanak

vizsgalata

CDCFDA (Thermo Fisher) jelolést végeztiink Zellkontakt képalkoté kamréan
szendvics kultiraban tenyésztett 22 napos (érett majszerti allapot) differencialtatott sejteken,
valamint HepG2 és HepaRG sejteken. A jelolés el6tt a sejtekrdl eltavolitottuk a tenyésztd
médiumot majd kétszer dtmostuk a mintakat 37°C-ra elomelegitett PBS-el. Ezutan 2uM
CDCFDA-t tartalmaz6 szérummentes médiumban 30 percig 37°C-on inkubaltuk, majd a
képalkotas eldtt ujbol kétszer atmostuk elémelegitett PBS-el a mintakat, és fenolvords
mentes széndioxid independens médiumban (Thermo Fisher) végeztiikk a méréseinket. A
képeinket Leica DM IL widefield fluoreszcens mikroszkopon készitettiik, HCX PL Fluotar
40x% (0.75) levegd immerzids objektivet hasznalva. A képek analiziséhez a Fiji programot

hasznaltuk.

3.5. Immuncitokémiai vizsgalatok

A munkank soran Zellkontakt képalkotd kamrakon differencidltatott sejtekbdl,
valamint HepG2 és HepaRG sejtekbdl készitett mintdkon végeztiink immunfluoreszcens
jeloléssel vizsgalatokat. A képalkotd kamrakat a 3.2.1.-es pontban leirtak szerint kezeltiik,
illetve a szendvics tenyészeteket a 3.2.4-es pontban leirtak szerint hoztuk létre. A
differenciacios folyamat minden szakaszanak végén 4%-0s PBS-ben oldott paraformaldehid
(PFA) oldattal, 15 percig szobahdmérsékleten fixaltuk a mintakat, majd jéghideg metanollal
15 percen keresztlil permeabilizaltuk a sejteket. Ezutdn haromszor atmostuk a sejteket
Dulbecco-féle foszfatpufferrel (DPBS), majd egy oran keresztiil blokkoltuk a mintaban
talalhatd ellenanyag-kotohelyeket komplett blokkold oldattal (2 mg/ml bovine serum
albumin (BSA), 1 % halzselatin, 0,1 % Triton X-100 (mind Sigma) és 5 % kecskeszérum
(Thermo Fisher) DPBS-ben oldva és pH 7,2-re beallitva). A kovetkez6 1épésben az egyes
mintdkat komplett blokkolé oldatban higitott elsddleges ellenanyaggal vagy
ellenanyagokkal (2. tablazat) egyiitt inkubaltuk 2 6ran keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt
kovetéen haromszor atmostuk a mintakat DPBS-el, majd a megfeleldé masodlagos
ellenanyagokat (2. tablazat) komplett blokkoloban oldva Gjabb 1 6rat inkubaltuk. Ezutan 1
orat mostuk a mintdkat DPBS-el 20 percenkét cserélve a folyadékot, majd 10 percig 1uM
DPBS-ben oldott 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) oldattal, szobahémérsékleten
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megfestettilk a sejtmagokat. Ujabb haromszori DPBS-el torténd mosas utdan Olympus
FV500-IX (Olympus), vagy Zeiss LSM710 konfokdlis lézer pasztazd mikroszkopos
rendszeren 60x (1,4) olaj-, vagy 20x (0,8) levegd immerzids objektivet hasznalva készitettiik

el a felvételeinket. A képek analiziséhez €s hamisszinezéséhez Fiji programot hasznaltunk.

2. tablazat Az immunfluoreszcens estésekhez hasznalt ellenanyagok  listdja
! . yag Yy
Elsddleges Gyarto / Biologiai eredet Hioitds Masodlagos ellenanyagok Hioitds
ellenanyag Katalogusszim / Klonalitas £ (ThermoFisher) £
anti GFP AVES /GFP-1020  |cSTke/ 1250  |AlexaFluor-488 jelolt anti-csirke IgY [1:250
poliklonalis
anti humén ABCG2 |BD Bioscience / 552823 |°&7/ 1250 |AlexaFluor-488 jelslt anti-egér IgG 1250
monoklonalis
anti humin AFP | Abcam/ ab3980 eger/ 1200 |AlexaFluor-488 jelslt anti-egér IgG  |1:250
monoklonalis
anti human Albumin |Abcam / ab10241 eger/ 1500 |AlexaFluor-488 jelolt anti-egér [eG  |1:250
monoklonalis
anti human Claudin 5 |Invitrogen / 35-2500 &7/ 1120 |AlexaFluor-594 jelolt anti-egér IgG  |1:250
monoklonalis
. nyal / A .
humén HNF4o,  |Al 237 1100  |AlexaFluor-594 jelolt anti-nyal I 12
anti human HNF4a bcam/ah92378 monoklonalis 00 exaFluor-594 jelolt anti-nyal IgG 50
anti human KRT18  |Abcam/ ah7797 eger/ 100 |AlexaFluor-488 jelolt anti-egér [eG  |1:250
monoklonalis
. nyul/ - -
humén KRT19  |Al 262 1250  |AlexaFluor-594 jelolt anti-nyl I 12
anti human 9 bcam/ ab52625 monoklonlis 50 exaFluor-594 jelolt anti-nyal IgG 50
anti human MRP2 ~ |Abcam/ ab3373 eger/ 120  |AlexaFluor-488 jelolt anti-egér [eG  |1:250
monoklonalis
anti human NTCP  |Abcam/ ab52625 nyul / poliklonalis (1:100 |AlexaFluor-594 jelolt anti-nyal [gG ~ [1:250
anti humén Occludin |Invitrogen/ 33-1500  |°&7/ 1200 |AlexaFluor-594 jelolt anti-egér [eG  |1:250
monoklonalis

3.6. Génkifejezodések vizsgalata kvantitativ valos ideji PCR-rel (QPCR)

A kiilonb6z6 mintakbol 1 ml TRIzol reagenst (Thermo Fisher) hasznalva teljes RNS-
t izolaltunk a gyarto utasitasai szerint. NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher)
altalunk izolalt RNS-ek mellett, kereskedelmi forgalomban kaphaté human embrionalis,
valamint feln6tt majmintakbol (Agilent) szarmaz6 RNS mintakat is felhasznalva, 1 pg teljes
RNS-bdl kiindulva SuperScript VILO kit (Thermo Fisher) felhaszndldsaval a gyartd
utasitasai szerint végeztiik a cDNS atirasat. A mintakat Debrecenben az UD-GenoMed Kft.
segitségével megfuttattuk egy altalunk tervezett és gyartatott 384 lyuktt TagMan Low-
Density Array (TLDA) kértyan (Thermo Fisher), ABI Prism 7900HT késziiléket €s TagMan
Fast Advanced Master Mix-et hasznalva a gyarté utasitasai szerint. A qPCR-ben alkalmazott
probék a 3. tablazatban talalhatoak. A gének kifejezOdését az 5 legstabilabban kifejez6d6
haztartasi gén atlagara normalizaltuk (141) (dCt modszer; dCtx = Ctx — Ctref.). A relativ
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génkifejezédési értékeket ddCt modszerrel, a szintvaltozasokat pedig a 299%™ képlettel
szamoltuk ki. A dCt értékeket felhasznalva fékomponens analizist (PCA), valamint
klaszteranalizist (unweighted pair group method with arithmetic mean [UPGMA]
algoritmus) végeztiink, (142) PAST szoftvert hasznalva (143). Az analizisekben két TLDA
futas atlaganak az eredményeit szerepeltetjiik. Minden TLDA futtatds két technikai
iIsmétléssel zajlott és futasonként két bioldgiai parhozamossal dolgoztunk. A CYP3A4
(assay ID: Hs00604506 ml) expresszios szintjeinek meghatdrozasa kiilon mérés soran
zajlott. Ebben az esetben egy TLDA futtatas tortént két bioldgiai parhuzamosbdl gytijtott
CDNS mintan. A kiértékelést a korabban leirt mdodszerek szerint végeztiik. Egyedi qPCR
méréseket is végeztink a HNF4, AFP, ALB, ABCG2, ABCBI11 és az RPLPO mRNS
szintjeinek meghatarozasara, ugyanazokat az probakat hasznalva, mint a TLDA kartyan (2.
tablazat, kivéve RPLPO: Hs99999902 ml). A futtatashoz StepOnePlus real-time PCR
rendszert (Life Technologies) és TagMan Fast Advanced Master Mixet (Thermo Fisher)

2-dCt

hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. A relativ mRNS szinteket a mobdszer szerint

szamoltuk az RPLPO-t bels6 kontrollként hasznalva.
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3. tablazat A qPCR reakciokban vizsgalt gének és az alkalmazott probak listdja

A vizsgalt
A vizsgalt Ig’fzsla’(::ez tartozé hivgaf:::ott A vizsgalt gének hi . gol neve Marker tipusa
neve
B2M-Hs00984230_m1 B2M beta-2-microglobulin haztartasi gén
ACTB-Hs01060665_g1 ACTB actin, beta haztartasi gén
GAPDH-Hs02786624_g1 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase haztartasi gén
TBP-Hs00427620_m1 TBP TATA box binding protein haztartasi gén
GUSB-Hs99999908_m1 GUSB glucuronidase, beta haztartasi gén
POLR2A-Hs01108284_g1 POLR2A |polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A, 220kDa haztartasi gén
PPIA-Hs04194521_s1 PPIA peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) haztartasi gén
GAPDH-Hs99999905_m1 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase haztartasi gén
RPLP0-Hs99999902_m1 RPLPO Ribosomal protein lateral stalk subunit PO haztartasi gén
S0X2-Hs01053049_s1 SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 Gssejt
NANOG-Hs02387400_g1 NANOG Nanog homeobox Ossejt
POU5F1-Hs00999632_g1 POU5F1 POU class 5 homeobox 1 Gssejt
SOX1-Hs01057642_s1 SOX1 SRY (sex determining region Y)-box 1 ektoderma
PPARA-Hs00947539_m1 PPARA peroxisome proliferator-activated receptor alpha mezoderma
T-Hs00610080_m1 T T, brachyury homolog (mouse) mezoderma
SO0X17-Hs00751752_s1 SOX17 SRY (sex determining region Y)-box 17 endoderma
CDH2-Hs00983056_m1 CDH2 cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) majprogenitor
CDH1-Hs01023894_m1 CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) korai maj
CXCR4-Hs00607978_s1 CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 korai maj
FOXA2-Hs00232764_m1 FOXA2 forkhead box A2 korai maj
GATA4-Hs00171403_m1 GATA4 GATA binding protein 4 korai maj
GSC-Hs00418279_m1 GSC goosecoid homeobox korai maj
KRT7-Hs00559840_m1 KRT?7 keratin 7 epevezetéksejt
KRT17-Hs01588578_m1 KRT17 keratin 17 epevezetéksejt
KRT19-Hs00761767_s1 KRT19 keratin 19 epevezetéksejt
ATP8B1-Hs00900656_m1 ATP8B1 ATPase, aminophospholipid transporter, class I, type 8B, member 1 majsejt
AFP-Hs00173490_m1 AFP alpha-fetoprotein majsejt
ALB-Hs00910225_m1 ALB albumin majsejt
ASGR1-Hs00155881_m1 ASGR1 asialoglycoprotein receptor 1 majsejt
CEBPA-Hs00269972_s1 CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha majsejt
CYP1A1-Hs01054797_g1 CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 majsejt
CYP3A7-Hs00426361_m1 CYP3A7 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 7 majsejt
CYP7A1-Hs00167982_m1 CYP7A1 |cytochrome P450, family 7, subfamily A, polypeptide 1 majsejt
G6PD-Hs00166169_m1 G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase majsejt
GSTK1-Hs01114170_m1 GSTK1 glutathione S-transferase kappa 1 majsejt
HNF1A-Hs00167041_m1 HNF1A HNF1 homeobox A majsejt
HNF4A-Hs00604435_m1 HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha majsejt
KRT8-Hs01630795_s1 KRT8 keratin 8 majsejt
KRT18-Hs01653110_s1 KRT18 keratin 18 majsejt
LDHA-Hs00855332_g1 LDHA lactate dehydrogenase A majsejt
SERPINA1-Hs01097800_m1 | SERPINA1l |serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, AAT), 1 majsejt
TAT-Hs00356930_m1 TAT tyrosine aminotransferase majsejt
TDO2-Hs00194611_m1 TDO2 tryptophan 2,3-dioxygenase majsejt
ARG1-Hs00968979_m1 ARG1 arginase 1 majsejt (urea)
CYP51A1-Hs01567880_g1 CYP51A1 [cytochrome P450, family 51, subfamily A, polypeptide 1 majsejt (urea)
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3. tablazat A qPCR reakciokban vizsgalt gének és az alkalmazott probak listaja (folytatas)

A vizsgalt
A vizsgilt afz:::ez tartozé hiv:fl'(‘::ott A vi alt gének hi gol neve Marker tipusa
neve

ABCA1-Hs01059103_m1 ABCA1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 ABC fehérje
ABCA2-Hs00242232_m1 ABCA2 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2 ABC fehérje
ABCA3-Hs00975530_m1 ABCA3 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 3 ABC fehérje
ABCA4-Hs00184367_m1 ABCA4 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4 ABC fehérje
ABCA6-Hs00365329_m1 ABCAG6 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6 ABC fehérje
ABCA7-Hs01105117_m1 ABCA7 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 7 ABC fehérje
ABCA8-Hs00992371_m1 ABCAS8 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8 ABC fehérje
ABCA9-Hs00329320_m1 ABCA9 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 9 ABC fehérje
ABCA10-Hs01107881_m1 ABCA10 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 10 ABC fehérje
ABCA12-Hs00292421_m1 ABCA12 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 12 ABC fehérje
ABCB1-Hs00184500_m1 ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 ABC fehérje
ABCB2;TAP1-Hs00388677_m1 ABCB2 transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) ABC fehérje
ABCB3;TAP2-Hs00241060_m1 ABCB3 transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) ABC fehérje
ABCB4-Hs00240956_m1 ABCB4 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 ABC fehérje
ABCB5-Hs02889060_m1 ABCB5 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 5 ABC fehérje
ABCB6-Hs01039213_m1 ABCB6 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 6 ABC fehérje
ABCB7-Hs00188776_m1 ABCB7 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 7 ABC fehérje
ASIC3;ABCB8-Hs00185159_m1 ABCBS8 acid-sensing (proton-gated) ion channel 3 (ABCB8) ABC fehérje
ABCB9-Hs00608640_m1 ABCB9 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 9 ABC fehérje
ABCB10-Hs00429240_m1 ABCB10 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 10 ABC fehérje
ABCB11-Hs00184824_m1 ABCB11 |ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 11 ABC fehérje
ABCC1-Hs00219905_m1 ABCC1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1 ABC fehérje
ABCC2-Hs00166123_m1 ABCC2 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2 ABC fehérje
ABCC3-Hs00358656_m1 ABCC3 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3 ABC fehérje
ABCC4-Hs00988717_m1 ABCC4 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 ABC fehérje
ABCC5-Hs00981087_m1 ABCC5 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5 ABC fehérje
ABCC6-Hs00184566_m1 ABCC6 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6 ABC fehérje
ABCC7;CFTR-Hs00357011_m1 ABCC7 cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (ABCC7) ABC fehérje
ABCC8-Hs01093761_m1 ABCCS8 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8 ABC fehérje
ABCC9-Hs00245832_m1 ABCC9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 ABC fehérje
ABCC10-Hs00375701_m1 ABCC10 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 10 ABC fehérje
ABCC11-Hs01090768_m1 ABCC11 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 11 ABC fehérje
ABCD1-Hs00163610_m1 ABCD1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1 ABC fehérje
ABCD2-Hs00193054_m1 ABCD2 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2 ABC fehérje
ABCD3-Hs00161065_m1 ABCD3 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 ABC fehérje
ABCD4-Hs00929495_m1 ABCD4 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 4 ABC fehérje
ABCG1-Hs00245154_m1 ABCG1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 ABC fehérje
ABCG2-Hs01053790_m1 ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 ABC fehérje
ABCG4-Hs00967540_m1 ABCG4 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 4 ABC fehérje
ABCG5-Hs00223686_m1 ABCG5 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5 ABC fehérje
ABCG8-Hs00223690_m1 ABCGS8 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 8 ABC fehérje
SLC10A1-Hs00161820_m1 SLC10A1 (solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter), member 1 SLC fehérje
SLC22A1-Hs00427552_m1 SLC22A1 (solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 1 SLC fehérje
SLC22A2-Hs01010723_m1 SLC22A2 (solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 2 SLC fehérje
SLC47A1-Hs00217320_m1 SLC47A1 (solute carrier family 47 (multidrug and toxin extrusion), member 1 SLC fehérje
SLCO1A2-Hs00366488_m1 SLCO1A2 |solute carrier organic anion transporter family, member 1A2 SLC fehérje
SLCO1B1-Hs00272374_m1 SLCO1B1 |solute carrier organic anion transporter family, member 1B1 SLC fehérje
SLCO1B3-Hs00251986_m1 SLCO1B3 [solute carrier organic anion transporter family, member 1B3 SLC fehérje
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Hatékony differenciacios protokoll beallitasa HUES9 dssejtekre

Munkénk elso 1épése a megfeleld differenciacids protokoll kivalasztasa volt. Korabbi
munkank soran hasznaltunk tobblépcsds, iranyitott differenciacids eljarasokat, amivel
sikeresen tudtunk madjirdnyt Ossejt-differenciaciot végezni HUES1 valamint HUES9
sejtvonalakon is (121,130,138). Ezek az eljarasok bar jol hasznalhatok voltak, azonban még
az els0 majiranyu differenciacios eljarasok kozott szerepelnek, €s a hatékonysaguk elmaradt
a késobb leirt eljarasokhoz képest. Ezekbdl a munkankbol kidertilt az is, hogy nem minden
embrionalis Ossejtvonal képes ugyanolyan hatékonysaggal madjiranyba differencialodni.
Esetiinkben a HUESO sejtvonalbol hatékonyabban lehetett majsejtszerti sejteket eldallitani,
mint a HUES1 sejtvonalbél (138). Az iPS sejtek megjelenésével valds igény formalodott
olyan differenciacios eljarasok megalkotasara, amelyekkel indukalt pluripotens sejteket is
hatékonyan lehet majiranyba differencidlni. Az els6 ilyen protokoll 2010-ben jelent meg €s
egy széles korben, ES és iPS pluripotens sejtvonalon is hatékonyan alkalmazhato eljarast

mutattak be a szerzok (9. abra) (135).

Ossejt Definitiv Maj- Eretlen Erett (Szakasz)
allapot endoderma specifikalt miéjsejtek majsejtek
L L L L L I
| 1 1 1 1 1
8 13 18 23 (Napok)
MEF CM RPMI + B27 RPMI + B27 RPMI + B27 HCM
+ Activin A + FGF-2, BMP-4 + HGF (20 ng/ml} + Oncostatin M : ;
(100ng/ml) (10 ng/ml, 20 ng/ml) (20 ng/ml) (Tapfolyadek)
4% 0, 20% O, 4% 0, 4% 0, 20% O, (Oxigenaltsag)

9. dbra A Si-Tayeb és munkatarsai dltal bemutatott differencidcios eljards dsszefoglalé dbrdja, az
egyes szakaszok idotartamanak, valamint az alkalmazott tapfolyadékok osszetételének és az
oxigénkornyezet feltiintetésével. A (135) alapjdn.

Ennek a protokollnak tovabbi elénye volt, hogy igyekeztek a nem jol definialt sszeteviket
kihagyni az eljarasbol (pl. szérumok), igy az ezek varianciqjabol szadrmazo
bizonytalansagokat el lehetett keriilni és a reprodukalhatosag is javult. Munkank korai
fazisaban mi is kiprobaltuk ezt a moddszert, azonban vegyes eredményeket kaptunk. Az
altalunk hatékonyabban differencialhatonak tartott HUES9 sejtekbdl kiindulva, a Si-Tayeb
¢s munkatarsai altal leirt eljarast kovetve tobbszor el sem jutottak a sejtek a differenciacios
folyamat végéig. M4ajspecifikalt allapotban, szinte csak fibroblaszt morfologiaval rendelkezd
sejtek maradtak a kultaraban, amelyek a kovetkezd szakaszban (hepatoblaszt formacid)

gyakorlatilag kivétel nélkiil elpusztultak (10. abra).
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10. abra Morfologiai valtozasok a HUESY dssejtvonal Si-Tayeb és munkatarsai eljardsa szerint
vegzett majiranyu differencidcioja soran. (1) HUES9 6ssejtek a differencialas 72 ordaval a Matrigelre
torténd kiiiltetés utan. (B) Endoderma dllapot. (C) Majspecifikalt allapot.

Kisérleteink alatt megfigyeltiik, hogy a HUES9Y sejtek a protokollt kdvetve (5-7 nap Gssejt
allapotban) talsdgosan hamar bendvik a tenyésztdedény feliiletét. A differenciaciod
kovetkezd 1épésében (endoderma formalas) az Activin A novekedési faktorral torténd
indukcié hatdsdra nagymértékii sejtpusztulas 1ép fel a tenyészetben, amelynek
kovetkezményeként az életben maradt sejtekbdl valdsziniileg csak csekély mértekli az
endodermalis irdnyultsagli sejtek szdma, inkabb mezenchimalis irdnya atalakuldson
keresztiilment sejtek uraljak a sejtkultirat. Ezekbol a fibroblasztszerii sejtekbdl a kapott
tapfolyadékok hatasdra nem keletkeztek majspecifikus sejtek és a tovabbiakban ujabb
sejtpusztulasi hullam kovetkezett be. Amikor lerdviditettiik az dssejt allapotban tartast két
napra a differenciacio hatékonyan végbement. Emellett a késObbiekben teljesen elhagytuk a
hypoxias tenyésztési koriillményeket és nem tapasztaltunk negativ hatast a differenciacio
folyamatara. Egy késobb megjelent cikkre tamaszkodva tobb olyan modositast is
végrehajtottunk a protokollban, amely tovdbb finomitotta és jobban definidlta a
differenciaciés folyamat Iépéseit, tovabb javitva a reprodukalhatosagot (124). Ezen
valtoztatasok koziil a legfontosabbak az alabbiak voltak: a definitiv endoderma képzésénél
ketté bontottuk ezt a szakaszt, €s az elsé két napban az Activin A mellett BMP4 és FGF2 is
keriilt a tapfolyadékba, valamint a teljes szakasz sordn inzulinmentes B27
szérumhelyettesitét hasznaltunk. A differencidci6 utols6 szakaszdban a HCM
tapfolyadékbol kihagytuk az EGF komponenst. Ezek mellett az inzulinmentes és az inzulint
tartalmazo B27 szérumhelyettesité komponenst is teljesen szintetikusra cseréltiik, amelyet a
(124) kozleményben megadott katalogusszamokon szereztiink be a gyartotol. Az fentebb
leirtak sordn alakult ki az a differenciaciés protokoll, amelyet a 3.2.1-3.2.3 fejezetekben és
a 9. abran részletesen bemutattunk. Az igy kialakitott eljarassal tobb izben végeztiink
HUES9 sejtekb6l majiranyu differencidciot és a kapott mintdkban kvantitativ  PCR
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modszerrel megvizsgaltuk szamos Kkitlintetett majmarker génkifejezédését (11. abra).

Harom biologiai parhuzamos eredményeibdl kiolvashato, hogy a HNF4, AFP és az ALB
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11. dbra Harom biologiai pdarhuzamosbol —szarmazo —érett mdjszerii  sejtek (22 nap)
génkifejezédésének oOsszehasonlitisa. Harom mdajmarker (4-C) és két ABC transzporter (D-E)
kifejezodesét vizsgaltuk qPCR technikaval. Az dssejt allapot a két napig Matrigelen tenyésztett
HUESY9 sejtekre vonatkozik. Az érett mdjszerii mintak hdrom biologiai parhozamosbol
differencialtatott sejteket jelolnek, valamint ésszehasonlitasként alacsony passzazsszamu HepG2
sejteket és felnott majbol szarmazo mintakat hasznaltunk. A hibasavok S.D.-t jelélnek hdarom
technikai ismétlés alapjan (n=3).

szintje is jelentdsen megemelkedett a kiindulasi &ssejt allapothoz képest, egymdashoz
viszonyitva viszont nem detektaltunk jelentés eltérést (11. abra A-C). Az ABCG2 és
ABCBI11 esetében a harombol két mintaban szintén megemelkedett a vizsgalt transzporterek
kifejezddését, és egymashoz viszonyitva szintén nem volt jelentds eltérés a szintjeik kdzott
(11. abra D-E). Egy minta esetében azonban nem tudtuk ezen gének kifejezOdését
detektalni. Az eredményeink alapjan elmondhaté, hogy az altalunk hasznalt eljarassal

jol reprodukalhatéan tudtunk majiranya 0Ossejt-differenciaciot végezni HUES9

sejtekbol.
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4.2. Morfologiai és sejtosztodasi vizsgalatok HUES9 sejtek majiranyu

differenciacidja soran.

A 12. abran egy Ossejt-differenciacid soran végbemend tipikus morfologiai valtozasokat

mutatjuk be.

12. abra Morfologiai valtozasok a HUESY dssejtvonal mdajiranyu differencidacioja soran. (A) HUESY
ossejtek a differencidlas 0. napjan MEF sejteken. (B) HUES9 bssejtek 24 oraval a Matrigelre torténd
kitiltetés utan. (C) Endoderma allapot (D) Majspecifikalt dllapot. (E) Eretlen mdjszerii dllapot. (F)
Erett mdjszerii dllapot. (G) Erett mdjszerii allapot nagyobb nagyitdssal. (H) Primer mdjsejtkultiira
(Cryopreserved Human Hepatocytes, Lonza).

A HUESQ sejtek - a human embrionalis dssejtekre jellemzé modon - kis csomokban nének
a MEF dajkasejtrétegen (12. abra A). A Matrigelre torténd kitiltetés utan 1 nappal altalaban
mar elérik a tenyészetek a differencialhatosag szempontjabdl optimalisnak tekintheté 90%-
0s konfluenciat (12. abra B), majd az endoderma iranyba torténd indukcié soran a
morfoldgia jelentésen megvaltozik. Ebben a szakaszban az is megfigyelhetd, hogy az

Activin A indukci6o kovetkeztében fellépd apoptézis miatt az elpusztult sejtek
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felhalmozddnak az €16 sejtek tetején (fényld kerek pottyok — 12. abra C). Az Activin A
novekedési faktor hatasara fellépd sejtpusztulas mar korabbrol ismert jelenség (144-146). A
differenciaci6 kovetkezd szakaszaiban a sejtek egyre inkabb a madjsejtekre jellemzo
morfoldgiai jegyeket mutatnak (12. abra D-F). A sejtek fokozatosan egyre szogletesebbek
lesznek, és a nagyobb nagyitasi képen a majsejtekre jellemzdé kétmagva sejteket is
megfigyelhetiink (12. abra G), valamint a sejtek morfologiaja a primer human majsejtekre
hasonlit (12. abra H). A két magvu sejtek mellett egy masik méajsejtekre jellemzd sajatossag,
hogy nagyon ritkan osztédnak, az életidejiik in vivo 5-6 hoénap. Hogy ellendrizziik a
2'-deoxyuridine (EdU), egy timidin-analog DNS-be torténd beépiilésén keresztiil vizsgaltuk
a sejtek osztodasat. Az EAU vegyiiletet a differencidcios folyamat utolsé 24 o6rajaban (a 21.
napon) a tenyésztdmédiumban adtuk a sejtekhez, igy azok a sejtosztdédas sordn képesek
voltak beépiteni az Gjonnan szintetizalodo DNS-iikbe. Az EdU-hoz kovalensen AlexaFluor
festéket lehet kotni egy réz katalizalta alkin-azid reakcié keretében, amelynek
eredményeként lathatova valik az ujonnan szintetizalodott DNS. A sejtmagok és az ijonnan
szintetizalodott DNS egylittes vizualizacidja esetén lehetdség nyilik az osztodott sejtek

szamszerUsitésére is (13. abra).
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Hoechst EdU egyesitett

>

allapot

Ossejt

Erett majszeri

ya

13. dabra Sejtosztodasi vizsgalatok HUESY dssejteken és a beldliik differencialtatott érett mdjszerii
sejteken. Az A soron a HUES9 sejtek, mig a B soron a differencidaltatott majsejtszerii sejtek
lathatoak. Sorrendben a Hoechst festékkel festett sejtmagok, a 24 oran beliil osztodott EdU pozitiv
sejtmagok és az egyesitett abrdk lathatoak. A B sor esetében az egyesitett abran a sdarga csillagok a
EdU pozitiv sejtmagokat, mig a nyilak a kétmagvii sejteket jelolik. A mérce 25 um-t jelol (88).

Eredményeink azt mutatjak, hogy az dssejtek esetében még 100%-os volt az atfedés a
sejtmagfestés és az EAU pozitiv sejtmagok kozott, tehat mindegyik sejt osztodott legalabb
egyszer 24 ora alatt, addig a keletkezett majsejtszerti sejtek esetében mar csak a magok 7.15
+ 4.5%-a mutatkozott EAU pozitivnak. A majsejtszerli sejtek esetében konkrét sejtosztodasi
aranyt azért nem lehet meghatarozni, mert a tenyészetben vegyesen, valtozd aranyban
vannak jelen egy ¢és két sejtmaggal rendelkez6 sejtek (13. abra B). A morfolégiai és
sejtosztodasi vizsgalatok eredményei egyiittesen azt jelzik, hogy a differenciacios
folyamat soran a sejtek fokozatosan egyre jobban hasonlitanak a primer majsejt

tenyészetekhez és differencialt, majsejtekre jellemzo allapotban vannak.
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4.3. Funkcionalis mérések és majspecifikus markerek kifejez6désének vizsgalata

ooooo

4.3.1. Tenyésztomédiumba kivalasztott human albumin és urea meghatarozasa

A morfologiai és sejtosztodasi vizsgalatok mellett fontosnak tartottuk a méjra
jellemz6é szekrétumok jelenlétének vizsgalatait a tapfolyadékban, amelybdl a sejtek

funkcionalis aktivitasara lehet kovetkeztetni. Ebbdl a célbol a pluripotens sejtek in vitro

.....

crer

korabban a legtobb tanulmanyban alkalmazott majsejt-modell sejtvonalat, a HepG2-t,
valamint az utobbi években egyre szélesebb korben alkalmazott HepaRG sejteket
hasznaltunk. A humén albumint legkorabban az endodermalis &llapotban detektaltuk,
azonban a differenciacié elérehaladtaval lényegesen magasabb értékeket mértiink (14.

abra). A legmagasabb koncentraciokat a differenciacié utolso két szakaszaban detektaltuk,
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14. abra Albumin és urea szekrécioja a tapfolyadékba a differencidacio sordan. Az egyes mintakhoz
tartozo koncentraciokat a mintakban mért teljes fehérjetartalomra normalizaltuk. A hibasdvok

S.E.M.-et jelsinek (n=4) (88).
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¢és ezek az értékek joval magasabbak voltak, mint amiket a kontroll sejtek esetében talaltunk.
szamottevd emelkedést tapasztaltunk az éretlen méajszerti stddiumban, majd a differenciacio
utolsé stadiumaban mértiik a legmagasabb koncentraciot (14. abra). Az utobbi érték,
ahogyan az albumin esetében is, meghaladta a kontroll sejtek esetében mért koncentraciokat.
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy mind az albumin, mind az urea kivalasztés alapjan
a differencialddott sejtek majsejtekre jellemzo karakterrel rendelkeznek. Eredményeink
osszhangban vannak az irodalomban talalhaté megfigyelésekkel, teljesitve a majiranyu
differenciacio sikerességére vonatkozo széles korben elfogadott Kkritériumokat.
Erdemes megjegyezni, hogy a HepG2 sejtvonal esetében nem termelddott detektalhatd
HepaRG és a HepG2 sejtek kozott. Ennek egyik lehetséges oka az lehet, hogy a HepG2
sejtek a tenyésztés folyaman elvesztették az albumintermelési képességiiket. Ezt vizsgalva
megmértiink olyan HepG2 sejtekr6l szarmazo feliiliszokat, amelyeket éppen csak
tenyésztésbe vontuk (p < 5), illetve hosszabb ideje tenyésztett (p > 25) sejtekrdl szarmazokat
is (15. abra). Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a rovid ideig tenyésztett sejtek még

. L o 15. abra Albumin és urea szintek
Albumin szekrécio Urea szekrécio valtozdsai a kiilonbéz6

madjmodellsejtek  esetében. A
feliiluszokat 24  oraval a
médiumcsere utan  gyujtottiik
HepaRG  sejtekrol, valamint,
magas passzazsu (HepG2-MP; p
> 25), és alacsony passzdzsi
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& Q Q & Q Q n.un’ta'kban mért teljes
& 4 & & o) & fehérjetartalomra

¥ Qg’Q(, Qg,Q & Q&Q(’ QPQ normalizaltuk. A hibasavok a

S.E.M.-et jelolik (n=3) (88).

crer

viszont nem talaltunk kiilonbséget a HepG2 sejtek kozott. Ebbol arra lehet kovetkeztetni,
hogy a tenyészés hatasara bizonyos tulajdonsagokat szelektiven elveszitenek a HepG2
sejtek, feltehetoen a rakos eredet miatt nem stabil a genetikai allomanyuk

kovetkeztében.
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4.3.2.  Kiilonbozé6  madjspecifikus  markerek  kifejezodésének  vizsgdlata
immunfluoreszcens jeloléssel.

A feliiliszobol torténd funkcionalis vizsgalatok mellett specifikus méajmarkerek
fehérje szintl kifejez0dését és sejten beliili elhelyezkedését is meg kivantuk vizsgalni. Ehhez
immunfluoreszcens jeloléssel kivalasztottunk 6t majspecifikus markert. Megvizsgaltuk a
HNF4 nuklearis receptorfehérje kifejezodését és azt tapasztaltuk, hogy Ossejt allapotban a
sejtekben nem fejezddik ki a HNF4, azonban a majspecifikalt allapottol kezdve ki tudtuk
mutatni a fehérje jelenlétét és egészen a differencidcid végéig tudtuk detektalni a
mintainkban (16. 4bra A-D). A HNF4 sejten beliili elhelyezkedésérdl megallapithato volt,
hogy a vartnak megfeleléen a magban lokalizdlodott. A HNF4 fehérjével egyiitt az alfa
fotalis fehérje (AFP) kifejezodését is vizsgaltuk (16. abra A-D). A termelddése a HNF4-hez
hasonl6 médon mar a majfejlodés korai szakaszaban megfigyelhetd, emiatt elsésorban
embrionalis mdajmarkerként tekinthetiink az AFP-re, amely a HNF4 kifejez6déséhez

Eretlen majszerii  Erett majszerii

Osseijt allapot Majspecifikalt

L]

16. abra Mdjspecifikus markerek kifejezédésének vizsgalata a differencidcio soran immunfluoreszcens
jeloléssel és konfokdlis mikroszkopiaval. Az differenciacio szakaszai a képoszlopok folott talalhatoak,
mig a vizsgalt markerek soronként valtoznak. Az elsd sorban (A-D panel) a HNF4a (z6ld) és az AFP
(piros), a masodik sorban (E-H) az albumin (z6ld), mig a harmadik sorban (I-L) a KRTI18 (zéld) és a
KRT19 (piros) lokalizaciojat lathatjuk. A sejtmagokat minden esetben sziirke szinnel jeloltiik. A mérce
50 um-t jelol (88).
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hasonléan 0ssejt allapotban nem fejezddik ki a mintainkban (16. abra A-D). A
differenciacio késobbi szakaszaiban folyamatosan tudtuk detektalni a fehérje jelenlétét a
sejtplazmaban. A HNF4 ¢és az AFP jelenléte a mintdinkban a sejtek majirdnyt
elkotelezddését jelzi. Az albumin fehérje termelddését a szekrécids mérések mellett az
immunfluoreszcens vizsgéalatok is megerdsitettek (16. abra E-H). A fehérje
elhelyezkedésérdl megallapithato, hogy a citoplazmaban talalhato és a differencidcié végén
szekrécios vezikuldknak tiind képletekben nagy mennyiségben halmozodik fel, amely
O0sszhangban van a szekrécios mérések eredményeivel. Megvizsgaltuk két vazfehérje, a
majsejtekre jellemzéd KRT18 és az epevezetéksejtekre jellemzd KRT19 kifejezddését (16.
abra I-L). A korabban vizsgalt markerekkel megegyezden az Ossejt allapotban itt sem
detektaltuk ezen fehérjék kifejezddését. A késobbi differenciacids szakaszokban azonban
fokozatosan egyre kifejezettebb lett mindkét fehérje jelenléte. Elhelyezkedésiiket a vartnak
megfelelden haldzatos forméaban észleltiik. Fontos megjegyezni, hogy a differenciacio
utolsd, érett majszeri szakaszaban a sejtek jelentds részére jellemzo volt, hogy dupla
pozitivitast mutattak. Ez az eredmény, valamint az, hogy az embrionalis majsejtekre
jellemzé AFP Kkifejezodése nem csokkent ebben a stidiumban azt jelentheti, hogy a
vannak a sejtek. A majsejtekre és az epevezetéksejtekre jellemzo keratinok egyiittes
kifejezése miatt elképzelheté, hogy bipotens progenitor stadiumban lehetnek a sejtek,

amelyekbdl maj- és epevezetéksejtek még egyarant keletkezhetnek.
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4.4. A differenciacio soran keletkez6 majsejtek érésének elosegitése a tenyésztési

koriilmények megvaltoztatasaval

A munkank egyik célja volt, hogy a differenciacié soran keletkezd sejtek érését a
lehetd legjobban eldsegitsiik, ugyanis tobbek kozott a farmakologiai vizsgalatok soran ez
kiemelt jelentoséggel bir. E célbol két Gjabb modositast alkalmaztunk a differenciacios
protokollunkban, amelyek koziil az egyik az tgynevezett szendvics tenyészetek (SW)
készitése, a masik pedig a TUDCA  kezelés volt (17.  abra).

) Eretlen
Osse.t . el 25 ,. - =
' j Definitiv Mé! ’ majszer( I’E.rett ) (szakas2)
allapot endoderma specifikalt (hepatoblaszt) majszerd
L [l [l [l [ [l [l [
n n n n n 1
0 2 7 12 T~ 17 ~7 22 (Napok)
A13. napon Matrigél, Az utolsé két napon (Opcionalis
vagy 1-es tipust TUDCA kezelés kezelések)

kollagén szendvics

17. abra A differenciacios folyamat és a kiegészito kezelések bemutato sematikus dabra. A kiilonbozo
szendvics tenyészetek kialakitasa 13. napon tértént, mig a TUDCA kezelés a 20. napon kezdodott
(88).

Korabban tobb kutatocsoporttal egyiitt kimutattuk, hogy a haromdimenzios koriilményeknek
az ugynevezett szendvics tenyészeteknek pozitiv hatdsa lehet a majirdnyu differenciaciora
(107-111,147). Azt is igazoltak, hogy a szendvics tenyészetek pozitiv hatastak a
sejtpolarizaciora, és egyes fehérjék lokalizacidjat is megvaltoztathatjadk patkdny és human
primer majsejtek esetében (148,149). Az epesokkal kapcsolatban korabbi kutatasok
kimutattdk, hogy megemelhetik egyes majspecifikus membrantranszporterek szintjét,
valamint elésegithetik azok megfeleld lokalizaciojat (113-115). Kisérleteinkben korabbi
eredményeink alapjan 10 napos szendvics tenyészetben (SW) torténd differencialtatast,
valamint az utols6 két napban TUDCA kezelést alkalmaztuk (115,147). Utobbit kiilonb6z6
kolesztatikus majmegbetegedések soran kezelésként is szoktak alkalmazni. A tovabbiakban
a kiilonb6z6 differencidcios protokollokkal l1étrehozott majsejtek 0sszehasonlitd elemzését

mutatom be.
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4.5. A HUESY ossejtek és a majiranyu differenciacio soran keletkezo sejtek
génkifejezodésének részletes vizsgalata TLDA-val, és 0Osszehasonlitasa

kiilonb6z06 kontroll mintakkal

A munkank sordan a lehetd legrészletesebb képet szerettiink volna kapni a
differencidcio6 soran a lezajlé majspecifikus génkifejezddési valtozasokrol, viszont ehhez a
vizsgalataink kezdetekor nem 4&llt rendelkezéslinkre olyan eszkoz, amellyel nagy
ateresztoképességgel, specifikusan a majiranyu Ossejt-differenciaciot lehetett volna
vizsgalni. Ebb6l a célbdl terveztiink egy olyan 384 lyuki TagMan Low-Density array-t
(TLDA), amellyel qPCR reakcioban egyszerre tobb mintabol nagy érzékenységgel és
pontossaggal meg tudtuk hatarozni a kivalasztott gének kifejezodését. A TLDA kartyan
szerepld probdk egy részét olyan génekhez valogattuk ki, amelyeket az irodalomban
korabban mar referenciaként hasznaltak majiranyl Ossejt-differencidcié soran. A probak
masik részét specifikusan az irodalomban eddig nem, vagy csak feliiletesen vizsgalt ABC-
transzporterekre és mas fontos majtranszporterekre tervezve valasztottuk ki. A kartyankon a
génkifejez0dések normalizalasanak céljabol 8 haztartasi gén szerepelt, emellett 36
kiilonb6z6 csiravonal és majmarker (3 6ssejt, 1-1 ekto- és endoderma, 2 mezoderma, 6 korai
maj, 3 epevezetéksejt, 20 majsejt), valamint 47 membran transzporter, koztiik 40 ABC
fehérjét kodolod génre specifikus proba kapott helyet (3.6.; 3. tablazat). A mesterséges
termékek, valamint a bioldgiai kiilonbségek okozta eltérések kisziirése miatt a TLDA
futasok soran a két technikai parhuzamos mellett két bioldgiai parhuzamossal dolgoztunk és
a kapott eredmények atlagat vettiik az analizisiink alapjaul. A vizsgalt mintaink
kivalasztasanal szempontunk volt, hogy a Ilehetdé legszélesebb spektrumot tudjuk
megvizsgalni az dssejt allapottol kezdve az érett majsejtekig. A HUESO sejtekbdl két eltérd
tenyésztési format is megvizsgaltunk, a majirany dssejt-differenciacio kiindulasi pontjat
ad6 Matrigel rétegen 1évo, valamint az aranysztenderdnek tekintett MEF sejtrétegen n6vo
sejtek génkifejezddését is megvizsgaltuk. A majmodell sejtvonal kontrollok csoportjaban a
terminalisan differencialt HepaRG sejtek mellett két HepG2 mintat is vizsgaltunk. Ahogyan
azt korabban bemutattuk (15. abra) a HepG2 sejtvonal hossziatavon nem feltétleniil bir stabil
genetikai allomannyal, ezért alacsony (AP; p <5), és magas (MP; p >25) passzazsszamu
tenyészetbdl szarmazd mintat is megvizsgaltunk. A majmodell sejtvonalak mellett human

embrionalis, valamint felndtt majakbol gytijtott RNS mintakat is hasznaltunk.
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Normalizalt (dCt) génkifejezodési értékek alapjan hierarchikus klaszteranalizist

végeztiink. Ennek alapjan két nagyobb csoport kiilonithetd el a mintaink kozott (18. abra).

HepG2-M.P.

— _: Ossejt allapot (MEF)
Osseijt allapot (Matrigel)

Definitiv endoderma

Majspecifikalt

Eretlen méjszer(;
Erett majszer(
Erett majszerd +SW
= — Erett majszer(i +TUDCA

Erett majszer(i +SW +TUDCA

HepG2-A.P.
HepaRG

Embrionalis maj

Felnétt maj

18. d@bra A kiilonbozo mintak csoportosulasa hierarchikus klaszteranalizis utan. A TLDA mérések
adataibol szamitott dCt értékek alapjan UPGMA algoritmussal készitettiik a dendrogrammot.
Roviditések az dbran: MEF = egér embriondlis fibroblaszt; SW = szendvics tenyészet; TUDCA,
taurourszodeoxikolsav; A.P. = alacsony passzdzs szamu; M.P. = magas passzazs szamui (88)

Az elsé ilyen csoportba tartoznak az dssejt allapotot reprezentald mintak, valamint a beldliik
szarmazo definitiv endoderma. Meglepd modon ehhez a csoporthoz sorolodik a magas
passzazsszammal rendelkezé HepG2 minta. A masodik nagy csoport feloszthatd két kisebb
klaszterre. Az egyikbe a majspecifikalt allapottol kezdddden a differenciacid tobbi mintaja
tartozik, a masikba pedig a HepaRG sejtek, valamint az embrionalis €s a feln6tt maj tartozik.
A két kisebb klaszter kozé beékelddve taldlhatd az alacsony passzazsszamu HepG2 minta.
A klaszteranalizis eredményeként kirajzolddd agak és csoportok alapjan megallapithato,
hogy az Ossejt-differenciacio soran a keletkezd sejtek egyre kozelebb keriilnek a felndtt
majsejteket génkifejezddési profiljdhoz. A kiilonb6zd passzdzsszami HepG2 sejtek
drasztikus elkiiloniilése arra utal, hogy a sejtek a tenyésztésben eltoltott id6 alatt nagy
mértékben szenvednek el olyan valtozasokat, amelyek drasztikusan véltoztatjdk meg a

génkifejez0dési mintazatukat, igy az egyre kevésbé hasonlit a majsejtekére.

A globalis attekintés mellett elkészitettiik az adott mintakra jellemzdé expresszios
profilokat, amelyeket egy hotérképben Osszegeztiink a 279¢ értékeket szinkodolva (19.

abra). A hétérkép segitségével részletesebben lehet tanulmanyozni a differenciacio soran
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végbemend génkifejezddési valtozasokat, valamint a fel lehet tarni a fobb kiilonbségeket a
kontroll mintakhoz képest (19. abra). A normalizalt (dCt) értékeken tal a génkifejez6dések
relativ szintvaltozasait is kiszamitottuk ddCt modszerrel. Ahol lehetett az érett méjszerii
allapotot vettiikk viszonyitasi alapként, ahol pedig ezt nem tudtuk megtenni, ott az adott
génhez tartozo legrelevansabb mintat hasznaltuk referenciaként. A kapott eredményeket a 4.

2-ddCt

tablazatban foglaltuk 6ssze, ahol a értekek vannak feltiintetve.
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19. abra Az mRNS
alapu
genkifejezodések
hotérképes
osszehasonlitasa
kiilonbozé
differencidacios
szakaszokbol
szarmazo  mintak,
valamint  kontroll
mintak kozott. A
vizsgalt gének az y
tengelyen, mig a
kiilonb6z6  mintak
az x tengely mentén
vannak feltiintetve.
A hotérkeép
szinkodjai  az ot
legstabilabban
kifejezodo
referencia gén
atlagara  torténd
relativ kifejezodési
szinteket jeloli (2-
dCt), a piros-
magastol, a sdarga -
kozepesen —at a
zold- alacsonyig. A
vizsgalt gének
melletti szinkodok a
kiilonbozé
csoportba  tartozo
géneket jeloli:
piros -
pluripotencia, zold
- csiravonal,
sotétkék — korali
mdj,  sarga = —
epevezetéksejt,
barna — madjsejt;
kék — ABC fehérje,
magenta — SLC
fehérje (88).



4. tablazat A relativ génkifejezédési szintvaltozasok (fold change, 279 tdblizatos
osszefoglaldsa. A sarga kiemelések azokat a mintakat jelolik, amelyre a relativ értékeket
szamitottuk. Pirossal a jelentésebb génkifejezddési emelkedéseket jeloltiik SW, vagy TUDCA
kezelés hatdasdara. N.D.= nem mérhetd (88).

- - a3
2 |.ol.3| § § |4 S48 2
Y 8c|3% |28 8 |s8| 8 (&, |.8(88 3|3, 2
§ (=5 sE(28| 1 |3 g |EE|BE|EE| &8 | § | €% &
g (5538|238 § |&% §° 8|3z 8| £ |§°| 2
x ~ [ ﬁ .l b - 0 = ] 2
e = -l [ +
i 2 3 41 ] 6 7 8 9 10 11 12 i3 14
Sssejt SOoX2 N.D. 20.7 31.9 5.4 0.4 0.1 1 0.2 0.2 0.4 0 0 N.D. N.D
Sssejt NANOG 0.1 92.3 73.3 18.7 2.5 1.9 1 1.6 2.1 3 1.7 4.7 3.7 3.6
Ossejt POUSFL 1.1 552.5 | 337.7 | 114.8 6.6 1.5 1 2.8 2.6 0.9 1.7 1.7 1.3 1.1
ektoderma SOX1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D
mezoderma PPARA 0.6 0.1 0 0.1 0.4 1.2 1 1.1 1.5 1.5 3.2 6.3 4.3 8.5
mezoderma T N.D. 1 0.3 0.1 0.1 N.D. N.D. N.D. 0 0.4 N.D. N.D N.D. N.D
endoderma SOX17 0.2 102 | 17 | 459 | 61 1.2 1 0.6 |N200N| os N.D. | N.D 0.6 0.6
majprogenitor CDH2 0.1 0.4 0.3 1 1 1.4 1 0.8 0.5 1 0.4 0.3 0.3 0.4
korai maj CDH1 0 0.3 0.3 0.1 0.3 0.5 1 1.1 0.8 0.6 0.1 0.1 0.8 0.7
korai maj CXCR4 10.9 3.7 1 99.8 3.7 0.7 1 0.7 0.5 0.4 0.2 N.D 1.6 2.9
korai maj FOXA2 N.D. 0.5 0.2 2.1 1.4 1 1 0.8 0.4 1.2 3.2 0.7 0.4 0.9
korai maj GATA4 N.D. 0.2 0.3 2.9 3.7 1 1 0.7 1 0.9 1.1 0.8 1 1
korai maj GSC N.D. 1 0.5 44 N.D. N.D. N.D. 0 N.D N.D N.D. 0.1 N.D N.D
epevezetéksejt KRT? 0.9 0 0 [ 0.2 0.9 1 2.1 1.5 0.9 N.D N.D. [ 0.2
epevezetéksejt KRT17 105.5 2 N.D. N.D. 5 N.D. N.D. 1 1 N.D N.D. 0.5 1 0.5
epevezetéksejt KRT19 [¢] 0.1 0.2 0.6 4 1.1 1 0.7 0.6 0.6 0.2 0.6 0 0
majsejt ATPSB1 0.1 0.1 0 0.4 0.1 0.3 1 0.6 0.5 0.4 2.7 1 0.4 4.4
majsejt AFP N.D. N.D. 0 0 0.3 1 1 0.8 0.9 1.6 1.5 0 1.2 0
majsejt ALB 0 N.D. N.D. N.D. 0 0.1 1 0.8 0.5 1.2 11.9 453 [ 159.2 | 88.9
majsejt ASGR1 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.3 0.4 1 0.6 1.8 1.2 72.1 6.5 19.9 63.2
majsejt CEBPA 0.1 0 0.1 0.1 3.2 2.5 1 0.9 1.1 1.7 2.3 1.7 7.3 9.3
majsejt CYP1A1 0.6 N.D. N.D. N.D. 1.2 3.8 1 1 1.8 4.1 10 0.2 5.1
majsejt CYP3A7 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.3 1 0.4 0.4 0.2 0.6 220.5 | 15.4
majsejt CYPZA1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1.7 N.D. 1
majsejt G6PD 3 0.8 0.7 0.5 0.8 0.8 1 1 1 0.9 3.3 24.6 1.1 0.4
majsejt GSTK1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.3 0.7 1 0.9 0.5 1 0.4 2.4 1.1 2.5
majsejt HNF1A N.D. N.D. N.D. 0 0.9 0.9 1 0.8 0.5 0.9 5.2 3.5 2.4 3.4
majsejt HNF4A 0 0.1 0.1 1.1 2.3 1.4 1 0.8 0.5 0.7 2.1 4.1 2.2 5
majsejt KRTS 0.3 0.8 0.8 0.8 0.5 0.8 1 0.9 0.6 0.7 2.2 1.1 0.6 2.2
majsejt KRT18 0.6 0.5 0.6 0.5 0.3 0.6 1 1.1 0.6 0.9 1.2 0.5 0.2 0.5
majsejt LDHA 7.1 1.7 1.7 1.3 0.6 0.5 1 0.9 0.6 0.9 27.2 4.2 1.8 7.9
majsejt SERPINA1 N.D. 0 0 N.D. 0.1 0.6 1 0.5 0.5 1.3 4.4 10.6 12.1 26.1
majsejt TAT N.D. 0 N.D. N.D. 0 N.D. N.D. 0 N.D. N.D. 0.2 0.4 1 64.4
majsejt TDO2 N.D. N.D. N.D. N.D. 1.1 0.9 1 0.7 0.7 2.4 N.D. 17.8 10.1 84.5
majsejt (urea) ARG1 N.D. 0 N.D. 0 0 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D 0 0 1 1.1
majsejt (urea) CYP51A1 0.6 0.5 0.4 0.4 0.3 0.7 1 1.1 1.5 1.3 5.4 4.3 4.5 4
ABC fehérje ABCA1L 0 o 0 0.9 0.7 0.7 1 0.9 0.5 1.1 0.3 0.9 0.7 1.5
ABC fehérje ABCA2 3.3 0.1 0.2 0.4 0.4 0.6 1 0.6 1.6 0.9 3.2 5.2 0.5 6.1
ABC fehérje ABCA3 2.1 0.4 0.5 0.5 0.4 0.7 1 0.7 1 1 0.1 1 0.1 1.5
ABC fehérje ABCA4 N.D. 0.1 N.D. | N.D. 0.9 N.D. 1 > e 1 0.9 1.7 0.8 3
ABC fehérje ABCAG6 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0 0 0 N.D. 0.1 1 2.5
ABC fehérje ABCAZ7 0.1 0.1 0.1 0.2 0.4 0.7 1 1.1 1.4 1.7 1.2 0.5 1.9 0.3
ABC fehérje ABCAS 2.5 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1 0.3 1.6 N.D. N.D. 3.5 7.7 5.7
ABC fehérje ABCAS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1 N.D. 2.1 N.D. N.D. 2.8 19.9 54
ABC fehérje ABCA10 N.D. N.D. N.D. 4.5 16 N.D. 1 1.6 0.9 N.D. N.D. 4.5 5.5 13.9
ABC fehérje ABCA12 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.3 0.4 1 0.5 0.2 N.D. N.D. 9.7 N.D. N.D.
ABC fehérje ABCB1 0.2 0 0 N.D. 0 N.D. N.D. 0 N.D. N.D. 0.8 5.5 1 10.2
ABC fehérje ABCB2 1.4 0.5 0.3 0.2 0 0.3 1 1.6 0.5 0.8 2.2 2.8 0.9 4.6
ABC fehérje ABCB3 1.2 0.3 0.3 0.1 0.1 0.1 1 1.2 0.5 1.2 1.7 1.6 0.4 1.4
ABC fehérje ABCB4 N.D. N.D. 0 N.D. 0 N.D. N.D. N.D. N.D 0.4 1.4 7.9 1 26.8
ABC fehérje ABCBS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ABC fehérje ABCB6 0.5 0.6 0.5 0.7 0.7 0.4 1 0.9 1 1.2 9.7 5.4 7.4 1.6
ABC fehérje ABCB? 2.6 1 1 0.7 1.5 1.1 1 1.2 0.8 1.2 2.6 1.8 2.5 2.6
ABC fehérje ABCBS 0.4 0.3 0.4 0.5 0.6 0.9 1 1 1.1 1.3 0.5 1.8 0.5 0.9
ABC fehérje ABCB9S 0.4 0.3 0.4 0.3 0.3 0.5 1 1.3 1.9 1.2 4.2 0.7 0.6 0.4
ABC fehérje ABCB10 1 0.6 0.6 0.6 1.2 1.3 1 1.1 0.8 1.1 1.7 1.7 20.7 2
ABC fehérje ABCB11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1 1.4 0.4 N.D. 2.8 79.2 | 179.1
ABC fehérje ABCC1L 0.9 1.3 1.2 0.9 0.5 0.8 1 1 1 0.8 3.2 2 0.3 0.4
ABC fehérje ABCC2 8.3 N.D. 0 N.D. 1.7 0.9 1 1.2 1.3 1 71.9 43 13.9 32
ABC fehérje ABCC3 3.5 N.D. N.D. N.D. 0.1 1.4 1 1.7 1.7 8.9 61.6 1.7 41.7
ABC fehérje ABCC4 0.4 0.2 0.2 1.7 1.2 0.8 1 0.9 0.9 1.4 0.3 0.2 0.7 0.3
ABC fehérje ABCCS5 0.6 0.5 0.6 0.2 0.4 0.8 1 1.1 1.3 1.3 0.5 1 1.7 0.4
ABC fehérje ABCC6 0 N.D. 0 0.1 0.9 0.8 1 1.2 0.8 2.2 7.5 13.2 11.5
ABC fehérje ABCC7 N.D. N.D. 0 N.D. 0.9 1.5 1 1.2 0.8 1.7 N.D. N.D. 0 1
ABC fehérje ABCCS N.D. 1 1.1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 4.1 N.D. N.D.
ABC fehérje ABCC9 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 1.3 1 1.1 0.6 1 N.D. 6 2.5 60
ABC fehérje ABCC10 0.2 0.2 0.1 0.2 0.8 0.9 1 1.1 1.6 1.4 1.2 0.5 0.3 0.2
ABC fehérje ABCC11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D 0.2 N.D. 0.9 0.8 1 3.6
ABC fehérje ABCD1 2.3 0.2 0.2 0.7 0.4 0.8 1 1 1.2 0.8 2.3 1.1 0.4 1.3
ABC fehérje ABCD2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D 1.3 N.D. N.D. 96.1 N.D. 1
ABC fehérje ABCD3 0.4 0.2 0.2 0.2 0.4 0.8 1 1 0.7 1.9 1.8 1.9 1.3 2.5
ABC fehérje ABCD4 0.1 0.7 0.5 0.8 0.6 0.9 1 1.2 1.4 1.4 1.4 0.5 1.3 0.7
ABC fehérje ABCG1 1.5 N.D. N.D. 1.3 0.1 N.D. 1 0.6 1.7 1.1 0.1 0.7 2.5 2.1
ABC fehérje ABCG2 0.3 1.2 0.1 0 0.8 1.2 1 1.3 0.7 0.8 3.1 0.4 1.1 0.5
ABC fehérje ABCG4 1.7 0.6 1.6 2.2 N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. 1.2 N.D. 1
ABC fehérje ABCGS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0 N.D N.D. 1.2 0.2 1 2.6
ABC fehérje ABCGS N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D 0 N.D. 0.9 2.1 1 5.9
SLC fehérje SLCLOAL 0.4 N.D. N.D. N.D. 0.3 1.4 1 0.7 0.7 2 N.D. 3.1 1.6 16.3
SLC fehérje SLC22A1 N.D. 0.2 0.1 0.1 0.4 0.5 1 0.9 1.1 1.7 1.7 25.2 1.9 202.1
SLC fehérje SLC22A2 N.D. 2.7 1 N.D. 1.5 2.1 1 2.1 1.8 1.9 N.D. N.D. 0.4 N.D.
SLC fehérje SLC47A1 3.4 1.3 1.9 0.4 0.4 0.9 1 0.6 1.6 1.3 14.8 22.1 14.7 19.4
SLC fehérje SLCO1A2 N.D. 0.7 0.9 1.3 1 0.9 1 0.7 0.6 1.1 N.D. N.D. N.D. 0.2
SLC fehérje SLCO1B1 0 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D N.D. N.D. 0.5 1 7.8
SLC fehérje SLCO1B3 0.1 N.D. N.D. N.D. N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0 1 1.1
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Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a pluripotencidhoz tartozo vizsgalt gének
szintje (SOX2, NANOG, POUSF1) a differencidci6 soran gyorsan lecsokkent (19. abra és
4. tablazat, 2-7 oszlop), emellett a kontroll mintakban (19. abra és 4. tablazat, 1, 11-14
oszlop) ezek szintje alacsony volt. A vizsgalt SOX1 ektodermalis marker kifejez0dését nem
tudtuk detektalni a mintainkban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ektodermalis sejtek
nem, vagy csak elhanyagolhaté mértékben lehettek jelen a kultaraban. A T (Brachyury)
mezodermalis marker esetében meg kell emliteni, hogy a differencialtatott mintakban alig
tudtunk expressziot detektalni, csakigy, mint a kontroll mintakban. A szintén mezodermalis
marker PPARA gén kifejezddését viszont végig tudtunk detektalni a differenciacié soran,
valamint a kontroll mintdkban is. A majiranyu differenciacios markerek, koztiik az AFP,
ALB, ASGR1, HNF1A, HNF4A, SEPRINA1l (AAT) kifejezodése megindult, majd
megemelkedett a differenciacio soran. Az AFP ¢és ALB gének detektalhatésaganak
idépontjai egybevagnak a korabbi megfigyeléseinkkel (4.3.2. fejezet) Mindezek a
differencidlodott sejtek majiranyt elkotelezodését jelentik. Az endodermalis, valamint a
korai majdifferenciaciés markerek szintjei, példaul a SOX17, CXCR4, GATA4, GSC a
vartnak megfelelden egy adtmeneti expresszios emelkedést kovetden csokkenni kezdtek. A
majsejtekre jellemz6 keratinok koziil a KRT8 és KRT18 jelenlétét végig tudtuk detektélni,
melyek koziil a KRT18 kifejezédése az érett majszerii allapotban volt a legmagasabb.
Erdekességképpen az epevezetéksejtekre jellemzd keratinok koziil a KRT7 és KRT19
génkifejezddési szintje szintén megemelkedett, ugyanakkor a KRT17 alig volt detektalhato
a differenciacio soran. A KRT19 kifejez6dését korabban igazoltuk fehérje szinten is (4.3.2.
fejezet). A majsejtekre és az epevezetéksejtekre jellemz6 keratinok jelenléte a mintaban
megerdsiti azt a feltételezést, hogy a keletkezett sejtkultarakban a majra jellemzd tobbféle
sejttipus is jelen lehet. A majsejtekre jellemz0 monooxigenazok koziil a CYP1A1 és
CYP3A7 kifejez6dése a differencidcié késdi stadiumaiban indukalddott, ugyanakkor a
CYP7ALI kifejezédését nem tudtuk detektalni, csak a HepaRG és a felndtt majmintaban. Meg
kell emliteni, hogy a CYPI1A1 kifejezédése a felnétt majban is alacsony (150,151), illetve
hogy a CYP3A7 elsdsorban az embrionalis majsejtekben termelédik (152,153) A felnott
majsejtekre jellemzé CYP3A4 kifejezddését kiilon kisérletben vizsgaltuk (20. abra).
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soran. Az MRNS szinteket meghataroztuk a differenciacio kiilonbozé szakaszaiban, valamint
osszehasonlitasként a HepaRG, HepG2-AP, HepG2-MP sejtekben, embriondlis és felnott
majmintakban is. Az érett mdjszerii mintakat hasznaltuk referenciapontként, akarcsak a 3.
tablazatban. Az n.d. = nem mérhetd (88).

A CYP3AT7-hez hasonloan a 3A4 izoforma is csak az érett majszerii sejtekben jelenik meg.
Az expresszids szintje hasonld az alacsony passzazsszamu HepG2 kontroll mintdban mért
értékhez, ugyanakkor koriilbeliil 4-szer, illetve 300-szor alacsonyabb, mint a HepaRG és a
felnott majmintak esetében mért értékek. Az ABC transzporterek kifejezodését vizsgalva
megallapitottuk, hogy a majra jellemzé gének expresszidja altalanossdgban megnott.
Emelkedett szintet mértiink az ABCA1 esetében, amely a differenciacié elején még
egyaltalan nem volt jelen a mintdinkban az érett majszerii mintakban, viszont a szoveti
mintdkhoz hasonlo értékeket mértiink. Az ABCB alcsaladba tartozo fehérjék koziil azonban
sem az ABCBI1 (MDR1), sem az ABCB4 (MDR3) esetében nem tapasztaltunk érdemleges
expressziot, pedig ezen transzporterek a felnétt majban az epeuti kivalasztasban kitiintetett
szereppel birnak. Az epesavak szekréciojaban kulcsfontossaigit ABCB11 (BSEP) gén
kifejezOdését az érett majszerli stddiumban tudtuk eldszor detektalni és a TUDCA kezeléssel
kombinalt szendvics tenyészet estében jelentésen megemelkedett expresszids szintet
mértiink. Fontos azonban megjegyezni, hogy ez a szint még igy is elmaradt a szdveti
mintdkban mért értékektdl, azonban magasabb volt, mint a kontroll sejtek esetében. Az
ABCC fehérjéket kodold gének kifejezddését szinte minden esetben jol tudtuk detektalni az

érett majszerti mintakban. Az epevezetéksejtekre és a majsejtekre egyarant jellemz6 ABCC3
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¢s a majsejtekre jellemz6 ABCC6 esetében a TUDCA kezeléssel kombinalt szendvics
tenyészet mintaban még magasabb expresszids szintet detektaltunk. Erdemes megjegyezni,
hogy az epevezetéksejtekre jellemzd ABCC7 (CFTR) kifejezddését is tudtuk detektalni a
mintdink nagy részében, €s hasonld szinten, mint a szoveti mintak esetében. Az ABCG
csaladba tartozo majban fontos gének koziil az ABCG2-t jol tudtuk detektalni. Ennek szintje
a differenciacié elején atmenetileg csokkent, azonban az érett majszert allapotban ujra
megndtt, és a felndtt majra jellemzd értékeket meghaladé szinten maradt. Erdekességképpen
az ABCGS5 és ABCGS heterodimer fehérjéket kodold gének kifejezodését egyaltalan nem
tudtuk detektalni a mintainkban. Az altalunk vizsgélt SLC fehérjéket kodolo gének koziil az
SLCI0AT (NTCP) ¢s SLC22A1 (OCT1) kifejez6dését jol tudtuk detektalni az érett majszer
allapotban. Erdekességképpen az SLC47A1 (MATEL) export pumpa és az SLCO1A2
(OATP1A2) uptake transzporter kifejezddését a HUES9 Ossejtekben is tudtuk detektalni,
valamint ezek szintje alig valtozott a differenciacio soran. Az SLC22A2 (OCT2) szintén
detektalhaté volt az Ossejt allapotban, viszont a differencidcido sordn a kifejezodése
atmenetileg lecsokkent, majd jra visszatért magasabb szintre a differenciacio végére. A
majban fontos uptake transzporterek koziil sem az SLCO1B1 (OATP1B1), sem az
SLCO1B3 (OATPIB3) kifejezddését nem tudtuk detektdlni a majirdnya Ossejt-

differenciacid soran.

Az expresszids adatok tovabbi vizsgélata sordn a dCt értékek alapjan fokomponens
analizist is végeztiink, amely egy hatékony eszkoz az ilyen komplex adatok elemzéséhez. A
fokomponens analizis egyik legnagyobb erdssége, hogy egy nagy adathalmaz dimenzidit
lecsokkenti az adatokban fellelheté mogottes szerkezet alapjan, igy kiemelve a legfontosabb
valtozokat. Az elsé foékomponens az a dimenzid, amely a mintak kdzotti varianciat legjobban
magyarazza, a masodik pedig egy erre merdleges dimenzid, amely a lehetséges masodik
legtobb kiilonbségért felel és igy tovabb. Esetiinkben a fokomponens analizis megerdsitette

a klaszteranalizis eredményeit (21. abra).
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21, abra Fékomponens analizis (PC) a mintik génkifejezédési profilja alapjan. Az abran az elsd
(PC1, x tengely) és a masodik (PC2, y tengely) f6komponens mentén abrazoltuk a mintak eloszlasat.
A jelolok és a szinek a kapcsolodo mintakat jelolik: kék rombuszok — dssejtek és a differencialodott
sejtek (vilagostdl sotétkekig), lila négyzet — HepG2 sejtek, zold haromszog — HepaRG sejtek, piros
korok — mdjsejtek. Az idoben egymast kovetd valtozasokat nyilakkal jeloltiik. Roviditések az abran:
MEF = egér embrionalis fibroblaszt; E. m. = érett majszerii; SW = szendvics tenyészet; TUDCA;
taurourszodeoxikolsav; AP = alacsony passzazs szamii; MP = magas passzazs szamii (88).

Az els6 két fOkomponens (PC1-2) a tapasztalt variancia kozel kétharmadat (65,6%)
magyarazza. A PCl-et (51,6%) egyik oldalon féleg a pluripotencidért felelds gének a
POUSF1, SOX2, és CXCR4, valamint a masik oldalon a m&jmarker- az ALB, SERPINA1
(AAT), és CYP3A7 gének hatarozzak meg (5. tablazat) A PC2-6t (14%) elsésorban
transzportergének; OATP1B3, ABCB1, ABCC2-3, valamint korai m4j- és Ossejtmarker
gének; AFP és GATA4 hatidrozzdk meg (5. tablazat). A mintdk elhelyezkedésébdl a két
fokomponens mentén jol kovethetd a majiranyu Ossejt-differenciacid folyamat. Az dssejt

allapothoz kozeli mintdk az dbra jobb oldalan csoportosulnak, majd a differencidciohoz
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tobbi

helyezkednek el, egyre jobban megkozelitve a bal oldalt

tartozo stddium mintdi az é&bra kozepénél
talalhatdo majmintakat, amelyekhez legkdzelebb a HepaRG
sejtek talalhatok. A kiilonb6zé HepG2 mintékra jellemzé
kettdsség a fOkomponensek dabrazoldsa mentén is
szembetiind. Mig az alacsony passzazsi minta a
differencidlt méjsejtek kozelében helyezkedik el, addig a
magas passzazsti minden mésik mintatél tavol all. Erdemes
megjegyezni, hogy az altalunk alkalmazott SW és TUDCA
kezelés soran kapott mintdk szorosan egymas mellett
helyezkednek, és a kombinalt (SW+TUDCA) minta is kis
tavolsagra van téliik. jol dbrazolva azt, hogy a kezelések

hatasara nem torténik jelentds génkifejezddési valtozas.

A részletes  génexpresszios  vizsgalatok
eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk
vizsgalt majsejtekre jellemzo gének Kkifejezodése
legtobb esetben megnott. A kontroll mintikhoz
hasonlitva megallapithato, hogy az érett majsejtekre
jellemzo szintek altaliban elmaradnak a szoveti
mintakban tapasztalhato értékektdl, viszont a
majmodell sejtekhez viszonyitva hasonld, vagy azokat
meghalado értékeket mértiink. Az eredményeinkbdl az
is latszik, hogy az altalunk alkalmazott TUDCA
kezelésnek és szendvics tenyésztésnek oOnmagaban
elenyészé hatasa volt a gének expresszidjara. A két
kezelés kombinacidjanak is csak kevés gén esetében

volt pozitiv hatasa azok kifejezoédésére.
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5. tablazat Az elsé két fokomponensen
beliil az egyes gének fokomponens-sulya

(loadings) (88).

PC1: 51,6 % PC2: 14 %

gén | loadings gén loadings
POUSF1 -0,0968 sLCoO1B3 -0,2566
SOX2 -0,0794 ABCB1 -0,2012
CXCR4 -0,0666 ABCAS8 -0,1838
sSOX17 -0,0480 ABCC3 -0,1713
KRT17 -0,0290 ABCC2 -0,1665
NANOG -0,0279 SLCO1B1 -0,1490
SLCO1A2 -0,0249 KRT17 -0,1067
SLC22A2 -0,0228 SLC47A1 -0,0970
ABCG4 -0,0200 LDHA -0,0937
GSC -0,0139 SLC10A1 -0,0926
ABCC1 -0,0105 ABCA2 -0,0895
KRT18 -0,0053 TAP1 -0,0802
ABCA3 -0,0027 ABCB4 -0,0765
KRT7 -0,0020 TAP2 -0,0649
SOX1 0,0012 G6PD -0,0631
ABCC4 0,0034 PPARA -0,0578
CDH2 0,0048 ABCGS5 -0,0553
LDHA 0,0092 ABCG1 -0,0523
G6PD 0,0119 ABCD1 -0,0494
ABCB7 0,0131 ABCGS8 -0,0491
ABCCS5 0,0142 CYP1A1l -0,0474
KRTS8 0,0149 ABCB7 -0,0359
KRT19 0,0155 CYP51A1 -0,0356
ABCD4 0,0169 ABCA3 -0,0308
ABCB9S 0,0171 ABCB6 -0,0232
ABCD1 0,0172 ABCG4 -0,0227
ABCCS8 0,0186 ATP8B1 -0,0220
ABCC10 0,0220 ALB -0,0181
ABCBS8 0,0223 ABCD3 -0,0177
TAP2 0,0272 ABCC9 -0,0153
ABCG2 00,0333 ABCB10O -0,0126
ABCBS5 0,0347 SOX1 -0,0110
TAP1 0,0349 ABCD2 -0,0098
ABCB10 0,0352 TAT -0,0093
ABCA2 0,0384 ABCC1 -0,0090
ABCB6 0,0402 GSTK1 -0,0087
ABCA7 0,0472 SLC22A1 -0,0064
ABCD3 0,0475 ABCA6 -0,0009
CFTR 0,0478 ABCB9 0,0011
CYP51A1 0,0481 ABCBS8 0,0022
SLC47A1 0,0496 KRT18 0,0024
GSTK1 00,0540 ABCA9 00,0055
FOXA2 00,0546 ABCCS5 00,0058
ABCG1 0,0549 ARG1 0,0058
CDH1 0,0584 ASGR1 0,0070
ATP8B1 0,0598 ABCG2 00,0078
GATA4 0,0628 KRTS8 0,0083
ABCA4 0,0702 CXCR4 0,0109
ABCA1l 00,0852 ABCBS 0,0184
CYP1A1l 00,0880 ABCC11 00,0230
HNF4A 0,0891 CEBPA 0,0307
PPARA 0,0902 ABCB11 0,0320
T 00,0944 ABCC6 00,0345
ABCD2 00,0958 CYP3A7 0,0375
CEBPA 0,0984 ABCCS8 0,0378
ABCB1 0,1033 ABCC10 0,0379
ABCA10 0,1160 ABCC4 00,0392
CYP7A1 0,1165 ABCA7 0,0402
ABCC2 0,1221 ABCD4 0,0484
SLC22A1 0,1222 KRT7 0,0526
SLCO1B1 0,1282 ABCA4 00,0530
ABCC6 0,1332 CDH2 0,0658
ABCA12 0,1356 ABCA10 0,0761
ABCC11 0,1399 CYP7A1 0,0779
ABCC3 00,1418 POUSF1 00,0815
ABCB4 0,1464 SERPINA1 0,0828
ABCCO 0,1471 HNF1A 0,0938
SLCO1B3 00,1488 NANOG 00,1060
HNF1A 0,1503 ABCA12 0,1146
ABCAS8 0,1551 T 0,1196
ARG1 0,1592 sox17 0,1217
TAT 0,1604 HNF4A 0,1260
ABCB11 0,1671 TDO2 0,1283
ABCAS 0,1686 SLC22A2 0,1408
ASGR1 0,1768 ABCA1 0,1529
ABCGS8 0,1787 GSC 0,1871
SLC10A1 0,1823 CDH1 0,1938
AFP 0,1864 CFTR 0,1969
TDO2 00,1889 FOXA2 00,2024
ABCGS5 0,1894 KRT19 0,2038
ABCA6 0,2187 SLCO1A2 0,2126
CYP3A7 00,2412 GATA4 00,2352
SERPINA1 00,2801 SOX2 00,2556
ALB 0,3174 AFP 0,3796




4.6. Apikalis és bazolateralis elhelyezkedésii membranfehérjék lokalizaciojanak

és funkciojanak vizsgalata kiilonb6zo szendvics tenyésztési elrendezések kozott

A szendvics tenyészetek esetében a sejtpolarizacidra gyakorolt pozitiv hatds miatt, a
génkifejez0dési szintek mellett fontosnak tartottuk fehérje lokalizacidés szinten is
megvizsgalni hatasukat. Ehhez a korabban alkalmazott toménységli Matrigel szendvics
majsejtek kultardiban alkalmazott patkany I-es tipusu kollagén alapt szendvicset is
kiprobaltunk (3.2.4). A génkifejez6dési vizsgalatok eredményei alapjan a meg kivantuk
vizsgalni a szendvics tenyésztés hatdsat a transzporterek sejten beliili elhelyezkedésére.
Els6sorban az ABCG2 fehérje vizsgalatat tlztiik ki célul, mivel a fehérjét kodolo gén
expresszioja nagysagrendileg megegyezett a felndtt majban taldlhatd értékkel, néhany
esetben meg is haladva azt. Emellett normal esetben az ABCG2 fehérje az érett, polarizalt
majsejtekben az apikalis, membranban helyezkedik el, mig a polarizaciojat elvesztd
majsejtekben egyenletesen oszlik el a sejten beliil, igy az elhelyezkedésébol kdvetkeztetni
tudunk a sejtek polarizaltsagara. Kisérleteinkben immunfluoreszcens jeldléssel vizsgaltuk az
ABCG2 fehérje elhelyezkedését és azt tapasztaltuk, hogy egyrétegii kultira esetében a
fehérje egyenletesen oszlott el a sejten beliil, valamint a sejtmembranban (22. abra A-B).

Egyrétegii Kollagén SW Matrigel SW Matrigel SW 2
B . b .

22, abra Az ABCG2 membranfehérje lokalizdcidja érett mdjszeri allapotban kiilonbozo tenyésztési
elrendezésekben. A mintakon a sejtmagok sziirke szinnel, mig az ABCG?2 zold szinnel szerepel. Az
ABCG2-t immunfluoreszcens médszerrel, a sejtmagokat pedig DAPI-val jeléltiik. A bemutatott abrdk
a latotérrol késziilt z-szeletek maximalis intenzitas projekciojaval kesziiltek. Az also sor felvételei a
felso sorban lathato képekbdl kinagyitott részleteket mutatnak. Roviditések az abran: SW = szendvics
tenyészet 0,325 mg/ml kollagén, Matrigel SW 0,25, SW 2 0,05 mg/ml 4 mérce fent 50um-t, lent 25
um-t jelol (88).
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Ezzel szemben a szendvics tenyészetben differencidlédott mintakban a sejthatarok
kozelében mutatott erds feldusulast a fehérje, fiiggetleniil az alkalmazott fedéréteg anyagétol
¢és koncentracigjatol (22. abra C-H). Ezen struktGrak mintazata leginkabb szemi-
kanalikulusokra, valamint kanalikulusokra hasonlitottak a majsejtszerii sejtek esetében. A
szemi-kanalikulusok kett6 vagy tobb sejt talalkozasanal létrejové képletek, amelyek
egyszerh kor alaki megjelenéssel rendelkeznek. Ezzel szemben a kanalikulusok
megjelenése a kulturakban, amely tobb sejt altal egylittesen kialakitott hosszikas, elnyult
struktarakban jelenik meg, magasabb foku polarizéltsigra utalnak. Mindkét
kanalikulusforma kialakitasaban elengedhetetlen szerepet jatszanak a tight junction
kialakitasaért felelds kapcsolofehérjék. Ebbdl kifolyolag megvizsgaltuk a differencialtatott
érett majszerti mintdinkban, valamint a HepG2 és HepaRG kontroll sejtekben is kiilonbdzo
tight junction fehérjék kifejez6dését (23. abra). A differencialtatott mintak esetében, a
korabbi munkéank eredményeire tamaszkodva (138), a claudin-5 fehérje kifejezodését
vizsgaltuk egyrétegtl, illetve szendvics tenyészetekben immunfluoreszcens modszerrel (23.
abra A-B). A claudin-5 jelenlétét minden esetben tudtuk detektalni, azonban szembetiind
volt a kiilonbség a fehérje lokalizacigjdban. Mig az egyrétegli kultira esetében a
gyakorlatilag teljesen egyenletesen helyezkedett el a sejtmembranban a fehérje, addig a
szendvics tenyészetben hasonlo elhelyezkedést figyeltiink meg, mint az ABCG2 fehérje
esetében. Elsdsorban tobb sejt kapcsolddasi pontjan halmozddott fel a claudin-5 és az
elhelyezkedése alapjan szemi-kanalikuléris és kanalikuldris struktira is kirajzolddott, utalva
a sejtek polarizacidjara. A kontroll sejtek koziil a HepG2 sejtek esetében a claudin-5
kifejez0dését nem tudtuk detektalni, feltehetden a hepatocellularis karcinoma eredetének
kovetkeztében (138). A kontroll sejtek esetében ezért az occludin kifejezodését néztiik,
amely igazoltan kifejez6dik a HepG2 sejtek esetében is (154,155), szintén
immunfluoreszcens modszerrel (23. abra C-D). Mind a HepG2, mind a HepaRG sejtek

estében polarizalt elhelyezkedést mutatott a fehérje, azonban ezek a strukturak zomében
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szemi-kanalikulusokra emlékeztettek és csak kevés kisméretli kanalikuluszserti képletet

talaltunk.

Matrigel SW

s
-
=

=
—
O

Occludin

23. dbra Kanalikulusszerii strukturak kialakulasa —szendvics —tenyésztés — hatasara. A
differencialtatott érett mdjszerii sejtek egyrétegii (A) vagy Matrigel szendvics (0,25 mg/ml) (B)
kulturaban nottek és immunfluoreszcens modszerrel claudin-5 (z6ld) tight junction fehérjét
jeloltiink. Kontrollként Matrigel szendvicsben (0,25 mg/ml) tenyésztett alacsony passzazsszamii
HepG2 (C) és HepaRG (D) sejteket hasznaltunk és szintén egy tight junction fehérjét, occludint
(zold) jeloltiink immunfluoreszcens modszerrel. A sejtmagokat (sziirke) minden esetben DAPI-val
jeloltiik A bemutatott abrak a latotérrdl kesziilt z-szeletek maximalis intenzitas projekciojaval
keésziiltek. A sarga nyilak kanalikulusszerti lokalizaciot jelolnek. A mérce 25 um-t jelol (88).
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Az eredményeken ismeretében tovabb vizsgaltuk a sejtek polarizaltsagat és megvizsgaltuk
az ABCC2 (MRP2) és az SLC10A1 (NTCP) elhelyezkedését az egyrétegi, illetve szendvics
tenyészetben differencidltatott érett majszerti sejtekben. Az MRP2 a madjsejtek apikalis
(kanalikularis) membranjaban helyezkedik el, ezzel szemben az NTCP a bazolateralis

membranban lokalizalodik. Eredményeink (24. abra) alapjan elmondhato, hogy az az

Egyrétegt'j Matrigel SW

Y

24. abra Az NTCP (SLC10A41) és az MRP2 (ABCC2) transzporterek elhelyezkedése egyrétegii (A) és
Matrigel szendvics (0,25 mg/ml) (B) tenyészetben differencidltatott érett madjszerii sejtekben. Az
NTCP-t (zold) és az MRP2-t (piros) immunfluoreszcens mddszerrel, a sejtmagokat (sziirke) pedig
DAPI-val jeloltiik. A bemutatott abrak a latoterrdl késziilt z-Szeletek maximalis intenzitas
projekciojaval késziiltek. A zold nyilak bazolaterdlis, mig a piros nyilak kanalikulusszerii lokalizdciot
jellnek. A mérce 25 um-t jelol (88).

egyrétegli kulturaban képalkotdo modszerrel nem sikertiilt igazolni az MRP2 fehérje jelenlétét
(24. abra A). Az NTCP fehérje jelen volt a mintakban, ugyanakkor a sejteken beliil diffizan
helyezkedett el, €s sejthatarold membranrész nem rajzolodott ki. A szendvics tenyészet
esetében viszont mindkét fehérje jelenlétét tudtuk detektalni. Az MRP2 esetében a fehérje
kanalikulusszerti struktiirdban halmozddott fel leginkabb és megtalalhaté volt a sejten beliil
1s. Az NTCP esetében a sejten beliil hasonlo6 elhelyezkedést detektaltunk, mint az egyrétegii
kultira esetében, azonban jol kivehetden megjelent a bazolateralis membranban is,
kirajzolva a sejtek hatarat. Az MRP2 (ABCC2) transzporter mikodését is megvizsgaltuk
CDCFDA esszét végezve. A CDCFDA egy olyan membranpermeabilis festék, amely

szintelen és nem képes fluoreszcencidra, egészen addig, amig a sejten beliili észterazok le
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nem hasitjdk a diacetat csoportot. Ha ez megtortént a visszamarado CDCF molekula mar

fluoreszcens és elsdsorban az MRP2 fehérje felel a sejtbdl vald kipumpalasaért (25. abra).

Egyrétegl Matrigel SW

HepG2 (SW) HepaRG (SW)

25. abra A szendvics tenyésztés hatasa a CDCF kipumpalasara. Az érett mdjszertii sejteket egyrétegii
kulturaban (A), illetve Matrigel szendvicsben (0,25 mg/ml) differencialtattuk (B). Kontrollkent
Matrigel szendvicsben (0,25 mg/ml) tenyésztett HepG2 (C) és HepaRG (D) sejteket hasznaltunk. A
képeken a CDCF sajdat fluoreszcencidja latszik. A sarga nyilak kanalikulusszerti strukturdkat
jelolnek. A mérce 25 um-t jelol (88).

Amennyiben egyrétegli tenyészetben differencialtatott sejtekhez adtuk a festéket, akkor csak
sejten belill tudtuk detektalni a CDCF fluoreszcenciajat (25. abra A). Ezzel szemben a
szendvics kulturdban azt tapasztaltuk, hogy a fluoreszcencia sejten beliil nagymértékben
lecsokkent ¢és vele parhuzamosan megnétt szemikanalikulus, és kanalikulusszerii
struktarakban, jelezve a festék felhalmozodasat a sejtek kozotti térben (25. abra B). A

kontroll mintdkat szintén szendvics tenyészetben vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a
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CDCF a sejteken beliil, valamint szemikanalikulus-szerti struktirakban is felhalmozodik
(25. abra C-D). A differencialtatott sejtek esetében tortént megfigyelés sszhangban van a
korabbi eredményiinkkel az MRP2 lokalizacigjarél (24. abra), és egyértelmiien mutatja,
hogy a polarizaciot elOsegitd tenyésztési korilmények sziikségesek nem csak a
transzporterek megfeleld elhelyezkedéséhez, de azok funkcidjahoz is. A kontroll sejtekkel
torténd Osszehasonlitas alapjan az is lathato, hogy az érett majszeri sejtek hajlamosabbak
hosszabb, kanalikulusszerii struktirak formalasara (22., 23., 25. abra). A vizsgalataink
alapjan megallapithato, hogy a szendvics tenyésztési elrendezés a majmarker gének
kifejezodésére alig van pozitiv hatassal, ezzel szemben a majsejtszerii sejtek
polarizacidjanak elésegitésében kulcsszerepe van. Ebbdl kifolyolag pozitiv hatassal van

példaul a transzporterek megfelel6 lokalizaciéjara és miikodésére is.

4.7. GFP-vel cimkézett Kkiilonb6z6 ABCG2 varidnsokat stabilan Kkifejez6

vizsgalata.

Munkank soran lehetdségiink volt bekapcsolédni a Pluripotens  Ossejt
laboratoériumban foly6, genetikailag modositott HUESO sejtek vizsgalataval foglalkozo
kisérletekbe. Ebben a munkaban olyan GFP-vel cimkézett ABCG2 fehérjéket tulexpresszalo
Ossejtvonalakat vizsgaltunk, amelyek az ABCG2 fehérje miikodésének koszonhetden
védettebbek kiilonbozd toxinokkal, és kdrnyezeti stresszel szemben. A GFP cimkézésnek
koszonhetéen pedig kdvetni lehet a fehérje kifejezddését, sejten beliili bolyongasat, valamint
lokalizaciojat, akar in vivo kornyezetben is. A GFP-vel fuzionalt ABCG2 fehérjével
kapcsolatban korabbi kutatasok igazoltdk, hogy Sleeping Beauty transzpozonos rendszerrel
stabilan kifejez6d6 human pluripotens sejtvonalakat lehet létrehozni, valamint a fehérje
teljes mértékben funkcioképes és megfelelden fejezddik ki kiilonbozd sejttipusokban
(156,157). Munkank soran a vad tipust (WT) ABCG2 fehérje mellett egy szubsztrat mutans
R482G, valamint egy funkciondlisan inaktiv K86M varians GFP flzids valtozatat is
vizsgaltuk. Az R482G-ABCG2 varidnsrdl korabban kimutattdk, hogy a WT-hoz képest
eltérd szubsztrat felismeréssel €s szabalyozasi tulajdonsadggal rendelkezik, amelyek
eredményeként megnovekedett ellenallassal rendelkezik kiilonb6z6 toxikus vegyiiletekkel
szemben (158,159). Munkank soran célunk volt meghatarozni a l1étrehozott genetikailag
modositott HUES9 sejtvonalak majiranyu differenciacios képességét. Ehhez a korabban
bemutatott differencidcidos eljarast hasznaltuk, azonban kiegészitd kezeléseket nem
alkalmaztunk (SW tenyészet, TUDCA). A differencialtatott majsejtszerii sejtekb6l RNS
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izolalas és cDNS atirast kovetden qRT-PCR-rel meghataroztuk négy majspecifikus gén
(AFP, albumin, ABCB11, HNF4) kifejezodését (26. abra).

HNF4 AFP
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26. dabra Mdjspecifikus gének kifejezédésének vizsgalata qPCR-rel Kiilonbozé dssejtvonalakbol
differencialtatott majszerii sejtekben. A HUES9Y a parentalis dssejtvonalat a WT, R482G, K86M
pedig a GFP-vel cimkézett kiilonbozé ABCG?2 varidnsokat kifejezé genetikailag modositott HUES9
dssejtvonalakat jeloli. A hibasdavok S.D. értékeket jelolnek (n=2). n.d. = nem mérheté (92).
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Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt gének kifejez0dése megndtt a differenciacid
végére, amibdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy sikeresen lezajlott a majiranyu atalakulas és a
kultardban nagyrészt majszerli sejtek keletkeztek. Osszességében elmondhatd, hogy a
genetikailag modositott mintak kozott a génkifejezddések tekintetében nem taldltunk
szignifikans  kiilonbségeket. A kontrollként  hasznalt embriondlis  majsejtek
génkifejez0déséhez viszonyitva gyakorlatilag pontosan azokat az aranyokat kapjuk meg,
mint a korabbi differencialtatasaink soran kaptunk (4.5.; 4. tablazat). Fontos megjegyezni,
hogy a differenciaciés kontrollként hasznalt, genetikailag nem moddositott HUES9 sejtek
vonatkoz6 génkifejezddési értékei koriilbeliil egy nagysagrenddel alacsonyabbak voltak a
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feltehetdleg azért volt igy, mert a majiranyt differenciacid inditasakor ezen a sejtek
passzazsszama sokkal magasabb volt a korabbi differencialtatdsokkor hasznalt sejteknél,
mig a genetikailag moddositott sejteké atlagaban megegyezett azokkal. Ez a nem
elhanyagolhatd bioldgiai kiilonbség kedvezdtlentil befolyasolhatja a differenciadlhatosagot.
A génkifejezddési vizsgalatok mellett megvizsgaltuk a transzgén €s tObb majsejt specifikus
fehérje kifejezddését is. A kisérleteinkben immunfluoreszcensen jeloltiik a célfehérjéinket
¢s konfokalis mikroszképi képalkotassal vizsgéaltuk meg a kifejezOdésiiket, ¢és

lokalizaciojukat a differencialodott majsejtszerti sejteken (27. abra). Az eredményekbdl

HUES9 GFP-WT ABCG2 GFP-R482G ABCG2 GFP-K86M ABCG2

“1D

27. abra Majspecifikus markerek és a GFP-vel cimkézett kiilonbozé ABCG2 variansok
kifejezodésének vizsgalata érett majszerii sejtekben immunfluoreszcens jeloléssel. A vizsgalt
sejtvonalakat a képoszlopok folott, mig a vizsgalt markereket a sorok elején jeloltiik. Az elsé sorban
(A-D) a GFP (zold) és az AFP (piros), a mdsodik sorban (E-H) a GFP (zdld) és a keratin 18 (piros),
mig a harmadik sorban (I-L) a GFP (z6ld) és a HNF4 (piros) lokalizdacidjat lathatjuk. A sejtmagokat
DAPI-val festettiik és az abrakon kék szinnel jeloltiik. A bemutatott abrak a latotérrol kesziilt z-
szeletek maximdlis intenzitds projekcidjaval késziiltek. A mérce 50 um-t jelol (92).

kiolvashato, hogy az AFP a sejtek tobbségében kifejezddik (27 abra A-D). A transzgéniink

meglétét GFP festéssel ellendriztiik, és azt tapasztaltuk, hogy a differenciacio végén minden

transzgenikus sejtvonalban megtalalhaté volt a kifejezddése, valamint az AFP pozitiv sejtek
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mindegyike kifejezte a transzgént is. A KRTI18 vazfehérje jelenlétét vizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy minden differencialtatott sejtvonalban kifejez6dott (27. abra E-H),
csakugy, mint a majiranya differenciacié egyik kulcsfehérjéje a HNF4 (27. abra I-L).
Fontos megjegyezni, hogy a bevitt GFP-ABCG2 transzgént kifejez6 sejtek dontd tobbsége
kifejezte a vizsgalt majmarker fehérjéket. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az
altalunk vizsgalt genetikailag modositott, GFP-vel cimkézett ABCG2 kiilonboz6
variansait stabilan kifejez6 HUES9 dssejtvonalak majiranyu differencialhatésaga nem
valtozott meg. A transzgén kifejezddése a differencidlodott majsejtszerti sejtekben is
detektalhat6 volt és ezekre a sejtekre mRNS és fehérje alapon is jellemz6 volt a majmarkerek
kifejezodése. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy ezek a sejtvonalak tobb szempontbol is
hasznosak lehetnek tovabbi kutatdsokban. Egyrészt az ABCG2 tilexpresszidja ellenére az
Gssejtekre jellemz6é onmegjito és differencialhatosagi tulajdonsagaikban nem kiilonboznek
a tobbi human pluripotens dssejtvonaltol, mikdzben a transzgénnek kdszonhetden a sejtek
ellendllobbak a kornyezeti stresszhatasokkal és szamos toxinnal szemben. Utobbi
tulajdonsaguk a transzgén stabil kifejez6dése miatt, a beldliik differencialtatott sejttipusokra
is jellemzd marad. A differenciéltatott kardiomiocitak esetében doxorubicin kezelés hatasara
az élé/halott sejtek aranya jelentésen megnd, jelezve, hogy a transzgént kifejezd sejtek
ellenallobak a doxorubicin kezeléssel szemben. A GFP-ABCQG2 fzi6s fehérje arra is kivalo
lehetdséget nyujt, hogy fluoreszcencia alapon €16 sejtekben is lehet tanulmanyozni a fehérje
elhelyezkedését. Ez a méjiranyu differencidcio esetében kiilonos jelentdséggel birhat, mivel
a majsejtekben az ABCG2 fehérje az apikalis membranban helyezkedik el, azonban ahogy
a 22-25. abrakon is latszik, egyrétegli tenyészetekben nem, csak a szendvics tenyészetekben
alakul ki ez a jellegli polarizaltsig. Ezen genetikailag maodositott sejtvonalnak
alkalmazasaval lehet6éség nyilik valos idoben kovetni a kiilonbozé sejtpolarizaciot
modosité koriilmények hatasat a differencialodo sejteken, valamint a sejtpolarizacio
kialakulasaban szerepet jatszo folyamatok részletesebben vizsgalatara és megértésére
is lehetoséget nyujt az ABCG2 fehérje apikalis membranba torténé Kijutasanak

kovetésén keresztiil.
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5. OSSZEFOGLALO

A humdan pluripotens 0ssejtek majiranyu differenciacidja sordn végbemend
valtozasokrol, kiilondsen a szamos majfunkcio ellatdsaban megkeriilhetetlen ABC fehérjékrol,
a keletkezd sejtek polarizaltsagarol, valamint érettségérdl viszonylag kevés informacié all
rendelkezésiinkre. Doktori munkam soran ezért célul tiiztem ki; 1) a membranfehérjéket (foként
az ABC fehérjéket) kodold géneknek a differencidcio sordn torténd kifejezodésének vizsgalatat;
i) a keletkezo sejtek kiilonb6z6 majsejtekkel vald 6sszehasonlitasat; illetve iii) a sejtpolarizacio
hatasanak elemzését. A fobb eredmények a kdvetkezok:

1. Sikeresen differencialtattunk majiranyba HUES9, valamint genetikailag modositott HUES9
human embrionalis Ossejteket az ezen sejtvonalakhoz hozzaigazitott differenciacids protokollal.
Igazoltuk, hogy a keletkezett sejtek mindenben megfelelnek a széles korben alkalmazott
majsejtszerli sejtekre vonatkozé alapkovetelményeknek.

2. Az altalunk tervezett qPCR-alapt vizsgalati modszer segitségével kimutattuk, hogy az 6ssejt-
eredetli majsejtszerti sejtek kifejezik a majra jellemzé markerek és transzporterek legtobbjét,
gyakran magasabb szinten, mint az altalanosan hasznalt maj modellsejtek, ugyanakkor az
embriondlis ¢és felndtt majmintdkra jellemzd értékektdl elmaradnak. Eredményeink
ravilagitanak arra, hogy a HepG2 m4dj modellsejt expresszios profilja a teny€sztés soran
drasztikusan atalakul, €s elveszti a majsejtekre jellemzd karkaterjegyeket.

3. Tobb fontos markerfehérje kifejezddését és sejten beliili elhelyezkedését is megvizsgaltuk.
Eredményeink arra utalnak, hogy a keletkezett sejtek egyszerre rendelkeznek majsejt és
epevezetéksejt karakterrel.

4. Megvizsgaltuk a sejtpolaritast eldsegitd szendvics tenyésztési koriilmények €s az epesdval
kivaltott szelekcids nyomas hatdsat az Ossejt-eredetli méjszerti sejtek érésére. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a kezeléseknek elenyészé hatdsa van a génkifejezOdésre, ugyanakkor a
szendvics tenyészetek nagymértékben eldsegitik a megfeleld sejtpolarizaciod kialakulésat,
valamint a majtranszporterek megfeleld lokalizacidjat és funkciojat. A qPCR és a mikroszkopos
vizsgélatok eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az &ssejt-differenciacidk soran
keletkezd heterogén sejtpopuldcidban nem elégséges csak génkifejez6dési vagy fehérjeszint
valtozasokat vizsgalni, fontos kdvetni a lokalizadcioban és a funkcidban torténd valtozasokat is.
5. Végezetiil eredmények ravilagitanak arra, hogy az irodalomban alkalmazott kritériumok nem
elégségesek egy megbizhatd Ossejt-eredetli majmodell megitéléséhez, és nagyobb hangsulyt
kell fektetni a toxikoldgiai és farmakologiai szempontbdl fontos transzporterek kifejezédésére,

funkcidjara, valamint megfeleld lokalizacidjara.
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6. SUMMARY

Relatively limited information is available on the changes during hepatic
differentiation of human pluripotent stem cells, especially on ABC proteins essential for
hepatic functions, as well as on the polarization and maturity of the progeny cells. Therefore,
the goals of the study presented in my dissertation includes; i) monitoring the gene
expression levels of membrane proteins (with focus on ABC transporters) during the hepatic
differentiation; ii) comparison of the derived cells with different liver cells; and iii) analysis
of the effect of cell polarization. The main results are as follows:

1. We successfully differentiated HUES9, as well as genetically engineered HUES9 human
pluripotent stem cells toward the hepatic lineage with differentiation protocol adapted to
these particular cell lines. We have demonstrated that the stem cell-derived cells meet the
widely accepted requirements for hepatocyte-like cells in all aspects.

2. Using an own-designed gPCR-based hepatic differentiation-specific assay, we showed
that the differentiated hepatocyte-like cells express most of the liver-specific markers and
transporters often at higher levels than the commonly used liver model cells, nevertheless,
typically at lower levels as compared to embryonic and adult liver samples. Our results also
revealed a substantial change in the expression profile of HepG2 liver model cells in culture
and the significant loss of their liver character.

3. The expression and intracellular localization of several important marker proteins were
also assessed. Our results suggest that the differentiated cells have a dual, hepatocyte-
cholangiocyte character.

4. We also examined the effect of sandwich culture conditions promoting cell polarization
and the bile salt-induced selection pressure on the maturation of the stem cell-derived hepatic
cells. Our results show that the treatments have a minor effect on gene expression, however,
sandwich cultures greatly facilitate the establishment of cell polarity, promote the
development of proper cellular polarization as well as the proper localization and function
of hepatic transporters. Our qPCR and microscopy results revealed that investigation of
MRNA or protein expressions in the heterogeneous cell populations is not satisfactory, but
assessment of changes in the localization and function is also necessary.

5. As a conclusion of our observations, we suggest that conventional criteria for the
evaluation of the quality of stem cell-derived hepatocyte-like cells are not sufficient and
ought to be augmented with additional elements, such as polarized and functional expression

of toxicologically and pharmacologically important hepatic transporters.
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