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1
Ha mindannyiótok nevét kiírtam volna, hosszabb lenne a felsorolás, mint a dolgozat! 

 „Dömdödöm, dömdödöm, 

dömdö-dömdö-dömdödöm 

….. 

– Miért, mit jelent? 

– Azt, hogy mindannyiunkat nagyon szeret. 

– Engem is? – kérdezte gyanakodva Bruckner Szigfrid. 

– Persze, téged név szerint is megemlített.”  

Lázár Ervin: A Négyszögletű Kerek Erdő 
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ELŐSZÓ  

Kedves Olvasó! 

Ez egy rendhagyó dolgozat*
2
. De rendhagyó az idő, amikor születik; rendhagyó a téma, 

mert ez nemcsak tudományos értekezés, hanem beszámoló is életem legnagyobb szakmai 

kalandjáról. Az idő, amikor ezt a dolgozatot elkezdtem írni, 2020 tavasza, a koronavírus 

járvány*
3
 karantén időszaka volt, amikor legtöbbünknek elég ideje volt szembenézni 

önmagával és feltenni a nagy kérdéseket*
4
, így nekem is megfelelőnek tűnt kicsit 

filozofikusabbra venni a hangvételt. Emellett erről a tényleg csodálatos 15 évről nem 

akarok egy száraz szakmai művet tenni az olvasók elé*
5
, hanem szeretném érzékeltetni azt 

a kivételes izgalmat, amit az őssejtkutatás felvirágzása okozott a 21. század elején.  

2003 őszén a PhD értekezésem sikeres védése után posztdoktori éveket terveztem 

Párizsban, de a 2004-es év már két gyermekét egyedül nevelő anyaként és új témát kereső 

kutatóként talált. A nehézségek elviselésében nagy segítségemre volt a kutató részleg 

akkori vezetője, Sarkadi Balázs, aki szokása szerint a munkaterápiát javasolta, és két 

kitűnő kollégám, Barry Elkind és Szentpétery Zsófia, akikkel eddigi életem legtöbbet 

idézett (megosztott első szerzős) cikkét hoztuk össze [1], az ABCG2 és az EGF receptor 

gátlók kapcsolatát vizsgálva. Bár erről a munkáról nem lesz szó a dolgozatban, és nem lesz 

szó arról se, hogy milyen kacskaringókkal jutottam végül az őssejtekhez, a végeredmény a 

fontos; tudniillik, hogy eljutottam odáig!  

Akadémiai doktori értekezésemben így a PhD fokozat megszerzése utáni őssejtekkel 

kapcsolatos kutatásom eredményeit mutatom be. De még mielőtt a szűkebb témába 

belevágnék, szeretnék egy őssejtkutatási szempontból inkább kitérőt jelentő, a dolgozatban 

a továbbiakban nem szereplő vizsgálatsorozatot megemlíteni.  

 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

2
 Előre elnézést kérek azoktól, akik esetleg nem találják megfelelőnek ezt a formát, remélem, a tartalom majd 

kárpótolja Őket! Ez esetben az előszót át is ugorhatják… 

3
 A COVID-19-ről van szó (arra az esetre, ha az utókor is megtisztelne azzal, hogy olvassa a művet és 

addigra további koronavírus járványok is érkeznének).  

4 
A Galaxis útikalauz stopposoknak című regényben, szuperintelligens pándimenzionális lények – akiknek az 

egérformája csak a mi dimenziónkba való betüremkedés, – feltették a kérdést szuperszámítógépüknek, Bölcs 

Elmének az életről, a világmindenségről meg mindenről. Bölcs Elmének hét és fél millió évig tartott, hogy 

kiszámolja a választ, ami a 42 volt. (Douglas Adams/Wikipédia) 

5
 Az az illúzióm van, hogy ha olvasmányosra írom meg ezt a dolgozatot, akkor többen fogják elolvasni… 
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2012-ben a Transrat pályázat keretében létrehoztunk egy kalciumindikátor fehérjét 

(GCaMP2) kifejező patkány modellt, amelyben elsősorban a szívizom kalcium-jeleit 

kívántuk vizsgálni. A modellről szó esik Orbán Tamás nagydoktori értekezésében, ott 

megtalálhatók az érdekes részletek. A kalcium szignalizáció mindig is érdekelt, így a 

patkányok megszületése után el is kezdtük a szívizmok in vitro működését vizsgálni [2], 

két kiemelkedően tehetséges és kitartó PhD hallgatóval. Ők javasolták, hogy a szív mellett 

vizsgáljuk a vesét is, mert a proximális tubulusokban nagyon erősen expresszálódó 

kalcium indikátor különleges lehetőséget adna az in vivo vizsgálatokra is. Szebényi 

Kornéliának (a laboromban végezte a PhD munkáit) és Füredi Andrásnak (Szakács 

Gergely PhD hallgatója volt) köszönhetem, hogy megtapasztalhattam milyen az, ha a 

kutató ideális körülmények között dolgozhat. Csatlakozott hozzánk Csohány Róza (Szabó 

Attila (SE) PhD hallgatója), aki gyakorlott volt a patkányvese in vivo iszkémia-reperfúziós 

modell vizsgálatában. Sarkadi Balázs pedig ötleteivel újra és újra feltöltötte a teendők 

listáját. 2014 tavasza és nyara lázas kísérleti munkában telt, és év végére összeállt az a 

kézirat, amelyben sikerült a terület néhány sejtését kísérletesen is igazolni; megmutattuk, 

hogy a vesében a proximális tubulusoknak csak egy része működik egyszerre, és a 

működőkben magasabb az intracelluláris kalcium koncentráció, ráadásul itt a kalcium szint 

oszcillációja is megfigyelhető [3]. Remek csapat volt, köszönöm mindenkinek! 

A PhD fokozat megszerzését követően az őssejtkutatás számomra teljesen új téma volt, 

amelynek elindítása a megfelelő laboratóriumok kiépítésével, új kollégák és együttműködő 

partnerek keresésével kezdődött. Amire büszke vagyok, hogy az elmúlt bő 15 év alatt 

sikerült létrehozni egy olyan csapatot, amelyben megvalósult a színvonalas kutatás, a 

magasszintű szakmai képzés és a széleskörű ismeretterjesztés is. Ebben a doktori 

értekezésben összefoglalom a legfontosabb részeit annak a munkának, amelyet a 

pluripotens őssejtek kutatása során végeztünk és publikáltunk; az őssejtek létrehozásán és 

jellemzésén át a segítségükkel megismert sejtbiológiai folyamatatok és betegségmodellek 

bemutatásáig. 

Sok remek kutatóval dolgoztam együtt és rengeteg segítséget kaptam, így engedjék meg, 

hogy az értekezés megfelelő helyén említsem meg őket. Életem „Horger Antaljait” nem 

kívánom megörökíteni, de higgyék el, létezik a magyar kutatónő számára üvegplafon és 

abban többször is bele lehet fejelni*
6
. 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

6
 Ami nem öl meg, az megerősít. ("Was mich nicht umbringt, macht mich stärker." állítólag Nietzsche) 
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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE  

ABC– ATP Binding Cassette, jellegzetes ATP-kötő domént tartalmazó fehérjecsalád neve 

ABCG2 – az ABCG fehérjecsalád másodikként felfedezett tagja  

AFP – alfa-fetoprotein  

APC – allofikocianin APC 

BRY – Brachyury  

BSA – borjú szérum albumin 

c-Myc – c-Myc protoonkogén 

cTnI – szívspecifikus  troponin I  

CRISPR/Cas9 – génszerkesztési módszer (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats/Cas 9 endonukleáz) 

DAPI – 4′,6-diamidino-2-phenylindole  

DCV – DyeCycleViolet  

DMSO – dimetil-szulfoxid 

DPBS – Dubecco-féle foszfáttal pufferelt sóoldat 

EB - embriótest 

ER – endoplazmatikus retikulum   

ESC – embrionális őssejt 

FBS – fötális borjú szérum 

FGF – fibroblaszt növekedési faktor 

FITC – Fluoreszcein-izotiocianát 

GABA – γ-aminovajsav 

GAPDH – Gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

GD – Gyrus Dentatus 

GCaMP – genetically encoded calcium indicator 

GFP – green fluorescent protein, zölden fluoreszkáló fehérje 

GWAS – teljes genomot áttekintő asszociációs vizsgálatok 

hPSC – humán pluripotens őssejtek  

HUES – Humán embrionális őssejt vonal 

HFF – Humán előbőr fibroblaszt sejt 

Hst – Hoechst 33342, fluoreszcens festék 

iPSC – indukált pluripotens őssejt 

Klf4 – Kruppel-like faktor 4  

Ko143 –ABCG2 specifikus gátlószer 

LIF – leukémia-gátló factor 

MAF – multidrog rezisztencia aktivitási faktor 

MAP2 – mikrotubulus asszociált protein 2 

MDR – multidrog rezisztens 

MEF – egér embrionális fibroblaszt 

MSC – mezenchimális őssejt 
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MSCl – Mezenchimális őssejt szerű sejtek 

MX – Mitoxantron 

nestin – neuroepithél őssejt fehérje 

NeuroD1 – Neurogén differenciációs faktor 1 

NMDA – N-metil-D-aszparaginsav  

NPC – neurális progenitor sejt 

NANOG – Homeobox pluripotencia transzkripciós faktor 

Oct4 – Oktamer-kötő transzkripciós faktor 

PAX6 – Paired box protein-6  

PBMC – perifériás vér mononukleáris sejtek 

PBS - foszfáttal pufferelt sóoldat 

PE – fikoeritrin 

PFA – paraformaldehid 

PI – propídium-jodid 

PODXL – Podocalyxin szerű fehérje 

PRLP0 – Riboszóma 60S alegység fehérjéje  

Prox1 – Prospero homeobox protein 1  

PSC – pluripotens őssejt 

PSD95 – posztszinaptikus denzitás fehérje-95 

ROCK – Rho-asszociált protein-kináz 

SB – Sleeping Beauty (Csipkerózsika) transzpozon 

SCID – súlyos kombinált immunhiányos 

SMA – sima izom aktin  

SOCE – Store Operated Calcium Entry, a sejten belüli kalcium raktárak ürüléséhez köthető 

kalcium beáramlás 

Sox2 – SRY-box 2 

SP – Side population 

SSEA3 és SSEA4 – állapot-specifikus embrió antigén- 3 és 4 

STR – short tandem repeat 

TLDA – Taqman Low Density Array 

TRA-1-60 és TRA-1-81 – tumor rezisztencia antigén 1-61 és 1-81 

TTX – tetrodotoxin  

TUB – β-3-tubulin 

ULA – ultra alacsony tapadási felület 

UV-C – Ultraviola-C fény 

qRT-PCR – kvantitatív valós idejű PCR technika 

WGA – Wheat germ agglutinin  

WT – vad típus (wild type) 
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ÖSZEFOGLALÁS 

Akadémiai doktori értekezésemben a PhD fokozatom megszerzése utáni kutatásom 

eredményeit mutatom be. A fokozat megszerzését követően teljesen új témába kezdtem, 

aminek az elindítása a megfelelő laborok kiépítésével, új kollégák és együttműködő 

partnerek keresésével kezdődött. Az elmúlt bő 15 év alatt sikerült létrehozni egy olyan 

laboratóriumot, ahol megvalósult a színvonalas kutatás, a magas szintű szakmai képzés és 

a széleskörű ismeretterjesztés is. Dolgozatomban összefoglalom egy részét annak a 

munkának, amit a pluripotens őssejtek kutatása során végeztünk és publikáltunk; az 

őssejtvonalak létrehozásán és jellemzésén át az általuk megismert sejtbiológiai folyamatok 

és betegség modellek bemutatásáig. 

Meghonosítottuk Magyarországon a humán pluripotens őssejtek kutatásának alapjait. Több 

mint 40 humán pluripotens sejtvonalat hoztunk létre, egyrészt szomatikus sejtek 

pluripotens állapotba történő visszaprogramozásával, másrészt már létező sejtvonalak 

stabil genetikai módosításával. Ezeket a sejtvonalakat a terület szigorú elvárásainak 

megfelelően jellemeztük. A pluripotens állapotú sejtek tulajdonságainak megismerésére 

jelentős új eredmények születtek a laboratóriumunkban: 

Megmutattuk, hogy a pluripotens őssejteken az ABCG2 a fő multidrog transzporter, 

expressziója heterogén az őssejtpopuláción belül és az adott genetikai háttér és 

mikrokörnyezet határozza meg. Az ABCG2 kifejeződése nem feltétele a pluripotens 

állapotnak, azonban az őssejteket különböző stresszhatásoktól védő ABCG2 kifejeződése 

előnyt jelent az őssejt populáció fenntartásában. A pluripotens őssejtek differenciációjakor 

az ABCG2 expressziója csökken és más ABC transzporterek kifejeződése indul meg, ebből 

a szempontból a különbözően differenciálódó sejtek egyedi expressziós profilt 

(ujjlenyomat) mutatnak. Az ABCG2 túltermelése nem változtatja meg a pluripotens 

állapotot és védelmet nyújthat olyan szövetek pótlásakor, amelyek nem fejezik ki az 

ABCG2-t, de ki vannak téve citotoxikus hatásoknak. 

Elsőként jellemeztük a pluripotens állapotú sejtek Ca-jeleit különböző indukálószerek 

hatására és kidolgoztuk a kalcium jel mérésének módszerét kétféle technikával is. Humán 

pluripotens őssejtekből szívizomsejteket, idegi sejttípusokat és mezenchimális őssejteket 

hoztunk létre. Ezeket a sejttípusokat nem csak fenotípusosan jellemeztük, hanem 

funkcionális vizsgálatokat is végeztünk. A megszerzett ismereteket az utóbbi években 

betegségmodellek kidolgozására használjuk, dolgozatomban példaként egy monogénes 

betegség a Frank Ter Haar szindróma génszerkesztéssel létrehozott modelljét tárgyalom.   
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1. IRODALMI BEVEZETŐ 

1.1. Az őssejtekről röviden 

Azzal illene indulni, hogy definiálom, mi is az az őssejt. Sajnos a mai napig egyetértek 

avval a kollégával, aki egyszer azt mondta „Ha mi azt tudnánk!”. Ha mégis definiálnom 

kéne, valami ilyesmit mondanék: nem specializálódott, korlátlan számú osztódásra és 

önmegújulásra képes sejt, amely aszimmetrikus osztódás révén egy önmagával megegyező 

és egy elkötelezettebb/érettebb utódsejtet is létre tud hozni. Ez a definíció nem tökéletes*
7
, 

de elindulhatunk vele és górcső alá vehetjük az őssejtek formáit. Mai tudásunk szerint az 

őssejteket fejlődési potenciáljuk alapján három nagy csoportba osztjuk; totipotens, 

pluripotens és multipotens őssejtekről beszélünk (1. ábra). Ezek a kategóriák természetesen 

mesterségesek, mert egy életen át tartó folyamatot próbálunk beszorítani három csoportba. 

 

1. ábra Az őssejtek típusai és fejlődési potenciálja (Hollebrbach Emil grafikája) 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
7
 A definíciók nehéz diók! Évekkel ezelőtt szerencsém volt részt venni az EMA (Europian Medical Agency) 

Andvanced Theraphy bizottságának (CAT) egyik ülésén, ahol az aktuális beadványok mellett azon 

igyekeztek, hogy definiálják a „sejt” fogalmát. Másfél óra heves vita után (főleg a vörösvérsejtek okoztak 

kellemetlenséget), a megfogalmazott definícióról megkérdezték az ott ülő betegjogi képviselőt is, aki nagyon 

udvariasan azt mondta, hogy ebből egy átlagember semmit nem ért, pedig ha Őt részesítik sejtterápiában, az 

mégse ártana… Még sok ülés és rengeteg egyeztetés folyt le, mire megegyezés született. 
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Totipotensek a megtermékenyített petesejt és a szedercsíra sejtjei nyolcsejtes állapotig. A 

definíció állatkísérleteken*
8
 alapul, ugyanis, ha egy nyolcsejtes embrió egyetlen sejtjét 

kiemeljük és egy megfelelően előkészített terhes anyaállatba visszahelyezzük, akkor abból 

utód születhet, aminek a genetikai állománya a behelyezett sejtből származik. A totipotens 

sejt tehát képes az embrionális és az extraembrionális szöveteket is létrehozni. Ez a kísérlet 

emberen természetesen nem végezhető el, mert a világ minden országában (bölcsen) 

tiltják. Arra, hogy a meghatározás mégis vonatkoztatható az emberre is, a pre-implantációs 

diagnosztikai eljárásokból következtethetünk. Ennek során a nyolcsejtes embrió egy sejtjét 

kiveszik és DNS vizsgálatot végeznek rajta, hogy kiszűrjék azokat az embriókat, amelyek 

súlyos genetikai betegséget hordoznak. Az egészségesnek talált embrió(k) hét sejtjét 

visszaültetve egészséges gyermek születik, ami arra utal, hogy a sejtek ebben az állapotban 

totipotensek. A totipotens sejteket az állattenyésztésben kivételesen értékes tenyészállatok 

klónozására vagy kihalófélben lévő fajok megmentésére használják. Állati zigóták 

genetikai módosítása (az emberrel ellentétben*
9
) engedélyezhető és az orvosbiológiai 

kutatásokban is nagyon hasznos eszköznek bizonyult.  

A fejlődésben a következő állapot, amit elkülönítünk, a pluripotens állapot. Pluripotensek a 

hólyagcsíra állapotú embrió belső sejtcsomójában lévő sejtek, amelyekből az összes testi 

sejt létrejön, míg a hólyagcsíra külső sejtrétegéből az extraembrionális szövetek 

keletkeznek. Ebből következik, hogy ha az előbb említett állatkísérlet során nem 

totipotens, hanem pluripotens sejtet teszünk vissza egy terhes anyába, akkor abból nem 

születhet utód (mivel az extraembrionális szövetek nélkül ez nem lehetséges). Viszont, ha 

egy ilyen pluripotens sejtet egy már létező embrióba helyezünk, akkor olyan állataink 

születnek, amelyeknek minden szövetében található a donor sejtből származó sejt is, tehát 

valóban; a pluripotens sejt minden szöveti sejtféleség létrehozására képes.  

Ezután csak a fantáziánk szab határt annak, hogy elképzeljünk különböző színű, formájú 

vagy pl., ha a beültetendő sejtet genetikailag módosítjuk, akkor különböző fluoreszcens 

fehérjéket kifejező állatokat.   

 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
8
 Elsősorban egérről beszélünk, ha állatkísérletet emlegetünk, ha nem, azt mindig kiemelem. 

*
9
 A tavalyi év (2019) nagy etikai vitát kavart és aztán büntetőjogi pert is eredményező kísérlete emberi 

zigótákból génszerkesztéssel módosított ikerpár születéséhez vezetett. Jelenleg az egész fejlett világban 

tiltják az emberi zigóta reprodukciós célú genetikai módosítását (Ledford H. CRISPR gene editing in human 

embryos wreaks chromosomal mayhem. Nature. 2020, doi: 10.1038/d41586-020-01906-4. PMID: 

32606465). 
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Annak a felfedezése, hogy a hólyagcsíra belső sejtcsomójából nyerhető sejtek 

laboratóriumi körülmények között tenyészthetők, belőlük sejtvonalak hozhatók létre [4] és, 

hogy ezek a sejtvonalak genetikailag módosíthatóak és mindenféle sejttípus létrehozható 

belőlük in vitro körülmények között is, Martin Evans-nak, Mario Capecchi-nak és Oliver 

Smithies-nak Nobel díjat, a világ kutatóinak pedig hihetetlenül széles kutatási (játszó)teret 

eredményezett*
10

. Ez a lehetőség, többek között, nagyban elősegítette a betegségek 

mechanizmusának kutatását. Mivel ezeknek a pluripotens állapotú „donor” sejteknek az 

utódai az embrióba visszaültetve minden szövetben megjelennek, így az ivarsejtek között 

is megtalálhatóak. Ezt a szakmában germline transzmissziónak nevezzük. Könnyen 

elképzelhető, hogy az ilyen utódok keresztezésével olyan állatok jöhetnek létre, amelyek 

ezekből a „donor” sejtekből keletkeznek. Amennyiben a donor sejtekben egy-egy fehérje 

génjét kiütjük, akkor Knock Out (KO) állatokhoz jutunk, amelyekben a fehérje in vivo 

funkciója vizsgálható. Ha pedig olyan mutációkat hozunk létre, amelyek egy emberi 

betegséghez köthetők, akkor betegségmodellekhez jutunk. Ha csak „egyszerűen” 

megjelölünk (például egy fluoreszcens marker segítségével) különböző géneket vagy 

sejtsorokat, akkor követhetjük a fejlődési vagy a regenerációs folyamatok során a sejtek 

sorsát.  

A következő fejlődési állapot a beágyazódás során létrejövő primitív szövetek (ektoderma, 

mezoderma és endoderma) megjelenéséhez köthető, ezek az ősei azoknak a szöveteknek, 

amelyek később a kifejlett szervezetben is megjelennek. Ezek a primitív szövetek illetve a 

később a különböző szövetekben megtalálható szövetre jellemző őssejtek multipotensek, 

ami azt jelenti, hogy az adott szövetre specifikus sejtféleségek létrehozásáért felelősek 

egész életünkben.  

A multipotens sejteket szöveti őssejteknek is szokás nevezni, arra utalva, hogy a 

szervezetben a különböző szövetekben kulcsfontosságú szerepük van a szövet 

homeosztászisának fenntartásában, illetve a regenerációs folyamatokban. A multipotens 

sejteket szokás további kategóriákba is sorolni; az oligopotens őssejtek több sejtféleséget 

képesek létrehozni (például a vérképző őssejt a teljes vérképzést biztosítja vagy a 

mezenchimális sejtekből csont, bőr és porc is keletkezhet), de ismerünk bipotens (máj 

progenitorok) vagy unipotens őssejteket is (az izomsejteket létrehozó ún. szatellita sejtek 

szaporodóképes sejtek, de csak izomsejtekké tudnak érni).  

 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
10

 1981-ben történt és 2007-ben orvostudományi Nobel-díjat eredményezett. 
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A multipotens sejtek a szervezetben osztódóképesek és megőrzik differenciálatlan 

tulajdonságaikat, de laboratóriumi körülmények között az osztódás hamar leáll és a sejtek 

differenciálódni kezdenek. 

Jelentős különbségek vannak a különböző multipotens sejtek mennyiségét illetően is a 

különböző szövetek között; a gyorsan cserélődő sejtféleségek (vér, bőr, bélhám) őssejtjei 

sokan vannak és gyors regenerációra képesek, ezért viszonylag hamar fel is fedezték őket. 

A vérképző őssejtek bőven kitartanak életünk végéig, ezért adhatunk belőle beteg 

embertársainknak is, hogy a kórosan működő csontvelői őssejtjeiket kicseréljék egészségen 

működőre. Ezen alapul a csontvelő transzplantáció több mint 50 éves múltja. Azt, hogy a 

kevésbé regenerálódó szövetek (szívizom, idegsejtek) között is vannak őssejtek (bár igen 

kevesen), csak az utóbbi évtizedek kutatásai tárták fel és bár nagy a jelentőségük a 

szervezet egészséges működésében, a szív vagy idegsejtek donációja nem járható út a 

betegek kezelésére.  

Mielőtt rátérnék a humán pluripotens őssejtvonalak részletes bemutatására, amelyek 

reményeink szerint alkalmasak lesznek a nehezen hozzáférhető őssejféleségek pótlásán 

keresztül a betegségek gyógyítására is, hadd említsek meg néhány problémát, ami az 

„őssejtiséggel” kapcsolatban felmerül. Az előzőekben felvázolt definíció és hierarchia az 

őssejtekre vonatkozóan jól használható az őssejtkutatók számára, és a vér-, bőr- vagy 

bélbetegségekkel foglalkozó klinikus/kutató is jó modelleket tud alkotni a segítségükkel. 

Embriológiával foglalkozó társaink azonban már nem ennyire elégedettek. Jogosan merül 

fel a kérdés (néhány szemfülesebb hallgatómban is), hogy miért emeljük ki az embrió- és 

magzatfejlődés bizonyos pontjait, hogy azzal definiáljunk állapotokat, miközben ez 

teljesen önkényes, ti. a fejlődés folyamatos? Hogy nevezhetünk őssejtnek (lásd fenti 

definíció) valamit, ami kettőt-hármat osztódik és el is tűnik, hiszen a kifejlett szervezetben 

általában*
11

 nem fordulnak elő toti- vagy pluripotens sejtek? Ha egy ilyen állapotú sejt 

mégis korlátlan számú osztódásra lesz képes, akkor sajnos rosszindulatú elváltozást okoz 

(lásd embrionális karcinómák)! Erre legfeljebb annyit tudok mondani, hogy a definíciók és 

a modellek nélkül nem tudunk dolgozni, de ismernünk kell a korlátaikat. A 

modell/definíció határain kívül nem érdemes következtetéseket levonni, hanem inkább új 

munkahipotézist kell felállítani, ami új definíciókhoz és modellekhez vezet. Munkánk 

során igyekeztünk a következtetések levonásakor ezt az elvet szem előtt tartani. A 

következő fejezetben a pluripotens állapotú sejtekről lesz szó, mivel ezek a sejtek állnak 

kíváncsiságunk és kutatásaink fókuszában. 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
11

 Kivéve azt az áldott állapotot, amikor egy új élőlény fejlődik a felnőtt szervezetben.  
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1.2. A „mindentudó” őssejt, avagy milyenek a pluripotens őssejtek  

Amint azt már az előző alfejezetben is említettem, az egér embrionális őssejtvonalak 

felfedezése alapjaiban változtatta meg az őssejtekről alkotott nézeteinket. Addig a 

vérképző őssejtet hívták pluripotensnek*
12

, mivel valóban sokféle sejttípus létrehozására 

képes, de mikor kiderült, hogy van olyan sejttípus, ami még ennél is többet tud, a vérképző 

őssejt „lecsúszott” a multipotens/szöveti őssejtek közé. Amikor 1981-ben kiderült, hogy 

ezekből az egér embrióban pluripotens állapotú sejtekből sejtvonalakat lehet létrehozni, az 

nagy lendületet adott több kutatási területnek is. A sejt- és fejlődésbiológiai kutatások és a 

gyógyszerkutatás fejlődése mellett, előkészítette a talajt a humán pluripotencia 

vizsgálatához, ami még nagyobb reményeket és elvárásokat keltett tudományos körökben 

és a mindennapi élet szintjén is. 

1.2.1. Mit tudunk ezekről a humán pluripotens őssejtekről? 

1998-ban James Thomson és munkatársai először bizonyították, hogy az egérhez 

hasonlóan humán blasztocisztából is lehet pluripotens őssejtvonalat alapítani  [5]. Az 

eljárás az egéren bevált módszereken alapult; a hólyagcsíra állapotú embrió külső 

sejtrétegét (trofektodermáját) immunsebészeti eljárással eltávolították [6], majd a belső 

sejtcsomót mitotikusan inaktivált embrionális egér fibroblaszt dajkasejt (MEF) rétegen 

tenyésztették tovább [4]. Az így izolált sejtek folyamatosan osztódtak, hónapokig 

fenntarthatók voltak és hamarosan (2000 elején) arról is megjelentek közlemények, hogy a 

tenyésztési körülmények megváltoztatásával mindhárom csíralemez irányába spontán 

tudnak differenciálódni [7, 8].  

A differenciációs protokollok akkoriban azon alapultak, hogy az embrionális őssejteket a 

dajkasejt rétegről enzimatikusan eltávolítva, megemelt szérum tartalmú, szuszpenziós 

médiumban tartva, embriótesteket alkotnak (EB-embryoid body), amelyekben megindul a 

sejtérés. Ha néhány nap múlva az embriótesteket adherens felületre teszik (általánosan 

zselatint alkalmaztak), akkor az EB-k letapadnak és a legkülönbözőbb sejttípusok 

fedezhetők fel a tenyészetekben. Látványos a szívizom telepek dobogása vagy a neurális 

progenitorok virágszirmokként elterülő rozettái, de a pigmentált epitél sejtek fekete foltjai 

is (amelyek a tapasztalatlan kutatót először rémülettel töltik el, mert a tenyészet úgy néz ki, 

mintha bepenészedett volna) különleges látványt nyújtanak. 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
12

 Hematológus kollégáink elég nehezen szoknak hozzá az új nevezéktanhoz, de megértem őket! Az 

őssejtkutatás évtizedes dogmákat döntött romba pár év alatt. 
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A probléma az így létrehozott spontán differenciálódott sejtekkel az volt, hogy minden 

tenyészet különböző összetételű, így egy-egy sejttípust nehéz vizsgálni benne. A kívánt 

sejttípusok feldúsítása a spontán tenyészetekben az egyik út, amin elindultak az 

őssejtkutatók; 2001-ben több olyan közlemény is megjelent, amelyben a sejtterápiás 

szempontból fontos sejttípusok (szívizom [9], idegsejtek [10] és inzulintermelő sejtek [11]) 

feldúsításáról számoltak be. A kutatások elsősorban amerikai, izraeli és ausztrál 

laboratóriumokban folytak, mivel itt alapították az első humán embrionális 

őssejtvonalakat.  

Az erővonalak azonban hamarosan átrajzolódtak, és az USA jelentős lemaradásba került a 

Bush érában*
13

, ami viszont elindította az egész világon, így Magyarországon is, a humán 

embrionális őssejtkutatást. Történt ugyanis, hogy Douglas Melton (HHMI), az őssejtek 

terápiás felhasználásának elkötelezett kutatója, közzétette, hogy minden érdeklődő 

kutatónak átadja az általuk alapított humán embrionális őssejtvonalakat, ingyen és 

bérmentve, hogy a kutatások egyre szélesebb körben folyjanak, ha már az USA-ban némi 

toporgás következett be. Csak azt kellett bizonyítanunk, hogy a magyar törvények nem 

tiltják az ilyen jellegű kutatást. Mondanom sem kell, hogy ilyen bizonyításra a magyar 

joggyakorlatban még nem volt példa, de néhány hónapos intenzív egyeztetés után Dr. 

Sándor Judit jogásszal*
14

 sikerült a vonatkozó törvényt értelmezni és egy etikai engedély 

beadványt megfogalmazni. 2005. február 5-én meg is kaptuk az első humán embrionális 

őssejteken végezhető kutatásokra vonatkozó engedélyt (ami első és legjobb tudomásom 

szerint eddig egyedülálló Magyarországon). Ezzel az engedéllyel felfegyverkezve írtunk a 

HHMI-s kutatócsoportnak, akik el is küldtek négy őssejtvonalat, és Varga Nóra PhD 

hallgatóval kettesben el is kezdtük az első sejtvonal vizsgálatát. 

Ahogy a kezdeti eredményeket alátámasztó publikációk sorra megjelentek, a terület 

dinamikus fejlődésnek indult. Ha a humán embrionális őssejtekből valóban stabil 

őssejtvonalak alapíthatók, amelyek minden testi sejt létrehozására képesek (ahogy azt a 

követő közlemények is megerősítették), akkor ezek a sejtek illetve az ezekből a sejtekből 

származó érettebb sejttípusok használhatók lesznek terápiás célokra! 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
13

 2001.augusztus 9-én. George Bush bejelentette, hogy radikálisan korlátozzák a humán embrionális 

őssejtek kutatására fordítható állami forrásokat. http://georgewbush-whitehouse.archives.gov 

/news/releases/2001/08/20010809-2.html.  

*
14

 Akinek örök hálám…és ennek jeléül azóta is több projektben veszünk részt és érdekes etikai vitáink 

vannak az őssejtkutatás és terápiás megfontolások területén. 
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Az őssejtterápiák alapja, hogy a szervezetben rosszul működő vagy hiányozó sejttípusokat 

az őssejtekből létrehozott egészséges sejtekkel pótoljuk. Már 2001-ben megjelent az első 

transzplantációs kísérletet leíró munka, amelyben ES-ből származó neurális progenitorokat 

ültettek be újszülött egerek agyába, ahol ezek megtapadtak és tovább differenciálódtak 

[12]. 

Hatalmas remények és éles társadalmi viták támadtak a humán ES-sejtekkel 

kapcsolatban*
15

, de az biztos volt, hogy a terápiák bevezetéséhez az őssejteket jobban meg 

kell ismerni, új és hatékony differenciációs protokollokra illetve a kívánt irányba 

differenciált sejtek megfelelő tisztaságát biztosító elválasztási módszerekre és az állati 

termékek kizárására lesz szükség.  Már az első humán ES-sejtet leíró cikkben vizsgáltak 

néhány pluripotenciára jellemző tulajdonságot, amelyek az egérből és a selyemmajomból 

származtatott ES-sejtek esetében informatívnak bizonyultak; a pluripotens őssejtek magas 

telomeráz és alkalikus foszfatáz aktivitással rendelkeznek, felszínükön kifejezik az 

állapotspecifikus antigéneket (SSEA) és teratomát képeznek [5]. További kritériumként 

jelent meg a kulcs transzkipciós faktorok jelenléte a pluripotens őssejtek sejtmagjában; az 

OCT3/4, a Sox2 és a Nanog a pluripotencia fenntartásához elengedhetetlenek és egymással 

szoros összeköttetésben működnek [13].  

Az egér embrionális őssejtekkel való számos hasonlóság mellett azonban már ezekben a 

korai munkákban is kiderült néhány jelentős különbség is [14]. Az egér embrionális őssejt-

csomók domb-szerűen emelkednek ki a dajkasejt-rétegről, míg a humán ES sejtek lapos, 

elterült csomókat alkotnak. Az állapotspecifikus antigének közül az egér ES sejtek az 

SSEA1-et, míg a humán ES sejtek az SSEA4-et fejezik ki, illetve az egér sejtek pluripotens 

állapotban való tartásához szükséges a LIF (leukámia inhibitor faktor), míg a humán sejtek 

esetében a bFGF (alap fibroblaszt növekedési faktor) illetve a TGF-b (tumor növekedési 

faktor béta) útvonalak biztosítják a pluripotencia fenntartásához szükséges szignálokat. Az 

egér ES sejtek nem differenciáltathatók trofoblaszt irányba, míg humán megfelelőik 

esetében ez viszonylag egyszerűen kivitelezhető. Évekkel később kiderült, hogy a fajok 

közötti különbözőségen kívül ezek az eltérések egy fejlődéstani szempontból fontos 

különbségre mutattak rá.  

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
15

A humán embrionális őssejtvonalak alapítása közben az in vitro fertilizáció során visszamaradt embriókat 

használják fel és ez komoly etikai aggályokat vetett fel, elsősorban a katolikus egyház részéről. 

Dolgozatomban az őssejtkutatás orvosbiológiai vonatkozásairól írok és igyekszem elkerülni az etika 

ingoványos területét, már csak azért is, mert ebben nem érzem magam szakértőnek. 
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1.2.2. „naïv versus primed” 

2007-ben új típusú pluripotens sejtvonalakat hoztak létre post-implantációs egér 

embriókból, amelyeket epiblast-eredetű őssejtnek (EpiSC) neveztek el [15]. Ezek az EpiS 

sejtek különböztek az egér ES sejtvonalaktól és nagyban hasonlítottak a humán ES 

vonalakhoz. A kétféle pluripotens állapot definíciója két évvel később született meg [16], 

az egér ES-nek megfelelő állapot a „naïv”, az egér EpiS-nek megfelelő, pedig a „primed” 

nevet kapta. Hamarosan az is kiderült, hogy a két állapot egymásba átalakítható, a 

tenyésztési körülmények változtatásával [17]. 

Ami a humán eredetű pluripotens őssejteket illeti, bár akadnak olyan molekuláris és 

biológia tulajdonságaik, amelyek a naïv állapotú egér ES sejtekkel azonosak, mégis inkább 

hasonlítanak a primed állapotú egér epiES sejtekhez. Kisebb nagyobb nehézségek árán, 

sikerült a tenyésztési körülmények megváltoztatásával és/vagy genetikai módosításokkal a 

már megalapított primed állapotú őssejtvonalakból naïv állapotú tenyészeteket előállítani 

[18-21], illetve új, naïv állapotú őssejtvonalakat alapítani [22]. A naïv állapotú sejtek 

vizsgálata nemcsak elméleti szempontból érdekes, hanem gyakorlati jelentősége is lehet. A 

primed humán ES vonalak ugyanis nem egyformán „szeretnek” minden sejttípust 

létrehozni, azaz különböző irányokba eltérő hatékonysággal differenciálódnak  [23]. Mivel 

az egér vonalakra ez nem annyira jellemző, adódott a kérdés, hogy vajon a naïv állapotú 

emberi sejtvonalak nem lesznek-e hatékonyabbak. Sajnos a gyakorlat nem igazolta a 

várakozásokat; a differenciációs hatékonyság nem lett kedvezőbb, ellenben a humán 

vonalak esetében a naïv állapot fenntartása nehezen kivitelezhető. A későbbi kutatások 

viszont azt igazolták, hogy humán/állat kimérákat csak naïv állapotú sejtekből lehet 

létrehozni, így a naïv sejteknek is meg lehet a jelentősége a jövő kutatásában és 

gyógyításában. Az orvosi alkalmazások miatt elsősorban sertés embriókkal kísérleteznek 

ezen a téren, humanizált sertés modellek létrehozása céljából. 

1.2.3. Az indukált pluripotencia felfedezése 

Míg a világ nagy részén a pluripotens állapotok megértésével foglalkoztak, addig Japánban 

olyan felfedezést tettek, ami teljesen megváltoztatta a sejtbiológia alapjait és 

forradalmasította az őssejtkutatást.   

Shinya Yamanaka és Kazutoshi Takahasi 2006-ban tette közzé azt a felfedezésüket, hogy 

az érett, szöveti sejtjeket genetikai módszerekkel vissza lehet programozni az embrionális 

őssejtekhez nagyon hasonló pluripotens őssejtekké. Az először egér sejteken [24], majd 

egy éven belül emberi sejteken is sikerrel alkalmazott [25] módszer lényege, hogy néhány 

speciális gén bejuttatásával az érett bőrsejtekből indukált pluripotens őssejtek (iPSC) 
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hozhatók létre. Kiindulásként 24 olyan transzkripciós faktor génjét alkalmazták, 

amelyekről az embrionális őssejtkutatások alapján kiderült, hogy pluripotens őssejt 

állapotban legjellemzőbben kifejeződő gének és meghatározó szerepet játszanak az őssejt-

állapot fenntartásában. A bevitt gének számának fokozatos csökkentésével igazolódott, 

hogy elég 4 transzkripciós faktor génjét kifejeztetni – ezek az ún. Yamanaka faktorok: 

Oct4, Sox2, Myc és Klf4 - és az így létrehozott őssejtek képesek a test valamennyi 

sejttípusává fejlődni, azaz pluripotens állapotba kerülnek. 

Az eljárás olyan hatékonynak bizonyult, hogy ma már a módszer-változatok egész tárháza 

áll rendelkezésre iPS sejtek létrehozására, attól függően, hogy a hatékonyság, a biztonság 

vagy tudományos ismeretek bővítése a cél [26, 27]. A visszaprogramozáshoz gyakorlatilag 

bármely sejtmaggal rendelkező sejt használható, a klasszikusan használt bőrsejtektől a vér 

mononukleáris sejtjein át a vizeletben található epitél jellegű sejtekig [27]. Az eddigi 

kísérletekből jól leszűrhető eredmény azonban, hogy az éretlenebb szomatikus sejtek 

hatékonyabban visszavihetők pluripotens állapotba. Az alkalmazott gének száma és 

minősége is változtatható – humán sejtek esetében például gyakran beviszik még a Lin28 

gént is, ha a hatékonyságot kívánják növelni, de úgy tűnik, hogy az Oct4 nélkülözhetetlen. 

A génbeviteli módszerek megválasztása is a céltól függ: viszonylag gyors és hatékony a 

retrovírusos génbevitel, ugyanakkor transzpozonok felhasználásával el is lehet távolítani a 

bevitt géneket a sikeres átprogramozás után [28]. Ez utóbbi kísérletek rámutattak, hogy a 

gének időleges, tranziens jelenléte is elég a visszaprogramozás megvalósulásához, és egyre 

jobban elterjedt a nem integrálódó vektorokkal, módosított RNS-ekkel vagy a gének 

fehérjetermékeivel történő iPS készítés is (1. táblázat).  

1.táblázat A visszaprogramozás különböző technikái és hatékonyságuk (%-ban kifejezve) 

 

https://www.sigmaaldrich.com-alapján 
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A létrehozás módszerétől függetlenül az indukált pluripotens őssejtekre jellemzőek 

mindazok a tulajdonságok, amelyeket az embrionális őssejtekkel kapcsolatban már 

megállapítottunk; kifejezik a pluripotencia markereket, megtartják a pluripotens állapotot, 

de a tenyésztési körülmények megváltozatásával mindhárom csíralemez irányába 

differenciálódni tudnak és belőlük is létrehozhatók a legkülönbözőbb differenciált 

sejttípusok. Ez a felfedezés nemcsak azt bizonyította, hogy az érett sejtek képesek 

éretlenebb állapotú sejtekké átalakulni (dedifferenciálódás), de felvetették annak 

lehetőségét is, hogy személyre szabott őssejtekkel lehessen betegségeket gyógyítani*
16

! 

1.2.4. A pluripotens őssejtek tenyésztése és jellemzése 

A humán pluripotens őssejteket eleinte, az egér pluripotens őssejtekhez hasonlóan, 

osztódásgátolt egér embrionális fibroblaszt sejteken (MEF) ún. dajkasejt rétegen 

tenyésztették és a tenyésztő médiumba borjú szérumot és fibroblaszt növekedési faktor II 

(bFGF) kiegészítőt használtak. Hamarosan felmerült az igény az állati termékek 

kiküszöbölésére, hiszen ha emberi gyógyításra akarjuk használni az őssejteket, ezzel 

mindenképpen törődnünk kell. A médiumok állati terméktől mentesek és kémiailag jobban 

definiált összetételűek lettek, míg az egér fibroblaszt helyett megjelentek a humán 

dajkasejtek [29], illetve később a dajkasejtmentes tenyésztésre alkalmas extracelluláris 

mátrixok és az ehhez igazított médiumok is. Mára már elérhető több olyan tenyésztési 

módszer is, amelyekkel egysejt rétegben lehet az őssejteket tenyészteni és a Rho kináz 

inhibitorokkal (Rocki) elérték azt is [30], hogy egysejtes szuszpenzióban is túléljenek, 

illetve az egysejt klónozást is jobban viseljék, mint a dajkasejten tenyészetett társaik. 

A humán pluripotens őssejtek jellemzésének szigorú szabályai vannak, amiket a 

sejtvonalak létrehozása és a további kísérletek során is folyamatosan be kell tartani. Ez 

azért fontos, mert a pluripotens állapot fenntartása nem annyira egyszerű, mint amilyennek 

azt az általános sejttenyésztési tapasztalattal rendelkező kutató gondolná. Ha a hPS sejteket 

túl ritkán szélesztjük, akkor nem szaporodnak, ha viszont túl sűrűn, akkor differenciálódni 

kezdenek. A részleges differenciáció azért kritikus, mert egyrészt megváltoztathatja a 

pluripotens sejtek tulajdonságait (gének kifejeződése, stressz tűrés, differenciációs 

potenciál), másrészt a különböző differenciáltatott sejttípusok hatékony létrehozásának 

egyik kulcsa a jó minőségű pluripotens tenyészet. 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*
16

 Bár az elméleti lehetőség fennáll, jelenleg a biztonságos sejtvonalak létrehozása olyan költséggel jár, ami 

nem teszi lehetővé a technika gyakorlati alkalmazását. Jó néhány új megközelítés létezik a probléma 

megoldására (őssejt bankok vagy immunológiailag tolerálható univerzális vonalak létrehozása) és várható, 

hogy a közeljövőben a technika fejlődésével a költségek is drasztikusan csökkenni fognak. 
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A már említett pluripotencia markerek együttes jelenléte és a spontán differenciációs 

képesség ellenőrzése általánosan elfogadott és megbízható módszerek a tenyészet 

pluripotens állapotának ellenőrzésére. Emellett a csíralemezek irányába való 

differenciációs készséget az ún. teratomaképzéssel is lehet ellenőrizni. Ennél a módszernél 

a humán pluipotens őssejteket SCID egerek bőre alá ültetik és az ott keletkezett jóindulatú 

daganatban (teratoma) vizsgálják a csíralemezekre jellemző sejttípusokat. Mivel ez a 

módszer állatok feláldozásával jár, kezdenek elterjedni olyan megközelítések is, 

amelyekben előre gyártott próbák segítségével egyszerre számos pluripotencia illetve 

csíralemezre jellemző marker meghatározható és a dendogram illetve a főkomponens 

analízisek alapján megbízhatóan elkülöníthetők a pluripotens állapotú tenyészetek a 

részlegesen vagy teljesen differenciáltatott sejtektől. 

Hosszú távú in vitro tenyésztés során a sejtek genetikai állományát (pl. kariotípusát) is 

folyamatosan tesztelni kell, mivel nem kívánt elváltozások jelenhetnek meg a 

tenyészetben. Ehhez kapcsolódóan a sejtek passzázsszáma is rendkívül fontos 

információvá vált (hosszabb tenyésztés után genetikai eltérések jelennek meg az őssejt 

tenyészetben [31]). A mycoplazma fertőzések kizárása is fontos, mert a tenyészetek szinte 

minden jellemzőjében (növekedési és differenciációs képesség, plazmamembrán fehérjék 

kifejeződése stb.) eltéréseket okoznak, ezzel a kísérletek eredményeit megkérdőjelezve, 

megfertőznek más tenyészeteket és az esetleges állat transzplantációs kísérletekre sem 

alkalmasak.  

1.2.5. A humán pluripotens őssejtek felhasználási lehetőségei 

A humán pluripotens őssejtek felhasználása az alap és alkalmazott kutatásban egyre 

szélesebb területekre terjed ki. Alapvetően három fő irány szerint csoportosíthatjuk a 

lehetőségeket; (i) szélesebb értelemben vett fejlődésbiológia vizsgálatok (ii) 

gyógyszerfejlesztés (iii) terápiás célú sejtkészítmények előállítása (2. ábra). 
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2. ábra A hPSC-k felhasználási lehetőségei  (Hollebrbach Emil grafikája) 

A fejlődésbiológiai vizsgálatok felölelik a humán embrionális fejlődés olyan aspektusait is, 

amelyek a klasszikus állatmodellekben a fajspecificitások miatt nem vizsgálhatók. Mivel a 

hPSC-k normál kariotípusú humán sejtvonalak, amelyek képesek a szervezet minden 

sejttípusát létrehozni, kiválóan alkalmasak a legkülönbözőbb sejtérési folyamatok 

vizsgálatára és az ehhez kapcsolódó jelátviteli utak feltérképezésére. Mindemellett 

korlátlan önmegújítási képességük révén nagy áteresztőképességű technikák használatához 

is megfelelő mennyiségű sejtet lehet belőlük előállítani [32].  

A gyógyszerfejlesztések során szintén több lehetőség nyílik a hPSC-k felhasználására. A 

gyógyszerjelölt molekulák embrió-toxicitásának kiszűrésére már rutinszerűen használnak 

hPSC alapú rendszereket [33]. Mivel a jelátviteli utak jól vizsgálhatóak az őssejteken vagy 

az őssejtekből differenciáltatott sejtkultúrákon, gyógyszer támadáspontok kutatására is 

alkalmazhatók. A kifejlesztett molekulák különböző szervekre (szív, máj, idegsejtek stb.) 

gyakorolt hatásának/mellékhatásának felmérésére is egyre több őssejt alkalmazási példát 

találunk [34]. A betegség modellezésben az állatmodellek és a tumoros sejtvonalak mellett 

egyre nagyobb szerepe van a hPSC-alapú módszereknek. Ha a kiindulási sejttípus nem 

egészséges, hanem beteg donortól származik, akkor lehetőségünk van visszaprogramozni a 

beteg sejtjeit pluripotens állapotba. Így a betegségben érintett sejttípusok létrehozásával a 

betegség kialakulásának, biomarkerek megjelenésének követése és a lehetséges 

gyógyszerek tesztelése is elvégezhető [35-37].  

A hPSC-k megjelenése természetesen magában hordozta a sejtalapú terápiák fejlesztési 

lehetőségeit is. Ha a „mindentudó” őssejt mindent tud, akkor gyártsunk is belőle olyan 
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sejttípusokat, amelyek hiányoznak, sérültek vagy nem működnek megfelelően. A hPSC-k 

korlátlan sejtforrást jelenthetnek a sejtalapú terápiákra és később a szövet-, vagy akár 

szervpótlások alapjai is lehetnek. Számos klinikai fejlesztés és kipróbálás folyik szerte a 

világban, de a rutinszerű alkalmazások bevezetése előtt vannak még megoldásra váró 

problémák [38, 39]. Az egyik első probléma, ami az őssejtek terápiás alkalmazásával 

kapcsolatban felmerül a biztonságosság kérdése. A terápiás készítményekben maradhatnak 

pluripotens sejtek, melyekből jóindulatú tumorok, ún. teratomák alakulhatnak ki, emellett a 

hosszas in vitro tenyésztés alatt a sejtek mutációkat szenvedhetnek, amelyek tumoros 

elváltozásokat okozhatnak. A másik gyakran felmerülő a kérdés az immunológiai 

összeférhetőség; az autológ sejtek használatának előnyei, hogy személyre szabott terápiás 

lehetőséget kínálnak, valamint, hogy a beültetett sejtekkel szemben nem alakul ki 

immunválasz, így nem szükséges a beteget – a gyakran komoly kockázattal járó - 

immunszupressziónak alávetni. Hátrányuk, hogy az egyedi sejtkészítmények előállítása 

rendkívül költséges és hosszú időt vesz igénybe, ráadásul a minőségbiztosításuk az 

őssejtvonalak között megfigyelhető különbségek miatt is problémás. Az allogén sejtek 

előnye, hogy megfelelő biobankokban késztermékként tárolhatók lehetnek, de az 

immunológiai összeférhetetlenség miatt a kilökődés veszélye még egyező HLA típusok 

mellett is jelentős. Mind az immunológiai, mind a biztonsági problémák megoldására 

vannak biztató próbálkozások [40-42]. A sikeres hPSC alapú terápiák megvalósulásához a 

fent említett problémák megoldása mellett optimalizálni kell például a transzplantációhoz 

megfelelő érettségi állapotban lévő sejtek előállítását, a sejtek bevitelének idejét és módját, 

valamint azoknak a betegeknek a kiválasztási kritériumait is, akiknél a legkedvezőbb 

kimenetele lehet a beavatkozásnak [43]. Ahhoz azonban, hogy ezek a kérdések egyáltalán 

képbe kerüljenek, először meg kell oldani a hPSC-k hatékony és reprodukálható 

differenciációját a szükséges sejttípus irányába. A differenciációs módszerekről a 

következő fejezetben adok rövid áttekintést.  

1.2.6. A humán pluripotens őssejtek differenciáltatása  

Kezdetben az EB-ken keresztül zajló spontán differenciációs módszert használták 

különböző sejttípusok előállítására. A zselatinra letapasztott EB-k tovább differenciálódtak 

és megjelentek morfológiailag jól elkülöníthető sejttípusok; dobogó szívizomtelepek, idegi 

progenitor sejtekből álló rozetták, sötét pigmentekkel teli, macskakőszerűen elrendeződő 

epitél sejtek, vagy fibroblaszt-szerű lapos sejtek csoportjai. A kívánt sejttípust eleinte 

ezekből a spontán differenciálódó kultúrákból nyerték, mechanikus, enzimatikus vagy 

szelekciós eljárásokkal.  Közben az egér embrionális fejlődés adatait felhasználva kiderült, 
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hogy specifikus növekedési faktorok, morfogének és/vagy kismolekulák segítségével a 

differenciációs folyamatot irányítani tudjuk, ily módon számos sejttípust szelektíven elő 

lehet állítani. Az így kifejlesztett ún. irányított differenciációs protokollok tipikusan több 

lépésből állnak, melyek az embrionális fejlődés állapotait követik a megfelelő jelátviteli 

útvonalak aktiválása vagy épp gátlása révén. A megfelelően differenciált sejteket az adott 

sejttípus in vivo jellemző markereinek kifejeződése és a sejtfunkcióinak megjelenése 

alapján választjuk el és vizsgáljuk [32]. Az irányított differenciációs protokollok eleinte 

kétdimenziós kultúrákban valósultak meg, ami a gyógyszertesztelési felhasználásnak jól 

megfeleltek. Az így létrehozott differenciált sejtek érettsége azonban még hosszabb idő 

alatt sem érte el az embrionális fejlődés késői szakaszának megfelelő állapotot. A 

technológia folyamatos fejlődésével megjelentek a háromdimenziós kultúrák, mint a 

szferoidok (egy sejttípust pl. neurális vagy bél epitél progenitorokat tartalmaznak), az 

organoidok (a pluripotens őssejtből együtt differenciálódott sejttípusokat tartalmaznak, így 

pl. a „mini brain” [44, 45] és az asszembloidok, a különböző organoidok – pl. ideg és 

vázizom - összekapcsolódásából létrejövő bonyolultabb szerveződések [46]. A térbeli 

elrendeződésnek és a különböző sejttípusok egymásra való hatásának eredményeként ezek 

már megközelítik a születés körüli sejtérési állapotot [47]. A háromdimenziós kultúrák 

hatékony funkcionális vizsgálatára azonban még nem állnak rendelkezésünkre megfelelő 

technikák, így a gyógyszerfejlesztésekhez újabb megközelítések szükségesek. A legújabb 

fejlesztési irány ezen a téren, hogy ezeket a differenciált sejteket olyan mikrofluidikai 

eszközökre ún. chip-ekre ültetik, ahol a mikroszkópos technikák jobban alkalmazhatóak és 

a kezelések hatása is jobban mérhető [48]. 

Mára szinte minden sejttípusra találunk többé-kevésbé működő differenciációs 

protokollokat az irodalomban. A klinikailag releváns sejttípusok előállítására hatékony és 

jól jellemzett differenciációs eljárásokat dolgoztak ki; elsősorban a terápiás eljárások 

szempontjából fontos sejttípusokra (inzulin termelő B sejtek, pigmentált retina epitél, 

szívizom vagy a különböző idegi sejttípusok) illetve a gyógyszerfejlesztés és toxikológia 

szempontjából érdekes sejttípusokra (szív-, máj-, endothel és idegsejt) vonatkozóan.  

Laboratóriumunkban elsősorban mezenchimális őssejtek, szívizomsejtek és neurális sejtek 

létrehozását valósítottuk meg, pluripotens őssejtekből kiindulva. A mezenchimális őssejtek 

multipotens sejtek, amelyek képesek a kanonikus mezodermális irányokba, így porc-, 

csont-, és zsír irányba differenciálódni [49], valamint gyulladásgátló, immunmoduláns 

tulajdonságokkal rendelkeznek. Ezek a tulajdonságok vonzó célponttá teszik őket terápiás 

felhasználáshoz, akár a regeneratív sejtpótló tulajdonságukat, akár a gyulladáscsökkentő 

képességüket használjuk ki. Az először azonosított és jellemzett humán MSC-ket 
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csontvelőből izolálták [50], számos szövettípusból sikerült izolálni hasonló sejteket, a 

terápiás megközelítésekhez elsősorban csontvelő, zsír [51] és köldökzsinór [52] eredetű 

MSC-ket használnak. Amellett, hogy könnyen elérhetők, laboratóriumi körülmények 

között korlátozott mértékben szaporíthatók is és stabil genommal rendelkeznek. Így az 

MSC-k biztonságos sejtforrásként szolgálhatnak autoimmun, gyulladásos, és degeneratív 

betegségek kezelésében. A mezenchimális őssejtek az izolálás helyétől és az izolálás 

technikájától függően változó fenotípust mutatnak, ezért a Mesenchymal and Tissue Stem 

Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy 2006-ban sztenderdizálta 

azokat a kritériumokat, amelyeknek alapján egy sejttípust mezenchimális őssejtnek lehet 

nevezni [53]. Habár jelenleg elsősorban felnőtt szövetekből származó MSC-ket használnak 

kutatásra, fejlesztésre és terápiára (a jelenleg engedélyezett és klinikai kipróbálás alatt álló 

MSC készítményekről lásd [54]), a különböző donorokból, különböző helyről és 

különböző szeparálási eljárással létrehozott MSC kultúrák nagyon különbözőek 

fenotípusukat és funkcionális tulajdonságaikat tekintve. Ezért az MSC-k humán 

pluripotens őssejtekből történő előállítása kézenfekvőnek tűnt és az évek alatt számos ilyen 

protokoll látott napvilágot (összefoglalva lásd [55, 56]). 

Humán szívizomsejtekre nemcsak a számos és súlyos szívbetegség gyógyításához, hanem 

a gyógyszerek szívtoxicitás vizsgálatához is nagy szükség lenne. Sajnos a szívizomsejtek 

(ellentétben például a vér vagy az MSC sejtekkel) regenerációs kapacitása az egyik 

leggyengébb a szervezetünkben, így nehezen hozzáférhetőek akár kutatási, akár fejlesztési 

vagy terápiás célokra. Ezen a területen igen nagy szükség lenne megbízható humán 

modellre. A kardiovaszkuláris betegségek a vezető halálokok szerte a világon, és a már 

engedélyezett gyógyszerek piacról való visszavonásának a leggyakoribb oka a szívre 

gyakorolt negatív mellékhatásuk. Mivel a szív az elsőként kifejlődő funkcionáló szerv az 

embrióban [57], nem meglepő, hogy a humán embrionális őssejtek spontán differenciációja 

során is megjelennek dobogó szívtelepek [9]. Hogy a spontán differenciáció hatékonyságát 

emeljék (pl. kokultúra, a szívfejlődésben szerepet játszó citokinek/morfogének használata, 

kis molekulák és genetikai módosítások bevezetése) és a tenyészeteket más sejttípusoktól 

mentessé tegyék (pl. metabolikus szelekció, flow citometriás eljárás révén) több 

megközelítést is sikeresen alkalmaztak (összefoglalva lásd [58]). Mára már olyan 

közlemények is megjelentek, amelyek a szívizomsejtek különböző típusainak szelektív 

előállítását célozzák [59]. A hPSC eredetű szívizomsejtek mind expressziós mintázatukat, 

mind funkciójukat tekintve a magzati, éretlen fenotípust mutatják [58], ennek ellenére a 

gyógyszertesztelésre sikeresen alkalmazták [60] és a benne rejlő lehetőségeket egyre 

szélesebb körben kihasználják [61]. Számos eredmény jelent meg különböző 
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kardiovaszkuláris betegségek modellezésére, elsősorban a monogénes betegségek 

esetében, és a gyógyszerek kardiotoxicitásának vizsgálatában is [62, 63]. A hPCS-kből 

gyártott kardiomiociták transzplantációja disznó modellen biztató eredményeket hozott, de 

emberen klinikai kipróbálás egyelőre nem zajlott le [64].  

A központi idegrendszer betegségeinek vizsgálata az egyik legnehezebb feladat; az 

állatmodellek a fajok közötti eltérés miatt csak megfelelő körültekintéssel 

vonatkoztathatók az emberre. Bizonyos, elsősorban pszichiátriai jellegű betegségekre nincs 

is megfelelő állatmodell, és az emberi agy sejtszintű részletei nehezen vizsgálhatók (a 

képalkotó eljárások a sejtszintű változások leírására nem megfelelőek, a post mortem 

mintákon pedig a funkciók nem tanulmányozhatók, és csak a betegség végstádiumát tudjuk 

megfigyelni). A legkomplexebb szervünk megértéséhez is új megközelítést hozott a 

pluripotens őssejtek felfedezése. Igaz ugyan, hogy sem az agy, sem az egyes területek 

bonyolult szerkezetét nem tudjuk még laboratóriumi körülmények között modellezni, de a 

kutatók kitartó munkájának eredményeképpen képesek vagyunk különböző 

idegsejttípusokat, vagy az organoid technikát felhasználva több sejttípust egyszerre 

tartalmazó, önszerveződő ún. mini agyat létrehozni [44]. A betegség kialakulását, az ebben 

szerepet játszó jelpályákat illetve a lehetséges kezeléseket vizsgálhatjuk az ilyen hPSC 

alapú idegi betegségmodellek segítségével [65, 66]. Terápiás szempontból a különböző 

progenitor populációk kaptak nagy szerepet. Az érett idegsejtek transzplantációja 

technikailag is kihívás, és ha sikerül is élő, funkcionális sejteket beadható állapotba hozni, 

a beépülésük a már meglévő összetett környezetbe kérdéses. Ezzel szemben a progenitorok 

szaporíthatók, beadásuk és a már meglévő agyterületre való beépülésük is sokkal 

hatékonyabb. A terület legnagyobb sikere eddig a Parkinson-kór gyógyítására kidolgozott 

dopaminerg progenitor készítmények létrehozása, amelyek közül több a klinikai kipróbálás 

engedélyezéséig is eljutott [67]. 

A gyógyszerfejlesztés szempontjából nem csak az adott sejttípus toxikológiai jellemzői, 

illetve a normál működését befolyásoló jelátviteli folyamatok érdekesek, hanem azok is, 

amelyekkel adott betegségeket lehet in vitro humán sejtekkel modellezni. Mivel az 

előzőekben már említettem a betegségmodellezést, a következőkben röviden bemutatom, 

hogy mit is jelent ez. 

1.2.7. A humán pluripotens őssejt alapú betegség modellezés 

Ha a pluripotens őssejteket nem egészséges donor sejtjeiből hozzuk létre, akkor lehetőség 

nyílik arra, hogy az őssejtekből a betegségben érintett sejttípusokat előállítva vizsgáljuk a 

betegség kialakulását (biomarkereket és lehetséges gyógyszer támadáspontokat keresve), 
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sejtszintű elváltozásokat (celluláris fenotípusokat) határozzunk meg, és ezeket gyógyszeres 

vagy más módon (pl. génterápia) javítsuk. A humán embrionális őssejtvonalak létrehozása 

után röviddel felmerült a lehetőség, hogy a súlyos genetikai betegséget hordozó 

hólyagcsírákból szintén lehet embrionális őssejtvonalakat létrehozni, amelyekkel a 

betegség eddig ismeretlen aspektusait lehetne feltárni. Az ilyen betegségek preimplantációs 

szűrése (például a Down kór vagy a cisztás fibrózis) esetében az lehetséges, ugyanakkor 

etikai aggályok is felmerültek, így ez a módszer nem terjedt el szélesebb körben [68]. Az 

indukált pluripotencia felfedezése azután forradalmasította a területet, lehetővé téve, hogy 

a legkülönbözőbb betegségek esetében, indukált pluripotens vonalak előállításán keresztül, 

a betegségben érintett sejttípus vagy sejttípusok vizsgálhatóvá váljanak [69-72]. 

Kontrollként az egészséges családtagok és kor/nem szerint illesztett donorok mintái váltak 

elfogadottá [73], ugyanakkor a genetikai háttér változatossága miatt több párhuzamos 

vonalra és nagyobb számú kísérletre van szükség ahhoz, hogy az eredmények szélesebb 

körű értelmezése, illetve a gyógyításban való alkalmazása megvalósulhasson. Áttörést 

hozott a területen a genomszerkesztési módszerek (elsősorban a CRISPR/Cas9 rendszer) 

megjelenése, amely lehetővé tette, hogy irányított mutációkkal ún. izogenikus vonalak 

legyenek vizsgálhatók; az adott betegre jellemző mutációt ki lehet javítani az iPSC 

vonalban vagy egy egészséges iPSC vonalban létrehozható a kérdéses mutáció [74]. Így az 

érdeklődésünk homlokterében álló gén hatása azonos genetikai hátterű sejtekben 

vizsgálható, ami nagyban segíti a reprodukálhatóságot, csökkenti a ráfordított kísérleti 

munkát és hatékony módszert ad a betegség kialakulásának és kezelésének felderítéséhez. 

Mindemellett, az összetett hátterű betegségek (mint például a pszichiátriai kórképek) 

vizsgálata még manapság is nagy kihívás. A GWAS vizsgálatok alapján szóba jöhető 

betegségokozó gének száma nagy, hozzájárulásuk a betegség kialakulásához nem tisztázott 

és a környezeti tényezők hatását sem ismerjük. Ezen a területen az in vitro adatok 

folyamatos gyűjtése és értelmezése vezethet a meghatározó jelpályák/mechanizmusok 

megismeréséhez, ami a jövőben a hatékonyabb terápiák fejlesztéséhez vezethet. A 

következő alfejezetben egy olyan betegséget említek röviden, amelynek vizsgálatára a 

laboratóriumunkban pluripotens őssejt alapú modellrendszert hoztunk létre és amely ebben 

az értekezésben bemutatásra is kerül.   

1.2.8. A Frank Ter Haar szindróma 

A Frank Ter Haar szindróma (FTHS) súlyos fejlődési rendellenesség, komplex fenotipikus 

tünetekkel, mint csontdeformitások (arckoponya-fejlődési rendellenességek széles kutacs 

és kóros fogazat, kyphosis, megrövidült, hajlított csontok), szívfejlődési rendellenességek, 
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korai megjelenésű glaukóma, csökkent zsírszövet és meddőség [75]. Családvizsgálatok 

kimutatták, hogy a FTHS autoszomális-recesszív öröklődési módot mutat és az SH3PXD2b 

gén mindkét alléljában mutációk vannak jelen a betegségben érintett egyénekben) [76]. A 

SH3PXD2b gén a TKS4 vázfehérjét kódolja, ami a jelátviteli utak összekapcsolójaként 

(hub) működik. A TKS4 részt vesz az EGF-jelátvitelben, szerepet játszik a 

podoszómaképzésben, és így a rák invázióban is részt vehet. Bár a TKS4 fiziológiai 

szerepének számos aspektusát már feltárták, a TKS4 szerepe az emberi embrionális 

fejlődésben és a Frank Ter Haar szindróma kialakulásában még ismeretlen 

(OMIM:249420). A TKS4-hiányos egerek (TKS4-KO) súlyos, többszervi fenotípussal 

születnek, hasonlóan az FTHS emberben jelentkező tüneteihez [77]. Figyelemre méltó, 

hogy az FTHS súlyosan befolyásolja a csontváz csont- és zsírszövet-összetételét, amelyek 

mindegyike mezenchimális őssejtekből (MSC) származik, ami arra utal, hogy az érintett 

egyének fejlődése során az MSC differenciációja zavart szenved. A betegség vizsgálatára 

nem álltak rendelkezésre humán sejtvonalak, a SH3PXD2b KO sejtvonalak létrehozása és 

mezenchimális irányú differenciációjának vizsgálata ezt a hiányt pótolná.  

 

1.3. Az őssejtek funkcionális vizsgálatainak szereplői 

Mint azt már kiemeltem, a hPSC-k egyik nagy előnye, hogy funkcionális vizsgálatok 

végezhetők rajtuk, illetve a belőlük differenciáltatott sejttípusokon. Ez hozzásegít az 

emberi fejlődés vagy a betegségek hátterében álló sejtszintű mechanizmusok 

megértéséhez. Ebben a fejezetben olyan funkcionális vizsgálatokat mutatok be, amelyek a 

mi munkáinkban is fontos szerepet kaptak. 

1.3.1. Az ABC transzporterek 

Az ATP kötő kazettát (ATP Binding Casette) tartalmazó fehérjék az élővilág egyik 

legnagyobb fehérjecsaládja. Emberben 48 gént írtak le, szekvenciális és szerkezeti 

rokonság alapján 7 alcsaládba soroljuk őket, ABCA-tól ABCG-ig (lásd még 1. kiegészítő 

táblázat). A család legtöbb tagja transzmembrán fehérje (kivételt képeznek az E és F család 

fehérjéi), amelyek változatos funkciókat töltenek be a plazmamembránba vagy a 

sejtorganellumok membránjaiba ágyazódva [78]. Kiemelkednek a családból a multidrog 

rezisztencia ABC (MDR-ABC) transzporterek, amelyek számos hidrofób és amfipatikus 

molekulát képesek eltávolítani a sejtjeinkből, amihez az ATP bontás energiáját használják. 

Elsődleges szerepük az olyan szöveti határok védelme, mint a bél, a tüdő, a méhlepény, a 

vér-agy és a vér-here gát, de részt vesznek a máj méregtelenítő funkciójában és a 

rákterápiák elleni gyógyszer-rezisztencia kialakulásában is. Az ABC transzporterek széles 
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és átfedő szubsztrát felismerése hatékony védelmet biztosít a sejtek és szövetek számára a 

károsító faktorokkal szemben. A xenobiotikum/gyógyszer-rezisztencia, azaz a 

"kemoimmunitás” három legfontosabb MDR-ABC transzportere a szervezetünkben; az 

ABCB1 (MDR1/Pgp), ABCC1 (MRP1) és ABCG2 (BCRP/MXR) fehérje [79]. Az 

érdeklődésünk fókuszába az ABCG2 került, mivel erről a transzporterről leírták, hogy 

szerepe van a szöveti őssejtek védelmében is [80]. Az ABCG2 fehérje egy fél-transzporter, 

a sejtekben homodimer formájában látja el a funkcióját, ami az endo- és a xenobiotikumok 

eltávolítása a sejtekből, beleértve a porfirin-anyagcsere toxikus vegyületeit és a húgysavat 

is [81, 82]. Érdekes módon egér génkiütéses munkák alapján és funkcionális ABCG2 

fehérje nélkül élő emberek (Junior negatív vércsoport – lásd [83, 84]) vizsgálatából tudjuk, 

hogy ennek a fehérjének a hiánya nem közvetlenül életet fenyegető hatású, de kedvezőtlen 

környezeti hatások esetében fontos szerepe van a toxinok eltávolításában vagy a köszvény 

kialakulásában. Az őssejtek életfunkcióinak megértéséhez és így a hatékony terápia 

tervezéséhez elengedhetetlen, hogy az ABC transzporterek szerepét jobban megismerjük.  

1.3.2. Kalcium szignálok 

A kalciumion (Ca
2+

), mint minden sejtben jelenlévő másodlagos hírvivő, nélkülözhetetlen 

szerepet játszik az alapvető élettani folyamatokban, mint a sejtosztódás, a sejtérés és a 

sejthalál. A sejtek nyugalmi Ca
2+

-tartalma 10-100 nM, és egyes folyamatok akkor 

aktiválódnak, ha ez a szint több száz nM fölé emelkedik. Adódik azonban a kérdés, hogy 

egyszerűen a Ca
2+

-koncentráció emelkedése hogyan szabályozhat ennyi folyamatot? A 

válasz, hogy a Ca
2+

 jelátvitel jellemzői; a sebesség, az amplitúdó illetve a tér- és időbeli 

mintázat különböző kombinációi különböző sejtszintű válaszokhoz vezetnek [85]. Ezeket a 

mintázatokat nagyon sok tényező befolyásolhatja (sejttípus, sejt-sejt kapcsolatok, a sejt 

környezet, stressz hatások stb.), de a jel kiváltásához és a lecsengéséhez vezető folyamatok 

viszonylag jól feltártak (3. ábra). A citoplazmatikus Ca
2+

 koncentráció megemelkedése, a 

kalcium-jel, kiváltható indukáló szerekkel (különböző ligandok, Ca
2+

 pumpa gátlók vagy 

ionofórok használatával), de bizonyos sejtek képesek a Ca
2+

-szint periodikus változtatására 

külső jel érkezése nélkül is, amit spontán gradiensnek is szokás nevezni. Ilyen spontán 

gradiensek jelennek meg a dobogó szívizomsejtekben vagy a spontán aktivitást mutató 

neuronokban is. A ligand-indukált kalcium jelek közvetítődhetnek ioncsatornán keresztül 

vagy receptorhoz való kötődéssel. A receptor ligand kötése a foszfolipáz C (PLC) 

aktiválását okozza, amely a foszfolipid fejcsoportoknak a membránhoz kötött 

diacilglicerinné (DAG) és citoplazmatikus inozitol-trifoszfáttá (IP3) történő hasadását 

katalizálja. Ez utóbbi az endplazmás retikulum (ER) membrán IP3 receptoraihoz kötődik, 
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és ezeknek a nem szelektív kation csatornáknak a megnyílása lehetővé teszi, hogy a Ca
2+

 

ionok a koncentráció gradiens mentén kilépjenek az ER lumenből a citoszolba [86]. Az ER 

kalciumszintjének csökkenése a plazmamamembrán Ca
2+

 release-activated (CRAC) 

csatorna aktivációs jeleként szolgál, ami további kalcium beáramlását okoz az 

extracelluláris térből [87]. A megnövekedett citoplazmatikus Ca
2+

 szintet ezt követően 

több mechanizmus is visszaállíthatja, ami a kalcium jel lecsengéséhez vezet. A legtöbb 

sejtben a szarko/endoplazmatikus retikulum Ca
2+

 ATP-áz (SERCA) és a plazmamembrán 

Ca
2+

 ATP-áz (PMCA) felelős a Ca
2+

 citoplazmából az ER-be, illetve az extracelluláris 

térbe történő pumpálásáért [88]. A plazmamembránon keresztül további lehetőségek 

nyílnak a Ca
2+

 szint változtatására; a Na
+
/ Ca

2+
 kicserélő (exchanger- NCX) [89], a nem 

szelektív kationáram- (NSCC) [90] és a feszültségfüggő Ca
2+

-csatornák (VGCC) [91] a 

legfontosabb szereplői ezeknek a folyamatoknak. A citoplazma Ca
2+

 szintjét a 

mitokondriumok is szabályozzák a mitokondriális kalcium uniporter (MCU) [92] és a 

mitokondriális Na
+
/ Ca

2+
 kicserélő (exchanger- MNCX) [93] révén. A Ca

2+
 szabadon 

diffundál a citoplazma és a sejtmag között a nukleáris pórus komplexeken keresztül, ami 

további lehetőséget nyújt a sejtnek a Ca
2+

 közvetített válaszok kialakításában [94]. Ennek a 

számos szereplővel rendelkező rendszernek az összehangolt működése szabja meg, hogy a 

sejt hogyan reagál a külső vagy belső jelekre. A különböző sejtek változatos receptor, 

ioncsatorna, exchanger és pumpa készlettel rendelkeznek, és ettől függően reagálnak a 

szignálokra. A sejtválaszt a kalcium jelek nagysága és periodicitása is befolyásolja. A 

rendszer bonyolult ugyan, de a sejten belüli Ca
2+

szint mérésére kiváló módszereink 

vannak, amelyek segítenek a sejten belüli jelátviteli folyamatok felderítésében, és jól 

jelezhetik a későbbi sejtválaszt (mint a szív dobogása, az idegsejtek aktivitása vagy a 

sejthalál folyamata), ezért a gyógyszervizsgálatokban is gyakori, hogy kalcium jelet 

kimenő jelként használják. Így az őssejteken és differenciált származékaikon való mérés 

technikájának kidolgozása az őssejtek és differenciált származékaik alapvető fiziológiai 

vizsgálatára és később a gyógyszerfejlesztésben való felhasználására is alkalmazható lesz. 
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3. ábra A citoplazmatikus kalciumszint szabályozása (Berecz Tünde ábrája- leírást lásd a 

szövegben) 

1.3.3. A citoplazmatikus Ca
2+

 koncentráció mérésének technikái 

A kalcium jelátviteli utak vizsgálatára jelenleg legszélesebb körben a fluoreszcens 

indikátorokat képalkotó módszerekkel kombináló technikák terjedtek el, amelyek a 

fiziológiás sejtfunkciók minimális zavarásával teszik lehetővé a méréseket. Az alkalmazott 

eljárások a fluoreszcens mikroszkópia, áramlási citometria, konfokális és kétfoton 

mikroszkópos technikák széles skáláját foglalják magukban, mindezen módszerek alapja a 

fluoreszcens kalcium indikátorok élő sejtekbe juttatása. 

A kismolekulás, sejt permeábilis, szintetikus kalcium indikátorok alkalmazása áttörést 

hozott a kalcium jelátvitel vizsgálatában (lásd [95-97]). Ezeket a kalciumérzékeny 

festékeket széles körben alkalmazták és használják ma is in vitro/ ex vivo kalcium 

jelátviteli vizsgálatokban. Alkalmazásuknak azonban számos hátránya is van; a sejtek 

festékkel való töltése speciális körülményeket igényel (szérum-mentes közeg, mosási 

lépések, ABC transzporterek gátlása stb.), és sok esetben a sejtmembránon átjutó, nem 

fluoreszcens származék (pl. acetoxi metilészter - AM) fluoreszcens kalcium indikátor 

festékké alakulása a sejtben toxikus metabolitokat eredményez. Mivel ezek a festékek 

kalcium pufferként is viselkednek, az intracelluláris festék felhalmozódás jelentősen 

megváltoztathatja a jelátvitelt. A töltési eljárás reprodukálhatósága és a festék egyenetlen 

eloszlása a sejtek között és/vagy a sejten belül komoly problémákat okozhat. Ezenkívül a 

festék kioltódása (quenching) és/vagy fotoelhalványodása (photobleaching) előfordulhat 
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hosszabb mérések során (a részletekért lásd [98, 99]). Ezeknek a festékeknek az in vivo 

alkalmazása is erősen korlátozott. A legjobban jellemzett, legszélesebb körben és 

legsikeresebben alkalmazott kalciumindikátorok a Fluo-3 és Fluo-4 festékek [100, 101]. 

Méréseink során gyakran mi is a Fluo-4 festéket használtuk. 

A genetikailag módosított kalciumindikátor fehérjék számos ilyen korlátot kezelnek, és a 

kalcium érzékeny festékek alternatívájaként szolgálnak a jelátviteli folyamatok 

vizsgálatában. Fejlesztésük különböző optikai tulajdonságokkal rendelkező indikátorok 

sorát eredményezte [102, 103]. A szövetspecifikus promóterek használatával a kiválasztott 

szövetekben vagy sejttípusokban, míg a szelektíven, egy adott sejtorganellumba való 

irányítással adott intracelluláris kompartmentekben vált lehetővé a kalcium szignálok 

tanulmányozása [104-107]. Körültekintően megválasztott expressziós körülmények között 

a genetikailag módosított kalciumindikátor fehérjék minimális hatást gyakorolnak a sejt 

működésére, in vivo is használhatók, ezért hosszú távú vizsgálatokra is alkalmasak [3], bár 

a kalcium-pufferelés és jelátvitel megváltozása továbbra is előfordulhat [2, 108]. 

Összefoglalva, a kalcium érzékeny kismolekulás festékek számos előnnyel rendelkeznek a 

genetikailag módosított kalciumindikátor fehérjékkel szemben, beleértve a gyorsabb és 

közel lineáris válaszokat és a nagyobb érzékenységet [109]. Ezzel szemben a genetikailag 

módosított kalciumindikátor fehérjék jobban alkalmazhatóak specifikus sejttípusokban 

vagy adott sejtkompartmentekben való vizsgálatokra, hosszú távú méréseket tesznek 

lehetővé, és jobb jel-zaj arányt mutatnak, legalábbis in vivo kísérletekben [109]. A 

genetikailag módosított kalciumindikátor fehérjék közelmúltbeli fejlesztése az 

indikátorfehérjék egy új osztályát eredményezte, beleértve a GCaMP6-ot is, amely 

nagyobb érzékenységgel és nagyobb detektálási megbízhatósággal rendelkezik még az 

egyes neuronok akciós potenciáljainak esetében is [110]. Így az aktuális tudományos 

kérdéstől függően a kutatóknak az adott kérdéshez legmegfelelőbb indikátor(oka)t kell 

kiválasztaniuk, figyelembe véve a jel kinetikáját, az indikátor érzékenységét, a jel-zaj 

arányt és a kísérleti célok egyéb szempontjait. Míg a hPSC-ből létrehozott sejteket és 

szöveteket széles körben használják a kalcium jelátviteli vizsgálatokhoz, addig csak 

korlátozott számú adatot találtunk pluripotens őssejtek kalcium jelátviteléről. Az adatok 

nagyrészt egér modellen történt vizsgálatokból származnak [111-113]. Hogy a genetikailag 

módosított kalciumindikátor fehérjék alkalmazhatóságát megismerjük a pluripotens 

őssejtekben, differenciáció közben és differenciálódott formáikon, munkáinkban többféle 

konstrukcióban hasonlítottuk össze a genetikailag tervezett kalcium indikátorokat és a 

klasszikus fluoreszcens kalcium indikátorokat.     
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2. CÉLKITŰZÉSEK  

Az értekezésben az alábbi célkitűzésekhez kapcsolódó munkáinkról számolok be 

részletesebben: 

I. Humán pluripotens őssejtek létrehozása sejtbiológiai vizsgálatok és betegségmodellezés 

céljából       (Szabó et al. Stem Cell Res. 2020)  

 

II. A pluripotens állapotra jellemző tulajdonságok megismerése és funkcionális vizsgálata 

1. Feltérképezni, hogy milyen multidrog transzporterek működnek a pluripotens 

őssejteken.    (Apáti et al. BBA 2008 és Sarkadi et al. Stem Cells. 2010)  

2. Vizsgálni, hogy, hogyan változik a multidrog transzporterek kifejeződése a szöveti 

differenciáció kezdetén.   (Erdei et al. Cytometry B Clin Cytom. 2014)  

3. Milyen stressz körülmények között nyújtanak védelmet az ABC transzporterek?  

       (Erdei et al. Eur Biophys J. 2013) 

4. Használható-e ez a tudás drog rezisztens szövetek tervezésében? 

        (Erdei et al. PLoS One. 2018)  

5. Felderíteni, hogy, milyen a pluripotens őssejtek kalcium szignalizációja és milyen 

módszerekkel érdemes ezt vizsgálni? 

  (Apáti et al. Mol Cell Endocrinol. 2012 és Apáti et al. Cell Signal. 2013)  

6, A pluripotens őssejt-eredetű neurális sejtek kalcium jeleinek vizsgálata 

       (Vőfély et al. Mol Cell Neurosci. 2018)  

 

III. Pluripotens őssejtek alkalmazása  

1. Pluripotens őssejt eredetű mezenchimális őssejtek jellemzőinek és felhasználási 

lehetőségeinek vizsgálata       (Varga et al. BBRC 2011) 

2. Pluripotens őssejt alapú betegségmodell létrehozása  

       (László et al. Int J Mol Sci. 2022)  
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3. MÓDSZEREK  

Értekezésem célja az őssejtkutatással kapcsolatos eredményeim bemutatása, ezért az 

alkalmazott módszerekről jelen dolgozatban csak rövid leírást adok. A módszerek részletes 

leírása megtalálható a csatolt cikkekben, illetve azokban a metodológiai közleményekben, 

amelyekben ezeket lépésről lépésre leírtuk és itt csak hivatkozom rájuk. 

 

3.1 Őssejtvonalak tenyésztése és differenciáltatása 

3.1.1. Humán pluripotens őssejtvonalak létrehozása és tenyésztése 

A humán embrionális őssejtvonalakat részben Douglas Melton (Harvard Egyetem) 

laboratóriumából kaptuk (HUES1, HUES3, HUES4, HUES9), részben az ATCC cégtől 

vásároltuk (BG01V). Kutatásainkat az Egészségügyi Tudományos Tanács, Humán 

Reprodukciós Bizottság, ETT HRB 6681/2012-HER engedélye alapján végeztük. A 

sejtvonalakat Mitomycin-C-vel (Sigma) osztódásgátolt egér embrionális fibroblaszt 

sejteken (MEF/CF1) (Merk Millipore) vagy autogén (MSCl) dajkasejteken tenyésztettük. 

A tápfolyadék összetétele: 15% Knockout Serum Replacement (Life Technologies), 80% 

Knockout Dulbecco Modified Eagle Medium – Ko-DMEM (Life Technologies), 1 mM 

Glutamax-I (Life Technologies), 0,1 mM β-mercaptoetanol, 1% nem-esszenciális 

aminosav és 4 ng/mL humán fibroblaszt növekedési faktor -2 (FGF2) (Invitrogen). Az 

átültetést tripszin vagy kollagenáz enzimmel végeztük.  

Az általunk létrehozott indukált pluripotens őssejtvonalak esetében a donorok perifériás 

vérmintáiból mononukleáris frakciót (PBMC) izoláltunk és a sejtek transzdukcióját a 

CytoTune – iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Thermo-Fisher Scientific) segítségével 

végeztük a gyártó protokollja alapján (részletesen lásd [114]). A megjelenő őssejtcsomókat 

MEF-en tenyésztettük tovább, majd a 10. passzálást követően az iPSC-ket elkezdtük 

dajkasejtmentes körülmények között tenyészteni. Amihez a tenyésztőlemezeket 

Matrigel®-lel (Corning) vontuk be és a sejteket mTeSR médiumban (STEMCELL 

Technologies) tartottuk fent. A passzálást Accutase (Thermo-Fisher Scientific) vagy 

ReLeSR (STEMCELL Technologies) segítségével végeztük.  

Az UV-C fénykezeléseknél, a hidrogén-peroxid kezeléseknél és az áramlási citométerrel 

történő szétválogatás után a sejtek növekedését követő kísérletekben szintén 

dajkasejtmentes körülmények között tartottuk. A sejteket 25-40 passzázs között használtuk 

az ABCG2 heterogenitás és a stressz hatások vizsgálatánál.  
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A neurális progenitorok létrehozásához egy olyan iPSC vonalból indultunk ki, amelyet 

Fred Gage (Salk Institute) laboratóriumában állítottak elő (62F). 

A hPS sejteken a megfelelő tápfolyadékot naponta cseréltük és a sejteket 5% CO2 és 90% 

páratartalom mellett 37
o
C-on tenyésztettük. 

3.1.2. Humán pluripotens őssejtvonalak transzfekciója 

A pluripotens őssejtekbe a különböző transzgéneket a Sleeping Beauty (SB - 

Csipkerózsika) transzpozon alapú rendszer segítségével vittük be (PMID: 10964563) 

[115]. Ezzel a módszerrel sikerült a transzgének stabil integrációját elérni és a sejtek 

pluripotens állapota illetve differenciálódási képessége is megőrizhető volt. A transzpozáz 

vektoron citomegalovírus (CMV) promótert használtunk, mivel ezt a promótert a 

pluripotens őssejtek pár nap alatt csendesítik. A transzgén beépüléshez elég ez a pár nap és 

ezzel elkerülhető, hogy a transzpozáz spontán beépülése esetén a transzgén esetleg 

kivágódjon vagy transzpozáz mutációkat generáljon. A transzgének bevitelére alkalmas 

transzpozon vektorba egy mesterséges, általános promótert (CAG) használtunk, amiről 

őssejtekben is megmutattuk, hogy mind a pluripotens állapotban, mind a differenciált 

származékokban megfelelő expressziót biztosít a transzgénnek (PMID: 19415778) [116]. 

Egy ilyen általános elrendezést a 4. ábrán mutatok be. 

 

4. ábra A transzgén bevitelre használt transzpozon (az Amaxa-GFP példáján bemutatva) és SB-

transzpozázt expresszáló plazmidok szerkezete. A transzpozon konstrukciók a CAG, míg a 

transzpozázt csak átmenetileg expresszáló CMV-promótert tartalmazzák. IRDR-(L)/(R) – bal és 

jobb oldali fordított ismétlődő direkt ismétlődő SB transzpozon szekvenciák; poliA: poliadenilációs 

szekvenciák. 

A  transzfekcióhoz lipofectamin alapú eljárást használtunk (FuGENE©6/Roche Applied 

Science), majd a hatékonyság emelése miatt a pluripotens sejtek esetében váltottunk a 

nukleofekciós módszerre. Jelenleg az Amaxa Nucleofector A-23 programja a Human Stem 

Cell Nucleofector™ Kit-ettel (Lonza) a leghatékonyabb, rutinszerűen ezt használjuk a 

transzpozon

transzpozáz
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laboratóriumban. A következő ábrán az itt bemutatott munkákhoz felahasznált plazmidok 

sémáját mutatom be (5. ábra). A választott transzgén mellett általában antibiotikum 

szelekciós gént is beviszünk, hogy a szelekcióval megnöveljük a sikeresen transzfektált 

sejtek arányát.  

 

5. ábra – Az SB transzpozon vektorok sémája. A transzpozon kazetta egy puromicin rezisztencia 

gén expressziós egységet is tartalmaz, amely lehetővé tette az integrált transzpozont tartalmazó 

sejtek feldúsítását. GOI (gene of interest) - a transzgén, ami a mi esetünkben a GFPABCG2 fúziós 

gén, a GCaMP2 és GCaMP6fast géneket jelöli; IRDR-(L)/(R) – bal és jobb oldali fordított 

ismétlődő direkt ismétlődő SB transzpozon szekvenciák; Puro – puromicin rezisztencia gén; Amp 

res – ampicillin rezisztencia gén; F1 ori / ColE-or: bakteriális replikációs origó; poliA: 

poliadenilációs szekvenciák. 

3.1.3. Humán pluripotens őssejtvonalak differenciáltatása 

A spontán differenciációs kísérleteknél a sejteket MEF dajkasejt rétegen tenyésztettük és a 

kísérletek megkezdése előtt a passzálást Kollagenáz-IV (Gibco) enzimmel végeztük. A 

sejteket ezután 20% FBS-t tartalmazó D-MEM (MEF médium) tápfolyadékban ultra 

alacsony tapadási felületű (ULA) tenyésztő edényben tartottuk, ahol egymáshoz tapadva 3 

dimenziós struktúrákat, EB-ket hoznak létre. A 7. napon zselatinnal fedett 

tenyésztőfelületre tettük ki az EB-ket, ahol azok letapadtak. Ezt követően a MEF 

médiumot kétnaponta cseréltük. A differenciációs markerek megjelenését a letapadást 

követő 6. napon vizsgáltuk. A spontán differenciációval keletkező sejttípusok további 

vizsgálatakor mechanikus (szívizom és neurális progenitorok) vagy enzimatikus 

elválasztást (MSCl) alkalmaztunk. 

Az MSCl sejtek létrehozásához a spontán differenciáció 12. napját követően addig 

tenyésztettük, amíg a letapadt EB-k körül kiterjedt fibroblaszt-szerű sejtréteg jelent meg 

(20-30 nap). Ezt a sejtréteget tripszinnel felszedtük és visszaültettük zselatinnal fedett 

GFP
G2

GFP
G2

SB - CAG – GFP-ABCG2 - Puromycin

goi

GOI

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



37 
 

felületre. A tripszines átültetést addig folytattuk, amíg többségében csak fibroblaszt-jellegű 

sejtek maradtak a tenyészetben. A 3-4 passzálást követően a sejttenyészet „kitisztult” és 

olyan homogén sejtvonalat kaptunk, mely legalább 20 passzázson keresztül fenntartható 

volt, és MSC-szerű tulajdonságokkal rendelkezett [117, 118]. 

Neurális progenitor és idegsejt tenyészeteket iPSC vonalból kiindulva Yu és munkatársai 

által leírt differenciációs protokoll alkalmazásával hoztunk létre [119]. Az NPC-ket 6. és a 

18. passzázs között, míg az érett neurális tenyészeteket a neurális differenciáció 4-5. 

hetében vizsgáltuk. 

3.1.4. Humán pluripotens őssejtek és differenciáltatott származékaik jellemzése 

A morfológiai megfigyelés mellett mRNS szintek mérésével és immuncitokémiai 

eljárásokkal jellemezzük a tenyészeteinket. A kariotípus és a mycoplazma mentesség 

ellenőrzése is elengedhetetlen a minőség biztosítására. 

RT-PCR elemzés 

A teljes RNS-t TriFast reagenssel (Peqlab Ltd.) izoláltuk a gyártó utasításait követve. A 

cDNS-mintákat 1 μg össz-RNS-ből készítettünk a Promega Reverse Transcription System 

Kit (Promega) segítségével, a gyártó előírásai szerint. A valós idejű kvantitatív PCR-hez 

(RT-PCR) Pre-Developed TaqMan® teszteket vásároltunk (Thermo Fisher Scientific). 

Endogén kontrollként RPLP0 riboszomális fehérjét használtunk (2. táblázat). Az RT-PCR 

elemzéseket StepOnePlus™ Real-Time PCR rendszerben (Thermo Fisher Scientific) 

végeztük. A relatív mRNS szinteket a 2−ΔCt módszerrel számítottuk ki. 

Immuncitokémiai festés 

Az immunfluoreszcens festéshez a sejteket nyolclyukú kamrákban tenyésztettük és az 

ábrákon jelzett napokon 4%-os paraformaldehiddel (Thermo Fisher Scientific) fixáltuk 15 

percig szobahőmérsékleten. DPBS-s mosás után a mintákat 1 órán át szobahőmérsékleten 

blokkoltuk DPBS-ben, amely 2 mg/ml szarvasmarha szérumalbumint (BSA-Sigma), 1% 

hidegvízi halbőrből származó zselatint (Sigma), 0,1% Triton-× 100-at (Sigma) 5% 

kecskeszérummal (Sigma) vagy a nélkül, az elsődleges antitestektől függően (2. táblázat). 

A mintákat ezután 1 órán át szobahőmérsékleten vagy egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk 

az elsődleges antitestekkel. Amennyiben szükséges volt, a DPBS-sel történő mosás után a 

sejteket 1 órán át szobahőmérsékleten inkubáltuk Alexa Fluor 488 vagy Alexa Fluor 547 

festékekhez konjugált IgG másodlagos antitestekkel (Thermo Fisher Scientific). A 

sejtmagokat DAPI-val (Thermo Fisher Scientific) festettük. 
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2. táblázat A leggyakrabban használt ellenanyagok és primerek összefoglaló táblázata 

 

Kariotípus elemzések 

Az elemzéseket a standard G-sávozási technika alkalmazásával az UD-GENOMED 

Medical Genomic Technologies Ltd. (Debrecen/Magyarország) végezte.  

Mycoplasma kimutatása 

A mycoplasma kimutatását MyxoAlertTM Mycoplasma Detection Kit (Lonza) 

segítségével végeztük a gyártó utasításai szerint. 

Ellenanyag higítás Cég  Katalógus szám 

Mouse anti-Oct3/4 1:50
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-

5279; RRID:AB_628051

Goat anti-Nanog 1:100
R and D Systems Cat# AF1997; 

RRID:AB_355097

Mouse anti-SSEA4-

PE/APC
1:50

R and D Systems Cat# MAB1435 

RRID: AB_357038

Mouse anti-ABCG2(5D3) 1:125 BD Biosciences Cat#561180

PE Mouse Anti-Human 

CD73 
1:100 BD Pharmingen™ Cat# 550257 

PE Mouse Anti-Human 

CD90 
1:100 BD Pharmingen™ Cat# 561970

FITC Mouse Anti-Human 

CD44 
1:100 BD Pharmingen™ Cat# 555478

Endoderm marker Mouse anti-AFP 1:500
Sigma-Aldrich Cat# A8452; 

RRID:AB_258392

Mezoderm marker Mouse anti-SMA 1:100
Abcam Cat# ab7817; 

RRID:AB_262054

Ektoderm marker Mouse anti-ß-III-Tubulin 1:2000
R and D Systems Cat# MAB1195; 

RRID:AB_357520

Goat-Anti-Mouse (H+L)  

Antibody, Alexa Fluor 

488

1:250
Thermo Fisher Scientific Cat# A-

11029; RRID:AB_2534088

Donkey-Anti-Goat (H+L)  

Antibody, Alexa Fluor 

488

1:250
Thermo Fisher Scientific Cat# A-

11055; RRID:AB_2534102

Primerek az mRNS expressziós vizsgálatokhoz

NANOG

OCT4

Endoderm differenciáció 

markere (qPCR)
AFP

Mezoderm differenciáció 

markere (qPCR)
T-BRY

Ektoderm differenciáció 

markere (qPCR)
PAX6

Háztartási gén (qPCR) RLP0 Hs99999902_m1 (Thermo Fisher Scientific)

Pluripotencia marker

MSC markerek

Másodlagos ellenanyag

Ellenanyagok az immuncitokémiai/flow-citometriás vizsgálatokhoz

Hs02387400_g1 (Thermo Fisher Scientific)Pluripotencia markerek 

(qPCR) Hs00999632_g1 (Thermo Fisher Scientific)

Hs00173490_m1 (Thermo Fisher Scientific)

Hs00610080_m1 (Thermo Fisher Scientific)

Hs00240871_m1 (Thermo Fisher Scientific)
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3.2. Humán pluripotens őssejtek és differenciáltatott származékaik funkcionális 

jellemzése 

3.2.1. Hoechst 33342 felvétel 

Az ABCG2 funkciójának vizsgálatához a Hoechst 33342 festék (Invitrogen) 

kipumpálásának a sebességét mértük. Ezt a festéket mind az ABCB1, mind az ABCG2 

fehérje kipumpálja, ezért a méréseknél az ABCG2 szelektív gátlószerét (Ko143 1 μM-os 

koncentrációban) alkalmaztuk, hogy az ABCG2-függő hatást vizsgálhassuk. A hES sejtek 

ABCG2 expressziója heterogén ezért a nem megfelelő konklúzió levonásának elkerülése 

érdekében a mérést valós idejű konfokális mikroszkópos módszerrel végeztük. Az élősejtes 

mintákhoz 1 μM Hoechst festéket adtunk, majd folyamatosan monitorozva a 

festékfelvételt, 120 másodperc inkubációs időt követően 1 μM Ko143-at adtunk a 

médiumhoz. Ezt követően fixáltuk a mintákat, és az ABCG2 transzporter expresszióját in 

situ immunfestéssel tettük láthatóvá. A mérés értékelésénél a festékfelvételt a transzportert 

kifejező, illetve nem expresszáló sejtek esetében külön-külön vizsgáltuk. A MAF 

(multidrog rezisztencia aktivitási faktor) értékét a steady-state fluoreszcencia akkumuláció 

mértékéből határoztuk meg a Ko143 adása előtt (F), illetve után (F*): MAF=(F*-F)/F*.  

3.2.2. Kalcium jelek vizsgálata 

A kalcium szignalizáció vizsgálatáról írtunk egy részletes metodikai cikket, amelyben 

lépésről-lépésre bemutatjuk a vizsgálati és értékelési módszereket [120]. Ezért itt ezt nem 

ismételem meg, de a konkrét mérések leírásánál részletesebb ábraaláírásokkal igyekeztem 

a megértést segíteni. 

3.2.3. Invadopodia vizsgálat 

A mezenchimális őssejtek (Merck-ECM670) ECM degradációs potenciáljának vizsgálatára 

QCM zselatin invadopodia vizsgálatot használtunk a gyártó ajánlása alapján. 

3.2.4. Statisztikai módszerek 

A vonatkozó adatok (biológiai/technikai párhuzamosok száma, statisztikai módszer, 

szignifikancia érték) az adott mérések ábraaláírásában találhatók. 
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLÉSÜK 

4.1. Humán pluripotens őssejtvonalak létrehozása és jellemzése 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: Szabó et al. Stem Cell Res. 2020 ) 

A laboratóriumunkban több vonalat tartunk fenn, hoztunk létre és használunk a különböző 

kísérleteink során. Új, humán pluripotens őssejtvonalakat rutinszerűen kétféle módon 

hozunk létre a laboratóriumunkban; (i) a meglévő vonalak genetikai módosításával (i/a) 

különböző fehérjék overexpressziója [116, 121-124] vagy (i/b) mutációk 

bevitele/kijavítása révén [125, 126], (ii) illetve szöveti sejtek visszaprogramozásával 

(általában vérsejtekből Sendai vírus és a négy Yamanaka faktor segítségével) [127-130].  

A tenyészetben lévő pluripotens őssejtvonalak minőségét rendszeresen ellenőrizni kell, 

mert a kiindulási sejtek minősége nagyban befolyásolja a kísérletek kimenetelét (mint 

említettem a szuboptimális körülmények részleges differenciációt és inhomogenitást 

okoznak). Ezeket a vizsgálatokat minden újonnan létrehozott vonal estében is elvégezzük, 

amit most egy kiválasztott példán mutatok be [130]. A későbbiekben tárgyalt cikkeknél 

csak akkor térek ki erre, ha a gondolatmenet ezt megkívánja. Az itt bemutatott példában 

egy egypetéjű ikerpár (66 éves, II típusú diabétesszel diagnosztizált nőbetegek) perifériás 

vérmintáiból kinyert mononukleáris sejtjeit programoztuk vissza a négy Yamanaka faktor 

Sendai vírussal történő kifejezésével.  

Először is lássuk, hogyan néznek ki az őssejtek a leggyakrabban alkalmazott tenyésztési 

körülmények között (6. ábra). 

 

6.ábra A pluripotens állapotra jellemző morfológia és az alkalikus foszfatáz (AP) festődés (A) 

HUES9 embrionális őssejt egér dajkasejten (B) HUES9 embrionális őssejt Matrigél extracelluláris 

mátrixon (C) HUES9 embrionális őssejt AP festése egér dajkasejten. 

A pluripotens őssejteket osztódásgátolt egér embrionális fibroblasztokon (egér 

dajkasejteken-MEF) tenyésztve tipikus, szoros illeszkedésű sejtcsomókban nőnek (6.A 

ábra). A sejtek átültetésekor (passzálás) is ilyen egymáshoz tapadó kisebb csomókban 

(clump) kerülnek át az új tenyésztési felületre (ami a sejtszám meghatározást igen 

megnehezíti). Ezt a tenyésztési módot alkalmazták először a hPS sejtvonalak létrehozására 
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és a mai napig a sztenderd eljárás (a sejtvonal alapítás a mai napig ilyen körülmények 

között zajlik a laboratóriumunkban, mert ezzel a technikával tudjuk a leghatékonyabban 

stabilizálni a Sendai vírussal létrehozott vonalainkat). Idővel megjelentek a 

dajkasejtmentes tenyésztési technikák, amelyeknél két új fejlesztést alkalmazunk; a 

felületet az őssejteknek megfelelő extracelluláris mátrixxal fedjük (legelterjedtebb a 

Matrigel) és a sejtek passzálásakor Rho kináz inhibítort (Rocki) használunk. Az 

extracelluláris mátrix pótolja az egér dajkasejtek által termelt mátrixot, a Rocki pedig 

elősegíti a sejtek egysejtes állapotban való túlélését (az őssejtek enélkül nagyon kis eséllyel 

élik túl az egysejtes állapotot, ami a klónozást ennek a tenyésztési módszernek a 

mejelenése előtt heroikussá tette). Az extracelluláris mátrixon tenyésztett őssejtek még 

mindig összetapadva, de kevésbé szoros sejtcsomókban nőnek (6.B ábra). A képen jól 

látszanak az egyedi sejtek, a jellemző nagy sejtmaggal és kis citoplazmával, illetve a 

magban jól elkülönülő sejtmagvacskákkal. A 6.C ábrán a hPSC-kre jellemzően magas 

aktivitású alkalikus foszfatáz enzim működését bizonyítjuk egy erre kifejlesztett színes 

szubsztrát segítségével. A sejtek átültetésekor a tenyészetnek és a céljainknak megfelelő 

eljárást lehet alkalmazni; egér dajkasejtekről tripszin vagy kollagenáz enzimekkel a 

leggyakoribb az átültetés, míg a monolayeres tenyészeteket accutáz enzimmel vagy a sejt-

sejt kapcsolatokat megbontó vegyületek (elsősorban a külső kalcium megkötésére alkalmas 

EGTA) alkalmazásával oldjuk meg. A hPSC-ket naponta kell tápfolyadékkal etetni (ami 

folyamatos munkabeosztást jelent) és át kell ültetni mielőtt túlnőnék a tenyészetet. A 

médiumok az évek során folyamatosan fejlődnek, egyre jobban kiküszöbölik az állati 

termékeket és sztenderdizálják az összetételüket. Mára már olyan magas minőségű és 

szigorúan ellenőrzött médiumok is elérhetők, amelyek lehetővé teszik emberi terápiára 

alkalmas őssejt készítmények előállítását. Ha az őssejtjeink morfológiailag megfelelőnek 

tűnnek, további vizsgálatokkal szükséges bizonyítani a pluripotens állapotot. Ezek közül az 

egyik a pluripotencia markerek kimutatása. 

A pluripotencia markerek közül a leggyakrabban használtak a „core” transzkripciós 

faktorok; a POU domain, class 5, transcription factor 1 (POU5F1) gén által kódolt OCT4, 

valamint a SRY (sex determining region Y)-box 2 (SOX2) és a homeobox NANOG gének 

kifejeződését szokták bemutatni mRNS (RT-PCR technikával) és fehérje szinten 

(immunfestéssel) is. A populáció homogenitásának bemutatására a felszíni markerek; a 

Stage-specific embryonic antigen 3 és 4 (SSEA3/ és 4) illetve a Podocalyxin Like 

(PODXL) termékeinek epitópjaira specifikus markerek, a TRA-1-60 és TRA-181 áramlási 

citometriás elemzését használják. Ezekre a felszíni markerekre a populáció több mint 90%-

ának pozitívnak kell lennie pluripotens állapotban. Az 7. A és B ábrán négy általunk 
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létrehozott iPSC vonal Nanog és Oct4 festését mutatom be. Az őssejtcsomók egységesen 

festődnek mindkét markerre. Az 7.C panel ugyanezen klónok SSEA4 áramlási citometriás 

elemzését mutatja, amelyen jól látszik, hogy az őssejttenyészetben szinte minden sejt (98,2 

és 99,9% közötti értékek) felszínén megjelenik ez a marker.  

 

7. ábra A pluripotencia markerek vizsgálata (A-B) A jellemző transzkripciós faktorok NANOG és 

Oct4 (piros) immunfestése. A magokat DAPI-val festettük (kék). (C) SSEA4-PE (fekete görbe) 

ellenanyaggal jelölt iPSC kultúrák áramlási citometriás mérése. A piros görbék az izotípus jelölést 

mutatják, a kapuzás ennek alapján történt. 

Az alkalikus foszfatáz aktivitás és a pluripotencia markerek együttes jelenléte azonban 

még nem elég, hogy a sejtvonalainkat pluripotensnek tekinthessük, mert differenciációs 

képességüket is meg kell vizsgálnunk. A pluripotencia fenntartását elősegítő faktorok 

hiányában a sejtek spontán módon differenciálódni kezdenek, és mindhárom csíravonalhoz 

tartozó differenciált sejttípusok jelennek meg a tenyészetekben (PMID: 10859025) [8]. A 

legelterjedtebb módszer a spontán differenciáció vizsgálatára az embriótest (EB) 

képezésen keresztül valósul meg. Ha a pluripotens állapot fenntartása érdekében 

dajkasejten vagy extracelluláris mátrixon tenyésztett hPSC-ket szuszpenziós kultúrában és 

szérumot is tartalmazó médiumban tartjuk, akkor gömb alakú aggregátumokat, EB-ket 

képeznek. Ezeket az EB-ket pár nap múlva letapasztva, a legkülönbözőbb sejttípusok 

változatos arányban jelennek meg a sejtenyészetekben. A differenciáció 12 napján 
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megfestve vagy belőlük mRNS-t kivonva a három csíralemezre jellemző markereket 

detektálhatunk. Az ektodermát a neuroepithelial stem cell protein (Nestin), B-III-tubulin 

vagy a Paired box protein 6 (Pax6), a mezodermát a T-box transcription factor T (T-

Brachyury) vagy a smooth muscle actin (SMA), míg az endodermát az Alpha Fetoprotein 

(AFP) vagy a SRY-Box Transcription Factor 17 (SOX17) expressziójának követésével 

mutatjuk ki. 

A következő reprezentatív ábrán (8.A és B) a spontán differenciáció vizsgálatának tipikus 

eredményeit mutatom be. Az előző ábrán szereplő iPSC sejteket spontán differenciáltattuk, 

majd a 12 napos minták egy részét fixáltuk az AFP, SMA és B-III-tubulin festéshez, míg a 

másik részükből mRNS-t izoláltunk, hogy a Nanog, Brachyury, AFP és Pax6 mRNS 

szinteket megmérjük. Itt a differenciálatlan őssejtekből is tettünk fel mintákat, hogy lássuk 

a spontán differenciáció hatását az adott gének kifejeződésére. Amint a 8.A ábra is mutatja, 

minden klónban találtunk a három csíralemezre jellemző sejteket immunfestéssel, és az 

RT-PCR eredményeink is azt mutatják (8.B ábra), hogy nagyságrendi különbség van a 

differenciálatlan és a differenciált sejtek mRNS expressziója között. A vártnak 

megfelelően a Nanog magas expressziót mutat a differenciálatlan sejtekben és erősen 

csökkent értéket a differenciált származékokban. A differenciációs markerek pedig jóval 

magasabbak a differenciált sejtekben, míg a differenciálatlan sejtekben az expressziójuk 

alacsony szinten marad. 

A pluripotencia ellenőrzése után a létrehozott és a kísérletekben használt őssejtvonalak 

kariotípusát is ellenőrizni kell. Az őssejt tenyészetekből kromszóma preparátumot 

készítünk, a metafázisos magok kromoszómáinak vizsgálatával ki lehet szűrni a sejtvonal 

alapítás vagy az in vitro tenyésztés során bekövetkező nagyobb genetikai változásokat/ 

rendellenességeket. A 8.C ábrán normál kariotípusú sejtek láthatók. A jellemezésben a 

Sendai vírus kiürülésének (8. D ábra) és a mikoplazma mentességnek (erre többféle 

módszer áll rendelkezésre) a bizonyítása is fontos lépés. Amennyiben mi hozzuk létre a 

sejtvonalakat, a genetikai egyezést short tandem repeat (STR) vizsgálattal, míg az 

esetlegesen a betegmintában meglévő eredeti mutációk jelenlétét az iPSC vonalakban 

Sanger szekvenálással bizonyítjuk (erre itt nem mutatok példát).  

Tapasztalataink szerint 12 kezdeti klónból legalább 3-3 pluripotens és normál kariotípusú  

sejtvonal készíthető (néhány példa a rendellenes kromoszóma elrendeződésre a 9.A és B 

ábrán látható). Bár a Sendai vírussal végzett visszaprogramozás elég hatékony, az 

őssejtvonalak stabilan pluripotenssé tétele és a normál kariotípusú klónok létrehozása 

tudás-, idő- és költségigényes. Nem csoda, hogy egy egész iparág épült arra, hogy a 
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különböző terápiás és kutatási célú iPSC vonalakat létrehozzák, ezzel segítve a kutatók 

munkáját (Applied Biosystem cég például kínál ilyen lehetőségeket). 

 

8. ábra A pluripotencia további jellemzése (A) Spontán differenciált tenyészetek immunfestése a 

csíralamez markerekre (AFP, SMA, TUB-zöld), a magokat (kék) DAPI-val festettük. (B) A 

csíralamez markerek és a Nanog mRNS expressziós szintjeinek változása a spontán differenciáció 

során, RT-PCR-módszerrel vizsgálva. A génexpressziók a RPLP0 háztartási génre vonatkoztatott 

átlagának ±SD értékét ábrázolják. (C) Kariotípus elemzés a kromoszómák G-banding festésével. 

(D) A Sendai vírus kiürülésenek bizonyítása a vírus backbone RT-PCR vizsgálatával. A pozitív 

kontroll egy Sendai vírussal frissen fertőzőtt sejtvonal, míg a negatív egy embrionális őssejtvonal 

(HUES9) értékeit mutatja. A génexpressziók a RPLP0 háztartási gén expressziójára vonatkoztatott 

átlagának ±SD értékét mutatják. 
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9. ábra Reprezentatív példák a normálistól eltérő kromoszóma számra (aneuploidia) (A) Ebben a 

metafázisban számfeletti 8-as kromoszóma látható. (B) Ebben a metafázisban látható egy 

számfeletti kromoszóma, ami feltehetően az 1-es kromoszóma hosszú kar izokromoszómája (két 1-

es hosszú karból áll). 

 

4. 2. A pluripotens állapotra jellemző tulajdonságok megismerése és vizsgálata 

A humán embrionális őssejtvonalak stabilizálása után következő években nagyon sok 

mindent megtudtunk a pluripotens állapotról; meghatározásra kerültek azok a markerek, 

amelyekkel a pluripotens állapotot jellemezni lehet [131], megismertük a meghatározó 

transzkripciós faktorokat és ezek egymásra hatását [132], kidolgozásra kerültek a 

pluripotens állapotú tenyésztés és a különböző sejttípusok irányába történő differenciáció 

módszerei [133]. Amikor 2006-ban a szükséges engedélyek beszerzése és a humán 

embrionális sejtek tenyésztésére alkalmas laboratórium kialakítása után végre mi is 

elkezdhettük a munkát ezekkel a végtelenül érdekes sejtekkel, az első kérdéseink a 

működésükre vonatkoztak.  

4.2.1.Milyen multidrog transzporterek működnek a pluripotens őssejteken? 

 (vonatkozó fontosabb közlemény: Apáti A. et al. Biochim Biophys Acta. 2008.) 

A magzat az anyaméhben nagyon sok külső károsító tényezővel szemben védett: például a 

placenta kiszűri a magzatra toxikus anyagok jó részét, de sajnos nem mindent. Úgy 

gondoltuk, hogy az őssejteknek saját védelemre is szükségük lehet. Az első kérdés az volt, 

hogy a multidrog transzporterek közül melyek fejeződnek ki és működnek a humán 

embrionális őssejteken. Két olyan sejtvonalon kezdtük meg a munkát, amelyeket a Harvard 

Egyetemen Douglas Melton kutatócsoportjában alapítottak (a HUES1 és HUES9 hESC 

vonalakon - [134]). 
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10. ábra Multidrog transzporter mRNS-ek expressziós szintjei különböző sejtvonalakban. A 

grafikonon a valós idejű PCR-rel meghatározott expressziós szintek átlagértékei (± S.E.M.), 

legalább három független mérés eredménye láthatók; belső kontrollként GAPDH-t használtunk. 

MÁJ: fötális máj mRNS minta; HUE9d-F2: HUES9-eredetű fibroblaszt sejtvonal; HL60/ABCC1: 

gyógyszer-rezisztens, ABCC1-et túltermelő sejtvonal. 

A három alap-transzporter, azABCB1, ABCC1 és ABCG2 mRNS szintű kifejeződését 

fötális máj mintához hasonlítottuk. Azt tapasztaltuk (10. ábra), hogy a differenciálatlan 

őssejtek ABCG2 expressziója alacsonyabb, de mindkét vonalon mérhető mértékű volt, míg 

a HUES9-ből differenciáltatott fibroblaszt-szerű sejteken az ABCG2 mRNS szint 

drasztikusan csökkent a differenciálatlan sejtekhez képest. Az ABCB1 kifejeződése mind a 

differenciálatlan, mind a differenciált sejteken elenyésző volt a máj mintához képest. Az 

ABCC1 esetében pedig azt a meglepő eredményt kaptuk, hogy mind a differenciálatlan, 

mind a differenciált őssejt eredetű mintákban magasabb volt az mRNS szint, mint a máj 

mintákban. Hogy a jelenséget jobban, összefüggéseiben lássuk, egy olyan rákos sejtvonal 

mintát is feltettünk kontrollnak, amiről tudtuk, hogy az ABCC1-et magas szinten kifejezi 

(ABCC1 túlexpresszáló HL60 sejtvonal). Az őssejt eredetű mintákban mért expresszió a 

túlexpresszáló sejtvonallal is összemérhető volt. A következő lépés a fehérje kifejeződés 

vizsgálata volt, amit az ABC transzporterek elleni specifikus ellenanyagokkal (5D3- 

ABCG2, MRK16- ABCB1 és R1- ABCC1) áramlási citometria segítségével végeztünk, és 

először csak a pluripotens állapotú sejteket vizsgáltuk (11. ábra). 
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11. ábra A differenciálatlan HUES9 és HUES1 sejtfelszíni marker expressziójának áramlási 

citometriás mérései. Az őssejtekből egysejtes szuszpenziót tripszinezéssel nyertünk. A nem életképes 

sejteket Topro3 vagy 7AAD festéssel zártuk ki. A fennmaradó egér dajkasejteket Sca-1-FITC 

jelöléssel kizártuk. SSEA4-APC és PODXL-PE festést a differenciálatlan állapot markereként 

használtuk. A G2 és B1 ABC transzportereket indirekt módszerrel jelöltük. A szaggatott vonalak a 

megfelelő izotípusnak megfelelő kontroll ellenanyagokkal történő festést mutatják. 

Méréseink azt mutatták, hogy az őssejtek kifejezik az hESC-kre jellemző felszíni 

markereket (SSEA4 és PODXL), míg az ABCG2 kifejeződése heterogenitást mutatott, a 

sejtek 40-60%-a bizonyult pozitívnak. Sem az ABCB1, sem az ABCC1 fehérje jelenlétét 

nem sikerült kimutatni ezzel a módszerrel, ami az ABCB1 esetében nem volt meglepő, 

mert az mRNS szint is igen alacsony volt. Az ABCC1 esetében azonban a magas mRNS 

expresszió ellenére nem láttunk annak megfelelő fehérjét, amit okozhat az, hogy néhány 

sejtben nagyon magas az ABCC1 expresszió, ami eltolja az átlag mRNS expresszióját, 

vagy ami valószínűbb, hogy az ABCC1 mRNS poszttranszkripciós vagy negatív 

transzlációs szabályozás alatt áll a hES sejtekben.  

Eredményeink azt sugallták, hogy a pluripotens őssejteken az ABCG2 fejeződik ki a fő 

MDR transzporterek közül, ezért konfokális mikroszkóppal is megvizsgáltuk a sejtjeinket 

(12. ábra). A felvételeken jól kivehetők az egér dajkasejteken elhelyezkedő őssejtcsomók, 

amelyek pozitívak az őssejtmarkerekre (Oct4, SSEA4 és PODXL) és festődnek ABCG2-

vel is. A nagyobb nagyítású képen jól látszik az ABCG2 plazmamembrán elhelyezkedése 

is.  
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12. ábra A pluripotencia markerek kimutatása differenciálatlan HuES sejtekben. (A) A HUES9 és 

HUES1 sejteket a festés előtt két napig egér dajkasejteken, konfokális kamrán tenyésztettük. A 

markerek csak a pluripotens hESC csomókat festették meg, míg az egér dajkasejtek nem mutattak 

festődést az Oct4, SSEA4, PODXL és ABCG2 (zöld) ellenanyagokkal jelölve. A sejtmagokat DAPI-

val (kék) festettük. (B) A HUES9 sejtek plazmamembrán lokalizációja nagyobb nagyítással jól 

kirajzolódik (ABCG2 –zöld, sejtmagok DAPI-val - kék). 

Az őssejt csomók háromdimenziós (z-stack) vizsgálata is azt mutatta, hogy az ABCG2 a 

plazmamembránban helyezkedik el (zömében középen), míg a szintén membránban 

elhelyezkedő PODXL inkább a csomók tetején volt látható (13. ábra). 

 

13. ábra Az ABCG2 és PODXL kifejeződése differenciálatlan HUES9 sejtek sejtfelszínén. A HUES9 

sejteket egér dajkasejteken tenyésztettük nyolclyukú kamrában, két napig a konfokális 

mikroszkópos vizsgálat előtt. A tenyészeteket óvatosan fixáltuk, és megfestettük ABCG2 (A) és 

PODXL (B) (zöld) ellenanyaggal. A differenciálatlan markerek csak a HUES9 sejt csomókat 

festették meg, míg az egér sejtek ezekkel a markerekkel nem mutattak festődést. A plazmamembránt 

és a Golgi-t WGA-val (piros) festettük. A sejtmagokat DAPI-val (kék) jelöltük a PODXL esetében. 

A Z-stack analízist az ibolya (jobb oldali panel) és a sárga (alsó panel) jelölt vonal mentén 

végeztük. 
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Miután láttuk, hogy az ABCG2 kifejeződik a hESC sejteken és a plazmamembránban 

helyezkedik el, kíváncsiak voltunk, hogy vajon funkcióképes-e. Az ABCG2 funkcióját úgy 

lehet vizsgálni, hogy jelzett szubsztrátot adunk a sejtekhez, amit a működőképes ABCG2 

kipumpál a sejtekből. Az ABCG2 szelektív gátlószerét adva a rendszerhez a kipumpálás 

lassul vagy teljesen meg is szűnik. Amennyiben ez a szubsztrát önmagában fluoreszcens, 

mint a Hoechst 33342 (Hst) magfesték, akkor a sejten belüli (jelen esetben a sejtmag) 

fluoreszcencia szint változása felvilágosítást nyújt a transzporter működéséről. Az ABCG2 

specifikus gátlószere a Ko143, amit a sejtekhez adva a transzporter működését gátolja, így 

a fluoreszcens szubsztrát bejut a sejtekbe. A kísérletet elvégezve, a fluoreszcencia 

intenzitást időben ábrázolni tudjuk és kiszámolható a multidrog rezisztencia aktivitás 

faktor (MAF) is. Mivel tudtuk, hogy az őssejteknek csak kb. a fele fejezi ki az ABCG2-t, a 

transzport mérést követően az ABCG2-t in situ jelöltük és külön értékeltük az 5D3 

ellenanyaggal festődő ABCG2 pozitív és negatív sejteket. Ahogy az a 14. ábrán is látszik, 

az ABCG2-t kifejező sejtekben a Hst fluoreszcencia intenzitása lassabban nő, mint a 

negatív sejtekben, azonban a szelektív gátlószer (Ko143) adása után az ABCG2-t kifejező 

sejtekben is megnő a festék felvétel sebessége, megközelítve a negatív sejtekben mérhető 

értéket.  

 

14. ábra. Az ABCG2 transzporter funkcionális elemzése differenciálatlan hES sejtekben. HUES9 

sejteket egér dajkasejteken, konfokális kamrában tenyésztettük a mérés előtt egy napig. A Hst festék 

sejtmagban történő felhalmozódását élő HUES9 sejtekben konfokális mikroszkóppal követtük. majd 

kb. 2 perccel a Hst hozzáadása után, 1 μM Ko143 hozzáadásával gátoltuk az ABCG2 működését; 

(A) Hst felvétel végén kékre festődött sejtmagok láthatók. (B) A Hst felvétel mérése után ugyanazt 

az őssejtcsomót festettük 5D3 antitesttel ABCG2-re. A zöld nyilak a magas ABCG2 expresszióval 

rendelkező sejteket jelzik, míg a fehér nyilak azokat a sejteket mutatják, amelyekben nincs ABCG2 

expresszió. (C) A Hst festék magi felhalmozódásának kinetikája; A zöld görbét az ABCG2-t 

expresszáló sejtek adataiból számítottuk ki (zöld nyilak). A fehér görbét olyan sejtek adataiból 

számítottuk ki, amelyek nem fejezik ki az ABCG2-t (fehér nyíl). Az ABCG2 aktivitási tényezőt 

(MAF) mindkét esetben az Módszerek részben leírtak szerint számítottuk ki. 
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Ezekkel a kísérlettel nemcsak azt bizonyítottuk, hogy a HUES9 sejtekben kifejeződik az 

ABCG2 és a plazmamembránban helyezkedik el, de azt is, hogy funkcióképes, azaz képes 

a szubsztrátjait kipumpálni a sejtekből. Az ABCB1 és ABCC1 esetében is végeztünk 

funkcionális kísérleteket, ezek a transzporterek ugyanis a Calcein-AM vegyületet tudják 

kipumpálni a sejtekből. A Calcein-AM mellé adva az ABCB1 (10 µM Verapamil) vagy az 

ABCC1 (MK571) szelektív gátlószerét, a sejtekben a fluoreszcencia szint emelkedés 

gyorsulása várható ( mint az ABCG2 esetében, ha a Ko143-at adjuk a sejtekhez). A 

HUES9 sejtek gyorsan töltődtek Calcein-nel, továbbá sem az ABCB1 sem az ABCC1 

gátlószere nem változtatott a fluoreszcencia intenzitáson. Ebből arra következtettünk, hogy 

az expressziós adatainkkal összhangban ez a két fehérje nem expresszálódik számottevően 

az őssejteken. 

Mivel úgy tűnt, hogy az ABCG2 a differenciálatlan őssejtekre jellemző, megvizsgáltuk, 

hogy a különböző őssejtből differenciáltatott sejteken vajon kifejeződik-e. Ha a sejteket 

hagytuk túlnőni a tenyészetben, spontán differenciálódni kezdtek és folyamatosan 

veszítették az SSEA4 pluripotencia markerüket, az ABCG2-vel párhuzamosan (15.A ábra). 

Hasonló jelenséget tapasztaltunk, ha hemopoetikus irányba differenciáltattuk a sejteket, a 

hemopoetikus markerek megjelenésével párhuzamosan csökkent az SSEA4 és az ABCG2 

expressziója (15.B ábra). Ha fibroblaszt-szerű vagy dobogó szívizomsejteket hoztunk létre, 

ezeken szintén nem tapasztaltunk ABCG2 expressziót. 

 

15. ábra A HUES9 sejtfelszíni marker expressziójának áramlási citometriai elemzése a 

differenciálódás korai szakaszában. (A) Az SSEA4+ és ABCG2+ sejtek százalékos aránya spontán 

differenciáció kezdeti szakaszában. A 0. nap differenciálatlan HUES9 sejteket jelöl. Három 

független kísérlet eredményeinek átlagát (±SE) mutatjuk be. (B) Az SSEA4+, ABCG2+, CD34+ és 

CD117+ sejtek százalékos aránya HUES9/OP9 ko-kúltúrában a 0. és 5. napon áramlási 

citometriával meghatározva. A CD34+ és CD117+ sejtek százalékos aránya az 5. napon az SSEA4 

negatív populációban számolva. 
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Ebben a közleményben azt is bemutattuk, hogy a HUES9 sejteket az ABCG2 védi a 

mitoxantron által kiváltott sejthaláltól, miközben mind az ABCG2 pozitív sejtek aránya, 

mind az expressziós szint (median) enyhén megemelkedik a tenyészetekben. Mivel az 

ABCG2 szerepét a stressz elleni védelemben tovább vizsgáltuk, az erre vonatkozó adatokat 

abban az alfejezetben (4.2.2) mutatom be. 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: Sarkadi et al. Stem Cells. 2010)  

Pár hónappal a cikkünk megjelenése után egy másik kutatócsoport azt találta, hogy „ az 

ABCG2 hiánya a humán pluripotens őssejtek új jellemzője, amely megkülönbözteti őket 

sok más őssejtektől, beleértve az egér ESC-ket, és oka lehet annak, hogy érzékenyek a 

szuboptimális tenyésztési körülményekre.” [135]. Mivel többek között az általunk is 

vizsgált HUES1 sejtvonalon sem találtak expressziót (a cikkünkre nem hivatkoztak), úgy 

döntöttünk, hogy megfogalmazzuk kritikai észrevételeinket [136]. Ebben a rövid 

közleményben rámutattunk az ABC transzporterek kutatásának buktatóira (1, megfelelő 

érzékeny vizsgálati módszert kell alkalmazni a funkcionális vizsgálatokhoz 2, a heterogén 

populáción belül az ABC transzportert kifejező alpopuláció kicsi lehet 3, az ABC 

transzporterek kifejeződése nagyban függ az adott sejt környezetétől), illetve az említett 

közlemény metodikai hiányosságaira. Megmutattuk további rendelkezésünkre álló 

embrionális őssejtvonalakon is az ABCG2 expressziót és rámutattunk, hogy a nem egér 

dajkasejten, hanem csak extracelluláris mátrixon (Matrigel) tenyésztett sejtek esetében az 

ABCG2-t expresszáló sejtek száma és az expresszió mértéke is csökkenhet (16. ábra). 

 16. ábra. Őssejtmarkerek és az ABCG2 expressziója különböző humán embrionális 

őssejtvonalban. (A) Az őssejtmarkerek (Oct4, Nanog) és ABCG2 relatív expressziója négy 

differenciálatlan humán ES sejtvonalban (BG01V, HUES1, HUES4, HUES9). A vizsgált génekhez 

valós idejű TaqMan® teszteket használtunk, a riboszomális RPLP0 háztartási génhez viszonyított 

expressziós szinteket ± S.E.M. dCt módszer szerint határoztuk meg. (B) Az SSEA4 differenciálatlan 

őssejtmarker és az ABCG2 fehérje sejtfelszíni expressziójának áramlási citometriai vizsgálata 

különböző humán differenciálatlan ES sejtekben. Az együttes expressziós szinteket a százalékos 
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arányok mutatják. Az ABCG2 jelöléshez az elsődleges 5D3 monoklonális antitestet használtunk, 

Ko143 specifikus gátlószer alkalmazása mellett. Az elhalt sejteket a 7AAD jelek alapján zártuk ki, a 

kvadráns határait a megfelelő izotípus kontrollokhoz állítottuk be. (C) Az SSEA4 és az ABCG2 

áramlási citometriás analízise differenciálatlan HUES9 sejteken, azonos passzázsszámokkal (p25), 

egér dajkasejten vagy Matrigelen tenyésztve. A Matrigelen való tenyésztés jelentősen csökkenti az 

ABCG2 fehérje expresszióját. Az antitestek és a kimutatási paraméterek ugyanazok voltak, mint a B 

panelen. 

Egy 2016-ban megjelent összefoglaló cikkben áttekintettük azokat a kulcsfontosságú ABC 

és SLC gyógyszer transzportereket, amelyek hozzájárulnak a differenciálatlan emberi 

őssejtek működéséhez és/vagy védelméhez, valamint szerepük van a szöveti 

differenciálódás során [80]. Különös figyelmet fordítottunk arra, hogy bemutassuk a 

különböző technikákat, amelyek a transzporterek expressziójának és működésének 

tanulmányozására alkalmasak endogén expressziós rendszerekben, és ennek részeként egy 

táblázatban foglaltuk össze az őssejtekben az ABCG2-ről addig megjelent közleményeket 

(lásd még [80] cikk 1 táblázat).  

Az találtuk, hogy mRNS szinten a legtöbb csoport kimutatta az ABCG2-t humán 

pluripotens őssejtekben, míg fehérjeszinten csak több-kevesebb sikerrel tudtak ABCG2-őt 

kimutatni. Az eltérő eredményeket elsősorban a sejtvonalak eltérő tulajdonságai, a 

különböző tenyésztési körülmények és a jelölési technikák változatossága okozhatja. Mivel 

kutatócsoportunk évtizedek óta vizsgálta ezeket a transzportereket, meggyőződésünk volt, 

hogy az alkalmazott technikáink megfelelőek és az eredményeink megbízhatóak, ezért 

tovább folytattuk az ABCG2 kutatását az őssejtekben. A következő fejezetben arra 

kerestük választ, hogy valójában nyújtanak-e védelmet az őssejteknek? 

4.2.2. Mire használja az őssejt a transzportereket? 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: Erdei et al. Eur Biophys J. 2013)  

Az ABCG2 kifejeződése nem nélkülözhetetlen az élethez (a Junior negatív vércsoportba az 

ABCG2 hiányos embereket soroljuk), azonban kiderült, hogy a knock-out egerek 

érzékenyebbek a xenobiotikumokra, és csökkent a hemopoietikus őssejtjeik mennyisége is. 

Mint láttuk, az ABCG2 jelen van a humán pluripotens őssejtvonalakban és heterogén 

expressziós mintázatot mutat. A következő lépésekben ennek a heterogenitásnak a szerepét 

és funkcióját vizsgáltuk.  

Ha a hPSC tenyészeteket sejtszorterrel szétválogattuk ABCG2 pozitív (ABCG2+) és 

negatív (ABCG2-) populációkra (17.A ábra), és megmértük az Oct4 és a Nanog 

pluripotencia markerek kifejeződését, nem találtunk szignifikáns eltérést a két populáció 
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között. Ami azt jelenti, hogy nincs különbség a differenciációs állapotban, mindkét 

populáció pluripotens (az SSEA4 expresszió is ezt erősíti meg, mivel minden ABCG2 sejt 

egyben SSEA4 pozitív is, lásd 17.B ábra). 

 

 

17. ábra Az ABCG2 heterogén expressziója HUES9 sejteken (A) A reprezentatív hisztogram azokat 

a sejtpopulációkat mutatja, amelyet ABCG2- illetve ABCG2+ sejtek szétválasztásakor használtunk. 

(B) ABCG2 pozitív és negatív sejtpopulációk kvantitatív RT-PCR elemzése sejtválogatás után. Az 

Oct4 és NANOG pluripotencia markereket az ABCG2 pozitív és negatív sejtpopulációkban 

vizsgáltuk, és az RPLP0 háztartásigén mRNS szintjéhez viszonyítva ábrázoltuk. A pluripotencia 

markerek nem mutattak szignifikáns különbséget az ABCG2 pozitív és negatív sejtpopulációk 

között. (C) A HUES 9 sejteket egér dajkasejteken tenyésztettük, és 5D3 festés alapján válogattuk le 

sejtszorterrel. Az szétválasztott populációkat tovább tenyésztettük egér dajkasejteken. Hét nappal a 

válogatás után az ABCG2-t expresszáló sejtek aránya visszatért a kiindulási tenyészetekre jellemző 

szintre. 

Ha a szétválogatott ABCG2 pozitív és negatív sejteket tovább tenyésztettük, 7 nap múlva a 

kiindulási sejtpopulációnak megfelelő arányt kaptuk vissza (17.C ábra). Ami azt mutatja, 

hogy a tenyészetben az ABCG2-t expresszáló sejtek aránya nem változik, azaz a 

sejtvonaltól és a tenyésztési körülményektől függően kialakul egy dinamikus egyensúly. 

Ha az ABCG2-nek a stressz elleni védekezésben van szerepe, akkor ez populációs szinten 

egy nagyon hatékony megoldás. Mivel a transzporterek működése energiát fogyaszt és a 

stressz faktorok nincsenek folyamatosan jelen, nem kell a teljes populációt védeni, viszont 
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a stressz körülmények között mindig lesz túlélő populáció. Ezt az elképzelést látszik 

alátámasztani a következő kísérletsorozat (18. ábra). A hPSC tenyészetet ABCG2 pozitív 

és negatív sejtekre sejtszorterrel szétválogatva azt tapasztaltuk, hogy a pozitív sejtek 

gyorsabban kezdtek el szaporodni, mint a negatív sejteket tartalmazó populációk. Ha a 

tenyészeteket a sejtszortolás után az ABCG2 szelektív gátlószerét (Ko143) is tartalmazó 

médiumban tenyésztettük, akkor a sejtek száma nem nőtt egyik populáció esetében sem 

(18.A ábra). Ez azt mutatja, hogy az ABCG2-nek szerepe van a sejtszortolás során fellépő 

stressz hatásokkal szemben (mechanikai és lézer besugárzás). Hogy ezt a kérdést jobban 

körüljárjuk, megvizsgáltuk, hogy ez a rákos sejtekhez és túltermeltetéses sejtvonalakhoz 

viszonyítva alacsony endogén ABCG2 megvédi-e az őssejteket olyan stresszek ellen, mint 

a drogkezelés vagy az UV besugárzás (18.B ábra). 

 

  

18. ábra (A) A szétválogatott sejtpopulációkat ABCG2 inhibitor (Ko143, 5µM) jelenlétében vagy 

hiányában növesztettük Matrigellel bevont lemezeken és követtük a sejtnövekedés mértékét. Az 

ABCG2 pozitív sejtpopuláció fokozott proliferációs képességet mutatott, amely az ABCG2 funkció 

gátlásával (Ko143 kezelés) megszüntethető volt. (B) A HUES9 sejteket egér dajkasejteken 

tenyésztettük, az SSEA4 és ABCG2 expressziót egyidejűleg elemeztük a kezelés után 72 órával 

áramlási citometriával. A panelek reprezentatív hisztogramokat mutatnak, amelyeket legalább 

három független kísérletből választottunk ki, 10 nM Mitoxantron illetve 5 perces UV besugárzást 

követően.  
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A kontroll sejtekhez képest a mitoxantron kezelés (10 nM) két különböző populációt 

eredményezett; egy, az ABCG2 és SSEA4 együttes sejtfelszíni expresszióját mutatót 

(pluripotens állapot), és egy csökkent SSEA4 és ABCG2 pozitivitásút (részlegesen 

differenciált állapot). A mitoxantron kezeléshez hasonlóan az UV besugárzás hatására a 

kezelt sejtek egy részében csökkent SSEA4 festődés volt megfigyelhető, ami a 

pluripotencia elvesztésére utal. Mind az MX-kezelésben, mind az UV-fény expozícióban a 

specifikus ABCG2 inhibitor Ko143 hozzáadása a sejtek teljes kipusztulását eredményezte.  

Az SSEA4/ABCG2 kettős pozitív sejtpopulációk, amelyek nagy valószínűséggel azokat 

pluripotens sejteket tartalmazzák, amelyek olyan szinten fejezik ki az ABCG2-t, amely 

elegendő az MX vagy az UV besugárzás elleni védelemhez. A kettős negatív populáció 

nagy valószínűséggel az ABCG2 negatív őssejtek utódait képviseli. Ezek a sejtek 

differenciálódni kezdtek (amit az SSEA4 marker elvesztése is mutat), ami az őssejtek 

általános válasza különböző stresszhelyzetekre. A differenciálódott sejtek más 

mechanizmusokat használva kerülik ki a toxikus hatásokat (például más ABC 

transzporterek kifejezésével, amint azt később vizsgáltuk is, lásd 4.2.3.). 

Az nem meglepő, hogy az ABCG2 szubsztrátjainak számító vegyületeket a transzporter el 

tudja távolítani a sejtekből, így a transzportert kifejező sejtek előnnyel rendelkeznek a nem 

expresszáló társaikkal szemben. Nehezebb azonban megérteni, hogy bizonyos mechanikai 

igénybevétel vagy UV-sugárzás hatásai ellen miért véd a transzporter. Az egyik 

magyarázat az lehet, hogy az ilyen sérülések káros anyagok felhalmozódását 

eredményezik, és az ABCG2-re van szükség ahhoz, hogy eltávolítsa ezeket a toxikus 

anyagokat a sejtekből. Arra vonatkozóan már van adat, hogy az ABCG2 mérgező hem-

származékokat képes transzportálni, amelyek ionizáló sugárzás vagy UV-fény hatására 

keletkezhetnek a sejtekben [137, 138]. Ezen túlmenően az ABCG2-nek lehetnek ma még 

ismeretlen endogén szubsztrátjai, illetve más, feltáratlan funkciókkal is rendelkezhet, 

amelyek felelősek lehetnek ezekért a védőhatásokért (mint például az autofágia [139]). 

A mérgező vegyületek elpusztítják a védekezésre nem képes sejteket, de léteznek olyan 

környezeti tényezők, amelyek nem feltétlenül vezetnek a sejtek halálához. Vajon ilyen 

esetekben mi történik a transzporterrel? Az enyhe oxidatív állapotok modellezésére az 

őssejteket szubletális dózisú (150 μM) H2O2-val kezeltük 24 órán keresztül, és az ABCG2 

expresszióját a tenyészetekből egymást követő időpontokban vett minták segítségével 

vizsgáltuk. Bár mRNS-szinten nem észleltünk szignifikáns változást az idő függvényében, 

a FACS-analízis a H2O2 kezelés után rövid idővel (3 és 6 óra) az ABCG2 szint sejtfelszíni 

csökkenését mutatta. Ez a kifejeződés 24 órával a kezelést követően visszatért a kiindulási 
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szintre, ami nagy valószínűséggel a H2O2 okozta hatások reverzibilitását jelzi (4. ábra az 

alábbi cikkben [140]). 

Az ABCG2 expresszió változásának alaposabb vizsgálata érdekében konfokális 

mikroszkóppal is követtük a H2O2 kezelés hatását. Eredményeink azt mutatták, hogy az 

ABCG2 részben beszedődik a plazmamembránból az intracelluláris membrán 

kompartmentekbe (19. ábra). Mivel a membránfehérjékről ismert, hogy különböző 

sejtalkotókba képesek áttevődni a plazmamembránból, ezért jól ismert markereket 

használtunk az ABCG2 lokalizációjának ellenőrzésére; a Golgi apparátusban (WGA), a 

korai endoszómákban (Rab5) és a lizoszómákban (Lamp1) kerestük az ABCG2-t. A 

Golgiban és az endoszómákban nem tudtuk kimutatni a fehérjét, azonban a Lamp1 fehérje 

részleges együttfestődést mutatott az ABCG2 fehérjével. Ez arra utal, hogy az ABCG2 

fehérjék egy része az oxidatív stresszt követően a lizoszómákban lebomlik, míg a 

transzporter többi része a plazmamembránból egy sejten belüli kompartmentbe kerül, 

amelyet nem tudtunk azonosítani.  

 

19. ábra (A) Az ABCG2 immuncitokémiai kimutatása enyhe oxidatív stressz után HUES 9 

sejtekben. HUES9 sejteket Matrigel bevonatú kamrákon tenyésztettünk, majd 150 µM H2O2-vel 

kezeltük 3 órán át, fixáltuk, permeabilizáltuk, és 5D3 antitesttel festettük, hogy láthatóvá tegyük az 

ABCG2-t (zöld). (B) Ko-lokalizációs kísérleteket végeztünk ABCG2 sejten belüli elhelyezkedésének 
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meghatározására a H2O2 által közvetített oxidatív stresszt követően. A különböző intracelluláris 

kompartmentek (piros) markereit alkalmaztuk, hogy az ABCG2-t (zöld) is tartalmazó 

intracelluláris kompartmentek azonosítsuk; a LAMP-1 (lizoszómák) és Rab-5 (korai endoszómák), 

valamint WGA (a Golgi hálózat) jelölésére. A sejtmagokat Hoechst33342-vel (kék) festettük. A 

megfestett mintákat Olympus FV500-IX konfokális lézerpásztázó mikroszkóppal vizsgáltuk. Minden 

mérést négy független kísérletként végeztünk, három párhuzamos mérésben. 

Összefoglalva elmondhatjuk, hogy nem találtunk különbséget a pluripotencia markerek 

expressziója között ABCG2 pozitív és negatív hESC-kben. Megállapítottuk, hogy 

ABCG2-t expresszáló sejtek növekedési üteme magasabb volt, miután a hESC sejteket 

szétválogattuk pozitív és negatív populációkra és ez a hatás az ABCG2 működésétől 

függött. A hESC tenyészeteket dinamikus egyensúly jellemzi, ami visszaállítja az ABCG2 

pozitív/negatív sejtek arányát, ha az egyensúlyt például sejtszortolással vagy enyhe 

oxidatív stresszel megbontjuk. Kimutattuk, hogy bizonyos káros körülményeket (fizikai 

stressz, gyógyszerek és UV-sugárzás) a hESC sejtek sokkal jobban tolerálnak az ABCG2 

fehérje jelenlétében. Ez a tulajdonság a transzporter funkciójával magyarázható, amely 

eltávolítja a stressz körülmények között felhalmozódott potenciális toxikus metabolitokat. 

Ezzel szemben az enyhe oxidatív stressz az ABCG2 gyors internalizációját okozta, jelezve, 

hogy bizonyos környezeti tényezők a transzporter plazmamembránból való „beszedését” 

indítják meg (lásd még [141]). Eredményeink arra utalnak, hogy az ABCG2 expresszió 

dinamikus egyensúlya populációs szinten előnyt jelent, mert a sejtek gyorsan és 

hatékonyan reagálhatnak a környezet változásaira. Egy ilyen aktívan fenntartott 

heterogenitás evolúciós szempontból is kedvező lehet a speciális sejttípusok, köztük a 

pluripotens őssejtek védelmében. 

4.2.3. Milyen az ABC transzporterek mintázata a pluripotens őssejteken illetve a belőlük 

differenciáltatott sejttípusokon?  

 (vonatkozó fontosabb közlemény: Erdei et al. Cytometry B Clin Cytom. 2014)  

Az ABC transzporterek fontos szerepet játszanak különböző élettani funkciókban, 

fenntartják a homeosztázist, és védekezést biztosítanak a toxikus endo- és 

xenobiotikumokkal szemben. Az ABC transzporterek egy általános védelmi hálózat részei 

(kemo-immunitás), átfedő funkciókkal és szubsztrát-specifikussággal, ami azt jelenti, hogy 

funkcionálisan helyettesíthetik is egymást. A multidrog ABC transzporterek széleskörű 

szöveti eloszlásúak és az adott szövetre specifikus „ujjlenyomatot” mutatnak, amely 

megfelel az adott szövettípus speciális metabolikus igényeinek, valamint biztosítja a 

stressz és a drogok elleni védelmet. 
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Ebben a tanulmányban megvizsgáltuk, hogy érvényesül-e ez a speciális eloszlás a 

pluripotens humán embrionális őssejtekben és azok differenciálódott utódsejtjeiben. A 

hESC-ket tenyésztettünk, és egy spontán differenciálódási modellben a kezdeti szöveti 

elköteleződésnek megfelelő, illetve már jól elkülöníthető differenciált sejttípusokat 

hoztunk létre; 6 napos differenciált embrió testeket (EB), szívizomsejteket, idegsejteket és 

MSC-szerű sejteket (20. ábra).  

    

 

20. ábra HUES9 sejtek és differenciált származékaik jellemzése (A) HUES9 sejtek pluripotens 

állapotának vizsgálata áramlási citometriával és immuncitokémiai festéssel. A sejtek több mint 

90%-a sejtfelszíni SSEA4 és PODXL expressziót mutat. M1: a markerre pozitív sejtpopulációt a 

megfelelő izotípus-illesztett kontroll mAb-ek alapján kapuztuk (bal oldali panel). A HUES9 sejteket 

egér dajkasejteken tenyésztettük majd fixáltuk, permeabilizáltuk és festettük a Nanog (piros) és 

Oct4 (zöld) pluripotencia markerekre. A sejtmagokat Hoechst33342-vel (kék) festettük. A Nanog és 

az Oct4 transzkripciós faktorok nukleáris lokalizációt mutattak az őssejtekben, míg nem voltak 

detektálhatóak az egér dajkasejteken (itt a sejtmag jellegzetes „pöttyös” festődést mutat). (C) A 

HUES9 sejtek differenciált formáinak vizsgálata immuncitokémiával. A HUES9-eredetű 

sejttípusokat spontán differenciációs tenyészetekből mechanikusan válogattuk ki és nyolclyukú 

kamrákba vittük át konfokális mikroszkópiához. A mintákat fixáltuk, permeabilizáltuk, és minden 

sejttípushoz specifikus fehérjéket felismerő antitestekkel festettük; cTNI (zöld) a szívizomhoz, β-III 

tubulin (zöld) és Nestin (piros) a neurális és CD44 (zöld) a mezenchimális sejttípushoz. A 

sejtmagokat Hoechst33342-vel (kék) festettük. 

Ennek a rendszernek a legnagyobb előnye, hogy a hES sejtek és a differenciált sejtek 

genetikai háttere azonos, továbbá, hogy a sejtdifferenciálódás során a tenyésztési 

körülményekben sem volt jelentős változás (az extracelluláris mátrix és a tenyésztőmédium 
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is azonos volt), így ezek nem befolyásolják a transzporter mintázatot. Mivel a legtöbb 

humán ABC fehérjéhez nem állnak rendelkezésre megbízható antitestek és festési 

protokollok, szisztematikus elemzést csak a megfelelő mRNS expressziós szintekre lehet 

elvégezni. Ehhez kvantitatív RT-PCR technológiát és ABC fehérje specifikus microarray-t 

alkalmaztunk, és a pluripotens hESC-kből és a differenciált sejttípusokból nyert mRNS 

mintákat vizsgáltuk meg (21. ábra). Az array mind a 48 ABC fehérjére tartalmazott 

próbákat, mi az értékeléskor az multidrog ABC transzporterekre fókuszáltunk. 

A génexpressziós adatok vizuális áttekintését hőtérkép mutatja be (21.A ábra). Figyelemre 

méltó, hogy az ABC transzporter profilokon alapuló klaszterezés azt mutatja, hogy az 

összes vizsgált sejttípus rendelkezik az ABC fehérjékre jellemző expressziós mintázattal 

(ujjlenyomattal). A biológiai párhuzamosok (hESC és MSC) egymás mellé rendeződtek, 

míg a differenciálódott sejttípusok mRNS klaszterei jól elkülönültek a hESC-kétől és 

egymástól is. A legdifferenciáltabb sejttípus (MSCl sejtek 80 napos differenciálódás után) 

biológiai párhuzamosai távol helyezkednek el a differenciálatlan sejtekétől (21.B ábra). 

Néhány ABC fehérje hasonló (közepes) expressziós szintet mutatott minden sejttípusban, 

bár ezen ABC fehérjék többsége nem jól jellemzett transzporter és néhány nem is 

membránfehérje. Ezek az adatok arra utalnak, hogy ezek az ABC fehérjék a sejt 

homeosztázisának fenntartásában játszanak szerepet. Az elemzést folytatva, az ismert ABC 

membrán transzporterekre összpontosítva, először összehasonlítottuk az ABC transzporter 

mRNS-ek relatív expresszióját differenciált sejtekben a differenciálatlan hES sejtekben 

lévőkkel. Azt találtuk, hogy a legtöbb ABC transzporter szignifikánsan magasabb szinten 

fejeződik ki a differenciált sejttípusokban, mint a pluripotens hES sejtekben; így pl. az 

ABCA8, ABCC3, ABCC9 és ABCG1. Számos transzporter estében csak bizonyos 

sejttípusokra volt jellemző az emelkedett mRNS szint: az ABCB1 és ABCC6 magasabb 

volt a szívsejtekben, az ABCA4 pedig az idegsejtekben a hESC-hez képest. Érdemes 

megjegyezni, hogy az egyetlen ABC transzporter, amely csökkent expressziós szintet 

mutatott minden differenciált sejttípusban, az ABCG2 volt, ami alátámasztotta az eddigi 

eredményeinket, amely szerint az ABCG2 a pluripotens őssejtek transzportere. Más 

tanulmányokban is eltérő ABC fehérje mintázatokat figyeltek meg, amikor a hESC-ket 

(HES2 és HES3) a hemopoietikus őssejtekkel, nem elkötelezett szöveti őssejtekkel és 

mezenchimális őssejtekkel hasonlították össze (PMID: 20836839). Azt is kimutatták, hogy 

az mRNS expresszió szintje eltérő a hESC-ben és a hESC-eredetű hMSC-ben [142]. Ez a 

sejttípus-specifikus expresszió is jelzi e fehérjék lehetséges szerepét a szöveti 

differenciációban. A hES sejt-alapú modell lehetővé teszi fiziológiai szerepük további 

jellemzését és a gyógyszerfejlesztésben való felhasználhatóságukat [143]. A következő 
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kísérletekben fehérjeszinten vizsgáltuk a legfontosabb ABC transzporterek expresszióját. 

A specifikus és megfelelően reaktív antitestek alkalmazása döntő kérdés ezekben a 

kísérletekben, ezért csak olyan ellenanyagokat használtunk, amelyek megbízhatóan és 

specifikusan felismerik az adott transzporter fehérjét. 

 

21. ábra ABC fehérjék expressziójának elemzése HUES9 sejtekben és differenciált 

származékaikban. (A) A humán ABC fehérjék gén expresszióinak hőtérképe; 4 sejttípus 7 

mintájában (a és b hESC, szív-, neurális és MSCls a és b) és a 6 napos EB tenyészetben (a 

differenciált sejttípusok közös progenitorai). Az ABC gének az y tengelyen, a 7 minta az x tengelyen 

biológiai párhuzamosokkal („a” és „b”) vannak rendezve. A színkód a magas (dCt = 4, 

világospiros) és a közepes (fekete) génexpressziótól az alacsony (dCt = 14, világoszöld) 

génexpresszióig terjed a kiválasztott háztartási génekhez képest. (B) 7 minta hierarchikus 

klaszterezése, amely lehetővé teszi a minták differenciáltsági állapot alapján történő elkülönítését. 

(C) A HUES9 sejteket egér dajkasejteken tenyésztettük, a HUES9-eredetű sejttípusokat 

mechanikusan válogattuk ki és zselatinnal fedett nyolclyukú konfokális kamrában tenyésztettük két 

napon át a festés előtt. A mintákat az ABCA1, ABCB1, ABCB6, ABCC1, ABCG2 és ABCC6 

fehérjéket (piros) elleni specifikus antitestek segítségével, a sejtmagokat Hoechst33342-vel (kék) 

festettük. A mintákat Olympus FV500-IX konfokális lézerpásztázó mikroszkóppal vizsgáltuk. 

Immunfestési adataink (21.C ábra) is azt mutatták, hogy a korábbi eredményeknek 

megfelelően a differenciálatlan hES sejtekben a legjellemzőbb multidrog transzporter az 

ABCG2 fehérje. Az ABCC1 és ABCA1 sejtfelszíni, míg az ABCB6 intracelluláris 
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expressziót mutatott minden vizsgált sejttípusban. Az ABCB1-et és ABCC6-ot a hES 

sejtekben nem tudtuk kimutatni. A hES-eredetű idegsejtekben az ABCB6 és az ABCC1 

expresszión kívül, bizonyos régiókban az ABCA1 és az ABCB1 expresszióját is 

megfigyeltük. A kardiomiocitákban magas szintű ABCB6 expressziót, alacsonyabb 

ABCB1 és ABCA1 expressziót figyeltünk meg. Az MSC-kben az ABCA1, ABCB6 és 

ABCC1 esetében domináns, de többnyire intracelluláris expressziót figyeltünk meg, míg az 

ABCB1 és ABCG2 esetében itt nem volt mérhető expresszió. Fehérjeszintű vizsgálataink 

is megerősítették, hogy az ABC transzporterek eloszlása sejttípus specifikus és jellemző 

lehet az ES sejtekből differenciáltatott sejttípusok esetében is (az áramlási citometriás 

elemzéseinket itt nem mutatom be, de összhangban voltak az immunfestések 

eredményeivel). 

Érdekes módon a szív- és idegszövetminták külső régióiban egyes sejtek ABCG2 

expressziót is mutattak, ami utalhat az ABCG2 szöveti határokon való megjelenésére. Az 

ABCB6, ami a toxikus hem-származékok elleni védelemben játszhat szerepet, és az adatok 

szerint a mitokondrium mellett/helyett a sejtek plazmamembránjaiban is megtalálható 

[144, 145], itt minden vizsgált sejttípusban csak intracelluláris expressziót mutatott. Az 

ABCC6 fehérje immunfestési adatait is feltüntettük, mivel ez a transzporter, úgy tűnik, 

fontos szerepet játszik a szívszövetek homeosztázisában [146]. Az ABCC6 expresszióját 

azonban egyik vizsgált hESC-eredetű sejttípusban sem tudtuk kimutatni. Mivel az ABCC6 

emberben elsősorban a májban és a vesében expresszálódik [147] és később kiderült, hogy 

az ABCC6 mutációk által okozott szívproblémák hátterében inkább az ABCC6 májban 

betöltött funkciójának kiesése áll [148], ez az eredményünk nem is annyira meglepő. Ezek 

a vizsgálatok fontos információkat nyújtottak az ABC fehérjék expressziós mintázatának 

felderítésében a humán pluripotens emberi őssejtekre és azokból differenciáltatható 

sejttípusokra vonatkozóan. További vizsgálatokra van azonban szükség a szövetek és 

szervek közötti eloszlás (ujjlenyomat) megállapításához, valamint a kulcsfontosságú 

humán ABC transzporterek sejtben betöltött funkcióinak megértéséhez. A pluripotens 

őssejtekből létrehozható háromdimenziós rendszerek (szferoidok és organoidok) 

alkalmazása tovább segítheti ezt a munkát, mert elősegíti a sejtek polarizációját és ezzel a 

transzporterek megfelelő pozícióba való jutását, illetve a sejt-sejt közötti kapcsolatok 

létrejöttét, amelyektől a transzporterek funkciója is nagyban függ [143]. 
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4.2.4. Hogyan használható ez a tudás drog rezisztens szövetek tervezésében? 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: Erdei et al. PLoS One. 2018)  

A következő kérdésünk az volt, hogy a stabil ABCG2 expresszió lehetővé teszi-e drog 

rezisztens humán pluripotens őssejtek és őssejtből származó szövetek létrehozását. Hogy 

ezt a kérdést megválaszoljuk, egy megfelelően címkézett ABCG2-t alkalmaztunk, amely 

könnyen követhető és láthatóvá válik élő sejtekben is. Azt a GFP-ABCG2 fúziós fehérjét 

használtuk, amelyről kutatócsoportunk előzőleg kimutatta, hogy megfelelően processzált 

és működőképes különböző sejttípusokban [149]. A GFP-ABCG2 stabil expresszióját hES 

sejtekben, az SB transzpozon rendszer és egy mesterséges promoter (CAG) használatával 

terveztük, mivel ezzel a rendszerrel már sikeresen vittünk be GFP-t az őssejtekbe  [116]. 

Az ABCG2 transzporterben számos mutációt leírtak, amelyek jelentősen befolyásolják a 

fehérje a működését. Először gyógyszerszelektált rákos sejtvonalakban találták meg a 

mutáns fehérjét, később erről az R482G-ABCG2 variánsról kimutatták, hogy eltérő 

szubsztrát felismerő és szabályozási tulajdonságokkal rendelkezik a vad típusú fehérjéhez 

képest [150, 151], ami fokozott rezisztenciát biztosít a toxikus ágensekkel, pl. doxorubicin 

szemben. Elkészítettük a vad típusú, az R482G és kontrollként a nem funkcionális K86M 

ABCG2 variánsok GFP fúziós konstrukcióit. A HUES9 sejteket transzfektáltuk, majd a 

GFP-ABCG2 variánsokat stabilan expresszáló hES klónokat puromicinnel szelektáltuk, 

áramlási citometriával szétválogattuk, végül a homogénen expresszáló sejtcsomókat 

mechanikusan válogattuk ki. A transzgén 4-8 kópiáját tartalmazó klónokat használtuk a 

további vizsgálatokban. A konfokális mikroszkópos vizsgálatok azt mutatták, hogy a GFP-

ABCG2 fehérje viszonylag egyenletesen fejeződik ki a HUES9 sejtekben, és bár 

megfigyelhető volt az intracelluláris lokalizáció is, a hES sejtek plazmamembránjában is 

látható az expresszió mindhárom ABCG2 variáns esetében (22.A ábra). Az Oct4 festés azt 

mutatta, hogy az őssejtcsomók pozitívak erre a pluripotencia markerre nézve, míg az egér 

dajkasejtek (pöttyözött magfestődés) nem mutattak Oct4 festődést. Az 5D3, sejtfelszíni 

anti-ABCG2 antitest használatával végzett áramlási citometriás mérések szintén 

megerősítették a GFP-ABCG2 viszonylag magas plazmamembrán lokalizációját (az 5D3 

ellenanyag külső epitópot ismer fel, így a plazmamembrán lokalizáció jól vizsgálható flow 

citométerrel [152]) a transzgenikus klónokban, amelyek magas expressziót mutattak az 

SSEA4 pluripotencia markerre és a GFP riporterre is (22.B és C ábra). 
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22. ábra GFP-vel címkézett ABCG2 variánsok kifejeződése HUES9 sejtekben. (A) A GFP-ABCG2 

variánsokat (zöld) kifejező HUES9 sejtcsomók konfokális képei, a HUES9 sejteket egér 

dajkasejteken tenyésztjük. Az Oct4 immunfestése (piros) jelzi a pluripotencia megőrzését a HUES9 

sejtekben. A sejtmagokat DAPI-val (kék) jelöltük meg. (B) Kiindulási és GFP-ABCG2 variánsokat 

expresszáló HUES9 sejtek áramlási citometriás analízise. A sejteket monoklonális anti-ABCG2 

antitesttel (5D3) és fikoeritrinhez (PE) kapcsolt anti-egér IgG2b-vel jelöltük. A GFP-ABCG2 zöld 

fluoreszcenciáját az 5D3-PE vörös fluoreszcenciával együtt ábrázoltuk. (C) Az SSEA4 

pluripotencia marker áramlási citometriás elemzése a kiindulási (kontroll) HUES9 sejtekben és a 

GFP-ABCG2-t variánsokat expresszáló klónokban. Az ábrákon a monoklonális anti-ABCG2 

antitesttel (5D3-PE) és az APC-hez konjugált anti-SSEA4-gyel festett sejtek láthatók. A kontroll 

HUES9 sejtek, a GFP-ABCG2-R482R, GFP-ABCG2-K86M és GFP-ABCG2-R482G variánsokat 

expresszáló HUES9 sejtek láthatók.  

Miután a klónok spontán differenciációs képességét is bizonyítottuk és megállapítottuk, 

hogy nincs szignifikáns különbség a GFP-ABCG2-hES és a kiindulási hESC-k spontán 

differenciálódási képessége között (adatok az eredeti cikkben [122]), elmondhatjuk, hogy a 
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GFP-ABCG2 variánsok túltermelése nem változtatott az őssejtek pluripotens állapotán, 

ami megfelelt az elvárásainknak.  

A GFP-ABCG2-hESC-k alapvető jellemzőinek vizsgálata után a GFP-ABCG2 funkcióját 

vettük górcső alá a pluripotens sejtekben. A következő mérésekben a funkcionális 

változatokra koncentráltunk; a GFP-ABCG2wt és a GFP-ABCG2 R482G túltermelő 

klónokat egy eGFP-t kifejező HUES9 klónhoz hasonlítottuk (hogy a GFP jelenlétéből 

adódó fluoreszcencia hasonló legyen a mérések során). Amint azt az előzőekben 

bemutattuk, a GFP-ABCG2 nagy része a plazmamembránban lokalizálódik, így a 

következő kísérletekben az ABCG2 transzport funkcióját egy ismert szubsztrát, a 

DyeCycleViolet (DCV) fluoreszcens magfesték kizárásának mérésével vizsgáltuk [153, 

154]. A 23.A ábrán bemutatott kísérletekben a hESC-ket 100 nM DCV-vel inkubáltuk 16 

órán át, az ABCG2-specifikus inhibitor, a Ko143 jelenlétében vagy hiányában. A DNS-hez 

kötött DCV fluoreszcens jelét áramlási citometriás analízissel követtük. Eredmények 

szerint a GFP-ABCG2wt-t vagy GFP-ABCG2-R482G-t kifejező hESC-k DCV-kizárása 

szignifikánsan nagyobb volt, mint a kiindulási őssejteké. A 23.B ábrán mutatjuk, hogy a 

funkcionális ABCG2 túltermelése a HUES9 sejtekben védőhatású a mitoxantron (MX) 

sejtpusztító hatása ellen. Ezekben a kísérletekben a GFP-ABCG2-hESC-ket és az eGFP-

hES sejteket 5-200 nM MX-t tartalmazó tápban tartottuk, és a sejtek túlélését áramlási 

citometriával mértük. Eredményeink azt mutatják, hogy míg az GFP-hES sejtek alacsony 

MX koncentráció mellett elpusztulnak, a vad típusú vagy GFP-ABCG2-R482G fehérjéket 

túltermelő hESC-k sokkal magasabb koncentrációban is túlélik az MX kezelést. Így 

viszonylag kis mennyiségű funkcionális ABCG2 membránfehérje stabil termelésével 

lehetővé válik gyógyszer/toxin-rezisztens pluripotens emberi őssejtek és származékaik 

létrehozása gyógyszerfejlesztési vagy akár terápiás célokra is. 
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23. ábra Az ABCG2 funkcionális vizsgálata eGFP-HUES9-ben (kontroll) és GFP-ABCG2-t 

expresszáló sejtekben (A) A GFP-ABCG2 fehérje variánsok transzportfunkciójának vizsgálata 

HUES9 sejtekben DCV festék felvétel mérésével. A DCV fluoreszcenciát a GFP-ABCG2 R482R 

(vad típusú) és R482G (szubsztrát mutáns) variánsait expresszáló sejtekben mértük. A lila 

hisztogram a DCV jelét mutatja a kontroll sejtekben, a zöld hisztogram pedig a DCV jelét az 

ABCG2 szelektív gátlószerével (Ko143) kezelt sejtekben. Transzport aktivitási faktorok: 

FeGFP=56.65±10.54; FR482R= 82.22±1.86 p=0.014; FR482G= 78.60±2.26 p=0.024. (B) Mitoxantron 

citotoxicitásának elemzése eGFP-HUES9 (kontroll) sejtekben és GFP-ABCG2 variánsokat kifejező 

HUES9 sejtekben. Az eGFP-t és GFP-ABCG2-t expresszáló HUES9 sejtek túlélését 5-200 nM 

Mitoxantron (MX) jelenlétében áramlási citometriával mértük. Az elhalt és élő sejtek arányát a 

propidium-jodid festődés alapján számítottuk ki, és a kezeletlen sejtekre normalizáltuk. A görbék 3 

független kísérletből származnak, az átlagot ± S.D mutatják. A szignifikáns különbségeket (Student 

t-teszt, P<0,01) az eGFP-t és az ABCG2-variánsokat expresszáló klónok túlélésében csillagok 

jelzik.  

Az antraciklinek, köztük a doxorubicin (DOX) rendkívül hatékony rákellenes gyógyszerek, 

különösen az emlőrák és a rosszindulatú hematológiai daganatok kezelésekor használják 

[155, 156]. Másrészt ezek a gyógyszerek a rákot túlélőknél a súlyos szívműködési zavarok 

vezető okai [157]. Humán pluripotens őssejt eredetű kardiomiociták esetében kimutatták, 

hogy a DOX kezelés dózisfüggő növekedést okoz az apoptótikus és nekrotikus 

sejthalálban, a reaktív oxigéngyökök termelődésében, a mitokondriális diszfunkcióban és 
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az intracelluláris kalcium koncentrációban [158]. Annak érdekében, hogy tanulmányozzuk 

az ABCG2 túltermelés esetleges védő hatását, először működő szívizomtelepeket kellett 

létrehozni a GFP-ABCG2 variánsokat kifejező őssejt klónokból. Az itt bemutatott 

kísérletekhez az R482G ABCG2 variánst választottuk ki, mert ennek magasabb a 

transzport aktivitása a DOX-ra vonatkozóan [150]. A 24.A ábrán látható konfokális 

mikroszkópos felvételen a GFP-ABCG2-R482G hESC-kből származó kardiomiociták 

együtt expresszálják a cTnI-t és a GFP-ABCG2 fehérjét. Mindezek az adatok azt mutatják, 

hogy a GFP-ABCG2 stabil expressziója nem befolyásolja szignifikánsan a kardiomiociták 

differenciálódását a HUES9 sejtekből, és ezekben a sejtekben megmarad a pacemaker és a 

kontraktilis aktivitás. A GFP-ABCG2-R482G-t túltermelő hESC-klónból dobogó 

szívizomtelepeket izoláltunk mechanikusan, majd vizsgáltuk a túltermelt GFP-ABCG2-

R482G potenciális védőhatását a doxorubicin (DOX) ellen. Azt találtuk, hogy a kiindulási 

HUES9 sejtekben nagyobb volt a sejthalál és a DOX felhalmozódás is (a DOX 

fluoreszcens, így a sejtekben jól kimutatható), mint az ABCG2-R482G-t kifejező 

párjaikban (24.B és C ábra). 

 

 

24. ábra (A) A szív troponin I (piros) és GFP-ABCG2 (zöld) együttes immunfestése HUES9 

sejtektől differenciált szívizomsejtekben. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettük. (B-C) HUES9 

sejtekből származó dobogó szívizom telepeket doxorubicinnel (DOX, 3 µM) 16 órán át kezeltünk. A 

sejtekben a DOX felhalmozódást konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk a GFP-ABCG2-R482G-t 

túltermelő HUES9 sejtektől differenciált szívizomsejtek (B) illetve kiindulási HUES9 sejtektől 

differenciált szívizomsejtek (C) esetében. Az elhalt és élő sejtek arányát a propidium-jodid 

akkumuláció alapján számítottuk ki, és a kezeletlen sejtekre normalizáltuk. Az élő/halott sejtek 

aránya 1,59 (élő sejtek: 61,32 % ± 41,11 %; elhalt sejtek: 38,68 % ± 36,77 %), míg ez az arány a 

HUES9-GFP-ABCG2-R482G eredetű kardiomiocitákban 4,05 volt (élő sejtek: 80,19% ± 13,85%; 

elhalt sejtek: 19,80% ± 11,30%). Az értékek 3 független kísérlet átlagát ± S.D. tükrözik.  
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Mivel a fiziológiás humán szívizomsejtekben az ABCG2 transzporter gyakorlatilag 

hiányzik [159, 160], jelenlegi eredményeink segíthetnek a toxikus anyagokkal szemben 

védett génmódosított szívsejtek létrehozásában. 

Az ABC transzporterekkel, és kifejezetten az ABCG2-vel kapcsolatos vizsgálataink 

nyomán közelebb jutottunk az ABC transzporterek szerepének tisztázásához a pluripotens 

őssejtekben és differenciált származékaikban. Elfogadottá vált, hogy az ABCG2 

kifejeződik a pluripotens állapotú sejtekben  [161-164], sőt arra is használható, hogy a 

visszaprogramozás közben kiválogassák azokat a sejtcsomókat, amelyek bona fide 

őssejtekké válnak majd [161]. Eredményeinkre támaszkodva az ABCG2 sejtvédő hatását 

szintén megerősítették többféle stressz és sejttípus esetében is [165, 166]. Az így 

megszerzett tudással tüdőrák sejtekben is vizsgáltuk a GFP-jelölt ABCG2 funkcióját [167], 

ezzel elsőként létrehozva egy olyan fluoreszcens riporter vizsgálati rendszert, amellyel élő 

sejtekben lehet az ABCG2 transzporter endogén szabályozását követni. Ugyanezt a riporter 

rendszert létrehoztuk humán embrionális őssejtekben is, azonban a fluoreszcencia olyan 

alacsony volt, hogy élő sejtekben nem lehetett követni. Az ABCG2 stresszvédő hatásának 

további vizsgálatát humán pluripotens eredetű neurális progenitor sejteken Dr. Erdei 

Zsuzsa folytatta (egy PD OTKA keretében, szakmai irányításom mellett). Ezen munkák 

mellett az ABCG2 transzkripciós szabályozásának feltárásában együttműködtünk Dr. 

Orbán Tamás kutatócsoportjával [168, 169]. A doxorubicin szívtoxikus hatását is tovább 

vizsgáltuk Dr. Földes Gáborral és közös PhD hallgatónkkal, Berecz Tündével, bizonyítva a 

YAP-TAZ útvonal fontosságát a folyamatban [170]. Ezeknek a munkáknak a bemutatása 

azonban túlmutatna a dolgozat keretein. 

 

* 

 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*Hollerbach Emil grafikája 
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4.3. Milyen a pluripotens őssejtek kalcium szignalizációja és milyen módszerekkel 

érdemes ezt vizsgálni? 

Az in vitro jelátviteli kutatások elsősorban rákos sejtvonalakon folynak, ami a tumoros 

megbetegedések megértésében és gyógyítási lehetőségeinek feltárásában jelentős fejlődést 

hozott. A rákos sejtekben azonban a jelátviteli útvonalak sérülhetnek, vagy a részvételük a 

sejtválasz kialakulásában jelentősen megváltozhat, így a fiziológiás folyamatok 

megértéséhez más megközelítések is szükségesek. A humán pluripotens őssejtek új 

lehetőséget jelentenek a jelátvitel utak feltárásában, a fiziológiás sejtműködés és a 

differenciálódás során is. Amikor kutatásainkat ebben az irányban elkezdtük, igen kevés 

adat állt rendelkezésre a kalcium jelátviteli utakról és a különböző ligandumokra vagy 

stresszhelyzetekre adott kalciumválaszokról pluripotens őssejtekben és azok differenciált 

utódaiban. Ez részben annak volt köszönhető, hogy e sejttípusok tenyésztése speciális 

körülményeket és szaktudást igényel, továbbá a szuboptimális tenyésztési körülmények 

okozta részleges differenciálódás során gyorsan megjelenő morfológiai és funkcionális 

változások is nehezítik a mérések értelmezését és reprodukálhatóságát. Ezen felül az 

intracelluláris kalciummérések módszertani problémái sem könnyítették a kutatók dolgát.  

4.3.1. Kalcium szignálok humán pluripotens őssejtekben 

  (vonatkozó fontosabb közlemény: Apáti et al. Mol Cell Endocrinol. 2012)  

Az első tanulmányunk bevezető részében összefoglaltuk a humán pluripotens őssejtekben 

és differenciált származékaikban addig megjelent, kalcium jelátvitellel kapcsolatos 

adatokat. Áttekintettük a különféle vizsgálati módszereket és elemeztük a vizsgálatok 

előnyeit és hátrányait. Érdekes módon már az egér embrionális őssejtekről is csak kevés 

adat állt rendelkezésre [171-173], de a humán pluripotens őssejtekről csupán egy 

részeredmény volt elérhető. Ebben a hESC-kből differenciáltatott neuronok kalcium 

jelátviteli utjait vizsgálva megállapították, hogy válaszul az ATP és a Dopamin D(2) 

receptor aktivációra a differenciálatlan hESC-k az intracelluláris raktárakból kalciumot 

mobilizáltak, miközben nem volt megfigyelhető a raktárak ürüléséhez köthető kalcium 

beáramlás [174]. Hogy ezt az információhiányt pótoljuk, első munkákban a kalcium jeleket 

vizsgáltuk hESC-kben és differenciált származékaikban; mezenchimális őssejt-szerű 

(MSCl) sejtekben és szívizomsejtekben, Fluo-4 fluoreszcens kalciumindikátor és 

konfokális mikroszkópia segítségével. Itt a pluripotens őssejtek példáján mutatom be a 

mérési technikát és a kapott eredményeket.  

Ahhoz, hogy a kalcium jelek dinamikáját részletesebben megvizsgáljuk, kalibrációt 

alkalmaztunk; a mérés végén a maximális fluoreszcenciát (Fmax) magas koncentrációjú (5 
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μM) ionomicin jelenlétében, a nem komplexált festék maradék fluoreszcens jelét (Fmin) a 

kalciumot eltávolító EGTA hozzáadása mellett mértük. A raktárak ürüléséhez köthető 

kalcium beáramlást (SOCE) úgy vizsgáltuk, hogy az indukáló szert gyakorlatilag 

kalciummentes tápközegbe (0,1 μM szabad kalcium) adtuk hozzá a sejtekhez, majd a jel 

lecsengése után a kalcium szintet 2 mM-ra emeltük CaCl2 hozzáadásával. A 25. A ábrán a 

celluláris kalciumkoncentráció százalékos növekedését mutatjuk be, valamint a sejt szabad 

kalciumszintjeit a Fluo-4 Kd-Ca
2+

-értéke (0,7 μM, citoplazmatikus körülmények között) 

alapján számolva (ez csak közelítő érték mivel a citoplazmatikus Kd érték sejttípustól 

függően változhat). A B panel a raktárak ürüléséhez köthető kalcium beáramlást (SOCE) 

demonstrálja.  

 

25. ábra Az A és B panelen látható, hogy a HUES9 sejtek kifejezett kalcium jelet mutattak az ATP-

re mind külső kalcium jelenlétében, mind annak hiányában. Az ATP adás utáni gyors 

citoplazmatikus kalciumszint emelkedés a raktár ürülése által működtetett kalciumcsatornák 

működését jelzi a HUES9 sejtekben.  

A következő táblázatban (3. táblázat) néhány jól jellemzett ligandum hatását mutatom be 

HUES9 és MSCl sejtekben. Esősorban olyan „ősi” típusú receptorfajtákra koncentráltunk, 

amelyek az eukariótákban konzerváltak és így potenciálisan a differenciálatlan sejtekben is 

jelen vannak. Ezek közé tartozott az LPA, ami GPCR-Gq útvonalon keresztül indukál 

kalcium jelet [175], a trombin és a tripszin, amelyek proteáz-aktivált receptorokon (PAR) 

keresztül hatnak [176], a hisztamin, ami a H1 receptor aktiválásán keresztül mobilizálja a 

kalciumot [177, 178], az angiotenzin II, ami 7 TM típusú AT1 receptort aktivál  [179] és a 

GABA, amelyről korábban bemutatták, hogy egér ESC-ben indukálja a kalcium jelátvitelt 

[172].  
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3. táblázat Különböző indukálószerek által kiváltott kalcium jelek összefoglalása HUES9 

(hESC) és HUES9 sejtekből származó mezenchimális őssejt-szerű (MSCl) sejtekben. 

SOCE: a raktárak ürüléséhez köthető kalcium beáramlás (Store Operated Calcium Entry). 

A kapott eredmények összefoglalásaként elmondható, hogy az ATP csak a hESC-kben 

indukált kalcium jelet, az LPA és a tripszin gyors és kifejezett kalciumjeleket 

eredményezett mind a HUES9, mind az MSCl sejtekben. Az angiotenzin II kismértékű 

kalciumválaszt indukált a HUES9 sejtekben, és sokkal nagyobbat az MSCl sejtekben. A 

hisztamin teljesen hatástalan volt a HUES9 sejtekben, míg erőteljes kalciumjelet indukált 

az MSCl sejtekben, amit a sejtek nagy részében oszcilláló kalcium jelek követtek. A 

trombin vagy a GABA még viszonylag magas koncentrációban sem váltott ki kalcium jelet 

a hES sejtekben, míg a trombin az MSCl sejtekben kalcium jelet okozott. A raktárak 

ürüléséhez köthető kalcium beáramlást mindkét sejttípusban detektálni tudtuk (3. táblázat 

és 25.B ábra). Ez az eredményünk nincs összhangban az előzőleg említett vizsgálattal 

[174], ahol azt találták, hogy ATP adását követően csak a belső kalcium raktárakból 

mobilizálódik a kalcium. Mivel a raktárak ürüléséhez köthető kalcium beáramlás nagyon 

általános fiziológiás funkciókhoz köthető (mint például a sejtosztódás lásd [180]) és egér 

embrionális őssejtekben bizonyították is a SOCE és a folyamatban résztvevő fehérjék 

jelenlétét [181], így valószínűsíthető, hogy az általunk bemutatott eredmények közelebb 

állnak a fiziológiás folyamatokhoz, mint azt korábban leírták [174].   

A továbbiakban bemutattuk, hogy a dajkasejteken tenyésztett pluripotens sejtek esetében a 

dajkasejtben is kiváltódhat kalcium jel, ami dinamikájában különbözik az őssejt jeleitől 

(26.A ábra). Ezért azt javasoltuk, hogy ezeket a jeleket morfológia alapján elkülönítve 

érdemes vizsgálni, azaz az őssejt jeleinek vizsgálatához csak az őssejt-csomókat kell 

figyelembe venni (26.B ábra). 
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26. ábra ATP-indukált kalcium jel humán embrionális őssejteken (HUES9) és egér dajkasejtekben 

(MEF) sejtekben. A kalcium jeleket Fluo-4-tel töltött sejtekben mértük, konfokális mikroszkóp 

segítségével. (A) A HUES9 és MEF sejtek kalciumjeleinek kalibrált értékei a B panelen látható 

kijelölés alapján. Ha a kalcium jelek maximumát (ionomicin és kalcium jelenlétében) hasonló 

szintre állítjuk, az ATP-re adott jel a MEF sejtek esetében (sárga jelölés) nagyobbak, mint a 

HUES9 sejtekben (piros jelölés). Az ATP (100 μM), ionomicin (5 μM) vagy EGTA (a 10 mM) 

hozzáadását nyilak jelzik. 

A mikroszkópos technika arra is lehetőséget nyújtott, hogy elkülönítsük a különböző 

sejtalkotókban megjelenő kalciumjeleket. Így azt is megmutattuk, hogy a Fluo-4 magi 

felhalmozódása nem változtatja a különböző indukálószerekre adott válasz lefutását (lásd 

még [99]); a citoplazmában mérhető jelek kisebb intenzitásúak ugyan, azonban a lefutásuk 

pontosan megfelel a sejtmagban mérhető jeleknek (és így a kettő összegezve is 

reprezentálja a kalcium jeleket).  

Összefoglalva elmondhatjuk, hogy sikerült a Fluo-4 fluoreszcens kalciumindikátor és a 

konfokális mikroszkópia segítségével megvalósítani a kalcium szint érzékeny és 

megbízható mérését hES és MSCl sejtekben. A kalciumérzékeny festékek alkalmazásának 

azonban hátrányai is vannak, mint a töltési eljárás reprodukálhatósága, az acetoxi-

metilészterhez (AM) csatolt festék hasításkor megjelenő termék toxicitása, a festék 

egyenetlen eloszlása a sejtek között és egy adott sejten belül is, a fotoelhalványodási 

(bleaching) problémák, és a festékek különböző dinamikus tartományai, amelyek a 

mérések sztenderdizálását nehezítik. Az egyik lehetséges megoldás ezen problémák 

leküzdésére a genetikailag módosított kalcium-érzékelők használata. Ezért a következő 

kísérleteinkben a Fluo-4 kalciumindikátor mellett, a kalcium-érzékelő fehérjék egy 

változatát, a GCaMP2-t is használtuk, hogy összehasonlítsuk a két kalciumindikátor 

segítségével mérhető jeleket.  
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4.3.2. Kalcium szignálok mérése genetikailag tervezett kalcium indikátorfehérjék 

segítségével 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: Apáti et al. Cell Signal. 2013) 

A hESC-kbe a GCaMP2 stabil kifejeződését SB transzpozonos génbeviteli technikával 

valósítottuk meg, mivel ez a módszer hatékonynak bizonyult a korábbi vizsgálatainkban is 

[116]. GCaMP2-t stabilan kifejező sejtvonalakat állítottunk elő (hESC-GCaMP2) és 

megállapítottuk, hogy a transzgén sem a pluripotens tulajdonságokat (morfológia (lásd 27. 

C ábra felső panel), SSEA4, Oct4 és Nanog kifejeződés) sem a differenciációs képességet 

nem változtatta meg. Ezután a jól ismert kalcium-mobilizáló szerek által kiváltott kalcium 

jeleket mértük, mind a GCaMP2-t kifejező, mind a Fluo-4-gyel töltött parentális 

pluripotens őssejtekben. A differenciálatlan hES-GCaMP2 sejtekben a különböző 

ligandumok, ATP, LPA, tripszin vagy angiotenzin II által indukált kalcium jelek hasonlóak 

voltak a Fluo-4-tel töltött sejtekben tapasztaltakhoz (27.A ábra). Az intracelluláris 

kalciumszint változások pedig szignifikánsnak bizonyultak az összes indukáló ágens (ATP, 

tripszin, LPA, angiotenzin II) esetében (27.B ábra). A korábbi eredményeknek megfelelően 

sem a trombin, sem a hisztamin, sem a GABA nem váltott ki kalcium jelet. Ezekben a 

kísérletekben az átlagos jelszinteket mértük egymástól független hESC-csomókban, és a 

Fluo-4 töltött sejttenyészetekben az adatfeldolgozás során kizártuk a környező dajkasejtek 

(MEF) kalciumszint-változásait (27.C ábra). A hESC csomókban a kalcium jelek 

alapvetően hasonlóan alakultak mindkét alkalmazott fluoreszcens kalcium indikátor 

(GCaMP2 vagy Fluo-4) esetében, a jelek intenzitásában és dinamikájában azonban 

nyilvánvaló különbségek mutatkoztak, feltehetően az indikátorok eltérő dinamikus 

tartománya miatt (27.A és B ábra). A kalcium jelek sejtszintű változásainak és az 

indikátorok sejten belüli eloszlásának vizsgálatára nagyobb nagyításokat alkalmaztunk 

(lásd 28. ábra). Az élő sejtek magjait Hoechst 33344 (Hst) festékkel jelöltük és a GCaMP2 

vagy Fluo-4 fluoreszcenciájának változásait párhuzamosan rögzítettük ugyanazokban a 

sejtekben (28.A és B ábra, alsó panelek). 
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27. ábra: Kalcium jelek összehasonlítása szülői és GCaMP2-t kifejező pluripotens HUES9 

sejtcsomókban. (A) A kalciumjeleket HUES9-GCaMP2 (fekete vonal) sejtekben vagy Fluo-4-AM-

mel töltött HUES9 sejtekben (szürke vonal), pluripotens körülmények között, egér dajkasejteken 

növesztve, konfokális mikroszkóppal mértük. Az ATP (100 μM), alacsony koncentrációjú tripszin 

(2,5 μg/ml) és ionomicin (5 μM) hozzáadását a megfelelő nyilak jelzik. A kalcium-függő 

intracelluláris fluoreszcencia maximális és minimális szintjét ionomicin jelenlétében, illetve 

feleslegben lévő EGTA hozzáadása után határoztuk meg. A fluoreszcencia adatokat az 

intracelluláris kalciumszintek kalibrált tartományára (Fmax-Fmin) normalizáltuk. A görbék három 

független kísérletben mért 30 sejt átlagát (±SD) mutatják. (B) Különféle indukáló szerek hatása a 

Fluo-4 és a GCaMP2 indikátorok segítségével meghatározva. A relatív fluoreszcens intenzitást az 

intracelluláris kalciumszintek kalibrált tartományára (Fmax-Fmin) normalizálva adtuk meg. Az 

értékek az átlagot ± S.E.M. mutatják 5 független kísérletből. A szignifikancia szinteket Student T-

próbával számítottuk ki; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. (C) Konfokális mikroszkópos 

felvételek a HUES9-GCaMP2 (felső panel) és a Fluo-4-gyel töltött HUES9 sejt (alsó panel) 

sejtcsomókról. Az elemzésbe bevont területek sárga vonalakkal vannak jelölve. Az egér 

dajkasejteket (MEF) kizártuk az elemzésből a Fluo-4-tel töltött minta esetében (alsó panel). 
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28. ábra A kalciumjel eloszlása a sejtmagok és a citoplazma között HUES9-GCaMP2 (A) és Fluo-

4-tel töltött HUES9 (B) sejtekben. A kalcium jeleket pluripotens körülmények között növesztett 

sejteken mértük. A sejtmagokat Hoechst33342-vel (piros) jelöltük meg. A konfokális felvételek 

elemzésekor a sejtmagok (sárga körökkel jelölve) és a citoplazma (piros körökkel jelölt) területén 

mért intenzitásokat vettük figyelembe (A és B. panelek alsó részei). A kalcium jelet indukáló szerek 

hozzáadását nyilak jelzik. Az ATP és az ezt követő tripszin és ionomicin hozzáadását követő 

kalciumjelek a citoplazmában (fekete vonal) és a sejtmag területén (szürke vonal). A fluoreszcens 

intenzitást a jelzett kezelések utáni maximális értékek meghatározásával számítottuk ki. Az értékek 

az átlagot ± S.D. 3 független mérésből. A szignifikancia szinteket a Student T-próbával számítottuk 

ki; *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001. 

Amint az a 28. ábrán látható a GCaMP2-t kifejező HUES9 sejtek esetében a kalciumfüggő 

fluoreszcencia változások a citoplazmatikus régiókban lényegesen nagyobbak voltak, mint 

a magi területeken (28.A ábra, felső és középső panelek). Ezzel szemben a Fluo-4-el töltött 

HUES9 sejtekben pontosan ellentétes tendenciát tapasztaltunk: a kalciumkoncentráció 

változásaira adott fluoreszcencia válaszok sokkal nagyobbak voltak a sejtmagban, mint a 

citoplazmatikus régiókban (28.B ábra, felső és középső panelek). Ugyanakkor a kalcium 

jel mindkét kompartmentben és mindkét indikátor esetében hasonló intenzitású és lefutású 

volt. 
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A humán pluripotens őssejtek kalcium szignalizációjának feltárásban tett úttörő 

vizsgálataink megalapozták a méréstechnikai alapokat, feltárták a hPS sejteken működő 

Ca
2+

 mobilizáló mechanizmusok egy részét, amelyeket későbbi kutatások is megerősítettek 

[181-187]}. Azt, hogy a Ca 
2+

 -függő jelátviteli útvonalak hogyan szabályozzák az őssejtek 

önmegújulását és pluripotenciáját egy összefoglaló cikkben [188] tárgyaltuk és a 29. ábrán 

foglalam össze.  

 

 

29. ábra A humán pluripotens őssejtekben kulcsfontosságú szabályozási útvonalak, amelyek 

kapcsolhatók a kalcium jelátvitellel. 

Amíg a pluripotens őssejtek kalcium jelátviteléről csak korlátozottan álltak rendelkezésre 

adatok, addig a hPSC-eredetű, differenciált sejttípusok (különösen a neuronok [174] és a 

kardiomiociták [189]) felhasználásával nagy számban végeztek kalcium jelátviteli 

vizsgálatokat [190]. 

Vizsgálataink idején a szívizom irányú differenciáció vizsgálata elsősorban az EB alapú 

spontán differenciációkor keletkező szívizomsejtek szelekcióján alapult. Mechanikusan 

kiemelt dobogó szívizomtelepeken nekünk is sikerült megmutatnunk, hogy az 

összehúzódás és a citoplazmatikus kalcium szint összehangoltan működik, illetve az 

adrenalin indukáló és a verapamil gátló hatását is sikerült demonstrálnunk (30.A ábra). A 

hES-GCaMP2 sejtekből differenciált szívizom telepeket a spontán kontrakciók és Ca
2+
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oszcillációk alapján lehetett felismerni, így nem feltétlenül volt szükség a dobogó terület 

mechanikus kiemelésére. Az ilyen, konfokális kamrában differenciálódó szívizomtelepen 

mértük a koffein hatását a Ca
2+

 tranziensekre (30.B ábra). 

 

 

30. ábra Kalcium jelek mérése humán ESC-eredetű kardiomiocitákban – az adrenalin, a verapamil 

és a koffein hatása. (A) A kalcium jeleket Fluo-4-tel töltött hESC eredetű kardiomiocitákban 

mértük, konfokális mikroszkóp segítségével. Az adrenalin (10 μg/ml) és a verapamil (1,5 μM) 

hozzáadásának idejét a megfelelő nyilak jelzik. A grafikonon a szívizomsejtek [Ca2+]i és 

sejtmozgásának időbeli lefutását ábrázoltuk (a fluoreszcens és az áteső felvételek adatait 

elemeztük). A sejtösszehúzódás és a kalcium-függő fluoreszcencia intenzitás párhuzamos elemzése 

azt mutatta, hogy az adrenalin hozzáadása után az összehúzódások és a kalcium jelcsúcsok 

nagysága is gyorsan megemelkedik. A verapamil adása az intracelluláris kalcium szint 

csökkenéséhez és a spontán összehúzódások leállásához vezetett. (B) A koffein hatását HUES9-

GCaMP2 eredetű kardiomiocitákban mértük. A fluoreszcencia adatok elemzése a koffein 

hozzáadása (ezt a nyíl jelzi) után a kalcium tranziensek megnövekedett amplitúdóját és 

gyakoriságát mutatja. A koffein hatása átmenetinek bizonyult, és a kalcium jelek három perc 

elteltével visszatértek az alap intenzitásra és frekvenciára. 

A pluripotens őssejtből származó szívizomsejteken végzett vizsgálataink további 

bizonyítékul szolgáltak ahhoz, hogy ezek a szívizomsejtek fiziológiai tulajdonságaikat 

tekintve közel állnak a humán szívizomsejtekhez. A szívizom irányú differenciációs 

protokollok hatékonyabbá válásával [191-193] a nagy áteresztőképességű rendszerek 

használata és a klinikai minőségű szívizomsejtek előállítása is lehetővé vált. A 

gyógyszergyártók növekvő érdeklődése ezen sejtek gyógyszer-hatékonysági és 

toxikológiai vizsgálatokhoz való felhasználása iránt arra utal, hogy ezek a humanizált 

platformok növelhetik a hatékonyság előrejelzését és csökkenthetik a gyógyszerfejlesztési 

költségeket, ezentúl alternatívát jelentenek az állati eredetű sejtekkel szemben [194, 195]. 
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Mi a szívizommal kapcsolatos kutatásinkat a szívprogenitor sejtek vizsgálatára [123], a 

jelenleg szívizom modellként használt sejtvonalak transzkriptomikai és fenotipikus 

összehasonlítására [196] és egy kalcium indikátort kifejező, patkánymodell [2] 

fejlesztésére használtuk fel. 

A humán pluripotens őssejtvonalak felfedezését követően, a szívizom mellett a különböző 

neurális sejttípusok kutatása is új lendületet kapott. Mivel az idegsejtek működésében a 

kalcium számos életfontosságú folyamatot szabályoz, mint az ingerület átvitel, az 

excitotoxicitás, a szinaptikus jelátvitel, a génexpresszió és a sejthalál [197], már a 

kezdetektől viszonylag sok adat állt rendelkezésre a humán pluripotens őssejtekből 

nyerhető neurális sejtek jellemzésére [99]. Első munkáinkban [99, 121] a spontán 

differenciálódó őssejtkultúrából mechanikusan eltávolított neurális progenitor populációk 

(ún. rozetták) további differenciáltatásával nyert neurális sejteken vizsgáltuk a kalcium 

jeleket, a kalciumérzékeny festék Fluo-4, illetve a genetikailag módosított 

kalciumindikátor fehérje GCaMP2 segítségével. A kísérletek során azt tapasztaltuk, hogy 

mindkét módszerrel mérhetők a ligandum aktiválta kalcium jelek, de a Fluo-4 igen 

toxikusnak bizonyult (főleg hosszabb idejű mérésekkor), míg a GCaMP2 a spontán 

kalcium gradiensek követésére nem volt elég gyors dinamikájú. Ezenkívül, a spontán 

differenciációval létrehozott neurális kultúrák elég változatos morfológiát mutattak és a 

mérések ismétlésekor kapott eredmények is nagyon szórtak.  

4.3.3. Kalcium szignalizáció vizsgálata genetikailag tervezett kalcium indikátorfehérjék 

segítségével hPSC –eredetű idegsejtekben 

  (vonatkozó fontosabb közlemény: Vőfély et al. Mol Cell Neurosci. 2018) 

A fent említett problémákra két metodikai fejlesztéssel találtunk megoldást; egyrészt 

irányított differenciációt használtunk, hogy a differenciált tenyészetek heterogenitását 

csökkentsük és a reprodukálhatóságot növeljük. Másrészt, hogy a kalcium jelátvitelt 

festékfeltöltés nélkül tudjuk vizsgálni, stabilan expresszáltunk, egy idegsejtek kalcium 

jeleinek mérésére tovább fejlesztett kalciumindikátor fehérjét (GCaMP6fast) az NPC-kben 

a SB transzpozon rendszerrel.  

Egy akkoriban közölt protokoll alapján (és Dr. Réthelyi János segítségével) hippokampális 

neurális progenitor (NPC) tenyészeteket hoztunk létre humán iPSC-kből, majd ezeket 

tovább differenciáltattuk hippokampális szemcsesejtekké (DG neuronokká) [119]. Azért 

választottuk ezt a sejttípust, mert a hippokampális sejtek vizsgálata nagyon érdekes több 

szempontból is; az idegrendszeri betegségek őssejt-alapú terápiájakor progenitor sejteket 

használnak [67], a hippokampuszban felnőtt korban is neurogenezis folyik [198], illetve a 
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hippokampusz működési zavarait több betegségben is kimutatták [199]. Így a 

hippokampális sejtek érésének vizsgálata hozzásegíthet a hippokampusz működésének és 

működési zavarainak megértéséhez, ami a betegségek gyógyításában nagy segítséget 

nyújthat.  

A stabil GCaMP6f expressziót az NPC állapotú sejtekbe egy CAG-GCaMP6fast-CAG-

puromycin kazetta bevitelével valósítottuk meg. A GCaMP6f kifejeződése nem volt 

hatással sem az NPC-k génexpressziós mintázatára, sem a morfológiájára, sem pedig az 

idegi differenciálódási képességre (31. ábra).  

 

31. ábra Szülői és GCaMP6f-ot kifejező neurális progenitorok (NPC) és neuronok (neu) jellemzése. 

(A) A grafikon az iPSC, a szülői és a GCaMP6f-ot expresszáló NPC-k és a 4 hetes differenciálódó 

neuronok mRNS-expressziós profilját mutatja. A különböző differenciációs állapotra jellemző 

markergének expressziós szintjét az RPLP0 háztartási génhez viszonyítottuk. Az Oct4 és a Nanog a 
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pluripotens, a Sox2 és a Nestin a progenitor, míg a NeuroD1, a PAX6 és a PROX1 a neuronok 

markerei. (B-F) Az NPC-k (B-C) és a differenciált neuronok (D-F) vizsgálata immuncitokémiával. 

A mintákat a sejttípusoknak megfelelő specifikus fehérjéket felismerő antitestekkel festettük; Nestin 

(zöld) és SOX2 (piros) az NPC-k esetében, MAP2 (piros vagy szürke), CALBINDIN (szürke) és 

PROX1 (piros) a neurális sejttípusokhoz. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettük. 

A GCaMP6f-ot expresszáló illetve a Fluo-4 kalciumindikátor festékkel töltött NPC-k 

funkcionális tulajdonságainak összehasonlítása érdekében a kalcium jeleket részletesen 

jellemeztük. Azt találtuk, hogy az ATP, LPA vagy tripszin által indukált kalcium jelek 

hasonlóak mindkét módszer esetében, mind a válaszoló sejtek számát, mind a jelek 

nagyságát és lefutását tekintve (32. ábra).  
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32. ábra A szülői és a GCaMP6-ot expresszáló NPC-k kalciumjeleinek összehasonlítása.(A-B) 

Reprezentatív konfokális mikroszkópos képek és kalcium mérések Fluo-4-el töltött NPC-k (A) vagy 

GCaMP6-ot expresszáló NPC-k (B) esetében. A grafikonon a szignálintenzitás átlagértékeket ± SD 

mutatjuk be (A: n=200, B: n=129). A kalciumjeleket ATP (100 μM), LPA (10 μM), alacsony 

koncentrációjú tripszin (2,5 μg/ml) és ionomicin (5 μM) hozzáadásával mértük - a szerek 

hozzáadását a megfelelő nyilak mutatják. A kalcium-függő fluoreszcencia maximális és minimális 

szintjét ionomicin jelenlétében, illetve feleslegben lévő EGTA hozzáadása után határoztuk meg, és 

a celluláris kalciumszinteket erre a kalibrált tartományára (Fmax–Fmin) normalizáltuk. (C-D) 

Különböző indukálószerek hatása a reagáló sejtek számára (C) és a kalciumjel intenzitására (D) a 

Fluo-4-tel töltött és a GCaMP6-ot expresszáló NPC-k esetében. A reagáló sejtek számát úgy 

számítottuk ki, hogy meghatároztuk azon sejtek számát, amelyek több mint 10%-os emelkedést 

mutattak az alap kalciumszinthez képest. A relatív fluoreszcens intenzitást a kezelések utáni 

maximális értékek meghatározásával számítottuk ki, a celluláris kalciumszintek kalibrált 

tartományára (Fmax–Fmin) normalizáltuk, az A panelen leírtak szerint. Az értékek 3 független 

kísérlet (Fluo-4: n1=265, n2=200, n3=181, GCaMP6: n1=82, n2=77, n3=129) szignálintenzitás 

átlagértékeit±SD mutatják. Egyik esetben sem találtunk szignifikáns különbséget a Fluo-4-tel töltött 

és a GCaMP6-ot expresszáló sejtek között (kétmintás t-teszt, p>0,05). (E-F) A grafikonok olyan 

egyedi sejtek reprezentatív kalcium jeleit mutatják, amelyek kalcium-oszcillációt mutatnak ATP, 

LPA és tripszin hozzáadása után a Fluo-4 töltött (E) és GCaMP6-ot expresszáló (F) NPC sejtek 

esetében. 

Ezt követően a hippokampális NPC-kből PROX1-et expresszáló DG neuronokat 

differenciáltattunk és a 4-5 hetes differenciálódó kultúrákon vizsgáltuk a kalcium jeleket, 

amint az a 33. A és B ábrákon látható. Azt találtuk, hogy a differenciált DG neuronok 

teljes mértékben (gyakorlatilag 100%-ban) kifejezett kalcium jellel reagálnak a KCl okozta 

membránpotenciál változásra és spontán aktivitást is mutattak, ami a differenciálódás során 

kialakult összetett neuronhálózatot jól érzékelteti. Az egyes idegsejtekben megfigyelt 

gyors, részlegesen kapcsolt, spontán kalcium tranzienseket 100 µM tetrodotoxin (TTX - 

egy feszültségfüggő nátriumcsatorna-blokkoló) teljesen megszüntette, mind a GCaMP6-ot 

expresszáló, mind a Fluo-4 töltött neuronokban. A TTX-el szembeni érzékenység azt 

mutatja, hogy ezekben az idegsejtekben a spontán kalcium aktivitás akcióspotenciál függő. 

A GCaMP6-ot expresszáló neuronokban magasabb fluoreszcencia jelintenzitást figyeltük 

meg Fluo-4-tel töltött társaikhoz képest, azonban ez a különbség nem bizonyult 

szignifikánsnak. 
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33. ábra A szülői és a GCaMP6-ot expresszáló neuronok kalciumjeleinek összehasonlítása (a 

differenciálódás 5 hetében). (A-B) A reprezentatív konfokális mikroszkópos képeket és a kalcium 

jeleket bemutató grafikonokat a Fluo-4 töltött vagy a GCaMP6-ot expresszáló neuronokban 

vizsgáltuk, a fekete görbék az átlagértékeket mutatják, míg a szürke görbék az egyedi neuronok 

válaszait. Az 50 mM KCl (A, n=110/ B, n=109) vagy 100 µM TTX (A, n=13/ B, n=17) hozzáadását 

a megfelelő nyilak jelzik.  

A GCaMP6 expressziónak egyik legfontosabb előnye, hogy hosszú távú, folyamatos 

kalcium-jelátviteli vizsgálatokat lehet végezni ugyanazokkal progenitor és neuron 

tenyészetekkel, így követhető például a differenciáció előrehaladása. Ezt az egyes 

idegsejtek spontán kalcium-jeleinek vizsgálatával a 34. ábrán mutatom be. 
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34. ábra Spontán kalciumtranziensek követése szülői és GCaMP6-ot expresszáló neuronokban. 

Spontán kalciumtranzienseket mutató egyedi sejtek reprezentatív kalcium jelei (ROI 1-3), Fluo-4 

töltött és GCaMP6-ot kifejező neuronokban. 

A kalciumindikátor fehérje jelenléte lehetővé tette, hogy az idegsejtek érési folyamatát a 

kalcium jel változásainak érzékeny, ismételhető detektálása során kövessük. 

Összefoglalva, megmutattuk, hogy az in vitro differenciáltatott, genetikailag módosított 

kalciumindikátor fehérjét (GCaMP6fast) stabilan kifejező humán PSC eredetű 

hipokampális NPC-k és a neurális tenyészetek alkalmasak a kalcium jelátvitel 

tanulmányozására. A GCaMP6-ot expresszáló NPC-ken és neuronokon ismételt 

funkcionális vizsgálatok végezhetők, új és hatékony kísérleti rendszert biztosítva a 

fejlődésbiológiai, farmakológiai és toxikológiai vizsgálatokhoz. Eredményeinkkel 

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



83 
 

hozzájárultunk, hogy a hPSC-ből differenciáltatott idegi sejttípusok vizsgálata egyre 

szélesebb körben elfogadott és használt technika legyen [200-202]. 

Bár a hPSC-eredetű NPC-k és neuronok alkalmazhatósága a neurogenezis vizsgálatában és 

a gyógyszerfejlesztésben, valamint az fiziológiásan előforduló sejttípusokkal való 

hasonlósága továbbra is vita tárgyát képezi [203, 204], egyre több adat áll rendelkezésre 

arról, hogy ezek a modellek sikeresen alkalmazhatók az agy fejlődésének [205] és a 

különböző betegségek patomechanizmusának [206] megértésében. Bevezetésük a humán 

toxikológiai vizsgálatokba [207] és alkalmazásuk az őssejt-alapú terápiákban [208] is egyre 

közelebbi célnak tűnik. Az egyszerű 2D in vitro rendszerek, mint amit a fenti cikkünkben 

bemutattunk, szolgálhatnak első szűrési eszközként, de bizonyos, hogy a megbízhatóbb, 

reprodukálhatóbb és szélesebb körben érvényes adatok létrehozásához bonyolultabb, 

többsejtű organotipikus modellekre van szükség. A közelmúltban kifejlesztett 

háromdimenziós kultúrák (agyi organoidok) és a mikrofluidikai eszközök (chip 

technológiák) kiválóan alkalmasak az emberi szervek összetettségét modellezni  [200, 209, 

210].  

A fent bemutatott módszereket azóta is sikeresen használjuk. és több betegség hPSC alapú 

modelljét is vizsgáljuk a segítségükkel, mint például a skizofrénia [127, 211], a DiGeorge 

szindróma [125, 126] vagy a doxorubicin indukálta szívizom elhalás [170] modellje. Ezen 

eredmények egy részét közöltük, egy része még megírásra vár, és ebben a dolgozatban 

részletesebben nem térek ki rájuk. Terveink között szerepel, hogy az organoid technika 

segítségével a modelljeinket tovább finomítsuk, amihez nagy segítség lesz 

együttműködésünk Dr. Szebényi Kornéliával (aki PhD dolgozatát a laborunkban végzett 

munkájából írta és a téma szakértőjévé vált posztdoktori évei alatt). 

* 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

*Hollerbach Emil grafikája 
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4.4. Pluripotens őssejt eredetű mezenchimális őssejtek jellemzői és felhasználási 

lehetőségeik 

4.4.1. Pluripotens őssejt eredetű mezenchimális őssejtek immunológiai tulajdonságai 

(vonatkozó fontosabb közlemény: Varga et al. Biochem Biophys Res Commun. 2011.)  

A pluripotens őssejtekből elméletben minden testi sejt létrehozható és a 

laboratóriumunkban mi is többféle differenciációs protokollt honosítottunk, fejlesztettünk 

és optimalizáltunk (mezenchimális őssejt [117, 118, 212]; szívizomsejt [116, 121, 123, 

213], idegsejt [124, 127, 211, 214], endotél sejt [114] és hepatocita [215, 216] irányba). 

Ezek közül kiemelem, és itt bemutatom azokat a munkákat, amelyekben pluripotens 

őssejtből multipotens mezenchimális őssejteket hoztunk létre és használtunk 

betegségmodellezésre. Teszem ezt azért, mert ezt a differenciós protokollt mi fejlesztettük 

ki és sikeresen használjuk azóta is. 

Első célunk egy olyan dajkasejtként használható humán sejtvonal létrehozása volt, amely 

korlátlanul hozzáférhető és riporter fehérjét is hordoz, hogy az őssejtektől könnyen 

elkülöníthető legyen. A hES sejtek fenntartására többféle olyan dajkasejt típust is 

használtak, amelyek biztosították az őssejtek pluripotenciájának megőrzését, ugyanakkor 

korlátaik is voltak. A primer sejttípusok a MEF (egér embrió eredetű) illetve a humán 

forrásból származók (pl. csontvelői sejtek [217] vagy köldökzsinór eredetű sztrómasejtek 

[218]) biztosítása korlátozott és az átfertőzés veszélye is jelentős [219]. A humán előbőrből 

készített immortalizált fibroblaszt sejtvonalon való tenyésztés részmegoldást jelentett 

[220], az autológ dajkasejtek használata pedig még a humán patogének átvitelének 

kockázatát is kiküszöbölte. Itt azonban jelentős technikai probléma volt az őssejtek és a 

humán dajkasejtek megkülönböztetése/elválasztása. Ezért HUES9 őssejtekből olyan 

sejteket (MSCl) differenciáltattunk, amelyek dajkasejtként használhatóak a kiindulási 

HUES9 sejtek tenyésztésére. A differenciációs protokoll nagyon egyszerű volt, a spontán 

differenciáció során létrejött fibroblaszt-szerű sejteket limitált tripszinezéssel és néhány 

átültetéssel homogénné lehet tenni. Az így létrehozott MSCl sejtekből harmadik generációs 

lentivírus segítségével eGFP-t stabilan kifejező sejteket hoztunk létre, amelyeket jól el 

lehetett különíteni az őssejtektől, mind mikroszkópiás, mind flow citometriás 

vizsgálatokban. Először ellenőriztük, hogy az eGFP-MSCl sejtek a MEF-hez hasonlóan 

támogatják-e a hES sejtek növekedését és pluripotens állapotát (35. ábra A és B). 
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35. ábra: Különböző dajkasejteken tenyésztett HUES9 sejtek pluripotencia markerei A HUES9 

sejteket mitomicin kezelt MEF (A) vagy MSCl-2-GFP (B) feeder sejteken tenyésztettük két napig 

nyolclyukú konfokális kamrában majd fixáltuk és festettük a következő pluripotencia markerekre: 

Oct4, SSEA4, PODXL (piros). A differenciálatlan sejtmarkerekre specifikus antitestek csak a 

HUES9 csomókat festették meg, míg a MEF vagy MSCl-2-GFP sejtek nem mutattak festődést 

ezekkel a markerekkel. A sejtmagokat DAPI-val (kék) festettük. 

A létrehozott MSCl klónok közül a „2” számú bizonyult a legsikeresebbnek (MSCl-2). 

Előnyös növekedési tulajdonságai (passszázs 30-ig nem mutatta a szeneszcencia jeleit) és 

stabil morfológiája miatt ezt a vonalat kezdtük el részletesebben vizsgálni. Morfológiája 

alapján arra gyanakodtunk, hogy nem „egyszerű” fibroblaszttal van dolgunk, hanem 

mezenchimális őssejttel. Ezért ellenőriztük, hogy megfelel-e a „Mesenchymal and Tissue 

Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy” [53] által szabott 

kritériumoknak. 

Először azt teszteltük, hogy az MSCl-2 sejtek differenciálhatók-e a kanonikus 

mezodermális (osteoblaszt, kondrogén, adipogén) irányok felé. Kontrollként egy 

kereskedelemben kapható humán fibroblaszt sejtvonalat (HFF-1), valamint humán 

csontvelőből izolált MSC-ket használtunk (bmMSC). Azt találtuk, hogy a HUES9 

sejtekből előállított MSCl-2 sejtek, hasonlóan a bmMSC-khez, megőrizték kanonikus 

differenciálódási potenciáljukat, míg a HFF-1 sejtek zsír és csont irányba igen csökkent 

differenciálódási képességet mutattak (36. ábra). 
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36. ábra MSCl-2, HFF-1 és bmMSC sejtek differenciálódása (A) Az adipogén differenciálódást az 

Oil Red O-val pirosra festett intracelluláris lipidcseppek (piros) mutatják. A sejtmagok DAPI-val 

(kék) jelöltek. (B) Az MSC-k oszteogén differenciálódását az Alizarin Red-del vörösre festett 

kalcium-hidroxiapatit-pozitív területek kialakulása mutatja. (C) A sejtek nagy sűrűségű 

tenyészetekben a kondrogén fenotípus kialakulását mutatták; a toluidin kékkel festett tenyészeteken 

a rózsaszín extracelluláris mátrix festődés jelzi a proteoglikánokat. Nagyítás: 200x. 

Ezután a sejtfelszíni markerek expresszióját hasonlítottuk össze bmMSC, HFF-1 és MSCl-

2 sejtekben, áramlási citometriás analízissel. Amint azt az 4. táblázat dokumentálja, 

mindhárom sejttípus egyenletesen magas expressziót mutatott az összes jól ismert MSC-

markerre (CD44, CD73, CD90 és CD105). Fontos, hogy a hemopoietikus markerek 

(CD14, CD34, CD45, CD117, CD133 vagy HLA-R) viszont nem mutattak mérhető 

kifejeződést. A HFF-1 sejtekre jellemző volt a CD14 magas sejtfelszíni expressziója, 

amely bmMSC vagy MSCl sejtekben nem volt kimutatható.  
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4. táblázat: MSC felszíni markerek kifejeződése 

 

Humán embrionális őssejt-eredetű MSCl-2 sejteket, HFF-1 fibroblasztokat és bmMSC-ket 

fluoreszcens festékekhez konjugált specifikus monoklonális antitestekkel festettünk. A táblázatban a 

megfelelő izotípussal kapuzott pozitív sejtek arányát tüntettük fel, 4 független kísérlet átlaga±SD 

látható. 

Az MSC-k terápiásán is jelentős tulajdonsága, hogy immunszuppresszívek, mind in vitro, 

mind in vivo gátolják az immunválaszokat [221, 222]. Hogy ezt teszteljük, mitogén által 

kiváltott T-sejt proliferációt vizsgáltunk az MSCl-2, HFF-1 és bmMSC sejtek 

immunszuppresszív tulajdonságainak összehasonlítására. Egészséges donorok humán 

PBMC-jét aktiváltuk ConcavalinA (ConA) vagy fitohemagglutinin (PHA) mitogén 

aktivátorokkal, és azt vizsgáltuk, hogy hogyan befolyásolják a mezenchimális sejtek az 

aktivált sejtek proliferációját (ezt a vizsgálatot a Debreceni Egyetemen Dr. Rajnavölgyi 

Éva csoportjával együttműködésben végeztük).  
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 37. ábra: MSCl-2, HFF-1 és bmMSC sejtek hatása a mitogén limfocita stimulációra A PBMC-k 

mitogén stimulációját a jelzett számú HUES9-eredetű MSCl-2 (A), HFF-1 fibroblaszt (B) vagy 

humán felnőtt bmMSC (C) jelenlétében mértük. A limfociták aktiválását ConA vagy PHA indukálta, 

és az aktivált sejteket együtt tenyésztettük az adott számú MSC-vel. A grafikonon a sejtproliferáció 

relatív növekedésének 4 független kísérletben mért átlag±SD-értékét mutatjuk be. 
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A 37.A ábrán látható, hogy az MSCl2-ek jelenléte dózisfüggő módon elnyomta a 

limfociták mitogén válaszát. 10
3
 és 10

4
 MSCl-2 sejt hozzáadása az 1x10

6
 PBMC-hez 

hatékonyan csökkentette a ConA által kiváltott proliferációt, míg a PHA által indukált 

limfocita proliferáció csak 10
4
 MSCl-2 sejt jelenlétében volt szignifikáns. Hasonló hatást 

lehetett kimutatni, ha bmMSC-ket használtunk (37.C ábra). A HFF-1 sejtek is gátolták a 

limfociták proliferációját de csak ha ConA-t használtunk a stimulációhoz (37.B ábra). Így a 

korábbi irodalmi adatokkal összhangban azt találtuk, hogy a HUES9-eredetű MSCl-2 és a 

felnőtt bmMSC-sejtek fenotípusos hasonlóságot mutatnak. 

A korábbi tanulmányokban különböző protokollokat alkalmaztak az MSC-k hESC-ből 

való előállítására; beleértve az egér OP9 sejtekkel való együttes tenyésztést [223], az 

egysejtrétegű [224] és háromdimenziós (embriótest) spontán differenciálódást  [225], 

illetve a Rock inhibitor [226] vagy a HOXB4 gén overexpresszió [227] alkalmazását. Mi 

egy új, egyszerűsített módszert dolgoztunk ki fenotípusosan és funkcionálisan is homogén, 

hESC-eredetű MSC populációk előállítására. Differenciációs protokollunk nem kívánt sem 

xenogén táplálósejteket, sem szelekciót (manuális vagy FACS), sem pedig kémiai vagy 

biológiai induktorok használatát. Ezek az MSCl-2 sejtek hosszú távon (30 passzázsig) 

fenotípusos vagy funkcionális változások nélkül szaporíthatók és fenntarthatók in vitro 

tenyészetben. A HUES9-eredetű MSCl-2 további immunológiai jellemzését Rajnavölgyi 

Éva (Debreceni Egyetem) csoportjával végeztük. Itt az MSCl sejtek dendritikus sejtek 

(DC) fenotípusára és funkcióira gyakorolt hatását vizsgáltuk [212, 228], hogy jobban 

megérthessük az immunszupresszió mechanizmusát. Az autológ dajkasejtek alkalmazása a 

különböző extracelluláris mátrixok megjelenésével erősen háttérbe szorult. A 

mezenchimális ős/stromasejtek terápiás felhasználása annál inkább előtérbe került az 

elmúlt évtizedben; a különböző fertőző betegségek visszaszorítására terápiás készítmények 

jelentek meg [229], és klinikai kipróbálások sora indult [230-232] nemcsak ezekkel a 

különleges sejtekkel, de a belőlük kinyerhető extracelluláris vezikulákkal is [233]. Habár 

MSC-k kinyerhetők különböző szövetekből, ez mindig donorfüggő marad, és a 

technológiák fejlődésével a pluripotens őssejt eredetű MSC-k egyre nagyobb teret 

kaphatnak. Nem csupán mert „korlátlan” forrást jelentenek, hanem a hatékonyságot és 

biztonságot növelő genetikai módosítások is könnyen elvégezhetők rajtuk [234]. Egy most 

zajló vizsgálatsorozatban az MSCl-2 eredetű exoszómákat vizsgáljuk különböző 

stresszhatásokat követően (Giricz Zoltán (Semmelweis Egyetem) együttműködésével). 
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4.4.2. A Frank Ter Haar szindróma humán pluripotens őssejt-alapú modellje 

   (vonatkozó fontosabb közlemény: László et al. Int J Mol Sci. 2022)  

A Frank Ter Haar szindrómában szenvedő betegekben az SH3PXD2b gén mindkét 

alléljában jelenlévő mutációk a TKS4 fehérje elvesztéséhez vezetnek, ami súlyos fejlődési 

rendellenességet okoz. Mivel a betegség modellezésére humán modell még nem állt 

rendelkezésre, ezért elhatároztuk, hogy létrehozunk egy humán embrionális őssejt alapú 

modellt. Első lépésként megvizsgáltuk, hogy a HUES9 sejtvonalban és a belőle spontán 

differenciációval létrejött tenyészetekben detektálható-e a TKS4 fehérje (38.A ábra). Azt 

találtuk, hogy mind a pluripotens, mind a differenciált tenyészetekben kimutatható a TKS4 

fehérje.  

 

38. ábra: TKS4-knockout HUES9 sejtek létrehozása. (A) A TKS4 fehérje immunfestése pluripotens 

(0 nap) és spontán differenciálódás során (6+3 és 6+6 nap) HUES9 sejtekben. Reprezentatív 

konfokális felvételek (B) Az SH3PXD2b 2. exonjának szekvenciája két újonnan létrehozott 

homozigóta mutáns (KO/KO) klónban és két heterozigóta klónban (WT/KO). A mutáns 

nukleotidokat sárgával jelöltük a szekvenált allélok kérdéses szakaszain. A TKS4 fehérje 
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elvesztésének bizonyítása a két TKS4-KO HUES9 klónban az eredeti HUES9 és a heterozigóta 

klónokkal összehasonlítva (C) Western blot és (D) immuncitokémia (ICC) segítségével: TKS4 - 

zöld, sejtmag - kék (DAPI). 

Ezután a CRISPR-Cas9 genomszerkesztési technika segítségével mutációkat hoztunk létre 

az SH3PXD2b gén 2. exonjában, a lenti sematikus ábra szerint és a létrejött klónok közül 

kiválasztottuk azokat, amelyekben homo- illetve heterozigóta módon történt meg a 

genomszerkesztés (39. ábra). 

 

39. ábra: (A) Az SH3PXD2b 2. exon mutáns régiójának vázlatos áttekintése az 5. humán 

kromoszómán, jelezve a vezető RNS (guide RNA) komplementer szekvenciáját, a Cas9 vágási helyét 

és a PAM szekvenciát. (B) A TKS4-KO knock-out klónok HUES9 sejtekből történő előállításának 

stratégiája. A pCMV-Cas9-GFP_SH3PXD2B (Sigma-Aldrich) plazmidot nukleofekcióval juttattuk 

a HUES9 sejtekbe. A GFP+ sejteket 48 órával a transzfekció után szorter segítségével egysejtesen 

kiültettük, majd 21 klónt felszaporítottunk genomi DNS izolálás és T7 endonukleáz analízis 

céljából. Ezután a potenciálisan mutált 10 klón DNS-mintáiból a 2. exon érintett régióját 

amplifikálátuk és plazmidba klónoztuk. A homozigóta és heterozigóta mutációk megjelenését 

Sanger szekvenálással erősítettük meg. 
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Két homozigóta TKS4-KO HUES9 klónt sikerült izolálni, ahol az SH3PXD2b génben 

inszerciós-deléciós események következtében mindkét allélban stop kodonok jelentek meg. 

A homozigóta TKS4-KO klónok mellett két heterozigóta SH3PXD2b klónt is létrehoztunk. 

A heterozigóta HUES9 klónokban a szekvencia elemzések inszerciós-deléciós mutációt 

mutattak ki a Cas9 által hasított hely mellett az egyik allélban, míg a másik allél érintetlen 

maradt (40.B ábra). A TKS4 fehérje hiányát a homozigóta TKS4-KO és a TKS4 fehérje 

csökkent kifejeződését a heterozigóta HUES9 klónokban Western blot analízissel és 

fluoreszcens immuncitokémiával igazoltuk (38. C és D ábra). 

Miután ellenőriztük a szokott módon, hogy a genomszerkesztés nem befolyásolta a klónok 

pluripotens tulajdonságait (pluripotencia markerek, kariotípus, spontán differenciációs 

képesség), a homozigóta klónokat tovább vizsgáltuk. MSC-ket hoztunk létre belőlük és 

ezeket is jellemeztük felszíni markereik, génexpressziójuk és funkcionális tulajdonságaik 

alapján. A differenciálódást követő 6. héten mind a vad típusú (WT), mind a TKS4-KO 

HUES9 sejtek homogén, MSC-szerű sejtmorfológiát mutattak (40.D ábra). Flow 

citometriás méréseink alapján pozitívak lettek a mezenchimális őssejt markerekre (CD73, 

CD44, CD90 38.A ábra), míg nem mutatták a vérképző sejtekre (CD34, CD133), a 

pluripotens őssejtekre (TRA-1-81) illetve a hemopoietikus sejtekre (CD45) jellemző 

markereket. A Western blot analízis azt mutatta, hogy a TKS4 fehérje továbbra sem volt 

kimutatható a TKS4-KO MSC-ken (40.B. ábra), viszont az EMT markerek (Vimentin és 

Fibronectin) expressziója megemelkedett az MSC sejtekben, függetlenül a TKS4 

jelenlététől vagy hiányától (40.C. ábra). 
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40. ábra: (A) Reprezentatív áramlási citometriai hisztogramok, amelyek a vad típusú (WT) MSC és 

a két TKS4-KO MSC klón CD90, CD72 és CD44 festődését (lila vonalak) mutatják. (A kék vonalak 

D

E F

G
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az izotípus kontrollt jelzik) (B) Reprezentatív Western blot, amely a TKS4 jelenlétét mutatja WT 

MSC sejtekben és a TKS4 fehérje hiányát a TKS4-KO MSC klónokban. (C) A Vimentin és 

Fibronektin EMT (és differenciálódási) markerek Western blot analízise pluripotens őssejtekben 

(WT és TKS4-KO) és a belőlük létrehozott MSC (WT és TKS4-KO) vonalakban. (D) A korai 

differenciálódási markerek (E-cadherin, Snail, FoxA2, GATA4, goosecoid (GSC), AFP 

fehérjeszintjei WT és TKS4-KO MSC vonalakban külön-külön elemezve a két TKS4-KO MSC-ben. 

(E) A megnyúlt MSC-szerű morfológia bemutatása reprezentatív átesőfényes felvételeken (75 µm 

skála). (F) A zselatináz vizsgálat eredményei a WT MSC és a két TKS4-KO vonal esetében. Az 

ábrán a lebomlási terület (a FITC-zselatin felület sötét területe) sejtterületekre (TRITC-Phalloidin 

jelölés) vonatkoztatott mennyiségi meghatározását mutatja.  A grafikonok két független biológiai 

párhuzamos mérés eredményei láthatók, a két KO klónt átlagoltuk (1. és 2. kísérlet). (G) A mátrix-

lebontási vizsgálat reprezentatív képei, 20x objektív. A sötét területek a FITC-zselatinnal bevont 

tenyésztőlemezeken azt jelzik, hogy a sejtek lebontották a zselatint. A fixált lyukakat TRITC-

falloidinnel (piros szín) és DAPI-val (kék szín) festettük.  

A mezenchimális differenciációs folyamatokra összpontosítva azt figyeltük meg, hogy a 

sejt-elköteleződéshez kapcsolódó markerek a TKS4-KO MSC klónokban jelentősen 

csökkentek (40.E ábra). A mezoderma markerek (Snail és FoxA2) expressziós szintjének 

csökkenése a TKS4-KO MSC klónokban arra utal, hogy a TKS4 hiánya esetén az MSC 

differenciálódás megváltozhat és kevésbé erőteljes, mint a WT sejtekben. Hasonlóképpen, 

a csontszövet képződésében szerepet játszó GATA4 és goosecoid (GSC) transzkripciós 

faktorok szintje is alacsonyabb volt a TKS4-KO MSC-kben, mint a WT-ben, ami tovább 

erősíti azt az elképzelést, hogy a TKS4 hiánya lassítja a differenciálódást [235, 236]. Ezek 

az adatok összhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy a TKS4 fontos szerepet játszik 

a csontszövet képződésében, ami összefüggésben lehet az FTHS betegek csontfejlődési 

defektusával. Érdekes módon az E-cadherin és a Snail szintje alacsonyabb volt a TKS4-

KO MSC-kben (40.E ábra), ami arra utal, hogy a TKS4 hiánya megváltoztathatja az EMT 

folyamatát az MSC kialakulása során. Az EMT regulátor markerek expressziós szintjének 

változása mellett egy másik EMT-hez kapcsolódó jellemző a megnövekedett mátrix 

lebontó képesség [237]. Ezért a generált MSC klónokkal zselatináz aktivitás mérési 

vizsgálatot végeztünk. A 40.F. ábra azt mutatja, hogy mindkét TKS4-KO sejt nagyobb 

mátrixbontó aktivitást mutatott a WT-sejtekhez képest (lásd még az 40.G. ábrát). A 

megfigyelt EMT-szerű események (azaz megnövekedett mátrix lebontó képesség és 

csökkent E-Cadherin és Snail fehérje szint) a TKS4-KO hMSC-kben arra utalnak, hogy a 

differenciálódási folyamat kinetikája hatással lehet a TKS4 mennyisége, ami megváltozott 

differenciált szöveti összetételt eredményezhet. Összefoglalva, a tanulmány legfontosabb 

eredménye, hogy létrehoztunk egy in vitro humán modellt a TKS4 fehérje hatásainak 
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tanulmányozására olyan őssejtekben, amelyek képesek mindhárom csíralemez irányába és 

így FTHS által érintett sejttípusokká is differenciálódni. A továbbiakban fontos 

információkat nyújthat a betegség megértésében a létrehozott MSC-k csont és zsír irányú 

differenciációja, de talán még ennél is érdekesebb lesz a velőcső sejtek vizsgálata (amit 

Laura Kerusoval (NIH) tervezünk), mivel a TKS4KO egerek és a betegek 

koponyafejlődése jelentős eltéréseket mutat. 
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5. AZ ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA  

I. Humán pluripotens őssejtvonalak létrehozása, tenyésztése és jellemzése  

Létrehoztunk több humán pluripotens őssejtvonalat sejtbiológiai vizsgálatok és 

betegségmodellezés céljából.  A sejtbiológiai vizsgálatokhoz az ABCG2 különböző 

mutánsainak eGFP-vel címkézett változatait kifejező őssejtvonalakat, a kalcium 

szignalizáció vizsgálatához pedig humán pluripotens őssejt eredetű neurális 

progenitorokat, amelyek a GCaMP6fast kalciumindikátor fehérjét fejezték ki. A Frank Ter 

Haar szindróma modellezéséhez a HUES9 embrionális őssejtvonalból a CRISPR/Cas9 

génszerkesztési technikát használva létrehoztunk SH3PXD2bgén mutáns őssejtklónokat. II. 

típusú diabéteszes ikerpár vérsejtjeiből pedig Sendai vírus segítségével készítettünk 

indukált pluripotens őssejtvonalakat. A létrehozott vonalakat a beállított módszerekkel 

részletesen jellemeztük.   

        

II. A pluripotens állapotra jellemző tulajdonságok megismerése és funkcionális vizsgálata  

1. Megállapítottuk, hogy a fő multidrog transzporterek közül az ABCG2 fejeződik ki a 

pluripotens őssejteken. Kimutattuk továbbá, hogy az ABCG2 fehérje a pluripotens őssejtek 

plazmamembránjában helyezkedik el és funkcióképes. A pluripotens tenyészetekben az 

ABCG2 heterogén eloszlást mutatott populációs szinten (a sejtek 30-60%-a volt pozitív 

ABCG2-re). Az ABCG2 fehérjét kifejező sejtek aránya függött az őssejtek genetikai 

hátterétől és a tenyésztési körülményektől is.      

2. A pluripotens őssejtek spontán illetve irányított diferenciációjakor az ABCG2 szintje 

csökken (az SSEA4 pluripotencia markerrel párhuzamosan) és a differenciált származékok 

egyedi, a pluripotens őssejtektől eltérő ABC fehérje mintázatot mutatnak.  

3. Az ABCG2 védelmet nyújtott a sejteket érő különböző stresszhatásokkal (drog, UV 

sugárzás, mechanikai behatások) szemben. Populációs szinten az ABCG2 kifejező 

pluripotens sejtek túléltek olyan stresszhatások között, amelyek a nem expresszáló sejtek 

pusztulásához vagy differenciációjához vezettek.  

4. Az ABCG2 túltermelése nem változtatta meg az őssejtek pluripotenciáját és 

differenciációs potenciálját. Az ABCG2 túltermelés megvédte az őssejt eredetű szívizom 

sejteket a doxorubicin által okozott sejthaláltól.  

5. A pluripotens őssejteken több olyan receptor liganddal is kalcium jelet lehet előidézni, 

amelyek az eukariótákban konzerváltak (tripszin, LPA, ATP, angiotenzin) és a belső 

kalcium raktárak ürülése kalcium beáramlást okoz a külső térből (SOCE). A kalcium jel 

Fluo-4 festék vagy GCaMP kalcium indikátor fehérje segítségével is mérhető, a sejt 
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típusának (őssejt -dajkasejten vagy a nélkül - illetve differenciált származékok) és a mérés 

jellegének (időtartam, indukálószerek stb.) megfelelően érdemes a technikát 

megválasztani. 

6, A pluripotens őssejt-eredetű neurális sejtek kalcium jeleit Fluo-4 és GCaMP6fast 

kalcium indikátorok segítségével vizsgáltuk. A kétféle módszerrel mért jelek között nem 

találtunk szignifikáns különbségeket, azonban a GCaMP6 kevésbé volt toxikus az 

idegsejtekre, így hosszabb távú méréseket tett lehetővé. A neurális progenitorok vizsgálata 

során azt találtuk, hogy az ATP, LPA, Tripszin, és a glutamát kalciumjeleket okozott, míg 

a membrán depolarizácójára (KCl) nem változott a [Ca
2+

]i. A progenitorokat sikeresen 

differenciáltattuk Prox1 pozitív szemcsesejtekké. Ezek a neuronok teljes mértékben 

(gyakorlatilag 100%-ban) kifejezett kalcium jellel reagálnak a KCl okozta 

membránpotenciál változásra és spontán aktivitást is mutattak. A TTX-el szembeni 

érzékenység pedig azt mutatta, hogy ezekben az idegsejtekben a spontán kalcium aktivitás 

akcióspotenciál függő. 

 

III. Pluripotens őssejtek alkalmazása  

1. Pluripotens őssejtekből mezenchimális őssejteket hoztunk létre és összehasonlítottuk 

csontvelő-eredetű MSC és fibroblaszt sejtekkel. Azt találtuk, hogy az őssejt-eredtű MSC-k 

jobban hasonlítanak a csontvelő-eredetű MSC-kre, mint a fibroblasztokra mind felszíni 

markereik, mind differenciációs képességük tekintetében és a gyulladáscsökkentő 

hatásukat is ki tudtuk mutatni. 

2. Humán pluripotens őssejtekből a CRISPR/Cas9 génszerkesztési módszerrel létrehoztuk 

a Frank Ter Haar szindróma in vitro betegségmodelljét. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, 

hogy az MSC differenciálódás megváltozhat és kevésbé erőteljes, mint az egészséges 

sejtek esetében. 
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6. TERVEK ÉS KITEKINTÉS 

Az itt bemutatott kísérletek elsősorban alapkutatás jellegűek, céljuk a humán pluripotens 

őssejtek jobb megismerése volt. Egyrészt mi is ismerkedtünk az új területtel, másrészt az 

őssejtek gyógyításban való felhasználásához részletes és mélyreható ismeretekre van 

szükség. A terület nem csak a fejlődésbiológia kutatásokban hozott rohamos fejlődést, de 

az elmúlt években számos klinikai kipróbálás indult különböző betegségek pluripotens 

őssejt alapú gyógyítására. Ilyenek például az I típusú cukorbetegség, a szívelégtelenség, az 

öregkori vakság és a Parkinson-kór. A sejtterápiás megközelítések mellett az őssejtek 

gyógyszerfejlesztésben való felhasználása is egyre szélesebb körben ismert és használt 

technikává válik. A dolgozatban tárgyalt témák összefoglalásakor igyekeztem 

összefoglalni azokat a vizsgálatokat, amelyekben a megszerzett ismereteket mi is 

gyakorlatibb célokra használtuk.  

Az elmúlt pár évben a hPSC-alapú betegségmodellezés került az érdeklődésünk 

homlokterébe (a laboratóriumunkban létrehozott hPSC vonalak vázlatos összefoglalását 

lásd 5. táblázat), mivel a betegségek kutatása területén egészen új megközelítéseket tett 

lehetővé. A betegek szomatikus sejtjeinek visszaprogramozásával a betegre specifikus 

pluripotens őssejteket lehet létrehozni, ami lehetővé teszi a legkülönbözőbb sejtek érésének 

kutatását, de ugyanakkor a betegségben már közismerten érintett sejttípusok vizsgálatát is. 

A monogénes betegségekre ez a módszer sikeresen alkalmazható [73]. Mi is dolgoztunk 

ilyen modelleken, egyrészt a Frank Ter Haar szindróma esetében, másrészt a Creatine 

Transporter Deficiency esetében egy párizsi munkacsoporttal együttműködésben (Aloïse 

Mabondzo (Université Paris-Saclay). A CTD-ben a kreatin hiánya súlyos fejlődési 

zavarokhoz és mentális retardációhoz vezet [238]. A transzporter túltermelésével a sejtek 

kreatin felvétele emelhető és a pluripotens őssejtekből létrehozott idegi organoidok 

fenotípusa menthető (publikáció előkészületben). A komplex betegségek kutatása azonban 

nagyobb kihívást jelent. A különböző betegekből származó sejtek különböző genetikai 

hátterrél rendelkeznek, ami az eredmények általánosítását és a mechanizmusok 

azonosítását meglehetősen nehézzé teszi. Nagyobb betegszámú kohortok bevonása segíthet 

a megfelelő következtetések levonásában [239].  

Más megközelítés jelent: 

a,  az egypetéjű ikrek vizsgálata – Ilyen vizsgálatokat folytatunk a dolgozatban bemutatott 

II típusú diabéteszes ikerpár esetében. Földes Gáborral (SE) együttműködésben az 

érelmeszesedést vizsgáljuk az iPS sejtekből endothel sejteken, míg Réthelyi Jánossal (SE) 

az iPS sejtekből differenciáltatott idegsejteket vesszük górcső alá, hogy a betegség 
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idegrendszeri szövődményeit és a metformin kezelés lehetséges hatásit feltérképezzük (a 

publikációk előkészületben). 

 

b, a családvizsgálatok – Ilyen vizsgálatok folynak a skizofrénia kutatása területén. Réthelyi 

János előzetesen azonosított két családot is, ahol a beteg az idegrendszer fejlődésében 

szerepet játszó gén(ek)ben súlyos de novo mutációt hordoz a szülőkhöz képest. Ezekből a 

betegekből és szüleikből szintén iPSC vonalakat és hippokampális sejteket hoztunk létre, 

hogy a betegség hátterének feltárásához adatokat gyűjtsünk. Ezek az eredmények részben 

közöltek (Hathy et al.2020 a,b), részben előkészületben vannak publikálásra, illetve több 

kutatócsoporttal is együttműködésben dolgozunk a további vizsgálatokon (Jerome 

Mertens, Department of Molecular Biology, University of Innsbruck esetében a publikáció 

beküldésre is került, míg Zacharie Taqufiq az Okinawa Institute of Science and 

Technology Graduate University kutatója és Daniella Ottosson, Lund University, esetében 

a sejtvonalakat bocsátottuk rendelkezésre). 

A másik nagyon érdekes terület a DiGeorge szindróma kutatása, amit Földes Gáborral (SE) 

és közös PhD hallgatónkkal, Berecz Tündével indítottunk el. A DiGeorge-szindróma, más 

néven 22q11.2 deléciós szindróma (22q11.2DS), a leggyakoribb mikrodeléciós szindróma, 

amelynek prevalenciája 1:3000-1:6000. A betegség genetikai háttere egy monoallélikus 

mikrodeléció a 22-es kromoszómán, ami ~90 gén kiesését okozza (köztük fehérje és 

különböző RNS kódoló génekét is). Az érintett gének hemizigóta deléciója 

haploinsufficienciához vezet, ami a klinikai tünetek változatos megjelenését okozza, és 

számos szervrendszert érint. Érdekes módon a rendkívül változó fenotípusok és a tünetek 

súlyossága nincs összefüggésben a deléció méretével, de a súlyosság általában növekszik, 

ha öröklődik [240]. Az esetek hozzávetőleg 95%-a de novo deléció, míg 5%-ában 

autoszomális domináns módon öröklődő betegség [241]. Mi egy olyan család vérmintáiból 

készítettünk iPSC vonalakat, ahol a betegség három generáción át öröklődött (nagyapa, 

anya, gyermek) és a vártnak megfelelően a betegség súlyossága egyre erősödött a 

generációkon keresztül. A betegek mellett az egészséges családtagok (nagymama, apa) 

mintáiból is sikerült iPSC vonalakat stabilizálni. Első kérdésünk az volt, hogy lehet-e egy 

ilyen kopmlex betegséget in vitro modellezni? Vajon lehet-e látni a betegség súlyosbodását 

a genereciókon át? A számunkra érdekes érintett sejttípusok a szívizom, az endothel és az 

idegsejtek voltak. Azt találtuk, hogy míg az iPSC-kből differenciáltatott szívizom sejtek 

között nem volt jelentős eltérés, addig az endothel sejtekből kialakuló hálózatok esetében 

az anya és a gyermek mintáiban szignifikásan vastagabb csövecskék (tube) alakultak ki 
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(ami megfeleltethető a betegekben megjelent eltérő érfejlődésnek). Jelelnleg az endothel 

differenciáció során begyűjtött mRNS minták szekvenálása folyik, ami segíteni fog a 

háttérben meghúzódó mechanizmusok feltárásában. A hPSC-k hippokampális és kortikális 

irányú differenciációjakor a progenitor populációk jelentős csökkenését figyeltük meg a 

gyermek esetében. Ez a megfigyelés összhangban lehet a gyermekben megfigyelt 

aszimmetrikus agykamra fejlődéssel. Ezeket az eredményeket is közölni tervezzük a 

közeljövőben. Ezzel párhuzamosan a család iPS sejtjeiből a dúcléc (neural crest) 

differenciáció is megindult Laura Keruso (NIH, Washignton) vezetésével. A DiGeorge-

szindrómában kieső gének közül az egyik legérdekesebb a DGCR8 (DiGeorge syndrome 

critical region 8). A DGCR8 fehérje a sejtmagban található, és nélkülözhetetlen a 

mikroRNS (miRNS) érés első lépésében, így feltehetően az embrionális fejlődésben és a 

differenciációban is fontos szerepet játszik. Ennek a fehérjének a vizsgálata átvezet a 

betegségmodellezés következő lehetséges megközelítéséhez. 

 

c, a genomszerkesztés – Ha betegséget okozó (vagy a kialakulásában fontos szerepet 

játszó) mutáció ismert, akkor lehetőségünk van a mutációt létrehozni egészséges 

sejtvonalban és/vagy a betegből származó sejtvonalban kijavítani. Az így létrehozott 

sejtvonalak azonos genetikai háttérrel rendelkeznek, azaz izogenikusak. Az ilyen vonalak 

vizsgálata több előnnyel is jár [242]. A DGCR8 vizsgálatoknál egészséges hESC vonalban 

hoztunk létre mutációt és vizsgáltuk a mikroRNS érést Orbán Tamás (TTK) 

együttműködésével (Reé et al. 2020 és 2022). Míg a skizofrénia vizsgálatoknál a beteg iPS 

sejtvonalban megtalálható ZMYND11 (Zinc Finger MYND-Type Containing 11) génben 

található mutációt javítottuk ki, illetve hoztuk létre egy genetikailag független iPSC 

vonalban (Réthelyi János (SE) együttműködésével és Szűts Dávid (TTK) segítségével). Az 

így létrehozott izogenikus iPSC vonalakat hippokampális progenitorokká és idegsejtekké 

differenciáltattuk, majd vizsgáltuk az mRNS epressziós profilokat, a kalcium szignalizációt 

és az idegi hálózatok kialakulását MEA (multielektród array) segítségével. Ez 

vizsgálatsorozat jelenleg is zajlik, de tervezzük, hogy eredményeinket hamarosan közzé is 

tesszük. 

A betegségmodellezés a jövőben is fontos téma lesz a laboratóriumunkban, de 

érdeklődésünk a konkrétabb hasznosítások felé is nyitott; mint például az iPSC eredetű 

szívizomsejtek farmakológiai vizsgálata (Görbe Anikó (SE)) vagy a vér-agy gát humán 

modelljének létrehozása (Pirity Melinda és Deli Mária (SZBK).  
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5. táblázat A laboratóriumunkban létrehozott hPSC vonalak vázlatos összefoglalása 

 

  

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



102 
 

7. A DISSZERTÁCIÓ ALAPJÁT KÉPEZŐ KÖZLEMÉNYEK  

A dolgozatomban a PhD fokozatom megszerzése (2003) után született, már megjelent első 

vagy utolsó szerzős közleményeimet használtam fel.  

1. Szabó E, Reé D, Jezsó B, Vincze K, Földes G, Molnár AÁ, Réthelyi JM, Apáti Á. 

Generation of iPSC lines from peripheral blood mononuclear cells of identical twins both 

suffering from type 2 diabetes mellitus and one of them additionally diagnosed with 

atherosclerosis. Stem Cell Res. 2020 Dec;49:102051. doi:10.1016/j.scr.2020.102051. Epub 

2020 Oct 15. PMID: 33099106. 

         IF:2,02    

2. Apáti A, Orbán TI, Varga N, Németh A, Schamberger A, Krizsik V, Erdélyi-Belle B, 

Homolya L, Várady G, Padányi R, Karászi E, Kemna EW, Német K, Sarkadi B. High level 

functional expression of the ABCG2 multidrug transporter in undifferentiated human 

embryonic stem cells. Biochim Biophys Acta. 2008 Dec;1778(12):2700-9. doi: 

10.1016/j.bbamem.2008.08.010. Epub 2008 Aug 20. PMID:18793608.    

         IF:4,543 

         Független idéző: 47 

3. Sarkadi B, Orbán TI, Szakács G, Várady G, Schamberger A, Erdei Z, Szebényi K, 

Homolya L, Apáti A. Evaluation of ABCG2 expression in human embryonic stem cells: 

crossing the same river twice? Stem Cells. 2010 Jan;28(1):174-6. doi:10.1002/stem.262. 

PMID: 19924769.        IF: 8,751  

         Független idéző: 15  

4. Erdei Z, Sarkadi B, Brózik A, Szebényi K, Várady G, Makó V, Péntek A, Orbán TI, 

Apáti Á. Dynamic ABCG2 expression in human embryonic stem cells provides the basis 

for stress response. Eur Biophys J. 2013 Mar;42(2-3):169-79. doi: 10.1007/s00249-012-

0838-0. Epub 2012 Aug 1. PMID: 22851001.   IF: 2,592  

         Független idéző: 16 

5. Erdei Z, Lőrincz R, Szebényi K, Péntek A, Varga N, Likó I, Várady G, Szakács G, 

Orbán TI, Sarkadi B, Apáti A. Expression pattern of the human ABC transporters in 

pluripotent embryonic stem cells and in their derivatives. Cytometry B Clin Cytom. 2014 

Sep;86(5):299-310. doi: 10.1002/cyto.b.21168. Epub 2014 Apr 11. PMID: 24729538. 

         IF: 2,461  

         Független idéző: 12 

6. Erdei Z, Schamberger A, Török G, Szebényi K, Várady G, Orbán TI, Homolya L, 

Sarkadi B, Apáti Á. Generation of multidrug resistant human tissues by overexpression of 

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



103 
 

the ABCG2 multidrug transporter in embryonic stem cells. PLoS One. 2018 Apr 

12;13(4):e0194925. doi: 10.1371/journal.pone.0194925. PMID: 29649238; PMCID: 

PMC5896897.        IF: 2,776  

         Független idéző: 6 

7. Apáti Á, Pászty K, Erdei Z, Szebényi K, Homolya L, Sarkadi B. Calcium signaling in 

pluripotent stem cells. Mol Cell Endocrinol. 2012 Apr 28;353(1-2):57-67. doi: 

10.1016/j.mce.2011.08.038. Epub 2011 Sep 14. PMID:21945604.    

         IF: 4,555  

         Független idéző:22  

8. Apáti Á, Pászty K, Hegedűs L, Kolacsek O, Orbán TI, Erdei Z, Szebényi K, Péntek A, 

Enyedi Á, Sarkadi B. Characterization of calcium signals in human embryonic stem cells 

and in their differentiated offspring by a stably integrated calcium indicator protein. Cell 

Signal. 2013 Apr;25(4):752-9. doi:10.1016/j.cellsig.2012.12.024. Epub 2013 Jan 7. PMID: 

23305950.        IF: 4,471  

         Független idéző: 12 

9. Vőfély G, Berecz T, Szabó E, Szebényi K, Hathy E, Orbán TI, Sarkadi B, Homolya L, 

Marchetto MC, Réthelyi JM, Apáti Á.* Characterization of calcium signals in human 

induced pluripotent stem cell-derived dentate gyrus neuronal progenitors and mature 

neurons, stably expressing an advanced calcium indicator protein. Mol Cell Neurosci. 2018 

Apr;88:222-230. doi: 10.1016/j.mcn.2018.02.003. Epub 2018 Feb 6. PMID: 29425968.  

         IF: 2,855  

         Független idéző: 4 

10 Varga N, Veréb Z, Rajnavölgyi E, Német K, Uher F, Sarkadi B, Apáti A. Mesenchymal 

stem cell like (MSCl) cells generated from human embryonic stem cells support 

pluripotent cell growth. Biochem Biophys Res Commun. 2011 Oct 28;414(3):474-80. doi: 

10.1016/j.bbrc.2011.09.089. Epub 2011 Sep 24. PMID:21971558. 

         IF: 2,804  

         Független idéző: 15 

11. László L, Maczelka H, Takács T, Kurilla A, Tilajka Á, Buday L, Vas V, Apáti Á*. A 

Novel Cell-Based Model for a Rare Disease: The TKS4-KO Human Embryonic StemCell 

Line as a Frank-Ter Haar Syndrome Model System. Int J Mol Sci. 2022 

Aug8;23(15):8803. doi: 10.3390/ijms23158803. PMID: 35955935; PMCID: 

PMC9369304.        IF: 6,208* (2021) 

          

*: megosztott első vagy utolsó szerző  

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



104 
 

8. A DISSZERTÁCIÓHOZ KAPCSOLÓDÓ TOVÁBBI KÖZLEMÉNYEK  

1: Reé D, Fóthi Á, Varga N, Kolacsek O, Orbán TI, Apáti Á. Partial Disturbance of Microprocessor 

Function in Human Stem Cells Carrying a Heterozygous Mutation in the DGCR8 Gene. Genes 

(Basel). 2022 Oct 23;13(11):1925. doi: 10.3390/genes13111925. PMID: 36360162; PMCID: 

PMC9689658. 

 

2: Lilienberg J, Apáti Á, Réthelyi JM, Homolya L. Microglia modulate proliferation, neurite 

generation and differentiation of human neural progenitor cells. Front Cell Dev Biol. 2022 Oct 

13;10:997028. doi: 10.3389/fcell.2022.997028. PMID: 36313581; PMCID: PMC9606406. 

 

3: Kolacsek O, Wachtl G, Fóthi Á, Schamberger A, Sándor S, Pergel E, Varga N, Raskó T, Izsvák 

Z, Apáti Á, Orbán TI. Functional indications for transposase domestications - Characterization of 

the human piggyBac transposase derived (PGBD) activities. Gene. 2022 Aug 5;834:146609. doi: 

10.1016/j.gene.2022.146609. Epub 2022 May 21. PMID: 35609796. 

 

4: Onódi Z, Visnovitz T, Kiss B, Hambalkó S, Koncz A, Ágg B, Váradi B, Tóth VÉ, Nagy RN, 

Gergely TG, Gergő D, Makkos A, Pelyhe C, Varga N, Reé D, Apáti Á, Leszek P, Kovács T, Nagy 

N, Ferdinandy P, Buzás EI, Görbe A, Giricz Z, Varga ZV. Systematic transcriptomic and 

phenotypic characterization of human and murine cardiac myocyte cell lines and primary 

cardiomyocytes reveals serious limitations and low resemblances to adult cardiac phenotype. J Mol 

Cell Cardiol. 2022 Apr;165:19-30. doi: 10.1016/j.yjmcc.2021.12.007. Epub 2021 Dec 24. PMID: 

34959166. 

 

5: Berecz T, Yiu A, Vittay O, Orsolits B, Mioulane M, Dos Remedios CG, Ketteler R, Merkely B, 

Apáti Á, Harding SE, Hellen N, Foldes G. Transcriptional co-activators YAP1-TAZ of Hippo 

signalling in doxorubicin-induced cardiomyopathy. ESC Heart Fail. 2022 Feb;9(1):224-235. doi: 

10.1002/ehf2.13756. Epub 2021 Dec 21. PMID: 34931757; PMCID: PMC8787991. 

 

6: Izadifar M, Berecz T, Apáti Á, Nagy A. An Optical-Flow-Based Method to Quantify Dynamic 

Behavior of Human Pluripotent Stem Cell-Derived Cardiomyocytes in Disease Modeling 

Platforms. Methods Mol Biol. 2022;2454:213-230. doi: 10.1007/7651_2021_382. PMID: 

33982275. 

 

7: Szabó E, Juhász F, Homolya L, Erdei Z, Apáti Á. Generation of Human Neural Progenitors from 

Blood Samples by Interrupted Reprogramming. Methods Mol Biol. 2022;2454:241-255. doi: 

10.1007/7651_2021_386. PMID: 33826126. 

 

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



105 
 

8: Lilienberg J, Hegyi Z, Szabó E, Hathy E, Málnási-Csizmadia A, Réthelyi JM, Apáti Á, Homolya 

L. Pharmacological Modulation of Neurite Outgrowth in Human Neural Progenitor Cells by 

Inhibiting Non-muscle Myosin II. Front Cell Dev Biol. 2021 Sep 17;9:719636. doi: 

10.3389/fcell.2021.719636. PMID: 34604221; PMCID: PMC8484915. 

 

9: Fóthi Á, Biró O, Erdei Z, Apáti Á, Orbán TI. Tissue-specific and transcription-dependent 

mechanisms regulate primary microRNA processing efficiency of the human chromosome 19 

MicroRNA cluster. RNA Biol. 2021 Aug;18(8):1170-1180. doi: 10.1080/15476286.2020.1836457. 

Epub 2020 Oct 23. PMID: 33052778; PMCID: PMC8244754. 

 

10: Mázló A, Kovács R, Miltner N, Tóth M, Veréb Z, Szabó K, Bacskai I, Pázmándi K, Apáti Á, 

Bíró T, Bene K, Rajnavölgyi É, Bácsi A. MSC-like cells increase ability of monocyte-derived 

dendritic cells to polarize IL-17-/IL-10-producing T cells via CTLA-4. iScience. 2021 Mar 

15;24(4):102312. doi: 10.1016/j.isci.2021.102312. PMID: 33855282; PMCID: PMC8027231. 

 

11: Hathy E, Szabó E, Vincze K, Haltrich I, Kiss E, Varga N, Erdei Z, Várady G, Homolya L, 

Apáti Á, Réthelyi JM. Generation of multiple iPSC clones from a male schizophrenia patient 

carrying de novo mutations in genes KHSRP, LRRC7, and KIR2DL1, and his parents. Stem Cell 

Res. 2021 Mar;51:102140. doi: 10.1016/j.scr.2020.102140. Epub 2020 Dec 25. PMID: 33503521. 

 

12: Reé D, Borsy A, Fóthi Á, Orbán TI, Várady G, Erdei Z, Sarkadi B, Réthelyi J, 

Varga N, Apáti Á. Establishing a human embryonic stem cell clone with a heterozygous mutation 

in the DGCR8 gene. Stem Cell Res. 2020 Dec 22;50:102134. doi: 10.1016/j.scr.2020.102134. 

Epub ahead of print. PMID: 33360445. 

 

13: Szabó E, Juhász F, Hathy E, Reé D, Homolya L, Erdei Z, Réthelyi JM, Apáti Á. Functional 

Comparison of Blood-Derived Human Neural Progenitor Cells. Int J Mol Sci. 2020 Nov 

30;21(23):9118. doi: 10.3390/ijms21239118. PMID: 33266139; PMCID: PMC7730078. 

 

14: Hathy E, Szabó E, Varga N, Erdei Z, Tordai C, Czehlár B, Baradits M, Jezsó B, Koller J, Nagy 

L, Molnár MJ, Homolya L, Nemoda Z, Apáti Á, Réthelyi JM. Investigation of de novo mutations 

in a schizophrenia case-parent trio by induced pluripotent stem cell-based in vitro disease 

modeling: convergence of schizophrenia- and autism-related cellular phenotypes. Stem Cell Res 

Ther. 2020 Nov 27;11(1):504. doi: 10.1186/s13287-020-01980-5. PMID: 33246498; PMCID: 

PMC7694414. 

 

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



106 
 

15: Török G, Erdei Z, Lilienberg J, Apáti Á, Homolya L. The importance of transporters and cell 

polarization for the evaluation of human stem cell-derived hepatic cells. PLoS One. 2020 Jan 

23;15(1):e0227751. doi: 10.1371/journal.pone.0227751. PMID: 31971960; PMCID: PMC6977753. 

 

16: Berecz T, Husvéth-Tóth M, Mioulane M, Merkely B, Apáti Á, Földes G. Generation and 

Analysis of Pluripotent Stem Cell-Derived Cardiomyocytes and Endothelial Cells for High Content 

Screening Purposes. Methods Mol Biol. 2020;2150:57-77. doi: 10.1007/7651_2019_222. PMID: 

30941720. 

 

17: Apáti Á, Varga N, Berecz T, Erdei Z, Homolya L, Sarkadi B. Application of human pluripotent 

stem cells and pluripotent stem cell-derived cellular models for assessing drug toxicity. Expert 

Opin Drug Metab Toxicol. 2019 Jan;15(1):61-75. doi: 10.1080/17425255.2019.1558207. Epub 

2018 Dec 17. PMID: 30526128. 

 

18: Sándor S, Jordanidisz T, Schamberger A, Várady G, Erdei Z, Apáti Á, Sarkadi B, Orbán TI. 

Functional characterization of the ABCG2 5' non-coding exon variants: Stem cell specificity, 

translation efficiency and the influence of drug selection. Biochim Biophys Acta. 2016 

Jul;1859(7):943-51. doi: 10.1016/j.bbagrm.2016.05.007. Epub 2016 May 15. PMID: 27191194. 

 

19: Apáti Á, Berecz T, Sarkadi B. Calcium signaling in human pluripotent stem cells. Cell 

Calcium. 2016 Mar;59(2-3):117-23. doi: 10.1016/j.ceca.2016.01.005. Epub 2016 Feb 17. PMID: 

26922096. 

 

20: Pálóczi J, Varga ZV, Apáti Á, Szebényi K, Sarkadi B, Madonna R, De Caterina R, Csont T, 

Eschenhagen T, Ferdinandy P, Görbe A. Exogenous Nitric Oxide Protects Human Embryonic Stem 

Cell-Derived Cardiomyocytes against Ischemia/Reperfusion Injury. Oxid Med Cell Longev. 

2016;2016:4298945. doi: 10.1155/2016/4298945. Epub 2016 Jun 15. PMID: 27403231; PMCID: 

PMC4925993. 

 

21: Apáti Á, Szebényi K, Erdei Z, Várady G, Orbán TI, Sarkadi B. The importance of drug 

transporters in human pluripotent stem cells and in early tissue differentiation. Expert Opin Drug 

Metab Toxicol. 2016;12(1):77-92. doi: 10.1517/17425255.2016.1121382. Epub 2015 Dec 14. 

PMID: 26592535. 

 

22: Péntek A, Pászty K, Apáti Á. Analysis of Intracellular Calcium Signaling in Human Embryonic 

Stem Cells. Methods Mol Biol. 2016;1307:141-7. doi: 10.1007/7651_2014_68. PMID: 24482125. 

 

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



107 
 

23: Erdélyi-Belle B, Török G, Apáti Á, Sarkadi B, Schaff Z, Kiss A, Homolya L. Expression of 

Tight Junction Components in Hepatocyte-Like Cells Differentiated from Human Embryonic Stem 

Cells. Pathol Oncol Res. 2015 Sep;21(4):1059-70. doi: 10.1007/s12253-015-9936-5. Epub 2015 

Apr 7. PMID: 25845432. 

 

24: Bacskai I, Mázló A, Kis-Tóth K, Szabó A, Panyi G, Sarkadi B, Apáti Á, Rajnavölgyi É. 

Mesenchymal Stromal Cell-Like Cells Set the Balance of Stimulatory and Inhibitory Signals in 

Monocyte-Derived Dendritic Cells. Stem Cells Dev. 2015 Aug 1;24(15):1805-16. doi: 

10.1089/scd.2014.0509. Epub 2015 Apr 29. PMID: 25808140. 

 

25: Szebényi K, Péntek A, Erdei Z, Várady G, Orbán TI, Sarkadi B, Apáti Á. Efficient generation 

of human embryonic stem cell-derived cardiac progenitors based on tissue-specific enhanced green 

fluorescence protein expression. Tissue Eng Part C Methods. 2015 Jan;21(1):35-45. doi: 

10.1089/ten.TEC.2013.0646. PMID: 24734786; PMCID: PMC4291086. 

 

26: Szebényi K, Erdei Z, Péntek A, Sebe A, Orbán TI, Sarkadi B, Apáti Á. Human pluripotent stem 

cells in pharmacological and toxicological screening: new perspectives for personalized medicine. 

Per Med. 2011 May;8(3):347-364. doi: 10.2217/pme.11.19. PMID: 29783530. 

 

27: Orbán TI, Apáti A, Németh A, Varga N, Krizsik V, Schamberger A, Szebényi K, Erdei Z, 

Várady G, Karászi E, Homolya L, Német K, Gócza E, Miskey C, Mátés L, Ivics Z, Izsvák Z, 

Sarkadi B. Applying a "double-feature" promoter to identify cardiomyocytes differentiated from 

human embryonic stem cells following transposon-based gene delivery. Stem Cells. 2009 

May;27(5):1077-87. doi: 10.1002/stem.45. PMID: 19415778. 

  

               Apˆ¡ti.ˆ�gota_55_23



108 
 

9. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS  
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Hálás köszönetem Orbán Tamásnak, Réthelyi Jánosnak és Földes Gábornak, akikkel sok 

érdekes közös témánk van és az együttműködésük sokat emelt a kutatásaink színvonalán. 

Élmény Veletek együtt dolgozni! 

Köszönöm szépen a Biomembrán közösség minden tagjának, hogy a kezdetektől fogva 

támogattak és többen barátságukkal is megtiszteltek; elsősorban Sarkadi Balázsnak, aki ezt 
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11. A DOLGOZAT ALAPJÁT KÉPEZŐ KÖZLEMÉNYEK EREDETI VERZIÓI 

(A különlenyomatok a 3. adatlaphoz csatolva találhatók.) 

1. Kiegészítő táblázat Az ABC fehérjék típusainak összefoglaló táblázata 
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