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1. Tudoményteruleti hattér

1.1. Szivizomsejtek szivelégtelenségben

Az emberi myocardium szamos sejttipust tartalmaz, ezek kdzll a szivizomsejtek a myocardium
kontraktilis rendszerét alkotjak, szamuk a felndtt sziv kamraiban 3 milliardra tehetd, térbeli
elrendez6désik a szivszdvet 3D strukturajaért felelés. A sejtek szamanak cstkkenése
szivelégtelenséghez, a sziv funkcidjanak romladsdhoz vezet. A sejtszam csokkenése
jellemzéen az alapbetegséghez, igy példaul myocardialis infarktushoz tarsulhat vagy
masodlagosan, a kivalté sérlléstél fluggetlenll, kemoterdpidhoz, a neurohormonalis és
gyulladasos valaszhoz kapcsolt apopt6zis és nekrézis kovetkezményeként jelentkezik. A
megmaradoé életképes szivizomsejtek kontraktilis aktivitdsa elengedhetetlen ahhoz, hogy a
sziv perctérfogata ne csokkenjen a szdvetkarosodast kdvetéen — az alacsonyabb sejtszam,
abnormalis falfeszllés és szivfali geometria, valamint az extracellularis matrix atépulése
ellenére sem. A tulélé szivizomsejtek ezt az atmeneti kompenzatdrikus szerepiket egy adaptiv
hypertrophias allapotba kerulve fejtik ki (Diez és mtsai, 2005). Az elégtelen szdveti perfaziéhoz
€s pangashoz tarsuld tartds neurohormonalis aktivalodas is hozzajarul a perctérfogat
biztositdsdhoz. Ez a folyamat, valamint a megndvekedett gyulladdsos és elégtelen
metabolikus valaszkészség egylttesen ugyanakkor a hypertrophids sejtek csokkent
kontraktilitdsdhoz vezet szivelégtelenségben (Opie és mtsai, 2006). A szivizomsejtek kéros
mikodését szintén szamos sejtszintli folyamat kolcsbnhatdsa eredményezi, igy az
intracellularis jelatviteli utak, ionaramok, a sejtek kozo6tti kommunikacio, organellum funkcio, az
oxidativ stressz, a kéarosott mitokondrialis energetika, a megvaltozott sejtmorfologia, az
Gjrainduld foetalis génprogram és a sejthalalozasért felel6s jelatvitel kozvetlen véltozasai
(Rajabi és mtsai, 2007; Hertelendi és mtsai, 2009). Egyre vilagosabb, hogy ezek nem
egymastol fuggetlenil értelmezenddk, hanem az egymassal szoros koélcsdnhatasban 1évé,
kllénbdzd korélettani folyamatok egylttesen felelések a koros valasz feler6sddéséért, a sejtek
mechanikus funkciéjanak és végil életképességének romlasaért. A jelatviteli csombdpontok és
koézponti szabalyozd elemek azonositasa és célzott gatlasa ezért klinikailag is fontos, Uj
terapias lehetdség lehet, és a szivelégtelen sejtek szamos tulajdonsagat érdemben javithatja.

1.1.1. A szivizomsejtek morfoldgiai valtozasai szivelégtelenségben

Az egészséges szivizomsejtek megnyult, palca alaka, tipikusan 20-30um széles, ~100um
hosszu és 30um atmérdgji sejtek. A szivelégtelen sejtek ehhez képest megnagyobodottak. A
morfoldgiai valtozasok elsésorban az alapbetegségtdl figgnek: igy példaul a hypertonia vagy
aorta billentyl stenosis miatt megnétt nyomassal tdlterhelt bal kamrabdl szarmazoé
szivizomsejtek hosszusaga és szélessége egyarant nagyobb az egészségesekhez képest.

1.1.2. Hibas génszabalyozas

Szivelégtelenségben szdmos adaptiv funkcionalis véltozds figyelheté meg a felnétt
szivizomsejtekben, amelyek a foetalis sziv kamrai sejtjeinek fiziologids muikddésére
emlékeztetnek. Ide sorolhatéak azok a metabolikus valtozasok, amelyek soran a zsirsav alapu
anyagcsere helyett a szénhidratok kertlnek tdlsulyba. Emellett a T-tubulusok és a
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szarkoplazmatikus retikulum véltozasai, a megvaltozott szarkolemmadlis ioncsatorna
expressziok és a miozin nehézlanc expresszios és izoforma véaltozésai szintén foetalis iranyba
tolodnak. Ezen folyamatokat kddol6 expressziés aktivitasok mindegyike a foetalis
myocardiumban latott mintazatnak felel meg (Rajabi és mtsai, 2007). A foetalis génprogram
aktivalédasa a szivelégtelenség jelatviteli folyamatainak egyik jol jellemzett komponense, ez
mind a human szivelégtelen szdveti mintakban, mind a foetalis szivizomsejtekben lathato
expresszios profilbél megallapithatd (Razeghi és mtsai, 2001). A génprogram aktivalodasa
elényds hatasokkal bir a sejtek tulélésére, elsGsorban a karosodast kdvetd kezdeti idészakban.
A felnétt és foetalis programok aranyanak megvaltozasa ugyanakkor a szivelégtelenség

el6rehaladtaval szamos mikodési zavarhoz vezet.

1.1.3. Csokkent életképesség és fokozott sejthalalozas

A szivizomsejtek szdmanak csokkenése a myocardium karosodasanak legfontosabb
jellemzéje szivelégtelenségben. Ez lehet a kivaltod betegség, igy az akut koronaria szindroma
és infarktust okozo6 érelzarédas kovetkezmeénye, de indirekt modon, a sejthalalért felelés
intracellularis jelatvitel aktivalodasa is eredményezheti (Abdelwahid és mtsai, 2016). Az
infarktus és mas akut myocardialis karosodasok sejtnekrozist okoznak, elsésorban a sejtek
intracellularis ATP szintjében hirtelen bekdvetkez6 csdkkenés kovetkeztében. A nekrozis
soran a sejtmembran kérosodik és az intracellularis tartalom kiaramlik a sejtk6zotti térbe,
gyulladast és masodlagosan sejtkarosodast eredményezve a koérnyezé sejtekben. Ezzel
ellentétben, a programozott sejthalal (apoptd6zis) energiaigényes folyamat, ahol a sejtek protein
és kromatin allomanya fragmentalédik - ez azonban nem valt ki masodlagos gyulladasos
valaszt. Az apoptézist mediald jelatviteli utak Osszetettek, a kamrai szivizomsejtekben a
folyamatok harom nagy részre oszthatdak: az extrinsic tvonal, a mitokondrialis (vagy intrinsic)
atvonal és az intrinsic csoportba sorolhaté endoplazmatikus retikulum (ER)-stressz Gtvonal
(Taylor és mtsai, 2008). A harom utvonal egy k6zos kaszkadot indit be, amely soran ,6ngyilkos”
kaszpaz enzimek aktivalédnak (Communal és mtsai, 2002). A sejtek tulélését és a sejtciklust
szabalyoz6 intracellularis jelatvitelben MAP kinazok kozponti szerepet jatszanak. A MAP
kinazok fontosak a kardidlis pathologias folyamatokban (Molkentin és mtsai, 2001),
kardioprotektiv hatdsuk nagyban fiigg a modulal6 kindzok foszforilaltsagatol.

1.1.4. Sejthalél transzplantalt sejtekben

A szivizomsejtek mitotikus osztédasa ugyan bizonyitott, példaul myocardialis infarktust
kévetben, a szivszovet mitotikus kapacitasa azonban nem elegendé ahhoz, hogy a
sejtvesztést megfeleléen kompenzalja (Bergmann és mtsai, 2015). A sejtek plaszticitdsanak
névelése megoldas lehet a veszteség ellensulyozasara: ez a mechanizmus emelheti az Uj
szivizomsejtek szamat ischemiat kdvetéen, fokozhatja a revaszkularizaciot a sérult régidban
és gatolhatja az infarktushoz tarsul6 pathologias remodellacié mértékét (Hamano és mtsai,
2002). Kiemelkedéen fontos, hogy a sejthaldlozds altalanos mechanizmusat és a kivalté
stimulusokat jobban megértsik, hogy a sejtek életképességének megtartasa sikeres legyen a
kilénb6z6 kardiovaszkularis patholégias kériimények kézétt (Laflamme és mtsai, 2007).
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1.1.5. Megvaltozott sejtmag transzport

A szivelégtelenséget legtdbbszor hypertrophia el6zi meg, amely egy olyan adaptiv folyamat,
amely soran a sziv fiziolégids kompenzatdrikus valaszabdl patholégias maladaptiv valasz
fejlédik ki. Az ilyen komplex valtozdsok szabalyozasa oOsszefligghet azokkal a regulator
jelatviteli faktorokkal, amelyek a sejtmag és a citoplazma kozé6tt transzportalédnak.
Szivelégtelen sejtekben a sejtmag transzport mikédése megvaltozik, ami a sejtmag porusok
remodellaciojaval jar egyutt. Ennek sordn a sejtmagbdl az exportfolyamatok fokozédnak, de
mindez a sejtmagba irdnyul6 import csokkenésének terhére torténik (Tarazon és mtsai, 2012).
Szivhypertrophidban és szivelégtelenségben egyarant kdzponti szerepe van a sejtmagba
transzporttal bejuto, a transzkripciés folyamatok szabalyozasaért felel6s molekulédknak és ezek
sejtmagbeli aktivalédasanak (Chahine és mtsai, 2015).

1.2. Uj human szivizomsejtek éssejtekbdl, betegségmodellezés

A Kkisérletes kardiol6gia és egyben a kardiovaszkularis sejtterapia egy fontos mérfoldkoveét
jelenti, hogy human embriondlis és indukalt pluripotens 6&ssejtvonalakbdl, Uj human
szivizomsejteket tudunk laboratoriumi koralmények kozott létrehozni. Human PSC
kardiovaszkularis szarmazékai j6 lehetéséget jelenthetnek a betegségek (igy példaul a
hypertrophia) modellezésére, megfeleld autolég vagy allogén forrasai lehetnek a kardialis
transzplantacios terapidknak. Kilondsen a szivizomsejtek esetében igaz ez, amelyek
esetében a feln6tt sejtek tartdésan nehezen tenyészthetdéek, vagy modosithatéak in vitro
sejtkulturaban, igy a betegspecifikus human indukalt pluripotens &ssejtekbdl differencialt
szivizomsejtek (hiPSC-CM) létrehozasa jelentés elbrelépést jelent. Az 38ssejtek
differencialtatasahoz sziikséges jelatviteli mechanizmusok ma mar elég részletesen ismertek.
A ma elterjedten alkalmazott szivizomsejt differenciacidos technikdk lényege, hogy az
embriogenezis cardiomyogenezisért felelés meso- és/vagy endodermalis jelatvitelét
,2utdnozzuk” sejtkulturaban. A létrehozott szivizomsejtek a legujabb differenciaciés metodikak
alkalmazasa mellett is sokat meg6riznek az éretlen tulajdonsagaikbdl (Foldes és mtsai, 2008),
felnétt sejtekkel vald 6sszehasonlitdsukkor ezek a kuldnbségek jelentések lehetnek. A sejtek
2D sejtkulturakban latott, a felnétt sejtekhez viszonyitott éretlensége problémat jelenthet olyan
betegségekben, amelyek klinikai korulmények kozott csak késbbbi életkorban jelentkeznek.
Hiszen a felnétt myocardium élettani jellemzdihez hasonlitd tulajdonsagokat, igy az excitacios-
kontrakciés kapcsolast (amely a T-tubulusok jelenlétét igényli), a pozitiv kontrakcios
eré/frekvencia kapcsolatot (amelyhez érett intracellularis kalcium forgalom sziikséges) és a
jelenleginél hatékonyabb energiafelhasznalast (ami egy oxidativ metabolizmus-figgé
folyamat) az eddigi legjobb differenciacids technikakkal sem sikerilt megkdzeliteni. Szamos
mobdszertani megoldasi lehetéség merdlt fel, amivel a sejtek érettségét fokozni lehet, hogy
ezaltal a betegség pontosabb modelljét alkalmazhassuk. Ide sorolhatéak a kronikus
sejtkulturak, a pajzsmirigyhormon (T3) krénikus alkalmazasa a sejttenyészté médiumban (Lee
és mtsai, 2010; Yang és mtsai, 2014), a sejkultdra felszinek optimalizdlasa (Tallawi és mtsai,
2015), a kulonféle 3D sejtkultdrak (Schaaf és mtsai, 2011) és tartds elektromos, mechanikai
vagy hidrodinamikai stimulalas (Ronaldson-Bouchard és mtsai, 2018).
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2. Célkitlizések

1. Ahuman pluripotens 8ssejt eredeti szivizomsejtek hypertrophias valaszanak vizsgalata és
felndtt sejtekkel vald 6sszevetése

2. Az adrenerg jelatvitel jellemzése és szabdlyozdsa human pluripotens @ssejt eredetl
szivizomsejtekben

3. Az immunoszuppressziv szerek kardiovaszkuléris hatdsanak in vitro jellemzése

4. A sejtmag transzport szerepe a szivizomsejtek hypertrophiajaban

5. A hypertrophia jelatvitel vizsgalata tumor-indukalta szivelégtelenségben

6. Automatizalt toxicitasi vizsgalatok human szivizomsejtekkel
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3. Mobdszerek

3.1. Human pluripotens 6ssejt tenyészetek

A legtobb kisérletet H7 hESC-sejtvonalon (WiCell Research Institute Bank, Madison, USA) és
a ReproCell hiPSC-sejtvonalon vagy a WiCell-tél vasarolt IMR 90-4 sejtvonalon végeztik. A
human PSC-ket differencialatlan allapotban, dajkasejtektél mentes korilmények kdzott,
Matrigellel bevont lemezeken tartottuk, mTeSR1 médiumban.

3.2. Human 6ssejt eredetii szivizomsejtek

Az in vitro kardidlis differencidloddsnak harom alkalmazasi irAnya lehet: kétdimenzios
monolayer, hAdromdimenziés embriondlis testecske, és a kettd eljarast egyesité microcarrier-
alapu, haromdimenziés sejtkultirdk. Az Uj, 2D konfluens 6ssejt monolayer protokollok
alkalmazasaval ma mar ,tiszta”, csak szivizomsejtet tartalmazo6 sejtkultirak hozhatéak létre.
Ezen protokollok fontos UjitAsa, hogy a novekedési faktorok, morfogének, vagy szérum
alkalmazéasa helyett, j0l reprodukalhat6 és szabalyozhat6, a korai kardialis fejl6dés jelatviteleit
befolyasol6 (Burridge és mtsai, 2015; Noseda és mtsai, 2011) kis molekulakat alkalmazunk
szekvencidlis adagolasban.

3.3. Hypertrophias stimulusok

A G-fehérjéhez kapcsolt jelatviteli hypertrophias agonistdk hatasanak jellemzésére, a sejtek
inkubaciojat kdvetben (1 6ra), a tenyésztélemezeken ndvesztett sejteket 48 6ran at a-adrenerg
agonista phenylephrinnel kezeltik (10 uM). A sejteket egy fliggetlen kisérletsorozatban
angiotenzin ll-vel (100 nM, 48 6ra), endothelin-1-gyel (1, 10, és 100 nM, 24 éra) és 3-adrenerg
izoproterenollal (10 uM, 48 o6ra) is kezeltik. A hPSC-CM sejteket ciklikus mechanikus
nyljtasnak is kitettik (0.5 Hz, 10-25% sejtnyujtas, 24 6ra). A hypertrophiat medialé
NFAT/calcineurin jelatvitel gatlasara 200 nM dnNFATc1 vagy pGFP-VIVIT (Fdldes és mtsai,
2014) plazmiddal transzfektaltuk a hESC-CM sejteket. A kisérleteket sejt-permeabilis peptiddel
11R-VIVIT-tel is elvégeztik. A sejtek adrenerg valaszkészségét10 uM phenylephrine 48 6ras
adaséaval vizsgaltuk, a gatlészerek jelenlétében is. Az immunszuppresszans kisérletekhez a
H7 hESC-CM sejteket immunszuppresszans szerekkel kezeltik: cyclosporin A, FK506,
rapamycin, és 11R-VIVIT (Noguchi és mtsai, 2004) adaséaval 24 éran keresztul.

3.4. Immuncitokémia és vitalis festések
A hypertrophias tulajdonsagok mikroszképos jellemzésére kombindlt immuncitokémiai és
vitalis festéseket alkalmaztunk. A sejteket automatizalt mikroszkoppal vizsgaltuk.

3.5. ADRA1A receptor overexpressziéja hiPSC-CM sejtekben
Huméan iPSC-CM sejteket ADRA1A-eYFP konstruktummal transzfektéltuk. A sejteket a
transzfekcio utani napon phenylephrinnel vagy kontroll médiummal kezeltiik 48 6ran keresztl.
ADRAA sejtbeli lokalizaciéjat monoklondlis antitesttel mértik high content mikroszképpal. A
sejtméret mennyiségi meghatdrozasara CellTracker Red CMTPX vitalis festéket hasznaltunk.
Az ADRA1A és ANF mRNS szinteket kvantitativ PCR-rel mértuk.
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3.6. Sejthalalozas

Az él6 sejtek festésére Vybrant FAM kaszpaz-3/7 apoptézis markert, BOBO-1/TOTO-3/Topro3
nekrozis markereket, Hoechst sejtmagfestést, és mitokondrialis membran potencialt mutat6
TMRM jeloléseket alkalmaztunk. Az antitest-alapl vizsgalatoknal anti-Ki67, anti-kaszpéz-3,
anti-NFAT1c, és anti-miozin nehézlanc a/f antitesteket hasznaltunk. A nekrozis markerekbél
a BOBO-1 és a TOTO-3 jeldlés fixalast kovetben is jol alkalmazhatd. A vizsgalt szerek, igy
H202 (100 uM, 24 ora) és chelerythrine (CHE; 10 uM, 24 6ra) toxicitasat 3 nappal a sejtek
szélesztését kdvetben értékeltik.

3.7. Kvantitativ PCR - G protein kapcsolt receptorok és mésodlagos jelatvitel

A kvantitativ PCR méréseket standard TagMan Gene Expression Assay-kel és TLDA array
kartyakkal végeztik el. A kvantitativ PCR-nél endogén, housekeeping kontroll génnek a
GAPDH-t (FAM/MGB) vélasztottuk (Arenas-Hernandez és mtsai, 2013). A G protein-kapcsolt
receptorok expressziéjat SYBR green PCR reakciéval hataroztuk meg.

3.8. Foszfokinaz assay

A hESC-CM és hiPSC-CM sejteket a hypertrophias vélasz kivaltasara phenylephrinnel
kezeltik. A foszfokinazok foszforilacids szintjeit a sejtek lizatumabdl hataroztuk meg human
foszfokinaz antitest array (Proteome Profiler) alkalmazéséval. A biol6giailag relevans kinaz-
interakciokat Ingenuity Pathways Analysis szoftver segitségével térképeztiik fel.

3.9. Kinazgétlas

Kisérleteinkben a protein kinaz gatlok hPSC-CM sejtndvekedést gatldé hatasat vizsgaltuk. A
BioMol Screen-Well Kinase Inhibitor Library hasznalataval a bazalis és phenylephrine-
indukalta valtozasokat kozvetitdé szamos protein kinaz szerepét is megvizsgaltuk a
szivizomsejtek hypertrophias valtozoiban.

3.10. High content mikroszképia a szivizomsejt hypertrophia vizsgéalataban

A szivizomsejtek mérésére automatizalt mikroszképok is alkalmazhatoak, ezeken egyszerre
mérhetdek az egyes sejtkompartmentekben az immunfluoreszcens aktivitadsok; csoportonként
tobb ezer sejt részletes adatai is meghatarozhatdak rovid id6 alatt. A hESC-CM és hiPSC-CM
sejtek hypertrophias valaszat ArrayScan VTi 2D automata mikroszképpal (Cellomics,
ThermoFisher Scientific) és a konfokdlis Opera LX, illetve Opera Phenix mikroszkdpokkal
(PerkinElmer) hataroztuk meg. 2D képalkotés: Az automatizalt mikroszkopia és képfeldolgozas
elébnye, hogy specifikus algoritmusokat hasznalhatunk az informaciok gyljtésére és
csoportositasara, igy morfolégiai assay-ket (pl. szarkomer struktdra, sejtméret),
sejtkompartmentek 6nall6 jellemzésére szolgald assay-ket (pl. transzkripcios faktor nuklearis
transzlok&cidja, sejtmag festés onalld vizsgalata. 3D képalkotdshoz és az optikai szeleteléshez
konfokalis nagyfelbontdsu mikroszkopot alkalmaztunk.

3.11. High content mikroszkdpia a sejthalalozas vizsgalatdban

9



dc_1555 18

A high content képalkotas hasznosnak bizonyul a nem specifikus valaszok és mellékhatasok,
igy a gyogyszertoxicitds korai kiszlrésében is. A mitokondridlis membranpotencial, kaszpaz
aktivalédas, sejtvesztés, sejtmag atépllés és a sejtmembran permeabilitdsanak névekedése
alapjan meghatarozhatjuk a korai és kés6i apoptézis és nekrozis formakat.

3.12. Koléniaképzés hESC-CM sejtekkel

A hESC-CM sejtkultarabdl enzimatikus uton 6néllé sejteket szeparaltunk, azokbdl atlagosan
6000 sejtet szélesztettiink 96 Iyuku tenyésztéedénybe a mérésekhez. A sejtek szamét és
koléniaképz6 tulajdonsagat miozin nehézlanc és Hoechst festésekkel, immunocitokémiaval
hataroztuk meg 0, 2, 4, 6, 8, 10 nap utan. Az egyes kol6nidknal a miozin-nehézlanc-pozitiv
koléniakban kvantifikaltuk a sejtmagok szamat.

3.13. In vivo vizsgalatok

Juvenilis Wistar Han patkanyokat 108 AH-130 hepatoma seijttel inokulaltuk intraperitonealisan,
a tumorndvekedeést 5, 7, 9, 11 és 13 napig kdvettik. A tumor névekedése a 8./9. napig volt
exponencialis. A sham allatokban 7., 11. és 13. napon végeztiink funkciondlis vizsgalatokat,
igy a kardialis funkcié és a taplalék- és folyadékfelvétel mérését. Az allatokat B1-blokkold
bisoprolollal, ACE-gatlé imidaprillal, aldoszteron-géatldé spironolactonnal, vagy placeboval
kezeltik. A betegség el6rehaladtaval a hepatomaval beoltott allatokban sulyos cachexia
fejlédik ki, amely progressziv testsulyvesztésben nyilvanul meg. A hepatoma csoportokban
ezért a tumor inokulaciot megel6zéen és a vizsgalat végén szintén meghataroztuk az allatok
testtdmegét, szoveti 6sszetételét, lokomotoros aktivitasat, kardialis funkciéjat, és a taplalék- és
folyadékfelvételét. A biomarkerek szintjét a levett plazmamintakb6l hataroztuk meg. A
proteoszéma és kaszpaz aktivitasokat homogenizalt kamrai szdvetbdl fluorimetrias
modszerekkel mértik. A kamrai protein és génexpressziokat Western blot és PCR reakcidkkal
mértik. A szivszoveti atépulés és fibrozis kimutatdséra hisztoldgiai vizsgélatokat is végeztink.

3.14. Neonatdlis szivizomsejtek

A neonatdlis patkdny szivizomsejteket spironolactonnal, bisoprolollal, SB415286-vel,
aldoszteronnal vagy isoproterenollal kezeltik. A kezelés 5. napjan a sejteket mikroszkop alatt
vizsgaltuk, majd tovabbi vizsgéalatokra feldolgoztuk.

3.15. Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat Graph Pad 5.0 és 7.0 (Graph Pad Inc., CA, USA) programokkal
végeztik. A folyamatos valtozokat normal eloszlasnal atlag + mintakézép hibaja (standard
error of mean, SEM) formaban, a nem normal eloszlasnal median és interkvartilis
tartomannyal, a kategorikus valtozékat db / % formatumban adtuk meg. Az adatokat az adott
kisérleti elrendezésnek medfelel§ statisztikai probakkal (Student-féle t-préba, egyutas
ANOVA-t kdvetd Tukey/Dunnett post hoc tesztek vagy Mann-Whitney U teszttel) elemeztik.
Az é&tlagok kozotti kilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a statisztikai proba
soran kapott P érték kisebb volt 0.05-nél.
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4. Eredmények és megbeszélés
4.1.Sejthalélozéas

4.1.1. A patkany neonatalis szivizomsejtek és a human PSC-CM sejthalalozasanak
0sszehasonlitasa

A differencialédas és a sejthalélozas jelatvitelei kozotti atfedések és kdlcsdnhatasok vizsgalata
igazolta, hogy a kaszpaz3 egyarant fontos a kardiovaszkularis rendszer kialakulasaban és a
kardialis mulkodés fenntartasdban (Abdelwahid és mtsai, 2016). Kimutattuk, hogy a
sejtkarositd hatasu chelerythrine aktivélja a kaszpaz3-at: a fluoreszcens jel névekedése mind
a hESC-CM sejtekben, mind a neonatalis patkany szivizomsejtekben jol reprodukélhatéan
mérhetd volt. A kaszpaz-3 aktivalédasat a sejtek morfologiai valtozasai kdvetik, igy a
sejtmembran kdrosodasa és a sejt zsugorodasa. A sejtszam csdkkenése mindkét sejttipusban
szintén megfigyelhet; igy 10 pM chelerythrine Kkisérletes alkalmazasa a kaszpaz3
aktivalédasat, sejtszadm csokkenését és mérsékelt nekrézist eredményezett mindkét vizsgalt
sejttipusban. A patkany (P) és human (H) sejtek ©6sszehasonlitasa azonban szamos
kilonbséget is feltart a sejtek kozott, igy érdemi eltérés volt a kaszpaz aktivitdsban és ezzel
parhuzamosan a sejtvesztés mértékében is. A nekrozis mértéke a két sejttipusban ugyanakkor
nem tért el egymastél. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a human ESC-CM a
chelerythrine kezelésre kevésbé érzékeny, a latott apoptdzis nem fordult nekrotikus folyamatta
ezekben a sejtekben. A korai apoptotikus események soran jol megfigyelhetd a sejthalalozést
medialé molekuldk citoplazmabeli és sejtmagbeli transzlokacidja. Ennek kovetkeztében az
effektor kaszpazok aktivalédnak és a sejtmag DNS allomanya karosodik (Wan és mtsai, 2008).
A szivizomsejt apoptoézisdban a mitokondridlis karosodas kdzponti jelentéségl, hiszen az
intracellularis ATP raktarak kilrtlnek, ez pedig az apoptézist nekrézis iranyaba tolja el. Az
alkalmazott koncentraciéban a korai hESC-CM sejtek kevésbé voltak érzékenyek, mint a
patkany szivizomsejtek, amit a magasabb sejtszam és a mérsékeltebb apoptodzis jelzett -
valtozatlan nekrézis arany mellett. A differenciacié utan tartésan (65 napig) kultiraban tartott
hESC-CM sejtekben kapott valasz azonban megegyezett a patkany sejtekben latott maximalis
valasszal. Az éretlen szivizomsejtek jellemzéen rezisztensek voltak oxidativ stresszre, ami
magyarazhatja a korai hESC-CM kultarak alacsony valaszkészségét chelerythrinere.

Eredményeink alapjan allithatd, hogy a high content alapu kardiotoxicitas assay-k
megbizhatdak és jol reprodukalhatéak. Osszességében a markerek kombinalt alkalmazasa
mind fixalt, mind él8 szivizomsejteken pontos képet ad az egyes toxikus szerek iddbeli
hatésairél, azonban az egyes (allati eredetd, illetve human) sejttipusok eltéré valaszkészségét
az egyes szerek kardiotoxikus hatasanak vizsgalatanal figyelembe kell venniink. Az &ssejt
eredetll szivizomsejtek el6nyosek az ilyen vizsgalatok elvégzésére, els6sorban a hosszu
élettartamuk miatt. A gyogyszeriparban ezért sok helyen a CHO és HEK sejtek helyett,
specifikusabb alkalmazasukra is lehet6ség van a kardiovaszkularis és toxikologiai
vizsgalatokban. Ugyan az allati eredetli, felnétt vagy neonatalis szivizomsejteket ez a
technoldgia egyelére nem valtja ki teljesen, de kihasznalva a human sejtek eltéré fenotipusat,
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altaluk egy klinikailag fontosabb és megbizhatobb kardiotoxicitasi vizsgélat vélik lehetévé.
Ezaltal szamos, késbi fazisu humén vizsgélatra alkalmatlan vegyilet mar az in vivo vizsgélatok
el6tt azonosithato.

4.1.2. Kardiotoxikus szerek vizsgalata hPSC eredetii szivizomsejteken

A kidolgozott 8ssejt-alapu kardialis toxicitas assay-k klinikai alkalmazasa is lehetséges. Ennek
igazoldsara az onkologiai terapiaban hasznélt szerek hatésait vizsgéltuk hPSC-eredetl
szivizomsejteken. Kimutattuk, hogy a human iPSC eredetlii szivizomsejtekben a
kemoterapiaban alkalmazott antraciklin (doxorubicin) kezelés hatdsédra a kaszpazok
aktivalodasa fokozodik, megtartott mitokondrialis membranpotencial mellett is. Eszlelésiinknek
a kemoterdpias szerek kardiotoxikus hatasainak jobb megértésében, ezaltal azok kivédésében
lehet fontos szerepe. Ezek altal moédositott tumor jelatviteli Utvonalak azonban a
szivizomsejtekben is kdzponti szabalyozé szerepet toltenek be, ezért a gyakran sejtprotektiv
Gtvonalak gatlasa mitokondridlis dysfunkciot, energiahdztartasi zavart és sejthalalozast okoz.

4.1.3. Immunoszuppressziv szerek a szivizomsejtek haldlozasdban

Az immunszuppresszans gyogyszercsalad tobb tagja alkalmazasra keril a sejtterapiaban és
kardidlis transzplantacioban. Megvizsgaltuk ezért e gyogyszerek sejthaldlozast befolyasold
aktivitasat. A sejthaldlozas kivaltdsara a hESC-CM sejtkultirékat chelerythrine-nel kezeltiik
ismét; a sejthaldlozast aktiv kaszpaz3, BOBO-1 nekrézis marker immunfluoreszcens
detektalasaval, valamint a sejtmag atépulés leirasaval kvantifikaltuk. A hESC-CM sejtek az
energiafelhasznalasuk, morfologiajuk, génexpresszios és protein expressziés profiljuk akapjan
a felnétt kamrai sejtekhez hasonld érettséget nem érnek el a differenciacio végére. Ez az
eltérés egyben egy természetes rezisztenciat jelenthet a cyclosporin A indukalta valaszokra.
Kisérleteinkben sem az FK506, sem a 11R-VIVIT, amely a calcineurin/NFAT kapcsolat
specifikusabb gatloszere, nem fokozta a sejthalalozast. Ezek az adatok egyilttesen arra
utalnak, hogy a calcineurin/NFAT gatlas nem jelent kézvetlen toxikus artalmat a hESC-CM
sejtkultdranak. Kimutattuk emellett, hogy a CsA, FK506 és a 11R-VIVIT részlegesen gatoljak
a chelerythrine-indukalta kaszpaz3 aktivaciojat hESC-CM sejtekben. A calcineurin gatlasa
kozvetlenll is javithatja a sejtek életképességét, erre a 11R-VIVIT-specifikus NFAT gatld
hatdsa utal. Azt azonban nem lehet kizarni, hogy tovabbi mechanizmusok is &llhatnak az
észlelt véddhatasok hatterében. igy a mitokondrialis permeabilitasi pérus nyitdsanak gatlasa
(cyclosporin A) (Alfaro és mtsai, 2008) és az mTOR gatlasa (FK506) (Romano és mtsai, 2010).
A rapamycin részleges védbhatdsa szintén igazolhaté volt chelerythrine-kezelt
szivizomsejtekben, ami arra utal, hogy az mTOR gatlasa oxidativ stresszben pozitiv hatasu
lehet. Ez egybevag masok korabbi vizsgélati eredményeivel is, ahol a rapamycin protektiv
hatasat irtdk le ischaemia-reperfuzié soran egérben, illetve egér felndtt szivizomsejtekben
(Khan és mtsai, 2006).
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Levonhat6 az a kovetkeztetés ezek alapjan, hogy az allogén sejtek transzplantéciojakor
myocardialis infarktust kdvetéen, amikor a lokalis ischemia és oxidativ stressz karos lehet a
belltetett sejtek szamara, az immunszuppressziv szerek javithatjak a belltetett kardialis graft
sejtieinek életképességét. A hESC-CM sejtekkel végzett transzplantacios vizsgalatokban a
cyclosporin A, az altalunk is alkalmazott dézisban, javitotta a sejtek tulélését (Laflamme és
mtsai, 2007; Pearl és mtsai, 2011).

4.2. Sejtmag transzport

A részletes éallatkisérletes eredmények, valamint az emberi myocardium kdzvetlen vizsgalata
olyan Osszefiiggéseket irt le a hypertrophias szabdlyoz6 hal6zatok komplexitdsarol, és az
egyes elemek tdbbszoros atfedésérdl (Ryall és mtsai, 2012), amelyek a gyogyszerfejlesztési
Iépések megtervezését kifejezetten nehézzé teszik. Ezen sejtszinti parhuzamos folyamatok
egyik kozponti, de kevéssé vizsgalt eleme a sejtmag transzport szabalyozasa. A nuklearis
transzport integradld csomoépontja lehet azoknak a jelatviteli utaknak, amelyek végll a
hypertrophids gének aktivadlodasdhoz vezetnek, igy a sejtmag transzporttal, mint egy
potencialis terapias gyogyszerfejlesztési célponttal szamolhatunk.

A hypertrophiat mediadl6 mechanizmusok és folyamatok idébeli lefutasanak tisztazasara a-
adrenerg agonista phenylephrinet hasznaltunk, amely a Gqq-medialta patholégias hypertrophia
egyik ismert stimulusa (Davies és mtsai, 1994; Geng és mtsai, 1999). A felnétt patkanybdl
izolalt szivizomsejteket 48 6ran at kezeltiik, ennek kdvetkeztében a sejtméret, a sejtmagméret
és az ANF expresszi6 jelentésen megnétt a kontrollhoz képest. Emellett egy in vivo ischemias
szivelégtelenség modellben a patkanyok infarktusat koévetd 16. héten (kifejl6dott
szivelégtelenségben) ennél még kifejezettebb ANF valaszt is kaptunk. A phenylephrinere adott
valasz hasonldéan alakul: megndvekedett CRM1 export protein szintek, csékkend import
protein expresszidk, az import folyamatért felelés receptorok atépulése, valamint a
fluoreszcensen jeldlt NLS (nuclear localization signal)-kapcsolt szubsztrat csokkent felvétele
sorolhatd fel. A neonatalis patkany szivizomsejtekben phenylephrine vagy angiotenzin Il
hatdséra, illetve a cellularis kalcium szintek direkt csokkentése nyomén a sejtmag
importfolyamata gatlédik. Ennek kapcsan megfigyelhet a nukleéaris porusok atépulése, és az
ennek kovetkeztében megvaltozott egyensuly a hypertrophias fenotipus kialakulasédnak egy
korai lépését jelenti. Vizsgalataink azt igazoltak, hogy ez a jelatvitel masodlagos hirvivé
Gtvonalak aktivalédasahoz kotétt, nem pedig egy direkt expresszios valtozashoz. Azt talaltuk,
hogy a HDAC faktorok foszforilalédasat és a sejtmaghbdl valé kikerulésiiket (exportjukat)
kovetéen a hypertrophias, tobbek kdzétt a MEF2 transzkripcids faktor-medialta génprogram
aktivalodik.

Az 6ssejt-alapl vizsgalataink szerint (Féldes és mtsai, 2011) ezért kis molekulaju, HDAC I
(McKinsey és mtsai, 2007; Heineke és mtsai, 2006) vagy p38 MAPK (Foéldes és mtsai, 2011)
gatlészereket vélasztottunk, hogy a kulénbdzd jelatviteli utak szerepét tisztazzuk a
phenylephrine-indukalta hypertrophias valaszban. A p38 MAPK gatlas szabalyoz6 szerepét
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egyarant igazoltuk siRNS csendesités alkalmazasaval és egy dominans negativ konstruktum
overexpresszidjaval. Kisérleteinkben a p38 gatloszerek mind a sejtméretet, mind az ANF
expresszidt cstkkentették, és ezzel parhuzamosan a nuklearis importot is gatoltak.

Kimutattuk, hogy a jelatviteli utak gatlasa trichostatin A (HDAC ll-géatl6) vagy SB202409 (p38
gatld) vegyuletekkel normalizalja a nuklearis poérus expresszibjat, visszadllitia a nukleéris
import megfelelé alapértékét és a transzport receptorok Ujraeloszlasat visszaforditja. A
sejtmag-cytoplazma kozotti aktiv. kommunikaciés kapcsolat fenntartasa sziukséges a
megndvekedett nuklearis exporthoz, igy ez csak a sejtmag import gatlasanak terhére torténhet
meg. A csokkent kapacitas igy modulalna a MEF2-figgd és az NFAT-mediélta transzkripcios
folyamatokat és végul a szivizomsejtek hypertrophias fenotipusanak kialakulasat is.

A sejtmagtranszport rendszerének atépulése és funkcidjanak megvaltozdsa a
szivelégtelenség korai hypertrophias fazisdban megfigyelhetd volt, mar 4 héttel az atépulést
kivaltd myocardialis infarktust kdvetéen. Hasonl6képpen, ez a valasz mas modellekben, igy
phenylephrine-indukalta hypertrophiaban is kimutathat6 volt. Az exportin/crm1-fiiggd sejtmag
export gatlasa leptomycin B-vel meggatolja, sét visszaforditia a hypertrophias folyamatot.
Kérdés marad azonban, hogy a crm1-fliggd export hosszutavu gatlasa mennyiben befolyasolja
a kardialis funkciot. A sejtmagexport els6sorban onkolégiai céllal kifejlesztett, Gj szelektiv
gatloszerei (SINE) mér rendelkezéslinkre allnak, ezek vizsgalata érdekes Uj klinikai lehetéség
lehetne szivelégtelenségben is (Bossuyt, 2015). Az ilyen gatlészerekkel a sejtmagtranszportot
lehetne kdzvetlenil befolyasolni, nem pedig a transzportalt faktorokat.

4.3. Ossejt eredetii szivizomsejtek differenciacioja és jellemzése

A szivizomsejtek differencialtatasahoz hasznalt protokollok jelentésen fejlédtek az elmult
évtizedben; a jelenleg alkalmazott metodikdval ma méar >95% tisztasagu szivizomsejt kultra
hozhaté Iétre. A monolayer technikanal (Aggarwal és mtsai, 2014) ugyan a GSK3p gatlészerek
indukaljdk a kardialis differenciaciét, de a teljes hatdshoz az endogén BMP4 és
Activin/NODAL/TGF( jelatvitel aktivalasara is szukség van. Léathat6é, hogy az in vitro
alkalmazott szignalok kifejezetten hasonlitanak az in vivo embriondlis fejl6dés kozponti
szigndljaira. A differenciacié soran a pluripotens 8ssejtek az in vivo mintahoz hasonléan T
(brachyury)-pozitiv(*), MESP1*, NKX2-5*, MEF2C*, TBX5*, és végul myosin nehézlanc
(MYH6* / MYHT7*) populaciés fazisokon mennek keresztul. Az ezért felelés génhalézatok
aktivitasa szintén megfeleltethet6 az in vivo génmintazatnak.

A felnétt szivizomsejtekhez képest az 6ssejt eredetli szivizomsejtek mérete relative kicsi (20
pm), formdjuk valtoz6é. Ezek a szivizomsejtek képesek spontan kontrakciéra, az
0sszehluzbédasok frekvenciaja magasabb a késéi sejtkulturakban. A strukturalis érésre mas
bizonyitékot is talalunk a tartds sejtkultiraban: ezekben a sejtekben mar nem csak
szabalytalan myofibrillum, hanem rendezett szarkomer rendszer is lathat6. Ugyanakkor a
sejteknek minddssze néhany szézaléka ilyen érettebb forma, a sejtek jelentdés tdbbsége
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megdriz valamiféle éretlen strukturat még a késdi kulturakban is. Elektrofiziologiai
vizsgélatokkal tdbb szivizomsejt populacio is elkulonithetd a sejtkultiraban. Kamrai, pitvari, és
nodalis/pacemaker sejtek egyarant megtalalhatéak (Lee és mtsai, 2017). A szivizomsejtek
differencialtatasa soran egy fontos lépést jelent annak meghatarozasa, hogy a létrehozott
sejtek milyen Uregi specificitAst mutatnak, a kamrai, pitvari, pacemaker sejtek hogyan
kulénithetéek el a populaciéban. Az elkllonitésnek fontos terapias jelentésége lehet, hiszen a
kamrai sejtek transzplantacitja az ischemias szivbetegség kezelésében jatszhat szerepet, mig
a nodalis sejtek bejuttatdsa a ritmus- és vezetési zavarok sejtterapias megoldasat jelenthetik.
A differencialt hPSC eredetl kultdraban a kamrai sejtek dominalnak, a pitvari szivizomsejtek
~15-20%-0t, mig a nodalis sejtek ~5%-ot tesznek ki. Az egyes altipusok elkulonitésére
strukturdlis, elektrofiziologiai és molekularis markerek allnak rendelkezésre (Kane és mtsai,
2017). A fenotipizalas pontositdsadval a célzottabb, kamra-specifikus differenciacio is
rutinszer(ivé véalhat.

4.3.1. Beteg-specifikus szivizomsejtek

Az elmult évek 0 fontos iranya a human pluripotens 6ssejtekb8l képzett kardiovaszkularis
sejtek (szivizomsejtek, endothelsejtek és simaizomsejtek) korai gyégyszervizsgalatokra és a
szivbetegségek in vitro modellezésére valé alkalmazdsa. A human embrionalis &ssejtekbdl
differencialt sejtek (hESC-CM) és az indukalt pluripotens Gssejtekbdl képzett sejtek (hiPSC-
CM) betegség- és beteg-specifikus genotipussal és fenotipussal birnak (Park és mtsai, 2008).
A human indukalt pluripotens 6ssejteket alkalmazd betegségmodellezés alapja az, hogy a
betegek testi sejtjeibdl (leggyakrabban: a periférias vér lymphocytai és bér fibroblasztok)
transzkripcios faktorok kivilrél vald bejuttatasaval embrionalis allapotba visszaprogramozott
Ossejteket (iPSC) hozunk létre. Ezt kdvetben az iPSC sejtekbdl a betegség altal érintett
sejttipusokat differencidltatunk és ezeken vizsgaljuk a kardiovaszkularis betegség
megjelenését vagy egyes sejtszintl jellemz6it. A human pluripotens &ssejtvonalak a
laboratériumban  korlatlan ideig szaporithatbak és a tenyésztési koérlimények
megvaltoztatasaval képesek a szervezetet felépitd sejttipusok létrehozasara. E tulajdonsagaik
alapjan j6 modellként szolgalnak az o6roklétt monogénes és szamos szerzett kardidlis
megbetegedés mechanizmuséanak kutataséara. Uj tesztrendszerként alkalmazhatok a kardialis
toxikoldgiai vizsgalatokban és a jovében a sejt-alapu terapiak sejtforrasaul szolgalhatnak.
Nagy elénylk, hogy nem csak az egészséges sejtek élettanat lehet kutatni a segitségukkel,
hanem, ha az ssejtvonalak Iétrehozasahoz betegekbdl szarmazoé sejteket hasznalunk, akkor
szamos betegseég is vizsgalhatéva valik.

4.4. A humén szivizomsejtek hipertrofias valaszkészségének vizsgalata in vitro

Els6 6ssejtmodelljeink azt igazoltak, hogy a hESC-CM sejtek egyarant képesek az ismert
patholbgias és fiziologias hypertrophids stimulusokra valaszt adni (Foldes és mtsai, 2011).
Adrenerg stimulus hatdsara a hESC eredetli szivizomsejtekben az ANF génexpresszidja
jelentésen fokozodik, a sejtek teljes fehérjetartalma megnd; dsszességében egy érettebb, a
felnétt kamrai sejtekre sokban hasonlitoé sejt jon létre. EQy mechanikus stimulust, a ciklikus
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feszitést alkalmazva, hasonlé valtozasokat regisztraltunk sejtek hypertrophias valaszaban, igy
a sejt méretében és szarkomer strukturajanak elrendez6désében.

4.4.1. Intracellularis kinazok mediator szerepe a szivizomsejtek hypertrophiajaban

A hypertrophias hatas létrejottében szdmos MAP kindz és ezek kozil leginkabb a p38 MAP
kindz medialé szerepe igazolhat6. A p38 MAP kinaz gatlasa (SB202190 gatlészerrel) egyarant
gatolta a bazdlis sejtndvekedést és a phenylephrine-indukélta hypertrophiat is. Emellett a
HDAC Il, ERK, JNK, CAMK II, mTOR, calcineurin, és calcineurin/FKBP gétlasa is csokkentette
a phenylephrine-indukalta sejtméret ndvekedését. A kivalasztott p38 MAP kinaz szerepének
jellemzésére kis molekulasulya p38 MAP kindz gatloszereket, sSiRNS-t vagy dominans-negativ
p38 adenovirust alkalmaztunk, ezekkel a phenylephrine hypertrophias hatasa kivédhet6 volt.
A p38 rendszer elézetes gatlasaval az el6kezelt sejtekben a hypertrophias hatast sikertlt
teljesen megszintetni. A MAP kinaz kinaz 3 (MKK3) a sejtméretet, az ANF génexpressziojat,
a szarkomer és citoszkeleton elrendezédését fokozta, ezaltal a sejtek hypertrophiajahoz
vezetett. A kinazhatas egy érdekes eleme volt, hogy bar az embriondlis sejtek
mononukleédrisak, a p38 aktivitds hatasara mégis binuklearis sejtek jottek létre, amely
tulajdonsag mar a felnétt szivizomsejtek sajatossaga.

4.4.2. A human ESC és iPSC eredetli szivizomsejtek eltéré hypertrophias valaszanak
vizsgalata

A hiPSC rendszer alkalmazasaval a genetikai hatteri szivbetegségek modellezése az elmult
években sokkal pontosabbé valt. Ugyanakkor a kutatok a modellek korlataira is felhivtak mar
a figyelmet, killbndsen a hiPSC és a hESC kozotti esetleges kilonbségek hangsulyozasaval
(Ma és mtsai, 2014). Alapvetd fontossagu annak tisztazasa, hogy a hiPSC és hESC kultarak
mennyiben kilonbdznek egymastdl. Ezért vizsgalatainkat tobb dssejtvonalra kiterjesztettik, €s
az ujonnan kifejlesztett, automatizalt in vitro assay-k alkalmazéséaval az eddigi MAP kindzokon
kivll 0] intracellularis jeltatviteli célpontokat is vizsgaltunk.

Az a-adrenerg receptorok kdzponti szerepet jatszanak a sejtméret regulalasdban, ideértve a
hypertrophias és proliferativ folyamatokat. Ezért alapvet6 fontossagu volt, hogy az Gjonnan
létrehozott hESC-CM és hiPSC-CM sejteket az a1AR mintazatuk alapjan is megvizsgaljuk.
Eredményeink azt igazoltak, hogy a klasszikus a1AR agonista phenylephrine hatékonyan
aktival szamos hypertrophias valtozot, igy a sejtméretet, sejtvolument, ANF mRNS szinteket,
szarkomer elrendez6dést és a sejt protein/DNS aranyat (Foéldes és mtsai, 2011). Mig a felsorolt
valtozasok mindegyikét észleltik a kulonb6z6 Ossejtvonalakbdl szarmaztatott hESC-CM
sejteken, addig meglepetésre a hiPSC eredetli szivizomsejtek phenylephrine-re nem
reagéltak. A phenylephrine hatas feltin6 hianya egyarant fuggetlen volt a sejtek
differencialtatashoz alkalmazott kiindulasi hiPSC vonalaktdl, a sejtkultura feltételektdl, az
Ujraprogramozas és differencialtatas modjatol.

16



dc_1555 18

Evtizedek 6ta ismert, hogy a legtobb fajban, a felnétt szivben dominansan expresszalédo G-
protein kapcsolt a-adrenerg receptor az a1-AR (Bruckner és mtsai, 1985) katekolaminokkal
(receptor agonistakkal) valod stimulalasa pathologias hypertrophiat eredményez (Zhong és
mtsai, 1999). Az eddigi modellrendszerek ezért az a1AR aktivalasaval kapott valaszokra
fékuszalnak, hogy a hypertrophias jelatviteli folyamatokat és az azokat befolyasol6 esetleges
terapias faktorokat jobban megismerhessik. Az ADRA1A altipus mRNS szintje azonban
szOvetenként és sejttipusonkeént is eltérd lehet (Stewart és mtsai, 1994); az alkalmazhat6
agonistak, amelyek az egyes sejtekben hatékonyan modosithatjdk az ADRA1A mRNS
szinteket, szintén kilonbdzéek lehetnek. A human szivtranszplantacidkor eltavolitott szivekbdl
izolalt szivizomsejteken elvégzett méréseink azt igazoltak, hogy az a1AR (ADRA1A gén) a
felndtt szivszovet és kamrai szivizomsejtek domindnsan expresszalédé receptor altipusa.
Ugyanakkor az 8ssejtbdl differencialt szivizomsejtekben ez a receptortipus nem mutathatd ki.
ADRA1A mRNS alacsony expresszidja ugyan mérhet6 volt a differencidlatlan hESC és hiPSC
Ossejtekben, de a szivizomsejt és fibroblaszt iranyu differencialédas kezdetén ennek szintje
gyorsan mérhetetlenlll alacsonyra csokken. Szoros parhuzamossagot talaltunk az 6ssejtek
pluripotencia génjeinek csendesedése és az ADRA1A receptor kikapcsolédasa kozott; ez a
folyamat fliggetlen volt a hasznalt sejtvonaltél és az Ujraprogramozas maédjatél is. Ennek
igazoladsara hESC (HUES7) sejteket differencialtattunk fibroblasztokkd és szivizomsejtekke,
majd a differencialt sejtek Gjraprogramozéséaval Uj hiPSC vonalat hoztunk létre, amelyet aztan
ismét fibroblasztokkd és szivizomsejtekké alakitottunk (hESC—fibroblaszt—hiPSC—
szivizomseijt). igy egy olyan ,zart” rendszert hoztunk létre, amelyben az igy generalt, azonos
genotipusu differencialatlan &ssejteket és az azokbdl differencidlt kardialis sejteket
hasonlitottuk 6ssze. A a1A-AR csendesedése mind a hESC-CM, mind a hESC eredetl hiPSC-
CM sejteken megfigyelhetd volt. A tovabbi a-adrenerg receptor altipusok vizsgalataval azt is
igazoltuk, hogy a differenciadlédas soran egy egyedi, nem pedig az ontolégias ADRA1A
receptor altipus aktivalédik. Az aktivalodas eltolédik egy dominans ADRALB altipus iranyaba
mind a hiPSC-CM, mind a hESC-CM sejtekben. Ez a parhuzamos aktivalédas ugyanakkor
szintén nem magyarazza a két sejttipus eltéré valaszkészségét és egyelére megvalaszolatlan
maradt az eredeti kérdés, hogy a hESC-CM-ben mérhetd hypertrophias valaszkészség és a
hiPSC-CM-ben lathato valasz hidnya milyen egyéb jelatviteli utak részvételének eredménye.

Az ADRAI1A receptort overexpresszaltattuk a szivizomsejtekben, remélve, hogy a receptor
.potlasa” a valaszkészséget ndveli. A tény, hogy ez a beavatkozas és a magas receptor
expresszié nem noévelte a phenylephrine hypertrophias hatasat arra utalhat, hogy a jelatvitel
késbbbi Iépcsbinek defektusa, illetve valamely sejtszint(i elem aktiv gatlé beavatkozasa is
kozrejatszhat a phenylephrine hatas elmaradasaban. Az a;AR-medialta hypertrophia
intracellularis valaszanak kovetkez6 elemeit a G proteinek jelentik; az agonista receptorhoz

A Gaq, GB, és Gy proteinek szintje a differencialatlan hESC és hiPSC kultirakban egyméashoz
hasonlé volt (és a felnétt szivizomsejtekkel is megegyez6), a differencialédas soran egyértelm
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kulonbségeket talaltunk. A hESC differencidlodasa Gq, GB71, és Gy2 mRNS szintek fokozott
expresszidjat eredményezte, ugyanakkor a hiPSC sejtek differencialédasa soran ezek
expresszibja valtozatlan maradt vagy akar cstkkent is. Ez egy olyan érdemi kulénbség a két
Ossejttipus kdzott, amely a hypertrophias valasz elmaradasahoz feltétlenil hozzajarulhat.
Fontos azonban, hogy mas G-protein kapcsolt hypertrophids faktorok (endothelin-1 és
angiotenzin 1) az egyes sejttipusokban csak minimalis sejtméret ndvekedést okoznak, de az
ANF és a BNP expressziojat jelentésen ndvelik, még a hiPSC-CM sejtekben is. Ez arra utal,
hogy a G protein kapcsolt receptor jelatvitel nem teljesen inaktiv ezekben a sejtekben.

2D és 3D high content mikroszképos analizissel azt vizsgaltuk ezt kdévetéen, hogy a
hypertrophias jelatviteli utak hESC-CM és hiPSC-CM sejtekben hogyan kapcsolédnak 6ssze,
és mennyiben befolyasoljak a phenylephrine-indukalta kindzok foszforilaltsdgat. Szamos
hypertrophias paraméter esetében a kindzgatldk negativ hatdsa igazolodott. Ide sorolhat6ak a
p38-MAPK, ERK1/2, és mTOR inhibitorok a hESC-CM sejtekben (Foldes és mtsai, 2011). Mas
gatlészerek, igy példaul a GSK3B és EGFRK-re hatdéak hasonl6an novelték a sejtméretet és
feluletet, ami arra utal, hogy egy tonikus/bazélis gatlas akadalyozza a sejtnévekedést. Ez
egyuttesen egy kifejezettebb tonikus gatlast jelent az ADRA1B hypertrophias valaszra hiPSC-
CM sejtekben. A phenylephrine-figgé kinaz foszforilacié kimutatasdra proteom meérést
alkalmaztunk. A méréssorozat elsésorban az src kinazcsalad aktivalodasat mutatta mindkét
sejttipusban. Az src nem-receptor tirozin kinaz csoport szerepét korabban a G protein-figgé
receptor internalizaci6ban, valamint sejtproliferaciéban, sejtvaz atépilésben igazoltak
(Laflamme és mtsai, 2007). Az adatokat az Ingenuity Pathway Analysis algoritmusaival
értékeltik: ez az ADRA1B akvivalédasat és az altala indukalt hypertrophias valaszt egy
EGFR/Src/GSK3B/STAT3 kinazhalézat modulald szerepével kapcsolta Ossze. Ebbdl a
hélézatbol a STAT3 egyike azoknak a faktoroknak, amelyek mar kordbban bizonyitottan az
ADRALB jelatvitelhez kapcsolédnak (Han és mtsai, 2008). Ez a megfigyelés megfelel annak a
korabbi vizsgélati eredménynek is, amely szerint az Src-filggé ADRA1 jelatvitel és az EGF
jelatvitel kardialis hypertrophiaban dsszekapcsolédik (Li és mtsai, 2011; Zitron és mtsai, 2008;
Asakura és mtsai, 2002).

Ezt tamogatja sajat megfigyelésink is, miszerint a STAT3 géatlasa kdzvetlenll csokkentette a
bazalis és phenylephrine altal indukalt sejtméret névekedést a hESC-CM sejtekben, valamint
a bazdlis sejtméretet a hiPSC-CM sejtekben. A STAT3 aktivalo interleukiné (IL6) a
phenylephrine-indukalta sejtméret ndvekedést szignifikAnsan fokozta. Azt talaltuk, hogy a
phenylephrine a STAT3 nuklearis transzlokaciot jelentésen fokozta, de a hiPSC-CM sejtek
méretét a phenylephrine csak IL6 jelenlétében tudta ndvelni. A phenylephrine hatasara
bekovetkez6 transzlokacié és ezt kovetéen az EGFRK/GSK3B STAT3-n szimultdn
aktivdloddsa okozza a sejtméret végleges valtozasat. EQy kombindlt kinazgatlast hasznaltunk,
hogy meghatarozzuk a hiPSC-CM-ben latott antihypertrophids hatasért felelés legfontosabb
faktorokat és kombinaciojukat. A mérés igazolta, hogy az EGFRK/GSK3B gatlészerek
kombinacidja, egyutt a CAMKII inhibitorokkal optimdlis 0Osszedllitds lehet a sejtméret
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novelésére. Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a hiPSC-CM sejtekben az
a:AR stimulalasat kdvetéen észlelt hianyzé valasz elsésorban a tonikus antihypertrophias
jelatvitel (igy az EGFRK, GSK3[3, CamKIl) aktivaltsagara vezethet6 vissza.

hESC-CM hiPsC-CM

differencidlédas

)
<

Intracellularis
modulatorok

1. dbra: Sematikus 6sszefoglalé a pluripotens 6ssejt eredetii szivizomsejtek (hiPSC-CM és hESC-
EC) adrenerg stimulusokra adott eltéré hypertrophias valaszkészségérdl. Pirossal jelolve az
aktiv/aktivalodo komponensek, szirkével az inaktiv, csendesitett jelatviteli elemek.

Eredményeink alapjan a hiPSC-CM és a hESC-CM sejtek szamos tulajdonsagukban eltérnek
egymastol, a kulénbségekért a tobb ponton eltéré szabalyozé mechanizmusok felel6sek,
ideértve a receptorok expresszibjat és a kindzok hatasmechanizmusat. A human pluripotens
Ossejtekbdl képzett szivizomsejtek terapias szOvetpotlasra, gyogyszervizsgélatokra és a
szivbetegségek modellezésére vald alkalmazasa Uj lehetéséggé valt az elmult évtizedben. Az
in vitro sejtmodell alkalmas lehet a kardidlis hypertrophia jelatviteli mechanizmusainak
vizsgalatara. A hypertrophias vizsgalataink azt mutatjak, hogy a human pluripotens &ssejt
eredetli szivizomsejtek alkalmasak lehetnek a human szivbetegségek, igy a
szivmegnagyobbodas és szivszOveti atépllés modellezésére in vitro korilmények kdzott.
Olyan Uj intracellularis jelatviteli utakat irtunk le, amely utak befolyasolasa terapias jelentéségi
is lehet és a létrehozott sejtek érettségét is fokozhatja. Az itt alkalmazott szivizomsejt modellek
arra is lehet6séget teremtettek, hogy a genetikai hatter(i szivbetegségben szenvedd betegek
sejtjeibél Ujraprogramozott, beteg-specifikus hiPSC sejteket hozzunk létre. Ugyanakkor azt
talaltuk, hogy az &ssejtekbdl képzett szivizomsejtek hypertrophigjaért felel6s intracellularis
jelatviteli utak, a Ilatszolagos hasonlésagok ellenére, eltérnek a feln6tt kamrai
szivizomsejtekétdl. Az eltérésnek a gyogyszerfejlesztésben lehet fontos szerepe, hiszen a
pluripotens 8ssejtekbél szarmaztatatott szivizomsejtek valaszkészsége jelent6sen
kulénbdzhet szamos helyzetben.
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4.5. Szivizomsejt proliferacio

Noha van a szivnek sajat regeneracios kapacitadsa, de ez igen limitalt és az infarktushoz tarsulé
jelentds szivizomzat karosodas poétlasara nem elegendd. Az egyik megoldasi lehetéség U
exogén szivszovet létrehozasa és nbvekedésének kontrollalt serkentése. Az &ssejtekbdl érett
terapias stratégia lehet, amelyet a sérllt szivizomzat regeneracidjdban is alkalmazhatunk. Az
embriondlis Ossejtbél és hiPSC-bdl képzett szivizomsejtek is képesek osztodni. A
differencialtatas utani korai szakaszban a sejtek nagy sz&zaléka még proliferal. A tartdsan
fenntartott sejtkulturaban, a proliferald sejtek aranya jelentésen csdkken, mivel a sejtek
kilépnek a sejtciklusbol és GO fazisba kerlinek - parhuzamosan a rendezett szarkomer
strukturak kialakulasaval (Foldes és mtsai, 2011). A sejtek morfol6gidja kezdetben val6ban
szabalytalan, de tartds sejtkulturaban és a kulsé mechanikai behatasokra ez rendez6dik. A
létrejott klbnok és a sejtszam tébb idépontban tortént mérésével azt talaltuk, hogy atlagosan
10 napra tehet6 a sejtszam megkett6zédéséhez szikséges idé.

4.6. In vivo vizsgélatok

A tumoros és myocardidlis jelatviteli szabalyozasokban fellelheté parhuzamossagokat eddig
mar tobb vizsgalat igazolta. A szivszdveti atépilés és az onkogén jelatvitel tébbszoros
atfedését a mi in vivo vizsgalataink is megerdsitették. Patkanyokban az AH-130 hepatoma
modellt alkalmaztuk a sejthaldlozasban és a myocardialis atépulésben szereplé jelatvitelek
vizsgalatara. A betegség elérehaladtaval a hepatomaval beoltott allatokban cachexia fejl6dott
ki, amely étvagytalansagban, testsulycsdkkenésben és a zsirszévet megfogyasaban nyilvanult
meg. A sllycstkkenés az egyes szerveknél is bektvetkezett, igy a sziv és bal kamra tdmege
a testsuly fogyasaval parhuzamosan csokkent. Az AH-130 allatokban ez a kardialis funkcio
romlasat is eredményezte. Ebben a modellben hataroztuk meg a szivelégtelenség kezelésére
rutinszer(ien hasznalt klinikai gyégyszerek kardialis hatasat, elsésorban a szivizomszdvet
csokkenésére és az allatok mortalitdsara fokuszalva. Célunk annak tisztdzasa volt, hogy a
szivelégtelenség standard terdpidjaban alkalmazott gyogyszerek kozil melyiknek lehet
szerepe az atépulés és funkcio javitasaban. Kisérleteinkben a szelektiv $1-gatl6 bisoprolol, az
aldoszteron-gatlé spironolacton, és egy ACE-géatlo, az imidapril kardialis funkciora kifejtett
hatdséat vizsgaltuk. Az imidapril hatastalannak bizonyult, de a bisoprolol és spironolacton
nemcsak kivédte a funkcio romlasat, de az AH130 patkanyok tulélését is javitotta.

A bisoporolol és spironolacton a bal kamrai tomegvesztését is kivédte, de az imidaprilnak nem
volt hatdsa az atrophias folyamatra. A szivizomszovet vesztéssel egyidejileg a plazma
troponin | és T szintek is megnéttek, ami a szivszdvetben zajlo nekrozis jelének tekinthetd. Az
apoptotikus Gtvonalak aktivalédasat a megnovekedett kaszpaz3 szintek igazoltak. A bisoprolol
€s a spironolacton csokkentette a cachexidhoz tarsuld kaszpaz szint novekedést a
myocardiumban. Az UPS emelkedett aktivitAisa az AH130 patkanyok szivében a tumor
implantacié 11. napjatol kezdve kimutathato volt. A bisoprolol és sprinolacton kezelés cstkkent
tripszin-szer( aktivitast eredményezett a hepatomas allatokban. Ezzel ellentétben a peptidil-
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glutamil peptid hidrolizal6 aktivitas megndvekedett az imidapril csoportban a placeboval kezelt
allatokhoz képest; az imidapril szintén ndvelte a proteoszomak kimotripszin-szer( aktivitasat.

A myocardialis szbvetvesztéshez kapcsoléddéan a miozin nehézlanc protein szintjében is
kifejezett cstkkenés volt kimutathatd a tumoros allatokban: mMRNS szinten mind az a-MHC,
mind a B-MHC csdkkend expresszidét mutatott. Spironolacton és bisoprolol addsa a MHC
szintek csOkkenését kivédték. Az imidaprilnak ilyen hatdsa nem volt. Ezek a hatésok,
egylttesen a GSK-3a és GSK-3B foszforilacidjaban latott csokkenéssel, a protein szintézist
regulald mTORCL1 csokkent aktivitdsat eredményezhetik. In vivo, a bal kamra tdmegének
csokkenéséért 0sszességeben tobb mechanizmus is feleléssé tehetd. A megndvekedett UPS
aktivitas, fokozott (kaszpaz-medialta) apoptdzis, nekrdzis (emelkedett troponin szintek) és
autofagia (emelkedett LC-3 Il/l arany és csokkent p62 szintek). A B1 gatloszerek, igy a
bisoprolol valamint az aldoszteron antagonista spironolacton dézis-fliggé preventiv hatasat
igazoltuk. Vellk ellentétben az ACE-gétlo imidapril nem javitotta a tulélést. Bisoprolol adasaval
a testsuly, étvagy, szévetek tomege és zsirszdvet mennyisége megtartott maradt; az allatok
lokomotoros aktivitasa és kardialis funkcidja szintén javult. A bal kamra sulyvesztését a
bisoprolol és spironolacton egyarant kivédte.

Azt feltételeztik, hogy a spironolacton és a bisoprolol kardialis atrophiat csokkentd, kedvezd
hatéséat direkt vagy indirekt médon elsésorban a szivizomsejteken fejtheti ki. Elképzelésiink
bizonyitasara 5 napos szérummentes tenyésztést kdvetben neonatalis patkany
szivizomsejteket kezeltlink isoprenalinnal és a klinikai szerekkel. Az isoprenalin hataséara az a-
és BMHC mRNS szintek csokkentek. Ezt a hatast a bisoprolol, a metoprolol és a GSK3-gatlé
SB425286 kivédte. A spironolacton és aldoszteron nem befolydsolta a szivizomsejtek MHC
expressziés profiljat, sem a GSK3a/ foszforilaciojat szérummentes sejtkultiraban, ami arra
utal, hogy hatasukat elsésorban mégsem a szivizomsejteken fejtik ki, hanem példaul
fibroblasztokon (Messaoudi és mtsai, 2012). Emellett a bisoprolol indukalta a GSK3a/p
foszforilaciot (=gatlast) a kontroll és isoprenalin stimulalt neonatalis szivizomsejtekben,
ramutatva, hogy a 3 adrenerg jelatvitel a cachectikus szarkomer protein vesztésben kdzvetlen
szerepet jatszik.

4.7. Immunoszuppressziis szerek pleiotrop hatasai

A szivtranszplantacidban alkalmazott (és a human G&ssejt-szarmazékokbdl szdévetépitéssel
készllt kardialis konstruktumok esetében is szlikségessé valhatd) f6bb immunszuppresszans
szerek, igy a cyclosporin A, a tacrolimus és a rapamycin pleiotrop hatasat is igazoltuk. Ezek a
klinikai szerek az immunvalasz modulalasa mellett szamos kardidlis jelatviteli utat
befolyasolnak, igy a szivizomsejt hypertrophia és proliferacié folyamatait is modositottak.

A gyoégyszereket klinikai terapias dozisban adva a sejttenyészethez, azok jelentésen gatoltak
a hESC-CM populacié proliferaciés aktivitasat. A két mechanizmus géatldsa egyittesen az
embriondlis szivizomsejtek szamanak jelentés csokkenését eredményezte. A CsA és FK506
antiproliferativ hatasa valdszinlsithetéen fliggetlen az NFAT jelatviteltél, mert a VIVIT
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gatlasnak nem volt kozvetlen hatasa a hESC-CM proliferaciéjara. Sem a dominans-negativ
NFAT vektor alkalmazasa, sem a GFP-VIVIT overexpresszalasa nem véltoztatta meg a sejtek
proliferaciés aktivitasat, ami arra utal, hogy a calcineurin jelatvitel az NFAT-t6l fliggetlen médon
képes a sejtosztédast befolyasolni. A calcineurin/NFAT kapcsolat gatlasa VIVIT-tel, de a
calcineurin egyéb hatasai nélkil, egy lehetéség arra, hogy a hESC derivatumok
A rapamycin antiproliferativ hatdsa a hESC-CM sejteken is igazolhato volt. Az &ltalunk vizsgélt
immunszuppresszans szerek (CsA, FK506, rapamycin és a GFP-VIVIT fuzids protein) tovabbi
pleiotropias hatasai kdozé sorolhat6, hogy géatoljak a phenylephrine altal kivaltott szivizomsejt
hypertrophiat. Kimutattuk, hogy az immunszuppressziv hatasu cyclosporin A, FK506 és
rapamycin szignifikAnsan csékkenti a phenylephrine-indukélta hypertrophia mértékét is, amely
a hypertrophias és viabilitasi jelatviteli utak atfedését igazolta ismét (Foldes és mtsai, 2011). A
hypertrophidban igazoltan szerepet jatsz6 NFAT transzkripcids faktor direkt jelatviteli szerepét
is megvizsgaltuk. Az NFAT jelatvitel gatlasa 11R-VIVIT-tel, a GFP-VIVIT overexpresszidjaval
és a dominans negativ NFAT1lc forma expresszi6javal egyarant gatolja a hESC-CM
hypertrophia kialakulasat.

Ezen medgfigyelések klinikai jelent6sége tisztazasra var. Fontos kérdés egyfeldl, hogy a
szikséges immunszuppressziv kezelés mellett hogyan csdkkenthetd a sejtterapia soran a
sejtpusztulas mértéke ischemias kornyezetben, hogyan javithaté a sejtek integracidja és
novelhet6 egyben a transzplantalt kardiovaszkularis konstruktum mérete. A nagy
mennyiségben létrehozott sejtek emellett a kdzepes és parhuzamos nagyteljesitményi
gyogyszertesztelések alapjat is képezhetik, amelynek soran példaul Kkalcium jelet,
kontraktilitast, citotoxicitast és jelatviteli utakat lehet meghatarozni az egyes kezeléseket
kdvetéen (Mioulane és mtsai, 2012; Stoehr és mtsai, 2014). A human szivizomsejtekben zajlé
biol6giai folyamatok szimultdn vizsgalata, igy a sejthaldlozas, sejtndvekedés, sejtciklus
valtozasai, a gyogyszerfejlesztés és kardiovaszkularis biolégia fontos UG, eddig nem
hozzaférhet6 elemét jelenti. Az 8ssejt eredetli kardiovaszkularis sejtek alkalmasak lehetnek
igy szamos éllatkisérletes modell kivaltdsara és azoknél pontosabb human élettani valaszok
és betegségek modellezésére.
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5. Az Ujtudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

1. Elséként alkalmaztunk human pluripotens &ssejtekbél differencialt szivizomsejteket a

hypertrophia jelatvitelének vizsgalatara. Eredményeink szerint a létrehozott sejtek
alkalmasak a human hypertrophias jelatvitel vizsgdlatara és U0 terdpias célpontok
azonositasara.

High content mikroszkép-alapu kardiotoxicitas assay-ket dolgoztunk ki a kardiotoxikus
szerek hatasanak vizsgalatara, amelyekkel a human sejttipusok valaszkészségét lehet
meghatarozni. A markerek kombindlt alkalmazasaval pontos képet kaphatunk az egyes
szerek id6beli toxikus és funkcionalis hatasairdl human szivizomsejteken.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a szivizomsejtek eltér6 valaszkészsége az adrenerg
jelatviteli rendszer komplex, tobbszintl kilonbségeire vezethetd vissza. Az §ssejtekbdl
létrehozott human szivizomsejtek t6bb eltérést is mutatnak a felnétt kamrai
szivizomsejtekkel 6sszehasonlitva.

Kimutattuk, hogy a felnétt kamrai szivizomsejtek dominans ADRA1A receptora helyett az
Gssejt eredetll sejtek az ADRA1B izoformat expresszaljak. Mig a human embrionalis
Ossejtbdl differencialt sejtek adrenerg valaszkészsége megtartott marad, addig az
adrenerg stimulusokra a hiPSC eredetl szivizomsejtek nem reagalnak. A sejtek kozotti
kilonbségért és az alacsony valaszkészségeért egy tébbszintl szabalyozérendszer felelés
a két sejttipusban. Eltéré aktivitasu tobb G-protein és protein kinaz is, igy példaul az
EGFRK-src-GSK3b-HDACII-STAT3 hélézat. Mindezt figyelembe véve kombindlt kinaz
gatlok alkalmazasaval a tonikus anti-hypertrophias hatas megsziintethetd, és ezaltal a
sejtek mérete és hypertrophias génexpresszids aktivitasa megndvelheté.

Kimutattuk, hogy a szivizomsejtek hypertrophias valaszkészségéért a sejtmagtranszport
megvaltozott jelatviteli folyamatai és az import/export valtozasai felelések. A folyamatok
mediédldsaban a mitogén aktivalt kinazok jatszanak szerepet.

In vivo és in vitro modellben igazoltuk, hogy a szivizomzat és a szivizomsejtek
atépuléséért felelés jelatviteli folyamatok tobb ponton atfedést mutatnak a tumoros
szoveti folyamatok szabalyozasaval. Az adrenerg és aldoszteron-fliggé klinikai terapiak
a tumor-induk@lta szivszoveti atrophiat és szivizomsejt atépulést gatoljak.
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6. A kutatasi eredmények gyakorlati jelentésége

A human iPS sejtekbdl a betegségben érintett sejttipusok hozhatéak létre, ma mar
rutinszerien. Ezek a sejtek az elmult években hozzajarultak a kardiovaszkularis betegségek
molekularis hatterének pontosabb megértéséhez. Eredményeink igazoltdk az alkalmazott
eljaras szamos elényét és egyben ravilagitottak toébb kardialis megbetegedésben, igy a
hypertrophia esetében is a maoddszer jelenleg még fennalld korlataira. Ennek az Uj és
dinamikusan fejl6dé kutatasi terlletnek a felhasznalhatésdga ma még sok szempontbdl
valdoban kérdéses. A human pluripotens &ssejtvonalak képesek a szervezetet felépitd
sejttipusok létrehozasara laboratoriumi korilmények kozott. E tulajdonsaguk alapjan jé
modellként szolgalnak oOroklétt monogénes és szamos szerzett kardialis megbetegedés
mechanizmusanak megvalaszolasara, emellett () tesztrendszerként alkalmazhatdk
toxikologiai vizsgalatokban és a jov6ben a sejt-alapl terapiak sejtforrasaul szolgalhatnak
kardiovaszkularis megbetegedésekben. Nagy elényik tovabba, hogy altaluk nem csak az
egészséges sejtek élettanat lehet kutatni, hanem a beteg- és betegség-specifikus sejtek is
vizsgalhatéva valtak. Ennek kilonleges fontossaga van azokon a terileteken, ahol az
allatmodellek, illetve a betegbdl szarmazo primer sejttenyészetek eddig nem hoztak attérést.
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8.3. Osszesitett tudomanymetriai adatok

Foldes Gabor tudomanyos és oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa
MTAV. Orvostudomanyi Osztaly (2018.09.05.)

Tudoma és oktatasi kézlemények Szama Hivatkozéasok®
Osszesen |Részletezve | Fiiggetlen | Osszes
1. Folyéiratcikk® 38
szakcikk, nemzetkoz folydiratban, idegen nyelvii - 27 1159 1367
szakcikk, hazai idegen nyelvii - 0 0 0
szakcikk, magyar nyelvii - 2 0 0
szakcikk, sokszerzs, érdemi szerzoként® = 1 2 4
Osszefoglalé kozZlemény - 7 49 62
révid kézZlemény - 1 0 0
II. Kényv 0 — o=
a) Szakkonyv, kézikonyv 0 - -
idegen nyelvil — 0 0 0
magyar nyelvii o 0 0 0
aa) Felsoktatasi tankdnyv -- 0 0 0
b) onyv, ényv szerk 6ké 0
idegen nyelvii — 0 —
magyar nyelvii - 0 -
bb) Felséoktatasi tankdnyv — 0 o
lll. Kényvrészlet 6 — -
idegen nyelvii --- 6 2 2
magyar nyelvii - 0 0 0
cc) Fels6oktatasi tankdnyvejezet - 0 0 0
IV. Konferenciakézlemény* 0 - 0 0
Oktatasi kozlemények dsszesen (ll.aa,bb-lll.cc) 0 0 0
T 4 kozlemé k & (1-1V.) = 44 1212 1435
T a és i ko é o (-Iv.) 44 - 1212 1435
V. Tovabbi tudomanyos miivek 3 - =
Tovabbi tudomanyos mvek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu --- 0 0 0
folydiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzas zolasok, valaszok = 3 1 1
V. Idézett absztraktok® | 4 | | 5 | 6
é szama' 1218 1442
Hirsch index® 17 = =
gindex® 36 — —
Specialis tudomanymetriai adatok Szama Osszes
pe ym hivatkozas
Els6 szerzos folyoiratcikkek szama 15 407
Utols 6 szerzds folydiratcikkek szama>* 3 25
Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2002
. . P 34 916
- ) telies tudomanyos folydiratcikkek
Az utolso 10 év(2008-2018) tudomanyos, teljes, lektoralt
PO . 24 637
folyoiratcikkeinek szama
Alggmagasabb..ldezeﬁ§egu ko?temgny » 439 30,44%
idézettsége (az 6sszes idézettség szazalékaban)
Tovabbi, az MTMT-ben nyilvantartott idézetek szama, 43
amelyek nem szerepelnek a WOS és/vagy Scopus
rendszerben
Jelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboracios o 0
kdzremikéds”

*Az MTMT nem tudja szolgéltatni a megosztott els6 és megosztott utolsé szerzéség adatokat.
Ezeket a kérelmezdének a doktori eljaras folyaman a 3. sz. adatlapon kell feltiintetnie.
Megjegyzések:

*kizarélag a WOS és/vagy Scopus rendszerben nyilvantartott idézetek szama az egyéb adatbazisokbol,
egyéb tipusu idézékbdl, valamint disszertaciokbol az MTMT-be feltdltétt, azonositdszammal rendelkezd
idéz6k nélkl

2 |ektoralt, tudomanyos folyoiratban

3 a szerz irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerzi hozzajarulasaval késziiltek szerzoként jegyzett
koézleményei, és az érdemi hozzajarulast dokumentalni tudja

4 konferenciakézlemény folydiratban, konyvben vagy egyéb konferenciakotetben

®nem idézett absztrakt itt nem keriil az 6sszesitésbe

©a disszertacio és egyéb tipusu idézé nélkili 6sszes idézével szamolva

"kdzremiikddés esetén a csoportos szerzéségii koZemények idézettsége kiiln értékelends, és nem
szamithaté be az 6sszesitett idézetek kozé
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9. KdszOnetnyilvanitas

Ezuton szeretném megkdszonni Merkely Bélanak az 6nzetlen tamogatasat. Neki kdszénhetem
azt a kuldnleges lehet6séget, hogy megalmodta és segitségével 2009-ben |étrehozhattuk és
azota sikeresen mikodtethetjik az 6ssejtlaboratériumunkat. Készondm azt a téretlen bizalmat
és lelkesedését, hogy az itt Iétrehozott 6ssejtek kdzvetlendl is a szivbetegek gydgyulasat fogjak
szolgalni.

Kdszonettel tartozom szakmai és emberi tamogatasdért PhD témavezetdmnek és
mentoromnak, Téth Miklosnak, aki sok évvel a posztgradualis tanulményaim befejezése utan,
most is folyamatosan segitségemre van.

Kiemelt koszonettel tartozom nagyszeﬂj munkatarsaimnak, Gara Editnek, Skopal Juditnak,
Radovits Taméasnak, Molnar Andrea Agnesnek, Kékesi Violettanak, Nemes Annamarianak,
Husvéth-Téth Marianak, Kosztin Annamarianak, Berecz Tundének, Apati Agotanak.

Koszonetemet szeretném kifejezni Heikki Ruskoahonak, a Magyar Tudoméanyos Akadémia
tiszteleti tagjanak és Szokodi Istvannak, hogy bevezettek a kardiovaszkularis kutatdsokba és
vilagszinvonall és egyben fantasztikus viddm kdrnyezetet biztositottak szamomra a
finnorszagi Ouluban sok éven keresztll, és azoOta is segitik a mar ©6nall6 kutatdi
palyafutdsomat. Kdészondm az Ouluban végzett k6z6s munkéért Risto Kerkela, Sampsa
Pikkarainen, Heikki Tokola, Jaana Rysa, Kati Lampinen és Marja Arbelius segitségét.

Kdszondm korabbi munkahelyemnek, a SE |. Belgyoégyaszati Klinikdjanak és szamos
munkatarsamnak, és mindenekel6tt Jarai Zoltdnnak, Mathé Domokosnak, Lako-Futo
Zoltannak, Skoumal Rékanak, Sarman Baldzsnak a k6zds munkat és baratsagukat. Néhai
deChatel Rudolfnak készdnhetem, hogy az alapkutatast és klinikai munkéat az ott tltott évek
alatt még kezd6 orvosként is dsszekapcsolhattam.

Koszonom Spat Andrasnak es Varnai Péternek, TDK témavezetdimnek, hogy bevezettek a
kutatbmunkéba, nagy 6rommel gondolok ma is a Puskin utcai Elettani Intézetben és a laborban
toltott évekre.

A pluripotens Gssejtekrél mindent a National Heart and Lung Institute-ban tanultam meg.
Kdszdndm az intézet és az Imperial College szamos munkatarsanak, de elsésorban Sian
Hardingnak a tAmogatast és inspiraciot. Koszéném londoni kollégaim, Maxime Mioulane, Anna
Randi, Peter O’Gara, Daniel Reed, Nicola Hellen, Thusharika Kodagoda, Nadire Ali, Jane
Mitchell, Cesare Terracciano, Carolina Pinto Ricardo, Katerina Lawlor, Dusko llic (King’s
College London), Michael D. Schneider és Kriston-Vizi Janos (University College London)
segitségét. Koszonetet mondok Stefan D Ankernak, Stephan von Haehlingnek, Thomas
Thumnak, Obi D Okonkonak, Jochen Springernek az évtizedes egytttmikddésért.

A dolgozat az elmult tébb mint 10 év kutatbmunkajan alapul, k6szoném az Orszagos
Tudomanyos Kutatasi Alap, a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal, a British
Heart Foundation, a Medical Research Council és a Fondation Leducq pénziigyi tAmogatasat.

Koszoéndm feleségemnek, Kalman Juditnak és szileimnek, Foldes Ivannak és Zsuzsanak,
hogy mindig mindenben mellettem allnak és hogy id6kézben ilyen jol kitanultdk az
Ossejtkutatas részleteit. A dolgozatom kevésbé szines abrait Foldes Daninak és Lolanak
ajanlom tovabbi feldolgozasra.
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