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OSZEFOGLALAS

Akadémiai doktori értekezésemben a PhD fokozatom megszerzése utani kutatdsom
eredményeit mutatom be. A fokozat megszerzését kovetden teljesen Uj témaba kezdtem,
aminek az elinditasa a megfeleld laborok kiépitésével, 0 kollégak és egyiittmiikddd partnerek
keresésével kezdodott. Az elmult bo 15 év alatt sikertilt 1étrehozni egy olyan laboratoriumot,
ahol megvaldsult a szinvonalas kutatds, a magas szintli szakmai képzés és a széleskori
ismeretterjesztés is. Dolgozatomban &sszefoglalom egy részét annak a munkanak, amit a
pluripotens Ossejtek kutatasa soran végeztiink és publikaltunk; az Gssejtvonalak létrehozasan
¢és jellemzésén at az altaluk megismert sejtbioldgiai folyamatok és betegség modellek
bemutatasaig.

Meghonositottuk Magyarorszagon a human pluripotens 6ssejtek kutatasanak alapjait. Tobb
mint 40 human pluripotens sejtvonalat hoztunk 1étre, egyrészt szomatikus sejtek pluripotens
allapotba torténd visszaprogramozasaval, masrészt mar létez6 sejtvonalak stabil genetikai
modositasaval. Ezeket a sejtvonalakat a teriilet szigort elvarasainak megfelelden jellemeztiik.
A pluripotens allapoti sejtek tulajdonsdgainak megismerésére jelentds 1) eredmények
szlilettek a laboratoriumunkban:

Megmutattuk, hogy a pluripotens Ossejteken az ABCG2 a f6 multidrog transzporter,
expresszidja heterogén az Ossejtpopuldcion beliil és az adott genetikai hattér és
mikrokornyezet hatarozza meg. Az ABCG2 kifejez6dése nem feltétele a pluripotens
allapotnak, azonban az Ossejteket kiilonbozd stresszhatasoktol védé ABCG2 kifejezddése
ABCG?2 expresszidja csokken és mas ABC transzporterek kifejez6dése indul meg, ebbdl a
szempontbol a kiilonbozdéen differencialédo sejtek egyedi expresszids profilt (ujjlenyomat)
mutatnak. Az ABCG2 tultermelése nem valtoztatja meg a pluripotens allapotot és védelmet
nyujthat olyan szovetek potlasakor, amelyek nem fejezik ki az ABCG2-t, de ki vannak téve
citotoxikus hatdsoknak.

Elséként jellemeztilk a pluripotens allapotu sejtek Ca-jeleit kiilonb6zd indukaloszerek
hatasara ¢és kidolgoztuk a kalcium jel mérésének modszerét kétféle technikaval is. Human
pluripotens 6ssejtekbdl szivizomsejteket, idegi sejttipusokat és mezenchimalis dssejteket
hoztunk létre. Ezeket a sejttipusokat nem csak fenotipusosan jellemeztiik, hanem funkcionalis
vizsgélatokat is végeztiink. A megszerzett ismereteket az utobbi években betegségmodellek
kidolgozasara hasznaljuk, dolgozatomban példaként egy monogénes betegség a Frank Ter

Haar szindroma génszerkesztéssel 1étrehozott modelljét targyalom.
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1. IRODALMI BEVEZETO

1.1. Az ossejtek fajtai

Az 6ssejt egy nem specializalodott, korlatlan szdmu osztédésra és onmegujulasra képes sejt,
amely aszimmetrikus osztdédds révén egy Onmagaval megegyezé6 ¢€és  egy
elkotelezettebb/érettebb utddsejtet is 1étre tud hozni. Mai tudasunk szerint az Ossejteket
fejlodési potencidljuk alapjan harom nagy csoportba osztjuk; totipotens, pluripotens ¢és
multipotens dssejtekrél beszEéliink (1. dbra). Ezek a kategoridk természetesen mesterségesek,

mert egy ¢leten at tartd folyamatot probalunk beszoritani harom csoportba.

OTIPO S PLURIPOTENS
TOTIPOTEN minden testi sejt képzodik belole
egy egész él6lény (a belso sejtcsomd sejtjei)

D @ megsziilethet
M‘ o/ belsle
f

az embriot =
alkoto
szovetek

az embriot
ellato szovetek

@ MULTIPOTENS

csak az adott szovet sejtjeit
hozza létre

(magzati korunktol

egész életlinkben)

Az Ossejteket az alapjan
kulonboztetjiik

meg, hogy mi mindent
képesek létrehozni.

1. abra Az dssejtek tipusai és fejlodési potencidlja

Totipotensek a megtermékenyitett petesejt és a szedercsira sejtjei nyolcsejtes allapotig. A
totipotens sejt képes az embriondlis és az extraembrionalis szdveteket is létrehozni. A
totipotens sejteket a pre-implantacios diagnosztikai eljarasok és az allattenyésztésben
kivételesen értékes tenyészallatok klonozéasara vagy kihalofélben 1évd fajok megmentésére
hasznaljak.

A fejlédésben a kovetkezd allapot, amit elkiilonitiink, a pluripotens allapot. Pluripotensek a
holyagesira allapoti embrid belsd sejtcsomdjaban 1€v sejtek, amelyekbdl az Gsszes testi sejt
létrejon, mig a holyagesira kiilsd sejtrétegébdl az extraembriondlis szovetek keletkeznek.
Annak a felfedezése, hogy a holyagcsira belsd sejtcsomojabol nyerhetd sejtek laboratoriumi

koriilmények kozott tenyészthetok, beldlik sejtvonalak hozhatok létre [1] és, hogy ezek a
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sejtvonalak genetikailag modosithatéak és mindenféle sejttipus 1étrehozhato bel6liik in vitro
koriilmények kozott is, nagyban eldsegitette a betegségek mechanizmusanak kutatasat. A
technika lehetové tette ,,Knockout” (KO) allatok létrehozasat, amelyekben adott fehérjék in
vivo funkcidja vizsgalhatdé és ezen keresztiil, betegségmodellek kidolgozasahoz illetve a
fejlédési vagy a regeneracios folyamatok kovetéséhez nyujtanak segitséget.

A kovetkez6 fejlodési allapot a beagyazodas soran 1étrejovo primitiv szovetek (ektoderma,
mezoderma és endoderma) megjelenéséhez kothetd, ezek az Osei azoknak a szdveteknek,
amelyek késobb a kifejlett szervezetben is megjelennek. Ezek a primitiv szovetek illetve a
késobb a kiilonbozo szovetekben megtalalhatd szovetre jellemzo dssejtek multipotensek, ami
azt jelenti, hogy az adott szovetre specifikus sejtféleségek létrehozasaért felelosek egész
¢letiinkben. A multipotens sejteket szoveti 6ssejteknek is szokds nevezni, arra utalva, hogy a
szervezetben a kiilonbozd szovetekben kulcsfontossdgi  szerepilk van a szdvet
homeosztaszisanak fenntartasaban, illetve a regeneracidos folyamatokban. A multipotens
sejteket szokas tovabbi kategoridkba is sorolni; az oligopotens Ossejtek tobb sejtféleséget
képesek 1étrehozni (példaul a vérképzo Ossejt a teljes vérképzést biztositja vagy a
mezenchimalis sejtekbdl csont, bor €és porc is keletkezhet), de ismeriink bipotens (m4j
progenitorok) vagy unipotens Ossejteket is (az izomsejteket 1étrehozd Un. szatellita sejtek
szaporodoképes sejtek, de csak izomsejtekké tudnak érni).

A multipotens sejtek a szervezetben osztodoképesek ¢és megdrzik differencidlatlan
tulajdonsagaikat, de laboratoriumi koriilmények kozott az osztddas hamar ledll és a sejtek
differencidlodni kezdenek.

Jelentés kiilonbségek vannak a kiilonbozé multipotens sejtek mennyiségét illetéen is a
kiillonbozd szovetek kozott; a gyorsan cserélddd sejtféleségek (vér, bor, bélham) dOssejtjei
sokan vannak és gyors regeneraciora képesek, ezért viszonylag hamar fel is fedezték dket. A
vérképzd Ossejtek bdven kitartanak életlink végéig, ezért adhatunk beldle beteg
embertarsainknak is, hogy a koérosan miikddd csontveldi Ossejtjeiket kicseréljek egészségen
miikodére. Ezen alapul a csontveld transzplantacido tobb mint 50 éves multja. Azt, hogy a
kevésbé regeneradlodd szovetek (szivizom, idegsejtek) kozott is vannak Ossejtek (bar igen
kevesen), csak az utdbbi évtizedek kutatasai tartak fel és bar nagy a jelentdségiik a szervezet
egészséges mikodésében, a sziv vagy idegsejtek donécidja nem jarhaté ut a betegek

kezelésére.
1.2. A ,,mindentudo6” dssejt, avagy milyenek a pluripotens dssejtek

Amint azt mar az el6z0 alfejezetben is emlitettem, az egér embrionalis Ossejtvonalak

felfedezése alapjaiban valtoztatta meg az Gssejtekrdl alkotott nézeteinket. Amikor 1981-ben
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kideriilt, hogy ezekbdl az egér embridban pluripotens allapota sejtekbdl sejtvonalakat lehet
létrehozni, az nagy lendiiletet adott tobb kutatasi teriiletnek is. A sejt- és fejlodésbioldgiai
kutatasok €s a gyogyszerkutatas fejlodése mellett, elokészitette a talajt a human pluripotencia
vizsgalatahoz, ami még nagyobb reményeket és elvarasokat keltett tudomanyos korokben és a

mindennapi ¢élet szintjén is.
1.2.1. Mit tudunk ezekrol a human pluripotens dssejtekrol?

1998-ban James Thomson és munkatarsai eldszor bizonyitottdk, hogy az egérhez hasonldan
human blasztocisztabdl is lehet pluripotens Ossejtvonalat alapitani [2] és az igy izolalt sejtek
folyamatosan osztodtak, honapokig fenntarthatok voltak. Hamarosan arrél is megjelentek
kozlemények, hogy a tenyésztési koriilmények megvaltoztatdsdval mindharom csiralemez
iranyaba spontan tudnak differencialodni [3, 4].

A differenciaciés protokollok akkoriban azon alapultak, hogy az embrionalis Gssejteket a
dajkasejt rétegrél enzimatikusan eltdvolitva, megemelt szérum tartalmu, szuszpenzids
médiumban tartva, embriotesteket alkotnak (EB-embryoid body), amelyekben megindul a
sejtérés. Ha néhany nap mulva az embriotesteket adherens feliiletre teszik (altalanosan
zselatint alkalmaztak), akkor az EB-k letapadnak ¢és a legkiilonbozébb sejttipusok fedezhet6k
fel a tenyészetekben.

A probléma az igy létrehozott spontan differencialodott sejtekkel az volt, hogy minden
tenyészet kiilonbozd Osszetételll, igy egy-egy sejttipust nehéz vizsgalni benne. A kivant
sejttipusok feldusitasa a spontan tenyészetekben az egyik ut, amin elindultak az dssejtkutatok;
2001-ben tobb olyan kozlemény is megjelent, amelyben a sejtterapids szempontbdl fontos
sejttipusok (szivizom [5], idegsejtek [6] és inzulintermel6 sejtek [7]) feldasitasarol szamoltak
be.

Az Ossejtterapidk alapja, hogy a szervezetben rosszul miikodd vagy hidnyozoé sejttipusokat az
Ossejtekbdl 1étrehozott egészséges sejtekkel potoljuk. Mar 2001-ben megjelent az elsd
transzplantacios kisérletet leir6 munka, amelyben ES-b6l szarmazd neuralis progenitorokat
tiltettek be ujsziilott egerek agyaba, ahol ezek megtapadtak és tovabb differencialodtak [8].
Hatalmas remények és éles tarsadalmi vitak tamadtak a human ES-sejtekkel kapcsolatban, de
az biztos volt, hogy a terapidk bevezetéséhez az Ossejteket jobban meg kell ismerni, 0j és
hatékony differenciacids protokollokra illetve a kivant irdnyba differencialt sejtek megfeleld
tisztasagat biztositd elvalasztasi modszerekre és az allati termékek kizardséara lesz sziikség.
Kritériumként jelent meg a magas telomeraz ¢és alkalikus foszfataz aktivitas, az
allapotspecifikus antigének (SSEA) kifejezddése és a teratoma képzés [2], tovabba a kulcs

transzkipcios faktorok jelenléte a pluripotens dssejtek sejtmagjaban; az OCT3/4, a Sox2 és a
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Nanog a pluripotencia fenntartasahoz elengedhetetlenek és egymadssal szoros 0sszekottetésben

mitkodnek [9].
1.2.2. Az indukalt pluripotencia felfedezése

Mig a vildg nagy részén a pluripotens allapotok megértésével foglalkoztak, addig Japanban
olyan felfedezést tettek, ami teljesen megvaltoztatta a sejtbiologia alapjait €s forradalmasitotta
az dssejtkutatast.

Shinya Yamanaka és Kazutoshi Takahasi 2006-ban tette kdzz¢é azt a felfedezésiiket, hogy
érett, szoveti sejtjeket genetikai moddszerekkel vissza lehet programozni az embrionalis
6ssejtekhez nagyon hasonld pluripotens ssejtekké. Az elészor egér sejteken [10], majd egy
éven belill emberi sejteken is sikerrel alkalmazott [11] moddszer 1ényege, hogy néhany
specialis gén bejuttatasaval - ezek az in. Yamanaka faktorok: Oct4, Sox2, Myc és Klf4 - az
érett borsejtekbdl indukalt pluripotens dssejtek (iPSC) hozhatok létre.

Az eljarés olyan hatékonynak bizonyult, hogy ma mar a mddszer-valtozatok egész tarhaza all
rendelkezésre, attdl fiiggden, hogy a hatékonysag, a biztonsag vagy tudomanyos ismeretek
bovitése a cél [12, 13].

A visszaprogramozashoz gyakorlatilag barmely sejtmaggal rendelkezd sejt hasznalhat6, a
klasszikusan hasznalt borsejtektdl a vér mononuklearis sejtjein at a vizeletben talalhato epitél
jellegti sejtekig [13].

A létrehozas modszerétdl fliggetlentil az indukalt pluripotens dssejtekre jellemzdéek mindazok

a tulajdonsagok, amelyeket az embrionalis Ossejtekkel kapcsolatban mar megallapitottunk;
kifejezik a pluripotencia markereket, megtartjdk a pluripotens allapotot, de a tenyésztési
koriilmények megvaltozatasaval mindhdrom csiralemez irdnyaba differencialédni tudnak és
beldliik is létrehozhatdk a legkiilonb6zObb differencialt sejttipusok. Ez a felfedezés nemcsak
azt bizonyitotta, hogy az érett sejtek képesek éretlenebb allapotii sejtekké atalakulni
(dedifferencialodas), de felvetették annak lehet6ségét is, hogy személyre szabott Gssejtekkel

lehessen betegségeket gyogyitani!
1.2.3. 4 pluripotens dssejtek tenyesztése és jellemzése

A human pluripotens ssejteket (NPSC) eleinte, az egér pluripotens Ossejtekhez hasonloan,
osztodasgatolt egér embrionalis fibroblaszt sejteken (MEF) un. dajkasejt rétegen tenyésztették
és a tenyésztd médiumba borju szérumot és fibroblaszt ndvekedési faktor II (bFGF)
kiegészitdt hasznaltak. Hamarosan felmeriilt az igény az allati termékek kikiiszobolésére,
hiszen ha emberi gyogyitasra akarjuk hasznalni az &ssejteket, ezzel mindenképpen torédniink
kell. A médiumok allati termékt6l mentesek és kémiailag jobban definialt 6sszetételtiek lettek,

mig az egér fibroblaszt helyett megjelentek a human dajkasejtek [14], illetve késébb a
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dajkasejtmentes tenyésztésre alkalmas extracellularis matrixok ¢és az ehhez igazitott
médiumok is.

A human pluripotens Ossejtek jellemzésének szigorti szabalyai vannak, amiket a sejtvonalak
létrehozasa és a tovabbi kisérletek soran is folyamatosan be kell tartani. Ez azért fontos, mert
a pluripotens allapot fenntartasa nem annyira egyszeri, mint amilyennek azt az altalanos
sejttenyésztési tapasztalattal rendelkezd kutatdé gondolnd. Ha a hPS sejteket tal ritkdn
szélesztjiik, akkor nem szaporodnak, ha viszont til stirtin, akkor differencialédni kezdenek. A
részleges differenciacid azért kritikus, mert egyrészt megvaltoztathatja a pluripotens sejtek
tulajdonsagait (gének kifejezOdése, stressz tlrés, differenciacios potencial), masrészt a
kiilonbozé differencialtatott sejttipusok hatékony létrehozasanak egyik kulcsa a jo6 mindségi
pluripotens tenyészet. Hossz tava in vitro tenyésztés soran a sejtek stabil genetikai
allomanyat (pl. kariotipusat) [15] és a mycoplazma fertézést is folyamatosan tesztelni kell
Ezeket a vizsgalatokat a dolgozatban sajat példakkal bemutatom, itt azonban nem térek ki ra

részletesen.
1.2.3. A human pluripotens 6ssejtek felhasznalasi lehetoségei

A human pluripotens dssejtek felhaszndldsa az alap és alkalmazott kutatasban egyre szélesebb
tertiletekre terjed ki. Alapvetden hdrom {6 irdny szerint csoportosithatjuk a lehetdségeket; (i)
sz¢lesebb értelemben vett fejlodésbiologia vizsgalatok (ii) gyogyszerfejlesztés (iii) terdpids
célu sejtkészitmények eldallitasa (2. dbra).

L Visszaprogramozds
Testi sejt

Q OSc t42
@ N ]?;}4

c-Myc

(mddositott sejtek) "
e

luripotens sejt
9"?@
\I5VEY,

%‘ip otens

osssejtvonal
Erintett sejttipus Erett sejtek

ii) Terdpia

i) Fejlodésbiologiai
vizsgdlatok

ii) Gyogyszerfejlesztés

2. abra A hPSC-k felhasznaldasi lehetdségei

A fejlodésbiologiai vizsgalatok felolelik a human embriondlis fejlddés olyan aspektusait is,

amelyek a klasszikus allatmodellekben a fajspecificitasok miatt nem vizsgalhatok. Mivel a
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hPSC-k normal kariotipusi human sejtvonalak, amelyek képesek a szervezet minden
sejttipusat 1étrehozni, kivaldan alkalmasak a legkiilonbozébb sejtérési folyamatok vizsgalatara
¢s az ehhez kapcsolddo jelatviteli utak feltérképezésére. Mindemellett korlatlan dnmegujitasi
képességiik révén nagy ateresztOképességii technikak hasznalatahoz is megfeleld mennyiségii
sejtet lehet bel6liik eldallitani [16].

A gyogyszerfejlesztések soran szintén tobb lehetéség nyilik a hPSC-k felhasznalasara. A
gyogyszerjelolt molekuldk embrid-toxicitdsanak kiszlirésére mar rutinszerien hasznalnak
hPSC alapu rendszereket [17]. Mivel a jelatviteli utak jol vizsgalhatoak az Gssejteken vagy az
Ossejtekbdl  differencialtatott  sejtkultrakon, gyogyszer tamadaspontok kutatasara is
alkalmazhatok. A kifejlesztett molekulak kiilonb6z6 szervekre (sziv, maj, idegsejtek stb.)
gyakorolt hatdsanak/mellékhatdsanak felmérésére is egyre tobb Ossejt alkalmazasi példat
talalunk [18]. A betegség modellezésben az allatmodellek és a tumoros sejtvonalak mellett
egyre nagyobb szerepe van a hPSC-alapi modszereknek. Ha a kiindulési sejttipus nem
egészséges, hanem beteg donortdl szarmazik, akkor lehetdségiink van visszaprogramozni a
beteg sejtjeit pluripotens allapotba. Igy a betegségben érintett sejttipusok 1étrehozasaval a
betegség kialakulasanak, biomarkerek megjelenésének kovetése és a lehetséges gyogyszerek
tesztelése is elvégezhet6 [19-21].

A hPSC-k megjelenése természetesen magaban hordozta a sejtalapu terapidk fejlesztési
lehetdségeit is. Szamos klinikai fejlesztés és kiprobalas folyik szerte a vildgban, de a
rutinszer(i alkalmazasok bevezetése eldtt vannak még megoldasra var6 problémak [22, 23].
Ezek koziil a két legfontosabb az immunologiai és a biztonsagi problémak megoldasa, amire
vannak biztatd probalkozasok [24-26]. A sikeres terapiak megsziiletéséhez azonban elészor

rrrrrr

iranyaba. A differenciacios modszerekrdl a kovetkezd fejezetben adok rovid attekintést.
1.2.5. A human pluripotens dssejtek differencidltatasa

Kezdetben az EB-ken keresztiil zajlo spontan differenciacios modszert hasznaltak kiilonbozo
sejttipusok eldallitdsara. A zselatinra letapasztott EB-k tovabb differencidlodtak és
megjelentek morfologiailag jol elkiilonithetd sejttipusok. A kivant sejttipust eleinte ezekbdl a
spontan differencialodd kulturdkbol nyerték, mechanikus, enzimatikus vagy szelekcios
eljarasokkal. Kozben az egér embriondlis fejlodés adatait felhasznalva kideriilt, hogy
specifikus novekedési faktorok, morfogének és/vagy kismolekulak segitségével a
differencidcios folyamatot iranyitani tudjuk, ily médon szamos sejttipust szelektiven eld lehet
allitani. Az igy kifejlesztett Un. irdnyitott differenciacios protokollok tipikusan tobb 1€pésbdl

allnak, melyek az embrionalis fejlodés allapotait kovetik a megfeleld jelatviteli utvonalak
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aktivalasa vagy épp gatlasa révén. A megfeleléen differencialt sejteket az adott sejttipus in
vivo jellemz6 markereinek kifejezédése és a sejtfunkcidinak megjelenése alapjan valasztjuk el
és vizsgaljuk [16]. Az iranyitott differenciacios protokollok eleinte kétdimenzids kultirakban
valosultak meg, ami a gydgyszertesztelési felhasznalasnak jol megfeleltek. Az igy 1étrehozott
differencialt sejtek érettsége azonban még hosszabb idé alatt sem érte el az embrionalis
fejlodés késdi szakaszanak megfeleld allapotot. A technoldgia folyamatos fejlodésével
megjelentek a haromdimenzids kultarak [27, 28]. A térbeli elrendezédésnek és a kiilonb6zo
sejttipusok egymasra vald hatasanak eredményeként ezek mar megkdzelitik a sziiletés koriili
sejtérési allapotot [29]. A legujabb fejlesztési irany ezen a téren, hogy ezeket a differencialt
sejteket olyan mikrofluidikai eszkdzokre un. chip-ekre iiltetik, ahol a mikroszkopos technikak
jobban alkalmazhatoak és a kezelések hatasa is jobban mérhet6 [30].

Mara szinte minden sejttipusra taldlunk tobbé-kevésbé miikodd differenciacids protokollokat

az irodalomban. Laboratoriumunkban elsGsorban mezenchimdlis Ossejtek, szivizomsejtek és

neurdlis _sejtek létrehozasat valdsitottuk meg, pluripotens 6ssejtekbol kiindulva. A

mezenchimalis Ossejtek multipotens sejtek, amelyek képesek a kanonikus mezodermalis
iranyokba, igy porc-, csont-, és zsir iranyba differencialodni [31], valamint gyulladasgatlo,
immunmodulans tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ezek a tulajdonsagok vonzé célpontta teszik
Oket terapias felhasznalashoz. Az el6szor azonositott és jellemzett human MSC-ket
csontvel6bol izolaltak [32] Azota szamos szdvettipusbol sikeriilt izolalni hasonlo sejteket, a
terapias megkozelitésekhez elsésorban csontveld, zsir [33] és koldokzsinor [34] eredetl
MSC-ket hasznalnak. Amellett, hogy konnyen elérhetdk, laboratoriumi koriilmények kozott
korlatozott mértékben szaporithatok is és stabil genommal rendelkeznek. Igy az MSC-k
biztonsagos sejtforrasként szolgalhatnak autoimmun, gyulladéasos, és degenerativ betegségek
kezelésében. Habar jelenleg elssorban felndtt szovetekbdl szarmazdé MSC-ket hasznalnak
kutatasra, fejlesztésre és terapiara [35], a kiilonb6z6 donorokbol, kiilonb6z6 helyrdl és
kiilonboz6 szepardlési eljarassal 1étrehozott MSC kulturak nagyon kiilonbozdek fenotipusukat
¢és funkcionalis tulajdonsagaikat tekintve. Ezért az MSC-k human pluripotens Ossejtekbol
torténd eldallitasa kézenfekvonek tiint és az évek alatt szamos ilyen protokoll latott napvilagot
[36, 37].

Human szivizomsejtekre nemcsak a szamos €s sulyos szivbetegség gyogyitasahoz, hanem a
gyogyszerek szivtoxicitas vizsgéalatdhoz 1s nagy sziikség lenne. A hPSC eredetli
szivizomsejtek mind expresszids mintazatukat, mind funkciojukat tekintve a magzati, éretlen
fenotipust mutatjak [38]. Ennek ellenére a gyogyszertesztelésre sikeresen alkalmaztak [39] és

a benne rejlé lehet6ségeket egyre szélesebb korben kihasznaljak [40]. Szamos eredmény
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jelent meg kardiovaszkularis betegségek modellezésére, elsdsorban a monogénes betegségek
esetében, és a gyogyszerek kardiotoxicitasanak vizsgalatardl is [41, 42].

A kozponti idegrendszer betegségeinek vizsgalata az egyik legnehezebb feladat; a
legkomplexebb szerviink megértéséhez is 1) megkdzelitést hozott a pluripotens Ossejtek
felfedezése. Igaz ugyan, hogy sem az agy, sem az egyes terliletek bonyolult szerkezetét nem
tudjuk még laboratériumi koriilmények kozott modellezni, de a kutatok kitartd munkdjanak
eredményeképpen képesek vagyunk kiilonbozo idegsejttipusokat, vagy az organoid technikat
felhasznalva tobb sejttipust egyszerre tartalmazo, onszervez0dé un. mini agyat létrehozni
[27]. A betegség kialakuldsat, az ebben szerepet jatszo jelpalyakat illetve a lehetséges
kezeléseket vizsgalhatjuk az ilyen hPSC alapu idegi betegségmodellek segitségével [43, 44].
Terapias szempontbdl a kiilonb6zé progenitor populaciok kaptak nagy szerepet. A teriilet
legnagyobb sikere eddig, a Parkinson-kér gyogyitasara kidolgozott dopaminerg progenitor
készitmények 1étrehozasa, amelyek koziil tobb a klinikai kiprobalas engedélyezéséig is
eljutott [45].

A gyogyszerfejlesztés szempontjabdl nem csak az adott sejttipus toxikoldgiai jellemzoi,
illetve a normdl mitkddését befolyasold jelatviteli folyamatok érdekesek, hanem azok is,
amelyekkel adott betegségeket lehet in vitro human sejtekkel modellezni. Mivel az
elézéekben mar emlitettem a betegségmodellezést, a kovetkezOkben roviden bemutatom,

hogy mit is jelent ez.
1.2.6. A human pluripotens dssejt alapu betegség modellezés

Ha a pluripotens Ossejteket nem egészséges donor sejtjeibdl hozzuk létre, akkor lehetdség
nyilik arra, hogy az 6ssejtekbdl a betegségben érintett sejttipusokat eléallitva vizsgaljuk a
betegség kialakulasat (biomarkereket €s lehetséges gyogyszer tamadaspontokat keresve),
sejtszintli elvaltozasokat (cellularis fenotipusokat) hatarozzunk meg, és ezeket gyogyszeres
vagy mas modon (pl. génterapia) javitsuk [46-49]. Kontrollként az egészséges csaladtagok és
kor/nem szerint illesztett donorok mintai véltak elfogadotta [50]. Attorést hozott a teriileten a
genomszerkesztési modszerek megjelenése, amely lehetdvé tette, hogy iranyitott mutaciokkal
un. izogenikus vonalak legyenek vizsgalhatok; az adott betegre jellemzd mutéciot ki lehet
javitani a hPSC vonalban vagy egy egészséges hPSC vonalban létrehozhaté a kérdéses
mutacio [51]. Igy az érdeklddésiink homlokterében 4ll6 gén hatasa azonos genetikai hatterti
sejtekben vizsgalhatd, ami nagyban segiti a reprodukalhatosagot, csokkenti a raforditott
kisérleti munkat és hatékony moddszert ad a betegség kialakulasanak és kezelésének
felderitéséhez. Mindemellett, az Gsszetett hatteri betegségek (mint példaul a pszichiatriai

korképek) vizsgalata még manapsag is nagy kihivas. A GWAS vizsgalatok alapjan szdoba
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jOhetd betegségokozd gének szama nagy, hozzajarulasuk a betegség kialakuldsdhoz nem
tisztazott és a kdrnyezeti tényezok hatasat sem ismerjiikk. Ezen a teriileten az in vitro adatok
folyamatos gylijtése ¢és értelmezése vezethet a meghatarozd jelpalyak/mechanizmusok
megismeréséhez, ami a jovoben a hatékonyabb terapidk fejlesztéséhez vezethet. A kovetkezo
alfejezetben egy olyan Dbetegséget emlitek roviden, amelynek vizsgalatira a
laboratériumunkban pluripotens Ossejt alapi modellrendszert hoztunk 1étre, és amely ebben
az értekezésben bemutatasra is kerdil.

1.2.7. A Frank Ter Haar szindréoma

A Frank Ter Haar szindroma (FTHS) sulyos fejlodési rendellenesség, komplex fenotipikus
tiinetekkel, mint csontdeformitasok, szivfejlodési rendellenességek, korai megjelenésii
glaukoma, csokkent zsirszovet és medddség [52]. Csaladvizsgalatok kimutattak, hogy a FTHS
autoszomalis-recessziv 6roklédési modot mutat és az SH3PXD2b gén mindkét alléljaban
mutaciok vannak jelen a betegségben érintett egyénekben [53]. A SH3PXD2b gén a TKS4
vazfehérjét kodolja, ami a jelatviteli utak dsszekapcsoldjaként (hub) miikodik. A TKS4 részt
vesz az EGF-jelatvitelben, szerepet jatszik a podoszémaképzésben, €s igy a rak invazidban is
részt vehet. Bar a TKS4 fiziologiai szerepének szdmos aspektusat mar feltartdk, a TKS4
szerepe az emberi embrionalis fejlédésben és a Frank Ter Haar szindroma kialakulasaban még
ismeretlen. A TKS4-hianyos egerek (TKS4-KO) stlyos, tobbszervi fenotipussal sziiletnek,
hasonloan az FTHS emberben jelentkezo tiineteihez [54]. Figyelemre méltd, hogy az FTHS
stlyosan befolyasolja a csontvaz csont- és zsirszovet-Osszetételét, amelyek mindegyike

mezenchimalis dssejtekbdl (MSC) szdrmazik, ami arra utal, hogy az érintett egyének

.....

rrrrrr

1.3. Az éssejtek funkcionalis vizsgalatainak szerepl6i

Mint azt mar kiemeltem, a hPSC-k egyik nagy elénye, hogy funkciondlis vizsgélatok
végezhetOk rajtuk, illetve a beldliik differencialtatott sejttipusokon. Ez hozzasegit az emberi
fejlodés vagy a betegségek hatterében allo sejtszintli mechanizmusok megértéséhez. Ebben a
fejezetben olyan funkciondlis vizsgalatokat mutatok be, amelyek a mi munkdinkban is fontos

szerepet kaptak.
1.3.1. Az ABC transzporterek

Az ATP kotd kazettat (ATP Binding Casette) tartalmazd fehérjék az ¢éldvilag egyik

legnagyobb fehérjecsaladja. Emberben 48 gént irtak le, szekvencialis és szerkezeti rokonsag
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alapjan 7 alcsaladba soroljuk 6ket, ABCA-t6] ABCG-ig [55]. Kiemelkednek a csaladbol a
multidrog rezisztencia ABC (MDR-ABC) transzporterek, amelyek szamos hidrofob és
amfipatikus molekulat képesek eltavolitani a sejtjeinkbdl, amihez az ATP bontds energidjat
hasznaljak. Elsddleges szerepiik az olyan szoveti hatarok védelme, mint a bél, a tiido, a
méhlepény, a vér-agy €s a vér-here gat, de részt vesznek a maj méregtelenitd funkciojaban és
a rakterapiak elleni gyogyszer-rezisztencia kialakulasaban is. Az ABC transzporterek széles
¢s atfedd szubsztrat felismerése hatékony védelmet biztosit a sejtek €s szovetek szdmara a
karositd  faktorokkal szemben. A  xenobiotikum/gyogyszer-rezisztencia, azaz a
"kemoimmunitas” harom legfontosabb MDR-ABC transzportere a szervezetiinkben; az
ABCBI1, ABCC1 és ABCG2 fehérje [56]. Erdeklddésiink fokuszaba azért keriilt az ABCG2,
mivel err6l a transzporterrdl leirtak, hogy szerepe van a szdveti Gssejtek védelmében is [57].
Az ABCG?2 egy fél-transzporter, a sejtekben homodimer formajaban latja el a funkciojat, ami
az endo- ¢és a xenobiotikumok eltavolitasa a sejtekbdl, beleértve a porfirin-anyagcsere toxikus
vegyiileteit és a hugysavat is [58, 59]. Erdekes modon egér génkiiitéses munkak alapjan és
funkcionalis ABCG2 fehérje nélkiil él6 emberek (Junior negativ vércsoport [60, 61])
vizsgalatabol tudjuk, hogy ennek a fehérjének a hidnya nem kozvetleniil életet fenyegetd
hatast, de kedvez6tlen kornyezeti hatasok esetében fontos Szerepe van a toxinok
eltavolitdsaban vagy a koszvény kialakulasdban. Az dssejtek €letfunkcioinak megértéseéhez és
igy a hatékony terapia tervezéséhez elengedhetetlen, hogy az ABC transzporterek szerepét

jobban megismerjiik.
1.3.2. A citoplazmatikus Ca* koncentracié mérésének technikai

A kalciumion (Ca?"), mint minden sejtben jelenlévé masodlagos hirvivé, nélkiilozhetetlen
szerepet jatszik az alapvetd ¢lettani folyamatokban, mint a sejtosztddas, a sejtérés ¢€s a
sejthalal. Annak a vizsgalata, hogy a sejten beliili Ca®*-koncentracio emelkedése hogyan
szabalyozhat ennyi folyamatot nagyon érdekes kérdés és tobb lehetdség adodik is a kisérletek
kivitelezésére.

A kalcium jelatviteli utak vizsgalatdra jelenleg legszélesebb korben a fluoreszcens
indikatorokat képalkotdé modszerekkel kombinalo technikék terjedtek el, amelyek a fiziologias
sejtfunkciok minimalis zavarasaval teszik lehet6vé a méréseket.

A kismolekulas, sejt permeabilis, szintetikus kalcium indikatorok alkalmazasa attorést hozott
a kalcium jelatvitel vizsgalataban [62-64], széles korben hasznaljak ma is in vitro/ ex vivo
kalcium jelatviteli vizsgdlatokban. Alkalmazasuknak azonban szdmos hatrdnya is van; a
sejtek festékkel valo toltése specialis koriilményeket igényel és sok esetben a sejtmembranon

atjutdo, nem fluoreszcens szadrmazék fluoreszcens kalcium indikator festékké alakuldsa a
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sejtben toxikus metabolitokat eredményez. Mivel ezek a festékek kalcium pufferként is
viselkednek, az intracellularis festék felhalmozodas jelentdsen megvaltoztathatja a jelatvitelt.
A toltési eljaras reprodukalhatosaga és a festék egyenetlen eloszlasa a sejtek kozott és/vagy a
sejten beliil komoly problémakat okozhat. Ezenkiviil a festék kioltddasa és/vagy
fotoelhalvanyodasa el6fordulhat hosszabb mérések soran [65, 66]. Ezeknek a festékeknek az
in vivo alkalmazasa is er0sen korlatozott. A legjobban jellemzett, legszélesebb korben és
legsikeresebben alkalmazott kalciumindikatorok a Fluo-3 és Fluo-4 festékek [67, 68].
Méréseink soran gyakran mi is a Fluo-4 festéket hasznaltuk.

A genetikailag modositott kalciumindikator fehérjék a kalcium érzékeny festékek
alternativajaként szolgalnak a jelatviteli folyamatok vizsgalataban. Fejlesztésiik kiilonb6zo
optikai tulajdonsagokkal rendelkezé indikatorok sorat eredményezte [69, 70]. A
szovetspecifikus promoterek hasznélataval a kivalasztott szovetekben, mig a szelektiven, egy
adott sejtorganellumba valo irdnyitéssal adott intracelluldris kompartmentekben valt lehetové
a kalcium szignalok tanulmanyozasa [71-74]. Koriiltekintéen megvalasztott expresszios
kortilmények kozott a genetikailag modositott kalciumindikator fehérjék minimalis hatast
gyakorolnak a sejt mitkodésére, in vivo is hasznalhatok, ezért hossza tava vizsgalatokra is
alkalmasak [75], bar a kalcium-pufferelés és jelatvitel megvaltozasa tovabbra is eléfordulhat
[76, 77]. Hogy a genetikailag moddositott kalciumindikator fehérjék alkalmazhatosagat
megismerjiik a pluripotens dssejtekben, differenciacio kozben és differencialodott formaikon,
munkdinkban tobbféle konstrukcioban hasonlitottuk Ossze a genetikailag tervezett kalcium

indikatorokat és a klasszikus fluoreszcens kalcium indikatorokat.
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2. CELKITUZESEK

Az értekezésben az alabbi célkitlizésekhez kapcsolddd munkainkrol szamolok be
részletesebben:

|. Human pluripotens &ssejtek létrehozasa sejtbioldgiai vizsgalatok és betegségmodellezés

céljabol (Szabo et al. Stem Cell Res. 2020)

1l. A pluripotens allapotra jellemz6 tulajdonsagok megismerése és funkcionalis vizsgalata

1. Feltérképezni, hogy milyen multidrog transzporterek miikddnek a pluripotens dssejteken.
(Apati et al. BBA 2008 ¢s Sarkadi et al. Stem Cells. 2010)
2. Vizsgélni, hogy, hogyan valtozik a multidrog transzporterek kifejezédése a szoveti
differenciacié kezdetén. (Erdei et al. Cytometry
B Clin Cytom. 2014)
3. Milyen stressz koriilmények kozott nytjtanak védelmet az ABC transzporterek?
(Erdei et al. Eur Biophys J.
2013)
4. Hasznalhato-e ez a tudas drog rezisztens szovetek tervezésében?
(Erdei et al. PLoS One. 2018)
5. Felderiteni, hogy, milyen a pluripotens 0Ossejtek kalcium szignalizacidja és milyen
modszerekkel érdemes ezt vizsgalni?
(Apati et al. Mol Cell Endocrinol. 2012 és Apati et al. Cell Signal. 2013)
6, A pluripotens dssejt-eredetii neuralis sejtek kalcium jeleinek vizsgalata.
(Vofély et al. Mol Cell Neurosci. 2018)

111. Pluripotens 6ssejtek alkalmazasa

1. Pluripotens &ssejt eredeti mezenchimalis 0Ossejtek jellemzoéinek ¢és felhasznalasi
lehetdségeinek vizsgalata.
(Vargaet al. BBRC 2011)
2. Pluripotens Ossejt alapt betegségmodell 1étrehozésa.
(Laszlo et al. Int J Mol Sci. 2022)
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3. MODSZEREK

Ertekezésem célja az &ssejtkutatassal kapcsolatos eredményeim bemutatasa, az alkalmazott
modszereket a dolgozatban 6sszefoglalom, itt csak vazlatosan emlitem meg.

A humén pluripotens Ossejtvonalak létrehozasa ¢€s fenntartasa specidlis tenyésztési,
génbeviteli, klonozasi és fenotipus jellemzési technikakat igényelnek [78]. Human pluripotens
Ossejtvonalak differencidltatasa sordan az embridtest Iétrehozasan alapuld spontan
differenciaciés modszeren kiviil a mezenchimalis &ssejteket sajat fejlesztésti modszerrel [79,
80], mig a szivizom ¢és a neurdlis tenyészeteket mar leirt protokollok optimalizalasaval
valositottuk meg [81]. Human pluripotens 0Ossejtek és differencialtatott szarmazékaik
funkcionalis jellemzése soran az ABCG2-t kifejezd sejtek Hoechst 33342 felvételét és az
invadopodia vizsgalatot végeztiink. A kalcium szignalizacié vizsgalatarél pedig azt a
metodikai cikket emlitem, amelyben 1épésrol-1épésre bemutatjuk a vizsgalati és értékelési

modszereket [120].

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK
4.1. Human pluripotens éssejtvonalak létrehozasa és jellemzése
(vonatkozo fontosabb kdzlemény: Szabo et al. Stem Cell Res. 2020)

A laboratoriumunkban tobb vonalat tartunk fenn, hoztunk létre és hasznalunk a kiilonbozd
kisérleteink soran. Uj, human pluripotens éssejtvonalakat rutinszertien kétféle moédon hozunk
létre a laboratoriumunkban; (i) a meglévd vonalak genetikai modositasaval (i/a) kiillonb6zo
fehérjék taltermelése [82-86] vagy (i/b) mutaciok bevitele/kijavitasa révén [87, 88], (ii)
illetve szdveti sejtek visszaprogramozasaval (altalaban vérsejtekbdl Sendai virus és a négy
Yamanaka faktor segitségével) [89-92]. A létrehozott Gssejtvonalak részletes jellmzését
bemutato rész megtalalhaté a dolgozatban. A kisérleteinket szigoruan ellendrzott, pluripotens

allapotu sejtekbdl kiindulva valdsitottuk meg.
4. 2. A pluripotens allapotra jellemz6 tulajdonsagok megismerése és vizsgalata

Amikor 2006-ban a sziikséges engedélyek beszerzése és a human embrionalis sejtek
tenyésztésére alkalmas laboratorium kialakitdsa utdn végre mi is elkezdhettiik a munkat

ezekkel a végtelentil érdekes sejtekkel, az elsd kérdéseink a miikddésiikre vonatkoztak.

4.2.1.Milyen multidrog transzporterek mitkédnek a pluripotens dssejteken?

(vonatkozo fontosabb kdzlemény: Apati A. et al. BBA 2008. és Sarkadi et al. Stem Cells. 2010)

A magzat az anyaméhben nagyon sok kiilsé karositd tényezdvel szemben védett, de gy

gondoltuk, hogy a pluripotens dssejteknek sajat védelemre is sziikségiik lehet. Az els6 kérdés
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az volt, hogy a multidrog transzporterek koziil melyek fejezdédnek ki €s miikodnek a human
embrionalis Ossejteken.

Két hESC vonalon, a HUES9 ¢és HUESI1 vizsgaltuk a harom alap-transzporter, az ABCB1,
ABCCI1 és ABCG2 mRNS szintii kifejez6dését. Azt tapasztaltuk, hogy a differencialatlan
Ossejtekben magas, mig a differencialtatott sejtekben drasztikusan csokkent ABCG2 mRNS
szint mérhet6. Az ABCBI1 kifejez6dése mind a differencialatlan, mind a differencialt sejteken
elenyészd volt. Az ABCCI esetében pedig azt kaptuk, hogy mind a differencidlatlan, mind a
differencialt Ossejt eredeti mintdkban magas volt az mRNS szint. A kovetkez0 1€pés a fehérje
kifejez0dés vizsgalata volt, amit az ABC transzporterek elleni specifikus ellenanyagokkal
(5D3- ABCG2, MRK16- ABCBI1 és R1- ABCCIl) aramlasi citometria segitségével
végeztiink. Méréseink azt mutattak, hogy az dssejtek kifejezik az hESC-kre jellemzé felszini
markereket (SSEA4 és PODXL), mig az ABCG2-re a sejtek 40-60%-a bizonyult pozitivnak.
Sem az ABCB1, sem az ABCC1 fehérje jelenlétét nem sikeriilt kimutatni ezzel a modszerrel,
ami az ABCBI esetében nem volt meglepd, mert az mRNS szint is igen alacsony volt. Az
ABCCI1 esetében azonban a magas mRNS expresszio ellenére nem lattunk annak megfeleld
fehérjét, amit okozhat az, hogy néhany sejtben nagyon magas az ABCC1 expresszid, ami
eltolja az atlag mRNS expresszidjat, vagy ami valosziniibb, hogy az ABCCl mRNS
poszttranszkripcios vagy negativ transzlacios szabalyozas alatt all a hES sejtekben.

Az eredményeink azt sugalltdk, hogy a pluripotens dssejteken az ABCG2 fejezddik ki a £6
MDR transzporterek koziil, ezért konfokalis mikroszkoppal is megerdsitettiik, hogy az
6ssejteken az ABCG2 kifejezddik és a plazmamembran helyezkedik el (3.B abra).

Ezutan kivancsiak voltunk, hogy vajon funkcidképes-e a fehérje? Az ABCG2 funkcigjat ugy
lehet vizsgalni, hogy jelzett szubsztratot (jelen esetben Hoechst 33342 (Hst) fluoreszcens
magfesték) adunk a sejtekhez, amit a miikodoképes ABCG2 kipumpal a sejtekbdl. Az
ABCG?2 szelektiv gatloszerét adva a rendszerhez (Kol143) a kipumpalas lassul vagy teljesen
meg is szlinik. A kisérletet elvégezve, a fluoreszcencia intenzitast idoben abrazolni tudjuk és
kiszamolhatd a multidrog rezisztencia aktivitds faktor (MAF) is. Mivel tudtuk, hogy az
Ossejteknek csak kb. a fele fejezi ki az ABCG2-t, a transzport mérést kovetden az ABCG2-t in
situ jeloltiik és kiilon értékeltiik az SD3 ellenanyaggal festéddé ABCG2 pozitiv és negativ
sejteket. Ahogy az a 3. abran is latszik, az ABCG2-t kifejez6 sejtekben a Hst fluoreszcencia
intenzitasa lassabban nd, mint a negativ sejtekben, azonban a szelektiv gatloszer (Ko143)
adasa utan az ABCG2-t kifejezd sejtekben is megnd a festék felvétel sebessége, megkdzelitve

a negativ sejtekben mérhetd értéket.
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3. abra. Az ABCG2 transzporter funkciondlis elemzése differencidalatlan hES sejtekben. A Hst festék
sejtmagban torténd felhalmozodasat él6 HUESY sejtekben konfokalis mikroszképpal kovettiik. majd
kb. 2 perccel a Hst hozzdaadasa utan, 1 uM Kol43 hozzaadadsaval gatoltuk az ABCG2 miikodeését; (4)
Hst felvétel végén kékre festodott sejtmagok lathatok. (B) A Hst felvétel mérése utan ugyanazt az
ossejtcsomot festettiik 5D3 antitesttel ABCG2-re. A zold nyilak a magas ABCG2 expresszioval
rendelkezé sejteket jelzik, mig a fehér nyilak azokat a sejteket mutatjik, amelyekben nincs ABCG2
expresszio. (C) A Hst festék magi felhalmozodasanak kinetikdaja;, A zold gorbét az ABCG2-t
expresszalo sejtek adataibol szamitottuk ki (zéld nyilak). A feher gorbét olyan sejtek adataibol
szamitottuk ki, amelyek nem fejezik ki az ABCG2-t (fehér nyil).

Ezekkel a kisérlettel nemcsak azt bizonyitottuk, hogy a HUESY sejtekben kifejezddik az
ABCG2 és a plazmamembranban helyezkedik el, de azt is, hogy funkcioképes. Az ABCB1 és
ABCCI1 esetében is végeztiink funkcionalis kisérleteket, és arra kovetkeztettlink, hogy az
expresszios adatainkkal Osszhangban ez a két fehérje nem expresszalodik szamottevéen az
Ossejteken. Megmutattuk tovabbi rendelkezésiinkre allo embrionalis &ssejtvonalakon is az
ABCG2 kifejezddését (BGO1V és HUES4) és ramutattunk, hogy a nem egér dajkasejten,
hanem extracellularis matrixon (Matrigel) tenyésztett sejtek esetében az ABCG2-t expresszalod
sejtek szama és az expresszid mérteéke is csokkenhet.

Késébb egy 0Osszefoglald kozleményben attekintettiik az irodalmi adatokat [57]; mMRNS
szinten a legtobb csoport kimutatta az ABCG2-t human pluripotens Ossejtekben, mig
fehérjeszinten csak tobb-kevesebb sikerrel tudtak Kkimutatni. Az eltérd eredményeket
elsdsorban a sejtvonalak eltérd tulajdonsagai, a kiilonb6zo tenyésztési koriilmények és a
jelolési technikak valtozatossaga okozhatja. A kovetkezd fejezetben arra keresiink valaszt,

hogy valdjaban nyujtanak-e védelmet az dssejteknek?

4.2.2. Mire hasznalja az éssejt a transzportereket?

(vonatkozo fontosabb kdzlemény: Erdei et al. Eur Biophys J. 2013)

Az ABCG2 kifejez6dése nem nélkiilozhetetlen az €lethez (a Junior negativ vércsoportba az

ABCG2 hianyos embereket soroljuk), azonban kideriilt, hogy a knock-out egerek
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érzékenyebbek a xenobiotikumokra, és csokkent a hemopoietikus dssejtjeik mennyisége is. A
kisérletekben az ABCG2 populaciés szintli heterogenitasnak a szerepét és funkcidjat
vizsgaltuk.

Ha a hPSC tenyészeteket sejtszorterrel szétvalogattuk ABCG2 pozitiv (ABCG2+) és negativ
(ABCG2-) populaciokra, és megmértik az Oct4d és a Nanog pluripotencia markerek
kifejezodését, azt talaltu hogy nincs szignifikans kiilonbség a differenciacios allapotban,
mindkét populéacio pluripotens.

Ha a szétvalogatott ABCG2 pozitiv és negativ sejteket tovabb tenyésztettiik, 7 nap mulva a
kiindulasi sejtpopulacionak megfeleld aranyt kaptuk vissza. Ami azt mutatja, hogy a
tenyészetben az ABCG2-t expresszald sejtek aranya nem valtozik, azaz a sejtvonaltol és a
tenyésztési koriilményektdl fiiggden kialakul egy dinamikus egyensuly. Ha az ABCG2-nek a
stressz elleni védekezésben van szerepe, akkor ez populacids szinten egy nagyon hatékony
megoldas. Mivel a transzporterek miikodése energiat fogyaszt és a stressz faktorok nincsenek
folyamatosan jelen, nem kell a teljes populaciot védeni, viszont a stressz koriilmények kozott
mindig lesz taléld populacio. Ezt az elképzelést latszik alatdmasztani a kovetkezd
kisérletsorozat (4. abra). A hPSC tenyészetet sejtszorterrel szétvalogatva azt tapasztaltuk,
hogy aaz ABCG2 pozitiv sejtek gyorsabban kezdtek el szaporodni, mint a negativ sejteket
tartalmazd populaciok. Ha a tenyészeteket a sejtszortolas utdn az ABCG2 szelektiv
gatloszerét (Kol43) is tartalmazdé médiumban tenyésztettiik, akkor a sejtek szdma nem nott
(4.A abra). Ez azt mutatja, hogy az ABCG2-nek szerepe van a sejtszortolas soran fellépd

stressz hatasokkal szemben.
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4. abra (A) A szétvilogatott sejtpopulaciokat ABCG2 inhibitor (Kol43, 5uM) jelenlétében vagy
hianyaban novesztettiik Matrigellel bevont lemezeken és kovettiik a sejtnovekedés mertéket. Az ABCG2
pozitiv sejtpopuldcio fokozott proliferdcios képességet mutatott, amely az ABCG?2 funkcio gatlasaval
(Kol43 kezelés) megsziintetheté volt. (B) A HUESY sejteket egér dajkasejteken tenyésztettiik, az SSEA4
és ABCG2 expressziot egyidejiileg elemeztiik a kezelées utan 72 ordaval aramlasi citometriaval. A
panelek reprezentativ hisztogramokat mutatnak, amelyeket legalabb harom fiiggetlen kisérletbol
valasztottunk ki, 10 nM Mitoxantron illetve 5 perces UV besugarzast kévetden.

Hogy ezt a kérdést jobban koriiljarjuk, megvizsgaltuk, hogy ez a rdkos sejtekhez ¢és
taltermeltetéses sejtvonalakhoz viszonyitva alacsony endogén ABCG2 megvédi-e az
Ossejteket kiilonbozé stresszek ellen. A kontroll sejtekhez képest a mitoxantron (MX) kezelés
¢s az UV besugarzas két kiillonb6z6 populéaciot eredményezett (4.B dbra); egy, az ABCG2 ¢és
SSEA4 egyiittes sejtfelszini expressziojat mutatoét (pluripotens allapot), és egy, csokkent
SSEA4 és ABCQG2 pozitivitasut (részlegesen differenciélt allapot). Mind az MX-kezelésben,
mind az UV-fény expozicidban a specifikus ABCG2 inhibitor Ko143 hozzaadasa a sejtek
teljes kipusztulasat eredményezte.

Az SSEA4/ABCG2 kettés pozitiv sejtpopulaciok, amelyek nagy valoszinliséggel azokat
pluripotens sejteket tartalmazzak, amelyek olyan szinten fejezik ki az ABCG2-t, amely
elegendd az MX vagy az UV besugarzas elleni védelemhez. A kettds negativ populaci6 nagy
valoszinliséggel az ABCG2 negativ Ossejtek utddait képviseli. Ezek a sejtek differencialédni
kezdtek (amit az SSEA4 marker elvesztése is mutat), ami az Ossejtek altalanos valasza
kiilonbozd stresszhelyzetekre. A differencidlodott sejtek mas mechanizmusokat hasznéalva
kertilik ki a toxikus hatdsokat (példaul mas ABC transzporterek kifejezésével, amint azt
késébb vizsgaltuk is, lasd 4.2.3.). Eredményeink arra utalnak, hogy az ABCG2 expresszid
dinamikus egyensulya populaciés szinten elényt jelent, mert a sejtek gyorsan és hatékonyan
reagalhatnak a kornyezet véltozasaira. Egy ilyen aktivan fenntartott heterogenitas evolucios
szempontbol is kedvezd lehet a specidlis sejttipusok, koztiik a pluripotens Ossejtek

védelmeében.

4.2.3. Milyen az ABC transzporterek mintdzata a pluripotens ossejteken illetve a beloliik
differencialtatott sejttipusokon?
(vonatkozo fontosabb kdzlemény: Erdei et al. Cytometry B Clin Cytom. 2014)

A multidrog ABC transzporterek széleskorli szoveti eloszlastiak és az adott szdvetre

specifikus ,,ujjlenyomatot” mutatnak, amely megfelel az adott szdvettipus specidlis

metabolikus igényeinek, valamint biztositja a stressz és a drogok elleni védelmet.

Ebben a kisérletsorozatban egy ABC fehérjékre gyartott mRNS szintek meghatarozasara

gyartott array-t hasznalva megmutattuk, hogy az ABC transzporterek eloszlasa sejttipus
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specifikus és jellemz6 az ES sejtekbdl differencialtatott sejttipusok esetében is. Fehérjeszintli
vizsgalataink is megerdsitették, az mRNS szintli megfigyeléseinket. Ezek a vizsgélatok fontos
informéciokat nyujtottak az ABC fehérjék expresszios mintazatanak felderitésében a human
pluripotens emberi 6&ssejtekre és azokbol differencialtathatd sejttipusokra vonatkozoan.
Tovéabbi vizsgalatokra van azonban sziikség a szovetek és szervek kozotti eloszlés
(ujjlenyomat) megallapitdsdhoz, valamint a kulcsfontossagh human ABC transzporterek
sejtben Dbetoltott funkcidinak megértéséhez. A pluripotens Ossejtekbdl  1étrehozhatd
haromdimenzids rendszerek alkalmazasa tovabb segitheti ezt a munkat, mert eldsegiti a sejtek
polarizaciojat és ezzel a transzporterek megfeleld pozicidba vald jutasat, illetve a sejt-sejt

kozotti kapesolatok 1étrejottét, amelyektdl a transzporterek funkcidja is nagyban fiigg [93].

4.2.4. Hogyan hasznalhato ez a tudas drog rezisztens szévetek tervezésében?

(vonatkozo fontosabb kozlemény: Erdei et al. PLoS One. 2018)

A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy a stabil ABCG2 expresszid lehet6vé teszi-e drog
rezisztens human pluripotens dssejtek és Ossejtbdl szarmazo szdvetek 1étrehozasat.

Azt talaltuk, hogy a GFP-ABCG2 variansok taltermelése nem valtoztatott az Ossejtek
pluripotens allapotan, viszont a funkcidképes valtozatok (GFP-ABCG2wt és GFP-ABCG2-
R482G varidns) megemelte a transzport aktivitdst (DCV transzport mérése esetén) és
védelmet biztositott a MX citotoxikus hatasaval szemben. Mivel a fizioldgias human
szivizomsejtekben az ABCG2 transzporter gyakorlatilag hianyzik [94, 95], megvizsgaltuk,
hogy ABCG2-R482G varianst kifejez0 Ossejtekbdl  differencialtatott  szivizomsejtek
ellenallébbak-e a Doxorubicin kezelésnek. A GFP-ABCG2-R482G-t tultermeld hESC-
klonbol dobogo szivizomtelepeket izolaltunk (5. A abra), majd vizsgaltuk a taltermelt GFP-
ABCG2-R482G potencialis védohatasat a doxorubicin (DOX) ellen. Azt talaltuk, hogy a
kiinduldsi HUES9 sejtekben nagyobb volt a sejthalal és a DOX felhalmozddas is (a DOX
fluoreszcens, igy a sejtekben jol kimutathato), mint az ABCG2-R482G-t kifejez6 parjaikban
(5.B és C abra).

HUES9-GFP-ABCG2-R482G-eredetii HUES9-GFP-ABCG2-R482G-eredetii HUES9-eredetii szivizomsejtek
szivizomsejtek szivizomsejtek

¢élé/halott sejt arany 4.05 €lé/halott sejt arany 1.59
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5. abra (A) A sziv troponin I (piros) és GFP-ABCG2 (zold) egyiittes immunfestéese HUES9 sejtektol
differencialt szivizomsejtekben. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettiik. (B-C) HUES9 sejtekbdl
szdrmazé dobogo szivizom telepeket DOX (3 uM) 16 ordan at kezeltink. A sejtekben a DOX
felhalmozodast konfokdlis mikroszkoppal vizsgaltuk a GFP-ABCG2-R482G-t tultermelé HUESY
sejtektol differencialt szivizomsejtek (B) illetve kiindulasi HUESY sejtektol differencialt szivizomsejtek
(C) esetében. Az elhalt és él6 sejtek aranyat a propidium-jodid akkumuldcio alapjin szamitottuk ki, és
a kezeletlen sejtekre normalizaltuk. Az élo/halott sejtek aranya 1,59 (€16 sejtek: 61,32 % + 41,11 %;
elhalt sejtek: 38,68 % =+ 36,77 %), mig ez az arany a HUES9-GFP-ABCG2-R482G eredetii
kardiomiocitakban 4,05 volt (¢l6 sejtek: 80,19% + 13,85%; elhalt sejtek: 19,80% =+ 11,30%). Az
értékek 3 fiiggetlen kisérlet atlagat + S.D. tiikrozik.

Ezek az eredmények segithetnek a toxikus anyagokkal szemben védett génmoddositott

szivsejtek 1étrehozasaban.

4.3. Milyen a pluripotens éssejtek kalcium szignalizacioja és milyen médszerekkel

érdemes ezt vizsgalni?

A human pluripotens 6ssejtek 1) lehetoséget jelentenck a jelatvitel utak feltarasdban, a
fiziologias sejtmiikddés és a differencialodas soran is. A human pluripotens 6ssejtek kalcium

szignalizaciojardl, azonban nem allt rendelkezésre informacio.

4.3.1. Kalcium szigndlok human pluripotens dssejtekben

(vonatkozé fontosabb kézlemény: Apati et al. Mol Cell Endocrinol. 2012)

Els6 munkakban a kalcium jeleket vizsgaltuk hESC-kben és differencialt szarmazékaikban;
mezenchimalis Ossejt-szerlit (MSCI) sejtekben és szivizomsejtekben, Fluo-4 fluoreszcens
kalciumindikator és konfokalis mikroszkopia segitségével. Olyan ,,0si” tipusu receptorfajtak
ligandumainak hatdsat vizsgaltuk, amelyek az eukariotdkban konzervaltak és igy

potencidlisan a differencialatlan sejtekben is jelen vannak (1. tablazat).

1. tablazat Kiilonbozo indukadloszerek altal kivaltott kalcium jelek oOsszefoglalasa HUESY
(hESC) és HUESY sejtekbol szarmazo mezenchimalis ossejt-szerti (MSCI) sejtekben.

ATP LPA Trombin | Tripszin Hisztamin | Angiotenzin | GABA SOCE
100pM |[10puM |5 U/ml 2,5 pg/ml 100 pM 10 pM 1mMm
HUES |+ + - + - + - +
MSCI | + + + + + - +

SOCE: a raktarak tiriiléséhez kothetd kalcium bearamlas (Store Operated Calcium Entry).

A kapott eredmények Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy az ATP csak a hESC-kben

indukalt kalcium jelet, az LPA és a tripszin gyors ¢s kifejezett kalciumjeleket eredményezett
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mind a HUES9, mind az MSCI sejtekben. Az angiotenzin II kismértékii kalciumvalaszt
indukalt a HUESO sejtekben, és sokkal nagyobbat az MSCI sejtekben. A hisztamin teljesen
hatastalan volt a HUESY sejtekben, mig erdteljes kalciumjelet indukalt az MSCI sejtekben,
amit a sejtek nagy részében oszcillalo kalcium jelek kovettek. A trombin vagy a GABA még
viszonylag magas koncentracidban sem valtott ki kalcium jelet a hES sejtekben, mig a
trombin az MSCI sejtekben kalcium jelet okozott. A raktdrak {iiriiléséhez kothetd kalcium
bedramlast mindkét sejttipusban detektalni tudtuk. Ez az eredményiink nincs dsszhangban az
el6z6 vizsgalattal [96], ahol azt talaltak, hogy ATP adasat kovetéen csak a belsé kalcium
raktarakbol mobilizalodik a kalcium. Mivel a raktarak tiriiléséhez kothetd kalcium bedramlas
nagyon altalanos fiziologias funkciokhoz kothetd (mint példaul a sejtosztodas lasd [97]) és
egér embrionalis Ossejtekben bizonyitottak is a SOCE és a folyamatban résztvevd fehérjék
jelenlétét [98], igy valosziniisithetd, hogy az altalunk bemutatott eredmények kozelebb allnak
a fiziologias folyamatokhoz, mint azt korabban leirtak [96].

A mikroszképos technika arra is lehetdséget nyujtott, hogy elkiilonitsiik a kiillonb6zé
sejtalkotokban megjelend kalciumjeleket. gy azt is megmutattuk, hogy a Fluo-4 magi
felhalmozddasa nem valtoztatja a kiilonb6zd indukaldszerekre adott valasz lefutasat (lasd még
[66]); a citoplazmaban mérheté jelek kisebb intenzitasiak ugyan, azonban a lefutasuk
pontosan megfelel a sejtmagban mérhetd jeleknek (és igy a kettd dsszegezve is reprezentalja a
kalcium jeleket).

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy sikeriilt a Fluo-4 fluoreszcens kalciumindikitor és a
konfokalis mikroszkopia segitségével megvaldsitani a kalcium szint érzékeny és megbizhato
mérését hES sejtekben. Hogy a kalciumérzékeny festékek hatranyait kikiiszoboljik a
kovetkezd kisérletsorozatban a kalcium-érzékeld fehérjék egy valtozatat, a GCaMP2-t is

hasznaltuk.

4.3.2. Kalcium szigndlok mérése genetikailag tervezett kalcium indikatorfehérjék segitségével

(vonatkoz6 fontosabb kdzlemény: Apati et al. Cell Signal. 2013)

A hESC-kbe a GCaMP2 stabil kifejez6dését SB transzpozonos génbeviteli technikaval
valositottuk meg és megallapitottuk, hogy a transzgén a pluripotens tulajdonsagokat nem
valtoztatta meg. Ezutan a jol ismert kalcium-mobilizalo szerek altal kivaltott kalcium jeleket
mértiik, mind a GCaMP2-t kifejez6, mind a Fluo-4-gyel toltott parentalis pluripotens
dssejtekben. A differencidlatlan hES-GCaMP2 sejtekben a kiilonb6zd ligandumok, ATP,
LPA, tripszin vagy angiotenzin II altal indukalt kalcium jelek hasonloak voltak a Fluo-4-tel
toltott sejtekben tapasztaltakhoz (6.A és C abra). Az intracellularis kalciumszint valtozasok

pedig szignifikdnsnak bizonyultak az dsszes indukal6 agens (ATP, tripszin, LPA, angiotenzin
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IT) esetében (6.B abra). A korabbi eredményeknek megfeleléen sem a trombin, sem a

hisztamin, sem a GABA nem valtott ki kalcium jelet.
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6. dbra: Kalcium jelek dsszehasonlitasa sziil6i és GCaMP2-t kifejez6 pluripotens HUES9
sejtcsomokban. (A) A kalciumjeleket HUES9-GCaMP2 (fekete vonal) sejtekben vagy Fluo-4-AM-mel
toltott HUESY sejtekben (sziirke vonal), pluripotens koriilmények kozott, egér dajkasejteken noveszive,
ionomicin (5 uM) hozzaadasat a megfelelé nyilak jelzik. A kalcium-fiiggd intracellularis
[fluoreszcencia maximadlis és minimdlis szintjét ionomicin jelenlétében, illetve feleslegben lévé EGTA
hozzaadasa utan hataroztuk meg. A fluoreszcencia adatokat az intracellularis kalciumszintek kalibralt
tartomanyara (Fmax-Fmin) normalizaltuk. A gorbék harom fiiggetlen kisérletben mért 30 sejt atlagat
(£SD) mutatjak. (B) Kiilonféle indukalo szerek hatasa a Fluo-4 és a GCaMP?2 indikatorok segitségével
meghatarozva. A relativ fluoreszcens intenzitast az intracellularis kalciumszintek kalibralt
tartomanyara (Fmax-Fmin) normalizalva adtuk meg. Az értékek az atlagot + S.E.M. mutatjak 5
fliggetlen kisérletbol. A szignifikancia szinteket Student T-probaval szamitottuk ki; *: p<0,05, **:
p<0,01, ***: p<0,001. (C) Konfokdlis mikroszkopos felvételek a HUES9-GCaMP?2 (felsé panel) és a
Fluo-4-gyel toltott HUES9 sejt (also panel) sejtcsomokrol. Az elemzésbe bevont teriiletek sarga
vonalakkal vannak jelélve. Az egér dajkasejteket (MEF) kizartuk az elemzésbol a Fluo-4-tel toltott

minta esetében (alsé panel).
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Mechanikusan kiemelt dobog6 szivizomtelepeken nekiink is sikeriilt megmutatnunk, hogy az
Osszehtizodas ¢€s a citoplazmatikus kalcium szint 6sszehangoltan miikodik. Az adrenalin és a
koffein indukal¢, illetve a verapamil gatld hatasat is sikeriilt demonstralnunk.

A pluripotens dssejtbdl szarmazo szivizomsejteken végzett vizsgalataink tovabbi bizonyitékul
szolgaltak ahhoz, hogy ezek a szivizomsejtek fizioldgiai tulajdonsagaikat tekintve kozel

allnak a humén szivizomsejtekhez.

4.3.3. Kalcium szignalizacio vizsgalata genetikailag tervezett kalcium indikatorfehérjék
segitségével hPSC —eredetii idegsejtekben
(vonatkoz6 fontosabb kozlemény: V6fély et al. Mol Cell Neurosci. 2018)

A kovetkezd vizsgalatsorozatban hippokampalis progenitorokat ¢és idegsejteket hoztunk 1étre
iranyitott differenciacioval [81]. Azért valasztottuk ezt a sejttipust, mert a hippokampalis
sejtek vizsgalata nagyon érdekes tobb szempontbdl is; az idegrendszeri betegségek Ossejt-
alapu terapiajakor progenitor sejteket hasznalnak [45], a hippokampuszban felnétt korban is
neurogenezis folyik [99], illetve a hippokampusz miikddési zavarait tobb betegségben is
kimutattak [100]. Igy a hippokampalis sejtek érésének vizsgalata hozzasegithet a
hippokampusz miikddésének ¢és miikodési zavarainak megértéséhez, ami a betegségek
gyogyitasdban nagy segitséget nyujthat. Hogy a kalcium jelatvitelt festékfeltoltés nélkiil
tudjuk vizsgalni, stabilan expresszaltunk, egy idegsejtek kalcium jeleinek mérésére tovabb
fejlesztett kalciumindikator fehérjét (GCaMP6fast) a neuralis progenitor sejtekben (NPC). A
GCaMPof kifejezodése nem volt hatassal sem az NPC-k génexpressziés mintazatara, sem a
A GCaMP6f-ot kifejezo illetve a Fluo-4 kalciumindikator festékkel toltott NPC-k Ca-jeleit
vizsgalva azt talaltuk, hogy az ATP, LPA vagy tripszin altal indukalt kalcium jelek hasonloak
mindkét modszer esetében, mind a valaszold sejtek szdmat, mind a jelek nagysdgat és

lefutasat tekintve (7. abra).
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7. dbra A sziiloi és a GCaMP6-ot expresszalo NPC-k kalciumjeleinek d&sszehasonlitisa.(A-B)
Reprezentativ konfokdlis mikroszképos képek és kalcium mérések Fluo-4-el toltott NPC-K (A) vagy
GCaMP6-ot expresszalo NPC-k (B) esetében. A grafikonon a szignalintenzitas atlagértékeket + SD
mutatjiuk be (A: n=200, B: n=129). A kalciumjeleket ATP (100 uM), LPA (10 uM), alacsony
koncentrdcioju tripszin (2,5 ug/ml) és ionomicin (5 uM) hozzaaddasaval mértiik - a szerek hozzaaddsat
a megfeleld nyilak mutatjdak. A kalcium-fiiggd fluoreszcencia maximalis és minimdlis szintjét ionomicin
jelenlétében, illetve feleslegben 1évé EGTA hozzaaddsa utan hatdroztuk meg, és a celluldris
kalciumszinteket erre a kalibralt tartomanyara (Fmax—Fmin) normalizaltuk. (C-D) Kiilonbozd
indukdloszerek hatasa a reagdlé sejtek szamdra (C) és a kalciumjel intenzitasdira (D) a Fluo-4-tel
toltott és a GCaMP6-ot expresszalo NPC-k esetében. Az értékek 3 fiiggetlen kisérlet (Fluo-4: n1=265,
n2=200, n3=181, GCaMP6: nl=82, n2=77, n3=129) szigndlintenzitdas dtlagértékeit=SD mutatjdk.
Egyik esetben sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a Fluo-4-tel toltott és a GCaMP6-0t expresszalo
sejtek kozott (kétmintas t-teszt, p>0,05).

Ezt kovetéen a hippokampalis NPC-kbdl PROXI-et expresszaldé DG neuronokat
differencialtattunk és a 4-5 hetes differencialodo kulturakon vizsgaltuk a kalcium jeleket (8.

abra). Az idegsejtek Kifejezett kalcium jellel reagaltak a KCl okozta membranpotencial

valtozasra ¢és spontan aktivitast is mutattak, ami a differencialodas sordn kialakult 0sszetett
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neuronhéldzatot jol érzékelteti. Az egyes idegsejtekben megfigyelt gyors, részlegesen
kapcsolt, spontan kalcium tranzienseket 100 uM tetrodotoxin (TTX) teljesen megsziintette. A
TTX-el szembeni érzékenység azt mutatja, hogy ezekben az idegsejtekben a spontan kalcium

aktivitas akciospotencial fiiggo.

A Fluo-4 B GCaMP6
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8. dbra A sziiléi és a GCaMP6-ot kifejez6 neuronok kalciumjeleinek dsszehasonlitasa (a
differencialodas 5 hetében). (A-B) A reprezentativ konfokalis mikroszkopos képeket és a kalcium
jeleket bemutato grafikonokat a Fluo-4 toltétt vagy a GCaMP6-ot expresszdalo neuronokban
vizsgadltuk, a fekete gorbék az atlagértékeket mutatiak, mig a sziirke gérbék az egyedi neuronok
valaszait. Az 50 mM KCI (4, n=110/ B, n=109) vagy 100 uM TTX (A, n=13/ B, n=17) hozzdadasat a
megfeleld nyilak jelzik.

A kalciumindikator fehérje jelenléte lehetdvé tette, hogy az idegsejtek érési folyamatat a
kalcium jel valtozasainak érzékeny, ismételhetd detektalasa soran is kovessik.
Eredményeinkkel hozzajarultunk, hogy a hPSC-bdl differencialtatott idegi sejttipusok
vizsgalata egyre szélesebb korben elfogadott és hasznalt technika legyen [101-103].
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4.4. Pluripotens 6ssejt eredetii mezenchimalis 6ssejtek jellemzoi és felhasznalasi

lehetéségeik

4.4.1. Pluripotens dssejt eredetii mezenchimalis dssejtek immunologiai tulajdonsagai

(vonatkozo fontosabb kozlemény: Varga et al. Biochem Biophys Res Commun. 2011.)

A pluripotens 6ssejtekbdl elméletben minden testi sejt 1étrehozhat6d és a laboratoriumunkban
mi is tobbféle differenciacios protokollt honositottunk, fejlesztettiink és optimalizaltunk
(mezenchimalis Ossejt [79, 80, 104]; szivizomsejt [82, 84, 85, 105], idegsejt [86, 89, 106,
107], endotél sejt [78] és hepatocita [108, 109] iranyba). Ezek koziil kiemelem, és itt
bemutatom azokat a munkakat, amelyekben pluripotens 6ssejtbél multipotens mezenchimalis
6ssejteket (MSC) hoztunk létre és hasznaltunk betegségmodellezésre.

A HUES9 6ssejtekbdl olyan sejteket differencialtattunk, amelyek dajkasejtként hasznalhatoak
a kiindulasi HUES9 sejtek tenyésztésére. A differenciacios protokoll nagyon egyszerii volt, a
spontan differenciacié sordn létrejott fibroblaszt-szerli sejteket limitdlt tripszinezéssel ¢és
néhény atiiltetéssel homogénné lehet tenni. Az igy létrehozott sejtek alkalmas dajkasejtnek
bizonyultak a hES sejtek tenyésztéséhez. A 1étrehozott klonok koziil a ,,2” szdmu bizonyult a
legsikeresebbnek (MSCI-2), ezen ellendriztiik, hogy megfelel-¢ a ,,Mesenchymal and Tissue
Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy” [110] altal szabott
kritériumoknak. Kimutattuk, hogy az MSCI-2 sejtek differencialhatok a kanonikus
mezodermalis (osteoblaszt, kondrogén, adipogén) iranyok felé¢ ¢és felszini marker
expressziojuk is megfelel a kritériumoknak.

Az MSC-k terapiasan is jelent6s tulajdonsaga, hogy immunszuppresszivek, mind in vitro,
mind in vivo gatoljak az immunvalaszokat [111, 112]. Mitogén altal kivaltott T-sejt
proliferaciot gatlast vizsgaltunk az MSCI-2, a HFF-1 (human fibroblaszt) és bmMSC
(csontveld eredetli MSC) sejtek immunszuppressziv tulajdonsadgainak Osszehasonlitisara.
Egészséges donorok human PBMC-jét aktivaltuk ConcavalinA  (ConA) vagy
fitohemagglutinin (PHA) mitogén aktivatorokkal, ¢és azt vizsgaltuk, hogy hogyan
befolyasoljak a mezenchimalis sejtek az aktivalt sejtek novekedését.

Az MSCI2-¢k jelenléte dozisfiiggd modon elnyomta a limfocitik mitogén vélaszat. 10° és 10*
MSCI-2 sejt hozzaadasa az 1x10® PBMC-hez hatékonyan csokkentette a ConA altal kivaltott
proliferaciot, mig a PHA altal indukalt limfocita proliferacio csak 10° MSCI-2 sejt
jelenlétében volt szignifikans. Hasonlé hatast lehetett kimutatni, ha bmMSC-ket hasznaltunk.
stimulaciohoz. Igy a kordbbi irodalmi adatokkal 6sszhangban azt talaltuk, hogy a HUES9-
eredetli MSCI-2 és a feln6tt bmMSC-sejtek fenotipusos hasonlosagot mutatnak.
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4.4.2. A Frank Ter Haar szindroma human pluripotens ossejt-alapu modellje

(vonatkoz6 fontosabb kdzlemény: Laszlo et al. Int J Mol Sci. 2022)

A Frank Ter Haar szindromaban szenvedé betegekben az SH3PXD2b gén mindkét alléljaban
jelenlévé mutaciok a TKS4 fehérje elvesztéséhez vezetnek, ami sulyos fejlodési
rendellenességet okoz. Mivel a betegség modellezésére human modell még nem allt
rendelkezésre, ezért CRISPR-Cas9 genomszerkesztési technika segitségével mutédciokat
hoztunk 1étre az SH3PXD2b gén 2. exonjaban, és a 1étrejott klonok koziil kivalasztottuk
azokat, amelyekben homo- illetve heterozigéta modon toértént meg a genomszerkesztés.

A TKS4 fehérje hianyat a homozigdta (TKS4-KO) illetve a TKS4 fehérje csokkent
kifejezddését a heterozigbta HUES9 klonokban Western blot analizissel és fluoreszcens
immuncitokémiaval is igazoltuk. Miutan ellendriztik a szokott modon, hogy a
genomszerkesztés nem befolydsolta a klonok pluripotens tulajdonsagait, a homozigota
klonokbol MSC-ket differencialtattunk. Az MSC-k fenotipusos jellemzése utan a
mezenchimalis differenciacids folyamatokra Gsszpontositva azt figyeltiik meg, hogy a sejt-
elkotelezddéshez kapcsolddd markerek a TKS4-KO MSC klénokban jelentdsen csokkentek.
A mezoderma markerek (Snail és FoxA2) és a csontszovet képzodésében szerepet jatszod
GATA4 ¢és goosecoid (GSC) transzkripcids faktorok expresszios szintjének csokkenése a
TKS4-KO MSC klonokban arra utal, hogy a TKS4 hidnya esetén az MSC differencialodas
megvaltozhat és kevésbe erdteljes, mint a WT sejtekben. Ezek az adatok 6sszhangban vannak
azzal a megfigyeléssel, hogy a TKS4 fontos szerepet jatszik a csontszovet képzodésében, ami
Osszefliggésben lehet az FTHS betegek csontfejlodési defektusaval. A megfigyelt EMT-szerti
események (azaz megndvekedett matrix lebontd képesség és csokkent E-Cadherin és Snail
fehérje szint) a TKS4-KO hMSC-kben arra utalnak, hogy a differencialédasi folyamat
kinetikdja hatassal lehet a TKS4 mennyisége, ami megvaltozott differencialt szoveti
Osszetételt eredményezhet. Osszefoglalva, a tanulméany legfontosabb eredménye, hogy
létrehoztunk egy in vitro human modellt a TKS4 fehérje hatasainak tanulmanyozasara olyan
Ossejtekben, amelyek képesek mindharom csiralemez iranyaba és igy FTHS altal érintett

sejttipusokka is differencialodni.
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5. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

. Human pluripotens 6ssejtvonalak 1étrehozasa, tenyésztése és jellemzése

Létrehoztunk tobb humdan pluripotens dssejtvonalat sejtbiologiai  vizsgalatok ¢€s
betegségmodellezés céljabol. A sejtbiologiai vizsgalatokhoz az ABCG2 kiilonbozo
mutansainak eGFP-vel cimkézett valtozatait kifejez0 dssejtvonalakat, a kalcium szignalizacio
vizsgalatdhoz pedig human pluripotens Ossejt eredetli neuralis progenitorokat, amelyek a
GCaMPofast kalciumindikator fehérjét fejezték ki. A Frank Ter Haar szindroma
modellezéséhez a HUES9 embrionalis dssejtvonalbél a CRISPR/Cas9 génszerkesztési
technikat hasznalva létrehoztunk SH3PXD2bgén mutans Ossejtklonokat. II. tipusu diabéteszes
ikerpar vérsejtjeibdl pedig Sendai virus segitségével készitettiink indukalt pluripotens

Ossejtvonalakat. A Iétrehozott vonalakat a beallitott modszerekkel részletesen jellemeztiik.

I1. A pluripotens allapotra jellemz6 tulajdonsagok megismerése és funkciondlis vizsgélata

1. Megallapitottuk, hogy a f6 multidrog transzporterek koziil az ABCG2 fejezdédik ki a
pluripotens dssejteken. Kimutattuk tovabba, hogy az ABCG2 fehérje a pluripotens ssejtek
plazmamembranjaban helyezkedik el és funkcioképes. A pluripotens tenyészetekben az
ABCG?2 heterogén eloszlast mutatott populacios szinten (a sejtek 30-60%-a volt pozitiv
ABCG2-re). Az ABCG2 fehérjét kifejez6 sejtek aranya fiiggott az Ossejtek genetikai
hatterétdl és a tenyésztési koriilményektdl is.

csokken és a differencialt szarmazékok egyedi, a pluripotens dssejtektdl eltérd ABC fehérje
mintazatot mutatnak.

3. Az ABCG2 védelmet nyujtott a sejteket érd kiilonbozo stresszhatasokkal (drog, UV
sugarzas, mechanikai behatasok) szemben. Populacids szinten az ABCG2 kifejezd pluripotens
sejtek tuléltek olyan stresszhatdsok kozott, amelyek a nem expresszald sejtek pusztuldsdhoz
4. Az ABCQG2 tultermelése nem valtoztatta meg az dssejtek pluripotenciajat €s differenciacios
potencidljat. Az ABCG2 taltermelés megvédte az Ossejt eredetli szivizom sejteket a
doxorubicin 4ltal okozott sejthalaltol.

5. A pluripotens 0Ossejteken tobb olyan receptor liganddal is kalcium jelet lehet eldidézni,
amelyek az eukariotdkban konzervaltak (tripszin, LPA, ATP, angiotenzin) és a belsé kalcium
raktarak iirtilése kalcium bedramlast okoz a kiils6 térbdl (SOCE). A kalcium jel Fluo-4 festék

vagy GCaMP kalcium indikator fehérje segitségével is mérhetd, a sejt tipusanak (9ssejt -
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dajkasejten vagy a nélkil - illetve differencialt szarmazékok) és a mérés jellegének
(id6tartam, indukaloszerek stb.) megfelelden érdemes a technikat megvalasztani.

6, A pluripotens &ssejt-eredetli neuralis sejtek kalcium jeleit Fluo-4 és GCaMP6fast kalcium
indikatorok segitségével vizsgaltuk. A kétféle modszerrel mért jelek kozott nem taldltunk
szignifikans kiilonbségeket, azonban a GCaMP6 kevésbé volt toxikus az idegsejtekre, igy
hosszabb tava méréseket tett lehetdvé. A neurdlis progenitorok vizsgalata soran azt talaltuk,
hogy az ATP, LPA, Tripszin, és a glutamat kalciumjeleket okozott, mig a membran
depolarizacojara (KCl) nem valtozott a [Ca2+]i. A progenitorokat sikeresen differencialtattuk
Prox1 pozitiv szemcsesejtekké. Ezek a neuronok kifejezett kalcium jellel reagalnak a KCI
okozta membranpotencial valtozasra és spontan aktivitast is mutattak. A TTX-el szembeni
érzékenység pedig azt mutatta, hogy ezekben az idegsejtekben a spontan kalcium aktivitas

akcidspotencial fiiggd.

111. Pluripotens 6ssejtek alkalmazdsa

1. Pluripotens 6ssejtekbdl mezenchimalis Ossejteket hoztunk 1étre és Osszehasonlitottuk
csontvel6-eredetlt MSC és fibroblaszt sejtekkel. Azt talaltuk, hogy az dssejt-eredtli MSC-k
jobban hasonlitanak a csontvel6-eredett MSC-kre, mint a fibroblasztokra mind felszini
markereik, mind differenciacios képességiik tekintetében és a gyulladascsokkentd hatasukat is
ki tudtuk mutatni.

2. Human pluripotens Ossejtekbdl a CRISPR/Cas9 génszerkesztési modszerrel 1étrehoztuk a
Frank Ter Haar szindroma in vitro betegségmodelljét. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk,
hogy az MSC differencialodas megvaltozhat és kevésbé erételjes, mint az egészséges sejtek

esetében.
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