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1 BEVEZETES

1.1  Allatmodellek és invitro sejtes rendszerek a biologiai
kutatasokban

Az éllatokon végzett kisérletek immar hossza évtizedek ota jelentds
szerepet toltenek be az emberi és allati gyogyaszatban, alkalmazéasuk
lehetévé teszi, hogy az egyes betegségeket, azok patomechanizmusat
olyan modon vizsgaljak, amely maskiilonben nem lehetséges. Mara az
allatmodellek hasznalata dramaian megndtt, miutdn bevett mddszerré
valtak a gének szerepének vizsgalataban is. A gerinces modellek
felhasznalasa a farmakoldgiai, valamint kdrnyezettoxikologiai
vizsgalatok soran is jelentds. Az emldsok két csalddja, a ragcsalok
(foként az egér és patkany), valamint a nyulfélék kozil a nyul
(Oryctolagus cuniculus) a leggyakrabban hasznalt human allatmodellek.
A nagyallat modellek, mint a sertés, juh, kecske, 16 vagy szarvasmarha,
egyes betegségtipusok esetén nyertek nagyobb jelentdséget, azonban
hosszl generacios idejiik, tartasi nehézségeik és koltségeik miatt kevésbé
kelhetnek versenyre a klasszikus kisallat modellekkel, a felhasznalt
allatlétszam messze elmarad a ragcsalokétol. Osszességében, egy
nemrégen megjelent tanulmany szerint 2019 és 2020 kozott az USA-ban
kozel 24 millio, az Eurdpai Unidban mintegy 9,4 millid, mig a vilag tobbi
részén mintegy 55 millié allatot hasznaltak fel kisérletekben. Altalanos
egyetértés van abban, hogy a kisérleti allatok felhasznalasat a sziikséges
minimumra kell korlatozni, igazodva a mar 1959-ben megfogalmazott
un. ,,3R: Reduction, Refinement, and Replacement” gondolatdhoz.
Vagyis, ha egy kisérletben mindenképpen sziikséges az allatok
hasznélata, akkor mindent meg kell tenni annak érdekében, hogy

— helyettesitsiik (Replace) azokat alternativ modszerekkel,

— csokkentsiik (Reduce) a kisérletenként felhasznalt allatok
szamat,

— finomitsuk (Refine) az alkalmazott kisérleti protokollokat annak
érdekében, hogy a felhasznalt kisérleti allatoknak ne, vagy csak
minimalis fajdalmat okozzunk.

Bar a kisallatmodellek, nyilvanvalo elényoket kinalnak, a fajspecifikus
kiilonbségek az eredmények értékelésében problémakat okozhatnak,
amely a mas fajokra vald extrapolalast gyakran megneheziti. Ezért nem
véletlen, hogy az allatkisérletek alternativ modszerei iranti igény az
elmult évtizedekben egyre erételjesebben jelentkezett. Masrészt, az
allatvédelmi szempontok egyre komolyabb jelent6séget kaptak, nem

3



csak a szabalyozasok valtozasa, de a tarsadalmi elvards er6sodése révén
is a kutatasok, kiilonosképpen a kozmetikai ipar, a gyogyszerkutatasok
és a toxikologiai vizsgalatok terén.

Alternativ megkozelités az in vitro sejtkulturak alkalmazasa, amely
megbizhato betekintést nytjthat szamos tulajdonsag, vagy valamely
anyag toxicitasanak vizsgalataba. Az in vitro sejtes rendszerek 10j és
egyre nagyobb teret hodito csoportja az dssejttenyészetek alkalmazasa.
A pluripotens Ossejtek egyarant értékes in vitro rendszert kinalnak a
fejlodéssel kapcesolatos események, valamint a komplex, multifaktorialis
tulajdonsagok, betegségek molekularis és sejtszintli tanulmanyozasara.
Az Gssejt alapt rendszerek elonye, hogy nem csak egy, hanem tobbféle
sejttipus is differencialtathatd egyazon sejtvonalbol (vagyis genetikai
hattérrol), lehetové téve egy adott tulajdonsag vagy éppen tobb
szovettipust, szervet érinté betegség komplex vizsgalatat. Az attorést a
teriileten az embrionalis &ssejtek (Embryonic Stem Cells, ESCs) mellett
az un. indukalt pluripotens Ossejtek (induced Pluripotent Stem Cells,
felhasznalasa nélkiil, immar szoveti sejtek genetikai
ujraprogramozasaval is lehetévé valt pluripotens dssejtek 1étrehozasa. A
hatékony génmodositasi eljarasok (pl: CRISPR/Cas9, TALEN
rendszerek) révén pedig tovabb szélesedett az alkalmazasi lehetdségek
kore.

Ugyanakkor, az allatokbdl 1étrehozott iPSC sejtek (pl. szarvasmarha,
sertés, 10, juh, kecske, tyuk, kutya, macska) az allatgydgyészat, és a
bioldgiai mechanizmusok megértésében tovabbra is jelentds szerepet
toltenek be, nem beszélve a haziallatok regenerativ gydgyaszatarol,
amely a varakozasok szerint komoly fejlddésen mehet keresztiil, de a
human betegségek j modelljeit is biztosithatja. Ezen kiviil jelent6s a
mezdgazdasagi célokra torténd alkalmazasok kore, ahol az allati eredetti
pluripotens 6ssejtek (akar ESC akar iPSC) értékes géntechnologiai
eszkozként szolgalhatnak a gazdasagi és betegségekkel szembeni
ellenallé tulajdonsagok szempontjabol fontos ¢és eldnyds génekkel
rendelkezd allatallomanyok eldallitasaban, vagy a funkcionalis
genomikai vizsgalatokban. Megemlithetd tovabba a
xenotranszplantacio, vagy a gyogyszergyartas, gyogyszertermelés (pl.
tejbe kivalasztott fehérjék) és farmakokinetikai vizsgalatok teriilete, de a
regenerativ vizsgalatok (beleértve a termékenység helyreallitasat is),
tovabbra is fontos teriiletet képviselnek a haszonallatok és Gssejtjeik
modellként valo felhasznalasa teriiletén.



1.2 Célkitiizések

Célkitlizéseim megfogalmazdsakor az Ossejteken alapuld in vitro
modellrendszer alkalmazasanak lehetdségeibdl kiindulva igyekeztem uj
modellrendszereket l1étrehozni a kiilonboz6 tulajdonsagok, és betegségek
vizsgalatara. Meg kivantam vizsgélni az alabbiakat:

1. Lehetséges-e egy alternativ sejtmagatiiltetéses modszerrel, az un.
zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetéssel kiilonb6z6 donorsejteket
felhasznalva  eldallitott  egér  embriokbol embrionalis
Ossejtvonalakat 1étrehozni, a fertilizacioval eléallitott embriokbol
létrehozott sejtvonalakkal megegyezo pluripotenciaval.

2. A sejtmagatiiltetéses  Ujraprogramozas  soran  kiilonb6zo
sejtmagatiiltetési technologiakkal 1étrehozott egér embriokbol
eléallitott embrionalis 6ssejtek pluripotenciajanak, vagyis Ossejt
tulajdonsagainak Osszehasonlitd vizsgalata, annak tisztazasara,
hogy a sejtmagatiiltetett embriokbol 1étrehozott Gssejtek potenciaja
mutat-e jelentésebb eltérést a fertilizacidval 1étrehozott embriokbol
izolalt sejtvonalakhoz képest.

3. Mennyiben befolyasolja a sejtmagdonor sejt tipusa, illetve a
sejtmagatiiltetés modszere a klonozott embriokbol alapitott
sejtvonalak pluripotenciajat, kimutathatd-e kiillonbség e tekintetben
a sejtvonalak kozott.

4. A pluripotencia kialakitasaért felelds egyik f6 szabalyozo faktor a
POUSF1 transzkripciods faktor fehérjét kodolod gén vizsgalata nyul
fajban, annak érdekében, hogy az Ossejt eldallitas technologiaja
nagyobb hatékonysagot érjen el e fajban is.

5. A pluripotencia kialakitasaért felels gének expresszioja mennyiben
kiilonbozik embriondlis stadiumban a kiilonbozé fajok kozott,
szarvasmarha, sertés és egér embridkat Osszehasonlitva. A
génexpresszid vizsgalata révén a pluripotens sejttenyészetek
eldallitasa hatékonysaganak javitdsa, embriologiai és kutatasi
felhasznalhatosaguk kiterjesztése.

6. A genetikai Gjraprogramozas mas modszerével, az Gn. indukalt
pluripotens  8ssejt  (iPSC) eldallitassal —1étrehozott  &ssejtek
betegségek in vitro modellezésében vald alkalmazhatosaga 2D sejt-
és 3D szovettenyésztési technikdk alkalmazasaval milyen
eredményre vezet.

Kérdéseim megvalaszolasa az in vitro Ossejt modellek felhasznalasi

lehetdségeit tagitja és pontosabb képet ad azok alkalmazhatésagarol a
kiilonboz6 tertileteken.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Embrionalis 0dssejtvonalak  izolalasa és  jellemzése
Sejtmagatiiltetéses genetikai Gjraprogramozassal létrehozott
egér embriokbél

Sejtmagatiiltetéses genetikai ujraprogramozas: A sejtmagatiiltetéses
genetikai Ujraprogramozas modszertana (igy a technologia részletes
modszertani ismertetése) nem képezi részét a dolgozat eredményeinek.
A dolgozatban a sejtmagatiiltetéses genetikai Ujraprogramozassal
eléallitott és holyagcesira fejlodési allapotba eljutott embridkbdl torténd
sejtvonal alapitas és az azokkal valo kisérletes munka keriil bemutatasra.

Sejtmagdonor sejtek hatasanak vizsgalata: Kisérleteink soran tobb
sejtmagdonor sejttipust hasznaltunk: friss kumulusz sejtek (B6D2 F1
genotipust egér petesejtekrdl izolalva); 13,5 napos B6D2 genotipusa
egér embrionalis fibroblaszt sejtek (Mouse Embryonic Fibroblast, MEF),
és HM1 egér embrionalis dssejtek (1290la genotipus).

Embrionalis 6ssejtvonalak alapitiasa hélyagcesira stadiumu NT és
fertilizalt egér embridkbol: Kisérleteinkben a hagyomanyos
embrionalis 6ssejtvonal alapitds modszerét alkalmaztuk. A holyagcesira
allapoti embridkat osztodasban gatolt MEF taplalo sejtrétegre helyeztiik
egyenként, 24-lyukt tenyésztéedényben. A tapoldathoz nukleozid
keveréket (100x) és inzulin-transzferrin-szelén kiegészitést (ITS, 100x)
adtunk. A sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott embriok esetén a moddszert
modositottuk és az ICM csomo sejtjeit nem kezeltiik tripszinnel, hanem
kozvetleniil a Ca?*-Mg?* -mentes PBS oldattal feltoltott tivegkapillarissal
valé mechanikus izolalast kovetOen iltettiik friss taplalo sejtrétegre.
Amennyiben az els¢ ES-szerii koloniadk megjelenésekor csak csekély
szamu koloniat talaltunk, akkor azok elsé izolalasakor szintén az elébb
ismertetett mechanikus izolalast alkalmaztuk, enzimes kezelés nélkiil.

Egér embrionalis 6ssejtvonalak pluripotencia jellemzése: Az Gjonnan
alapitott sejtvonalak pluripotencidjat tobb modszerrel vizsgaltuk: a
pluripotencia faktorok expresszidjat immuncitokémidval, aramlasi
citometriaval (FACS), és alkalikus foszfataz (ALP) enzimaktivitas
vizsgalattal fehérje szinten. Kromoszoémaszam meghatarozast ¢és
kariotipus elemzést is végeztiink, valamint ndvekedési hatékonysag
vizsgalatot a populacio duplazédas meghatarozasaval. A sejtvonalak
in vitro differenciacios képességét, mint a pluripotencia tovabbi fontos
markerét, embriotest (EB) képzddés, spontan, valamint irdnyitott
(szivizom és neuralis) differenciacioé soran igazoltuk.



A génexpresszids szintli analizishez DNS-alapti microarray vizsgalatot
végeztiink (21.000 probaval), amely eredményeit az NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) adatbdzisban GPL3697 szamon érhetd el
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7173). Az
expresszios adatokat a GEO adatbazisban GSE8424 azonositd szdmon
publikaltuk  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi). Az
eltéréen expresszald gének validdlasa TagqMan macro-array és
kvantitativ valds idejii PCR elemzéssel tortént.

2.2 POUSF1 pluripotencia gén vizsgalata nyul embrioban

DNS fragmentumok klonozasa és szekvenalasa: Az nyul POUSF1 gén
EF194086.1 szamon publikaltuk
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF194086). A kapott PCR-
fragmentumokat plazmid vektorba klonoztuk, majd szekvenaltuk
sztenderd protokoll szerint. A szekvenciat a GeneBank adatbazisban az
akkor fellelheté genomi (gDNS), kodold (cDNS) szekvenciak alapjan
végeztilk tobb faj adatait felhaszndlva (human, egér, szarvasmarha,
kutya). A vizsgalatokhoz a mintakat (gDNS, mRNS) kiilonb6zo
életkorban gy(jtott nyal embriokbol ¢és felndtt nyal borszovetbol
nyertiik.

A POUSF1 prométer funkciondlis elemzése: A POUSF1 promoter
konzervalt régioit tobbszords szekvencia-illesztéssel azonositottuk,
PCR-rel amplifikéltuk és szubklonoztuk GFP riportergént tartalmazo
plazmidba, majd egér ESC sejtekbe nukleofektaltuk az expresszio
vizsgalatanak céljabol. A transzfektalt sejtek fluoreszcencia intenzitasat
spektrofotométerrel detektaltuk. Az egyes kisérletek kozotti sejtszam
eltérést a sejtfehérje-tartalom mérésével korrigaltuk. A génexpresszios
vizsgalatokat kvantitativ valos idejiit PCR elemzéssel végeztiik.

2.3 Haszonallatok embrioinak Gsszehasonlitasa, a pluripotencia
gének expresszidjanak vizsgalata

A kisérletek soran kiilonb6z6 idOpontban izolalt preimplantacids
stadiumti embridkat valamint implantalodott embridkat és embrionalis
epiblaszt szoveteket [a gasztrulacio elotti stddiumban (ERSE stadium) és
a gasztrulacio kozepén (APE stadium)] hasznaltunk in vivo mintaként.
Invitro mintaként ESC ¢és EpiSC sejteket hasznaltunk fel. A
szarvarmarha ¢és sertés embriok kinyerése nem laboratoriumunkban
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tortént, a mintdk eldallitasat és gytijtését Bernardo et al. cikkiink
ismerteti részletesen (Bernardo et al., 2018).

Az izolalt mintak (embridk, embrionalis szovetek, sejtvonalak) mRNS-
ét izolaltuk, a mintakbol cDNS-t készitettiink és qPCR kisérletekben
vizsgaltuk, vagy RNS-szekvenaltuk. Az RNS-szekvenalas (FASTQ és
BedGraph fajlok) adatait az NCBI GEO SuperSeries adatbazisban
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSES53387)
GSES53387 szamon kozoltiik. Az RNS szekvenalasi adatok elsédleges
bioinformatikai feldolgozésat ¢és elemzését Bernardo et al. cikkiink
ismerteti részletesen (Bernardo et al., 2018).

2.4 Mukopoliszacharidozis II-es tipusa (MPS 11)
betegségmodellezés iPSC sejtek felhasznalasaval

Felhasznalt iPSC sejtvonalak: Az alanyok, akik a mintaikat az iPSC
sejtvonalak alapitasdhoz rendelkezésre bocsatottak, irasbeli beleegyezd
nyilatkozatot adtak. A hiPSC-vonalak létrehozasa és fenntartisa az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs (ETT) etikai engedélye alapjan
tortént (ETT-TUKEB 834/P1/09, 8-333/2009-1018EKU;
31203/1/2014/EKU) a BioTalentum Kft kutaté laboratériumaban (ETT
Human Reprodukciés Bizottsag ETT/HRB 22292-1/2010-1016EHR
engedélyével), zart rendszerben (OGY1/9788-13/2015). Az iPSC
sejtvonalak Iétrehozasa és a technoldgia részletes modszertani
ismertetése nem képezi részét a dolgozatban bemutatott eredményeknek.
A dolgozatban a genetikai ujraprogramozassal 1étrehozott iPSC vonalak
betegség-modellként valo alkalmazasa keriil bemutatasra.

Neuronalis differencidlédas: Az iPSC sejteket neuronalis progenitor
sejtekké (Neuronal Progenitor Cells, NPC), majd agykérgi tipust
neuronokkd differencidltattuk in vitro ¢és jellemeztik expresszios
mintazatukat. A fehérjeszinti eXpresszios vizsgalatokhoz
immuncitokémia és Western Blot analizis hasznaltunk, a génexpresszios
vizsgalatokat qPCR-el végeztiik. A morfologiai valtozasokat konfokalis
mikroszkopia és elektronmikroszkopia modszerével vizsgaltuk.

2.5  Ossejtekbdl differencialtatott 3D neuroszferoidok toxikolégia
alkalmazasa

A kisérletekben a Ctrl-2 jelzésti human iPSC vonalat hasznaltuk, amely
a Biotalentum Kft laboratoériuméaban keriilt eldallitasra kordbban. Az
iPSC sejtek neuronalis indukcidjat kdvetden NPC sejteket hoztunk Iétre.

8


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE53387

Az NPC sejtek szuszpenzids tenyészetben, 96-lyukt tenyésztéedényben
3D szferoidokat formaltak amelyek a neurondlis differencidlodést
utdnozva in vitro szovetszeri differencidciot mutattak, amelyeket a
toxicitas vizsgalatokhoz hasznaltunk fel.

Toxicitasi kezelések és ATP életképességi vizsgalat: Tizenegy ismert
toxicitasi profilu vegyiiletet teszteltiink 7 kiilonb6z6 koncentracioban. A
legmagasabb dozist a vegyliletek oldhatdsaga alapjan hataroztuk meg.
Minden mintab6l négy technikai ismétlést alkalmaztunk, és harom
biologiai ismétléses vizsgalatot végeztiink (n=3). A 3D sejtkultarakat 72
oran keresztiil kezeltilk (expozicidos id6) a vizsgalt anyagokkal, a
vivéanyag kontroll (vehicle) 0,1% DMSO-val kiegészitett normal
tapoldat volt. ATP-életképességi vizsgalatot végeztink a kezelést
kovetéen 3D szovettenyészetekre optimalizalt KIT hasznalatdval. A
lumineszcencia jelet lemezolvasoval rogzitettik. Az ECio és ECsg
hatasos koncentracio értékek meghatarozasahoz négy paraméteres
gorbeillesztési modszert alkalmaztunk, és egyiranyd ANOVA tesztet
hasznaltunk.

3 EREDMENYEK

3.1 Embrionalis ossejtvonalak alapitasa genetikai
ujraprogramozassal 1étrehozott egér embriokbol

Az elso célkitlizésem a kiilonb6zé NT modszerek és sejtmagdonor
sejttipusok 0sszehasonlitasa soran a sejtmagatiiltetéssel (NT) 1étrehozott
embriokbol torténd pluripotens Gssejtvonalak (PSC) eléallitasanak
vizsgalata volt.

Embriondlis 6ssejtvonalak alapitasa zona pellucida-mentes
sejtmagatiiltetéssel (ZF-NT) létrehozott egér embriokbél. Elsoként az
embriok osztodasban gatolt taplalo sejtrétegre (MEF) valo letapadasi
képességét hasonlitottam 0Ossze (1. tablazat). Az NT-embriokban
megfigyelt viszonylag kis méretli ICM-ek miatt az ESC-vonalak
létrehozasa soran az ICM-csomdk modositott mechanikai izolalasa
sikeresebb volt, mint az enzimes izolalés. A legsikeresebb ESC alapitast
a fertilizalt csoportban tapasztaltam (35,4%), szemben az alacsonyabb
parthenogenetikus (PGA) (1,3%) és a sejtmagatiiltetéssel eldallitott
ZF-NT (5,3%) csoporttal.



1. tablazat: ESC-vonalak 1étrehozasa ZF-NT moddszerrel el6allitott embriokbol

Hoélyagcesira embrié Embriéok Letapadt Izolalt ICM ESC-
tipusa szama (n) embriok (%) vonalak
(%) (%)
ZF-fertilizalt embrio 48 42 (87,5)* 41 (854)® 17 (35.4)?
ZF-PGA embrio 307 159 (51,8)® 94 (30,6) ® 4(1,3)°
ZF-NT embrio 209 112 (53,6)® 84 (40,2)° 11(5,3)"

b statisztikailag szignifikans kiilonbség oszlopon beliil (p<0,05). ZF, zona pellucida mentes embrio;
PGA, partenogenetikus.

Embrionalis ossejtvonalak alapitasa piezoelektromos
sejtmagatiiltetéssel (PEM-NT) létrehozott egér embriokbol. A
sejtmagatiiltetéssel eldallitott embriok letapadasi és az ESC koldniak
megjelenési ardnya e mddszernél is elmaradt a fertilizacioval létrehozott
embri6é csoporttol (53,8% vs 83,3% és 62,5% vs 15,4%). Az NT
csoportban jellemzdéen ESC-szerti és differencialt sejtek vegyes
populacioi jelentek meg (2. tabldzat). Ugyanakkor a PEM-NT
sejtvonalak aranya dsszevetve a ZF-NT sejtvonalak aranyaval (15,4% vs
5,3%), szignifikdnsan magasabb volt.

2. tablazat: ESC-vonalak létrehozdsa PEM-NT modszerrel eldallitott
embridokbol

Hoélyagesira embrié Embriék Letapadt Izolalt ICM ESC-
tipusa szama (n) embriok (%) vonalak
(%) (%)
Fertilizalt kontroll
zona pellucida-intakt 24 20(83,3) 18(75,0) 15(62,5)
PGA embrio a a a
zona pellucida intakt >3 27(50.9) 27(30.9) 1762.1)
PEM-NT embri6 26 14 (53,8) 2 14 (53,8) 4(154)°

b statisztikailag szignifikans kiilonbség egy oszlopon beliil (p<0,05). PGA, partenogenetikus; PEM,
piezoelektromos sejtmagatiiltetési eljaras.

A sejtmagdonor sejttipus hatiasa a ZF-NT embriékbol torténé ESC
alapitasra. Kiilonb6z6 sejtmagmagdonor sejttipusokat ESC, MEF ¢és
friss kumuluszsejtek hasonlitottam &ssze. Az ESC ¢és a kumulusz
sejtmagdonor sejtekbdl szdrmazdé NT embriok szignifikdnsan jobb
eredményt produkaltak (20,6% és 28,6%), mint a MEF donorsejtek
(1,2%) a sejtvonal alapitasi kisérletekben. Az embriok letapadasi aranya
jelentdsen kiilonbozott a harom sejtmagdonor csoport kozott
(3. tablazat).
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3. tablazat: A sejtmagdonor sejttipus hatdsa a ZF-NT embriokbol torténd ESC
vonalak 1étrehozasanak hatékonysagara
Sejtmagdonor sejt Embriék Letapadt Izolalt ICM  Sejtvonalak

tipusa szama (n) embriok (%) szama (%)
(%)
HM1 ESC sejt
34 26 (76,5) 23 (67,6) 7 (20,6)
egér MEF sejt 168 80 (47,6) ® 56 (33,3)° 2(1,2)®
friss kumulusz sejt 7 6(85,7)" 5(71,4) 2 (28,6)

b statisztikailag szignifikéns kiilonbség egy oszlopon beliil (p<0,05).

A létrehozott ESC-vonalak pluripotenciajanak elsédleges vizsgalata.
Vizsgalataimban az 0sszes létrehozott ntESC sejtvonal (4 ZF-NT és 11
PEM-NT sejtvonal), pozitiv expressziot mutatott a fé pluripotencia
markerekre (POUSF1, NANOG, SSEA1) az immuncitokémiai, valamint
az alkalikus foszfatdz (ALP) enzim aktivitds vizsgalatokban. E
tekintetben nem volt szignifikans eltérést a sejtvonalak kozott. A spontan
differenciacios képességiiket fiiggdcsepp modszerrel 6sszehasonlitva, az
ntESC-bol szarmazo aggregalt sejtek szabalyos és hasonlé embriotest
(Embryoid body, EB) morfologiat mutattak, nem figyeltem meg
kiilonbséget, sem a donorsejtek szerint, sem a kontroll és ntESC-k kozott.
Az EB-k szuszpenzids kultiraba torténd atvitele és tovabbi 4 napig tarto
tenyésztése utan egyszerli aggregatumok (simple embryoid bodies, SEB)
alakultak ki, majd tovabbi 7-10 napos szuszpenzids tenyésztést kovetden
az ntESC vonalak képesek voltak un. cisztikus EB-ket (cystic embryoid
bodies, CEB) is képezni. Az eredmények azt jelzik, hogy az Osszes
létrehozott sejtvonal képes kiilonbozo szovetekké differencialodni
in vitro, amely pluripotenciajuk bizonyitéka.

3.2 A létrehozott egér ntESC-vonalak pluripotencidjanak
komplex vizsgalata

A két kiilonbozé  sejtmagatiiltetési  technikaval,  kiilonb6z6
genotipusokbol, és kiilonbozo sejtmagdonor sejtek felhasznalasaval
létrehozott NT sejtvonalak pluripotencia tulajdonsagait kvantitativ
modszerekkel fehérje expresszios (FACS, karyotipus) és génexpresszios
szinten is Osszehasonlitottam. A vizsgalatok eredményeit Osszegezve az
alabbi megfigyeléseket tettem:

e az egyes pluripotencia markerek expresszidjanak kvantitativ,
fehérje szinti 6sszehasonlitdsa nem mutatott szignifikans eltérést a
sejtvonalak kozott.
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Az egyes genotipusok (1290la és B6D2) mutattak a legnagyobb
eltérést.

Tobbszoros jelolést végezve (kettds és harmas immunjel6lés), a
sejtek 60-80% kozotti aranyban mutattak pozitivitast minden
markerre, tobb kiillonb6z6 expresszidt mutatd szubpopuléacid is
detektalhat6 volt egy-egy sejtvonalban.

A kiilonbségek azonban itt is az egyes genotipusok, semmint a
sejtmagdonor sejtek kozott voltak megfigyelhetok.

A noOvekedési hatékonysdg vizsgdlat nem eredményezett
szignifikans eltérést.

A FISH analizis és kariotipus vizsgalat nem azonositott a
sejtmagtranszfer folyamatdhoz kapcsolhato elvaltozast.

A macroarray génexpresszios vizsgalat (TagMan® Mouse Stem
Cell Pluripotency Array) szignifikans kiilonbségeket mutatott ki az
azonos genotipusu sejtvonalak kozott (pl. B6D2 sejtvonalak),
azonban a kiilonb6z6 genotipusok (1290la és B6D2) kozott még
jelentésebb eltérések voltak megfigyelhetéek, mint genotipuson
beliil, vagy a kiilonb6z6 sejtmagdonor sejtvonalak kdzott.

A microarray 13 minta Gsszehasonlitasabol 11-ben mutatott ki
szignifikdnsan eltérd szinten expresszald géneket A génexpresszios
szintek valtozasait mindkét genetikai hattér sejtmagatiiltetéssel
létrehozott és nem sejtmagatiiltetéssel eldallitott sejtvonalai kozott
azonosithatoak voltak (1 abra), a sejtmagdonor sejttipusa szerint is.
Az eredmények qPCR validalasa megerdsitette ezen eredményeket.
Az eltéréen expresszald gének csoportjanak (171 gén) az egér
ntESC vonalakon végzett korabbi vizsgalatokbol szarmazo
adatsorokkal vald Osszevetése csupan 3 génegyezést mutatott.

Az Osszehasonlitast mas fajok ntESC sejtjeire és egér,
szarvasmarha, sertés NT embriok adataira Kiterjesztve, az eltéréen
expresszald gének kozos halmazat eredményezte: kotofehérjek,
extracellularis matrix fehérjék, ABC-transzporterek, transzlacios
iniciatorok, Slc-transzporterek, riboszomalis fehérjék, pro-
kollagének, néhany hosokkfehérje gén ¢€s citokeratinok voltak
érintettek.

Osszességében, a vizsgilt génszamokat figyelembe véve csekély
atfedés volt kimutathat6 a sajat adataink és a mas adatsorokban vagy
egér ntESC vagy egér NT embridkban eltérden expresszald génként
azonositott gének listai kozott. A sejtmagatiiltetéssel létrehozott
embriok eltéréen expresszald génjeinek listdja kozott nagyobb volt
a hasonlosag a fajon beliil vagy a fajok kozott, és az érintett gének
szama is magasabb volt.
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1. abra: Az eltér6en expresszald gének szama a kiilonb6z6 ESC-vonalak paronkénti
Osszehasonlitasaban (sajdt dbra).

3.3 A pluripotencia kialakitasaban szerepet jatszo POUS5SF1
szabalyozo régié vizsgalata nyulban

A nyul Pou5fl gént tartalmazé BAC klon azonositasa és szekvencia
analizisét kovetden a gén szabalyozd, un. upstream, a gén promoterét
szekvenciaival. Azonositottam négy Un. konzervalt régiot (CR1-4) és
harom enhancer régidt. Ezek a CR régiok szamos fajban ismertek,
nagyfoku azonossagot mutattak az emberi, szarvasmarha, kutya és egér
szekvenciakkal. Azonositottam a nyulban a TATA-box nélkiili minimal
prométert (MP), amely a CR1 régioban helyezkedik el és tartalmazza
mind az Spl1/Sp3 atfedé kotéhelyeit mind a hormonreszponziv (HRE)
elemet és harom G/C gazdag régidt. Azonositottam tovabba a proximalis
enhancer régiot (PE) amely két részre tagolodik és két konzervativ régiot
is atfed: a PE-1B a CR2 régidban talalhato, a PE-1A a CR2 région kiviil
helyezkedik el. A CR3 régi6 a PE-1A szekvenciatol upstream
lokalizalodik. Azonositottam a disztalis enhancer régiot (DE-2A) amely
a CR4 régidban talalhat6. A POUSF1/SOX2 transzkripcios faktor (TF)
kotohely a disztalis enhancerben, a CR4 région beliil talalhato. Tobb
G/C-gazdag motivum is azonositisra kerilt, amelyek mind az 6t
Osszehasonlitasként hasznalt emlés szekvencidban jelen vannak;
azonban a PE-1A enhancer kozelében egy CCCACCC motivumot
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detektaltam, amely csak a nyulban van jelen. Ez a motivum részben
atfedi a CCCTCCCCC szekvenciat. A nyul POUSF1 prométer régid
szervezddésének sematikus rajza a 2. dbran lathato.

I Konzervilt régic
[Jenhancer
promoter
exon
Minimal
DE-2A PE-1A PE-1B promoter Exon 1
\ | | /
]| | EEEE | B S
CR4 CR3 CR2 CR1

(fragment mérete: 2641 bp). CR, konzervalt régio; P, proximalis; D, disztalis; E, enhancer
(sajat dbra).

crcr

crcr

ortologjaval. Ezt tAmasztja ald a nyul és az ember kozott megfigyelhetd
legmagasabb homolégia mind a négy konzervalt régidban, valamint a
PE-1B és DE-2A enhancerekben.

A promoter régiok funkcionalis elemzése. Négy kiilonb6zo
riporterkonstrukciot egér ESC sejtekbe elektroporalva teszteltem a
promoter szekvencia funkcionalitasat. A kisérletek a kovetkezd
eredményekre vezettek:

e anyul POUSF1 CR1 szabalyoz6 régidja képes egér ESC sejtekben
minimal prométerként kifejezodni;

e a CR2+CR3 régiok jelenléte nem novelte jelentdsen az expresszid
szintjét a CR1 fragmenthez képest;

e a CR4 régiot a minimal promoterrel (CR1) egylitt az expresszid
szintjét tobb mint megkétszerezte;

e a teljes promoter régid [CRI1+(CR2 és CR3)+CR4] szintén magas
expressziot eredményezett;

e Osszehasonlitva az egér POUSF1 minimdl promotert (CR1) és
disztalis enhancert (CR4) tartalmazé konstrukcidval (Oct4-GiP),
azok hasonlo expresszios intenzitast mutattak.

POUSF1 expressziot preimplantacios stadiumia embridkban qPCR
modszerrel elemezve, az mRNS minden vizsgalt stadiumban, de
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kiilonbo6z0 intenzitassal volt kimutathaté az embriokban. Ezen tal, mind
az izolalt ICM és trofoblaszt mintakban is kimutathatd volt, azonban
expresszioja szignifikdnsan magasabb volt (p<0,05) az ICM-ben, mint a
trofoblaszt sejtekben.

A szekvencia vizsgalatok soran egy un. pszeudogén is azonositasra
kertilt, amelyekbdl az intronok hianyoztak, de kdzvetlen ismétlédésekkel
szegélyezett polyA farok maradvanyokat tartalmaznak, amelyek mind a
retrotranszpozalt pszeudogének jellemzdi. A POUSF1 gén cDNS-e és
pszeudogénje  99%-os  szekvenciaazonossaggal rendelkezik, a
pszeudogénben a kezdeti ATG-t6l szamitott 796 bp pozicidoban nyolc
nukleotid deléci6 van, amely a szekvenciaban kereteltolodast, vagyis
frameshift-et okoz. Ennek eredményeként a 360 aminosav hosszu
funkcionalis fehérje helyett egy 162 aminosav hosszi csonka fehérjét
kédol a funkcionalis POU-domén nélkiil, de az aminosavak szintjén még
mindig 92%-os hasonlosagot mutat a kereteltolodast okozo STOP-
kodonig. A pszeudogén szekvenciajat EU191070.1 referenciaszamon
kertilt publikalasra (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU191070).

3.4 Haszonaillatok embridinak 6sszehasonlitasa, Gj pluripotencia
gének azonositasa

A hasonl6 fejlodési stadiumok azonositisa a kiilonb6z6 fajokban a
pluripotencia markerek alapjan. A nyulon végzet PouSfl
génexpresszios kisérletek rairanyitottak a figyelmet az egyes
haszonallatok embridinak és az embrionalis stddiumban a pluripotencia
gének expresszidos mintdzatanak kiillonbségeire. Ezért célzott
vizsgalatokat végeztiink két fontos haszonallatunk, a szarvasmarha (Bos
taurus) és sertés (Sus scrofa) embridin, referenciaként az egeret
hasznélva, a pluripotens sejtpopulaciok és a pluripotencia fenntartasdban
szerepet jatszo gének vizsgalatara. Eldzetes vizsgalatokkal, valamint
irodalmi adatokat is felhasznalva in situ hibridizacid6 moddszerét
alkalmazva a fobb pluripotencia és fejlodési stddium-specifikus fehérjék
hasznalatadval meghataroztuk azon ICM, ERSE és APE fejlodési
stadiumok idOpontjat, amelyek a kiillonbozé fajok kozott egymasnak
megfeleltethetok, egyenértékli embrionalis stadiumokat jelolnek. A
stadiumokat immuncitokémia és qPCR eljarassal validaltuk vissza az
izolalt mintakbol.

Génexpresszios osszehasonlitd vizsgalatok szamos gén konzervalt
expresszigjat tartak fel a haszonallatok embrioiban. A feltérképezett
és meghatarozott embrionalis stadiumokbol (ICM, ERSE és APE)
mintakat gyljtottiink, RNS-t izolaltunk és génexpresszios dsszehasonlitd
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vizsgalatokat végeztiink RNS szekvenaldssal a 3 fajban (egér,
szarvasmarha, sertés). Az eredményeink azt mutattdk, hogy egy jol
definialhato kis csoportja a géneknek az, amely a fajok kozott eltérést
mutat az egyes fejlodési stadiumok kozotti atmenet, igy az ICM-ERSE
és az ERSE-APE datmenet sordn, és eltér6en expresszald génként
azonosithatdo. Az ICM-ERSE atmenet soran 26 gént azonositottunk,
amelynek expresszioja csokkenést mutatott, tovabba 47 megemelkedett
expressziot mutatd, mindhdrom fajban azonos modon expresszald gént
azonositottunk. Az ERSE-APE 6sszehasonlitasban csokkent expressziot
mutatd gént nem, azonban két megndvekedett expressziot mutatd gént
azonositottunk a 3 faj kdzott.

Az in vivo és in vitro transzKkripcidos mintazatok osszehasonlitasa 1j,
stadium-specifikus pluripotencia-asszocialt géneket tart fel. Szamos,
fejlédés szempontjabol fontos gén konzervalodott az evolicio soran, igy
Osszehasonlitottuk in vivo embrié RNS-szekvenalési adathalmazunkat in
vitro egér ESCs és egér EpiSCs esetében publikalt adatokkal. A harom
faj mintainak felhasznalasaval végzett elemzés a fejlédési allapot szerint
Osszehasonlitva, egyértelmiien megmutatta, hogy mig az ERSE/APE
stadiumi embridk jol csoportosulnak a késéi epiblasztbdl szarmazod
ossejtekkel (mEpiSC), az ICM stadiumt embridk nem csoportosulnak az
ICM-bél szarmazo Gssejtek (2i-mESC vagy szérum-mESC) egyikével
sem, bar kozelebb allnak a 2i-mESC sejtekhez. Ezek az elemzések
egylttesen azt mutattadk, hogy az ICM ¢és az ICM-bdl szarmazo
sejtvonalak kozotti kiilonbségek ellenére az in vivo korai és késoi
epiblaszt kozotti atmenet in vitro is beazonosithato és ennek a hatterében
a gének egy kis csoportja allhat.

Az ujonnan azonositott gének in vivo expresszidjanak validalasa
embriokban. Valoszinisithet6, hogy azok a gének, amelyek mind
invitro (egér pluripotens sejtekben), mind invivo (a harom faj
embridiban) jelentds expresszids valtozasokat mutatnak, fontos
konzervalt szerepet jatszhatnak a pluripotencia génexpresszids szintii
szabalyozasaban. Annak validalasara, hogy ezek a gének valoban
kifejezédnek-e in vivo, kivalasztottunk egy sor gént, amelyek vagy a
naiv/ICM allapothoz (Kif4, Gjb5, Spic, Scpepl és Psap), vagy a
primed/ERSE/APE éllapothoz (7rip6, Dusp6, Jakmip2, Lin28b)
kapcsolodnak. Bevontuk tovabba a Sema6A4 gént, amely a 2i-mESC-
mEpiSC  atmenetben, valamint az ICM-ERSE 4tmenetben a
szarvasmarhaban és a sertésben is emelkedett exprersszidt mutatott.

Elészor Osszehasonlitottuk ezen gének kifejezddését az embrionalis
szovetekben, a harom faj ICM, ERSE és APE stadiumt embrié mintait
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gPCR analizissel, majd immuncitokémidval. Az egér-, szarvasmarha- és
sertésembriok qPCR-analizise megmutatta, hogy a Spic, Gjb5, Scpepl és
Psap expresszios szintje szignifikdnsan magasabb volt az ICM stadiumu
embriokban, mint az ERSE vagy APE stddiumi embridkban. Az
ellentétes tendencia, azaz az ERSE és APE mintdkban vald6 magasabb
expresszio a Trip6, Dusp6, Lin28b, Jakmip2 és Semaba expresszid
esetében is megerdsitést nyert. A fehérje szintli immuncitokémiai embrio
vizsgalatok megerdsitették az eredményeket.

Az ujonnan azonositott gének a naiv/primed pluripotens allapot
elorejelzéjeként hasznalhaték. A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy
ezek a gének felhasznalhatok-e a naiv/primed pluripotens allapot
megkiilonboztetésére, vagyis jelzogénként hasznalhatoéak-e. Valos ideji
gPCR-t végeztiink mESCs és mEpiSCs, valamit tovabbi embrid eredetii
Ossejtvonalakban, azaz trofoblaszt (mTSCs) és primitiv endoderma
(mXENCs) 6ssejtekben. Az elorejelzésnek megfeleléen a Kif4, a Gjb5, a
Scpepl és a Psap szignifikansan magasabb szinten fejezodott ki az
mESCs, mint az mEpiSC sejtekben és igy a naiv allapot jelzdinek
tekinthetSk. Erdekes modon a Spic volt az egyetlen olyan gén, amelynek
expresszioja a 2i-mESC sejtekre korlatozodott, igy ez az alapallapot uj
markere. Ezzel szemben a Lin28b, a Semaba, a Jakmip2 és a Carl4 a
mEpiSC sejtekben erésebben kifejez6dott az mESC sejtekhez képest. A
Dusp6 expresszidja emelkedett volt a szérum-mESC esetében és
erbteljes expressziot mutatott az mEpiSC sejtekben is. Ezért ezeknek a
géneknek az alacsony expresszioja az alapallapot jellemzéjénck
tekinthetd. Végiil a Trip6 expresszidja minden Ossejtben kimutathato
volt, expresszioja alig emelkedett, amely eredményeket in vitro
Ossejtekben immunfestéssel is megerdsitettiink.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy a naiv és primed pluripotens sejteken
végzett gén- és fehérje expresszids vizsgalatok igazoltdk az Gjonnan
azonositott, pluripotencia-asszocidlt gének stadium-specifitasat ¢&s
alkalmasak a pluripotens allapot differencialasara.

3.5 IPSC sejtek alkalmazasa betegségmodellezésben

Az iPSC sejtvonalak neuronalis differencialodasi  képességének
igazolasa a kiilonbozo differencialodasi stadiumokban génexpresszios
(qPCR) és fehérje szinten (immuncitokémiai) tortént. Az eredmények
megmutattdk, hogy minden sejtvonalbdl sikeresen differencialodtak
NPC sejtek, amelyek 5 hét alatt érett neuronokka, asztroglia ¢és
oligodendroglia sejtekké fejlodtek mind az egészséges, mind a beteg
sejtek esetén.
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A vizsgalt betegségre jellemzO, az IDS enzimhiany kivaltotta
glikozaminoglikdnok (GAG) progressziv felhalmozddasa a neuronalis
tenyészetekben detektalhato volt. Azonban az NPC-kultardk
alacsonyabb teljes GAG-szintet mutattak (p<0,05) a kontrollokhoz
képest. A lizoszoma-asszocialt membran glikoprotein 2 (LAMP2)
immunfestéssel a lizoszomak felhalmozodasa minden betegbdl szdrmazo
neurontenyészetben kimutathatd volt. Sejttipus-specifikus kiilonbség is
detektalhato volt: az MPS II TD35 mintdkban a GFAP+ asztrocitakban
sokkal t6bb LAMP2+ vakuolum volt, mint a MAP2+ neuronokban. A
LAMP2 mennyiségét szamszerlisit6 Western-blot analizis az MPS Il
NPC-kben fokozott LAMP2-expressziot mutatott ki. A tarold
vakuolumok felhalmozodasat ultrastruktaralis szinten
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal is igazoldst nyert, és minden
tipusuk  kimutathatdé volt. Emellett szdmos durva felszini
endoplazmatikus retikulum (RER), illetve Golgi morfologiai elvaltozas
is detektalasra keriilt. Az eredményeket a TFEB (Transcription Factor
EB) expresszidjanak és szubcellularis lokalizaciojanak az MPS II
sejtekben detektalt fokozott sejtmagi lokalizacioja is igazolta.

Az ER-stressz és autofagia aktivacio szerepét az MPS II fenotipusban a
kontrollhoz képest megndvekedett XBP1(S) szint igazolta, a kalretikulin
(CALR) expresszios szintjének egyidejii emelkedésével. Ugyanakkor a
Western-blot kisérletekben differenciltsagi stadiummal LC3-I/LC3--11
arany eltérés volt kimutathato az MPS Il-vel érintett sejtkultarakban.

3.6  Ossejt alapt 3D neuroszferoidok toxikolégia alkalmazasa

Az iPSC eredetli NPC sejtek szuszpenzios kultiraban szabadon lebegd
3D neuroszferoidokka differencialtatva dinamikus ndvekedését
mutattak, mig az atmér6 linearisan nott, a fehérjetartalom a 4. hét utan
dinamikusabban emelkedett, ami hasonlit az in vivo differencialéodas
soran bekovetkezo sejt- és szovetszintli valtozasokra. A génexpresszid
heti vizsgalata a neurondlis differencialodas folyamatos elérehaladasat
és az érési markerek szintjének novekedését mutatta. A terminalis
differencialédas neuronhaldézatok és  szinapszisok  kialakulasat
eredményezte, valamint a neuronalis altipusok (glutamaterg, GABAerg,
kolinerg és dopaminerg neuronok), asztroglia és oligodendroglia sejtek
megjelenését, amely génexpresszids (qPCR) mind pedig fehérje
expresszios (immuncitokémia) szinten igazolhato volt. Az eredmények
alapjan megallapithatd, hogy a 3D neuroszferoid rendszer komplex
neuronalis sejtkultirat biztosit, amely a korai neuronalis differencialodas
modelljeként szolgalhat.
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A 3D neuroszferoidok neurotoxicitasi modellként valé alkalmazasa.
Tizenegy jol ismert hatdsu vegyiiletet (gyogyszerek, peszticidek és vegyi
anyagok) kivalasztva, 7 kiillonb6zé koncentracioban, akut (72 o6ras)
expozicidoval alkalmazva a szferoidokon D21, D28 vagy D42
stadiumban, koncentracid-valasz gorbéket vettiink fel. A kisérletekben a
kiilonb6zd vegyiiletek koncentraciofiiggd modon kiilonb6zd mértékii
citotoxicitast idéztek eld a 3D neuroszferoid kulturdkban. Az
eredmények alapjan a vizsgalt anyagok koncentraciofiiggd rangsorat
lehetett felallitani az egyes differencidlodasi szakaszokra.

A 3D neuroszferoidok Kkezelése vegyiilet-specifikus valaszt
eredményez sejtszinten. Az ATP-alapu életképességi vizsgalat képes
kimutatni a sejthalalt, de nem alkalmas mas specifikus sejtszintii
események kimutatasara. A 3D szdvetekre validalt tesztek hianya miatt
szubcellularis szinten vizsgaltam a Rotenon (ROT) neurotoxikus
vegyiilet  hatdasat, amelyr6l ismert, hogy beavatkozik a
mitokondriumokban 1évo elektrontranszportlancba. Az eredmények azt
mutattak, hogy a ROT szignifikdnsan novelte a szferoidokban
bekovetkezd sejtpusztulast a kontrollhoz képest (TUNEL assay),
Osszhangban az ATP-mérés eredményeivel. Az ultrastrukturalis vizsgalat
a mitokondriumok belsé membran red6zottségében is valtozast mutatott:
mind az alak, mind a komplexitas megvaltozott a ROT-kezelt mintakban
a kontrollokhoz képest. Osszefoglalva elmondhat6, hogy a toxikus
vegyiiletr6l ismert specifikus hatas volt kimutathatd sejtszinten a 3D
neuroszferidokon, amely igazolja az Ossejt alapd 3D sejttenyészetek
érzékenységét és specifikussagat.

4 KOVETKEZTETESEK

4.1 Embrionalis dssejtvonalak létrehozasa és jellemzése
genetikailag @jraprogramozott embriékbol

Vizsgalataim célja a kiilonb6z6 sejtmagatiiltetési modszerrel eldallitott
embriok  Ossejtek  eldallitasara  vald  alkalmazhatdsaganak,
hatékonysaganak és az eldallitott sejtvonalak Ossejt tulajdonsagainak
értékelése volt. A sejtmagatiiltetéses Gjraprogramozas (vagy a médiaban
elterjedt nevén klonozas) un. zona pellucida-mentes (ZF-NT) alternativ
technikajat sikeresen alkalmaztak korabban é16 utodok eldallitasara.
Vizsgalataimban a jobban elterjedt és tobb fajon is publikalt
piezoelektromos sejtmagatiiltetéssel (PEM) hasonlitottam 0ssze annak
érdekében, hogy meghatdrozzam a zona pellucida-mentes (ZF)
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modszerrel 1étrehozott holyagesira stddiuma embridk pluripotens Ossejt
létrehozasi potencialjat.

A létrehozott ESC sejtvonalak teljes szamat Gsszehasonlitva jelentds
kiilonbség volt megfigyelhetd a PEM ¢és a zona pellucida-mentes NT-
modszer kozott. A megfigyelt kiilonbségek a sejtmagdonor sejtek
tipusanak, és nem maganak az NT-modszernek a hatasara vezethetok
vissza, mivel a PEM-NT kisérletekben csak kumulusz sejteket
hasznaltunk sejtmagdonor sejtként, a ZF-NT kisérleteknél pedig harom
kiilonbo6z6 sejttipust (kumulusz, embrionalis fibroblaszt ¢s embrionalis
Ossejt) amelyek hatékonysaga sejttipusonként eltért.

Eredményeim szerint a ZF-NT holyagcsira embridkbol valtozo
hatékonysaggal (1,2%—28,6%) lehet ntESC sejtvonalakat 1étrehozni, és
ez a folyamat szoros 0sszefliggést mutat a sejtmagatiiltetés soran hasznalt
sejtmagdonor sejttipussal. A kumulusz és ESC sejtmagdonor sejtekbol
szarmaz6 ntESC sejtvonalak létrehozasanak hatékonysaga sokkal
magasabb volt (28,6%, illetve 20,6%), mint a MEF sejtmagdonor sejteké
(1,2%). Ez a HM1 ESC ¢és kumuluszsejtek sejtmagtranszfert kovetd jobb
atprogramozasanak koszonhetd, amely a magzati eredetii fibroblaszt
sejtekhez (MEF) képest hatékonyabban tdimogatja a késdbbi Ossejtek
létrehozasat. Eredményeimmel 0sszhangban egy korabbi tanulmany az
ntESC létrehozasanak donor sejttipusaban szignifikansan jobb aranyrol
szamolt be, amikor frissen izolalt kumulusz sejteket hasznaltak donor
sejtmagként, mint amikor felndtt egyedekbdl izolalt tenyésztett
fibroblasztokat. Vizsgalataim megerdsitik ezeket az eredményeket egy
eltéro eredetii fibroblaszt (MEF) és egy eltérd sejtmagatiiltetési technika
(ZF-NT) alkalmazasaval.

A létrehozott ntESC sejtvonalak (4 ZF-NT és 11 PEM-NT sejtvonal)
elsddleges jellemzése (f6 ESC pluripotencia markerek expresszidja,
spontan, valamint szivizom és neuralis differencialtatds) nem
eredményezett szignifikans eltéréseket a vizsgalt vonalak kozott, az
ntESC vonalak nagyon hasonléak voltak a hagyomanyos, fertilizalt
embriokbol 1étrehozott ESC sejtvonalakhoz, amely Gsszecseng masok
PEM-NT modszerrel eléallitott embriokbol alapitott ESC vonalak
vizsgalati eredményeivel.

Osszefoglalva eredményeimet elmondhatd, hogy célkitlizésemnek
megfeleloen  sikeresen  hoztam  létre ntESC  sejtvonalakat
sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozassal eldallitott egér holyagesira
embriokbol. Kimutattam, hogy az NT embriok sejtmagdonor sejttipusa
befolyasolta az ntESC létrehozdsanak hatékonysagat. Bizonyitottam,
hogy pluripotenciajuk nem tér el a fertilizalt embriokbol Iétrehozott ESC
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vonalaktdl spontan differencidcios modellben. Tanulményom volt az
elsd, amely bizonyitotta, hogy a szomatikus és embriondlis egér sejtek
sejtmagjabol zdénamentes sejtmagétiiltetési (ZF-NT) technikéval
szovettanilag kompatibilis ntESC sejtvonalak nyerhet6k, amelyek
modellként szolgalhatnak a regenerativ gyogyaszat szdmara.

4.2 Az ntESC vonalak pluripotenciajanak részletes vizsgalata

A pluripotenciaért illetve annak fenntartasaért felel0s transzkripcids
szabalyozo rendszer pontos kifejezOdése alapvetd fontossagt az ESC
sejtek megujulasanak és differencialodasi potencidljuk fenntartasa
szempontjabol. Kisérleteimben nem figyeltem meg jelentds
kiilonbségeket a kontroll és az ntESC sejtvonalak kozott a 6 szabalyozo
fehérjek tekintetében. Azonban a kumulusz- és MEF-sejtekb6l szarmazo
B6D2 ntESC és néhany esetben a B6D2 kontroll ESC jelentds
kiilonbségeket mutatott a HM1 kontrollhoz képest (1290I1a genotipus) az
dramlési citometrids vizsgalatokban. Tovabba a B6D2 hatteri ntESC
sejtvonalak, filiggetlenil a sejtmagdonor sejt tipusatol, tobb
Osszehasonlitasban is jelentdsen kiilonbozott a HM1 NT-tdl. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a megfigyelt valtozasok inkébb az ntESC
genetikai hatterével (B6D2 vs 1290la), mint a felhasznalt sejtmagdonor
sejt tipusaval korrelalhatnak.

Amikor a sejtvonalakat tovabb elemeztiik egy kdvetkezd tanulmanyban
az un. iTRAQ proteom analizis modszerével (LC-MS/MS elemzés nano-
folyadékkromatografias rendszerrel) 1650 fehérjét kvantifikaltunk a
sejtvonalak Osszehasonlitdsakor. Az elemzés megmutatta, hogy igen
csekély a kiilonbség, csupan 44 fehérjében talaltunk eltérést a fertilizalt
egér embriokbol 1étrehozott ESC sejtvonalak és sejtmagatiiltetéses ESC
vonalak kozott (Frolich et al., 2013). Ezek az eredmények igazoljak
korabbi megfigyeléseimet, amelyet tovabbi filiggetlen vizsgalatok is
alatamasztanak.

Az ESC sejtek sejtciklusa eltér a szomatikus sejtekétdl, rovid G1-fazis és
hosszabb S-fazis jellemzi. Ez az egyedi sejtciklus-mintazat és a
sejtciklus-szabalyozas hatterében all6 mechanizmusok arra utalnak,
hogy a sejtciklus maga is fontos szerepet jatszik az Ossejt allapot
fenntartasdban. Tanulményomban els6 alkalommal irtam le az ntESCs
sejtvonalak ndvekedési profiljat. Mig a két Osszehasonlitott genotipus
enyhén kiilonbozott, az ntESC-k kozott szinte nem volt kiilonbség. Az
igen hasonld profil a sejtek pluripotencidjara utal, sejtciklusuk
felgyorsult, rovid sejtciklus jellemzi azokat.
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Nagy felbontasi génexpresszios vizsgalatok ntESC sejtvonalakon. A
kovetkezOkben nagy felbontasu transzkripcids profilalkotdst (macro- és
microarray) hasznaltam az ntESC sejtvonalak és a megtermékenyitett
embriobol szarmazé ESC sejtvonalak kozotti génexpresszids kiilonbség
meghatarozasara. A vizsgalatok kiilonbségeket mutattak ki az ntESC
sejtvonalak és a referencia ESC (HM1) sejtvonal kdzott. Mas fajok és
NT modszerek esetén az expresszios profilelemzés eredményei a
kiilonb6zé genetikai hatterek kozott szembetlindbb  kiilonbségeket
jelezhetnek, mint az NT-folyamat (PEM vagy ZF-NT). Megfigyelhetd
volt azonban, hogy a két genotipus (HM1 és B6D2) kozott mindkét
genetikai hattérbol szarmazd NT folyamatot kovetden csokkent az
eltérden expresszalt gének szama (B6D2 MEF NT vs HM1 NT és B6D2
CUM NT vs HMI1 NT), amely a genetikai jraprogramozas soran
bekovetkezd epigenetikai valtozdsok fontossagara utal.

Osszehasonlitva a szignifikdnsan eltérd expressziét mutatd géneket
(171 gén) az egér ntESC vonalakrol korabban publikalt tanulmanyokkal,
és mas fajokon publikalt adatokkal nagyon kevés egyezés volt
kimutathatd. Kiszélesitve az elemzést a kiillonb6zé fajok
sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott embridin publikalt adatsorokkal szamos
eltéréen expresszald gént azonositottam, amely a kotéfehérjék, a
transzlaciot inditdo fehérjék és a riboszomalis fehérjék szerepét
tamasztotta ala, amelyek az NT soran megvaltozhatnak. Korabban
publikalt tanulmanyok azt jelezték, hogy az NT-eljaras szamos gén eltérd
expressziojat eredményezheti NT-embriokban, ez azonban tgy tilinik,
hogy az NT-embriobol szarmazo ntESC sejtvonalak esetén lecsokken,
amire a sajat vizsgalataimbdl is kovetkeztetni lehet. Ugy tlnik tehat,
hogy az egér sejtmagatiiltetés esetén az embriok megvaltozott
génexpresszios profilja erdsen fiigg a felhasznalt donorsejt tipusatdl, ami
az ntESC sejtvonalak esetében is megfigyelhetd, de kisebb mértékben.
Ez a jelenség azt mutatja, hogy az ntESCs teljes nuklearis
atprogramozason ment keresztiil, és a kiilonbségek csokkenhetnek, vagy
akar el is tlnhetnek, ha az ntESCs és a megtermékenyitett embridbol
szarmazo tarsaik kozotti 6sszehasonlitast nézziik. Ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy az ntESC sejtvonalak olyan NT embridkbol
szarmazhatnak, amelyekben a nuklearis atprogramozas sikeresebb volt.
Mas szavakkal: lehet, hogy csak az embrionalis fejlédés szempontjabol
kompetens NT embriok, amelyek "teljesebb" epigenetikai
atprogramozason mentek keresztiil, lehetnek alkalmasak az ESC
sejtvonalak létrehozasahoz. Ez a feltételezés fontos szempont az ntESC
sejtek terapias vagy fenotipus modellezésben vald alkalmassagahoz.
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4.3  Nyul Pou5fl gén regulator régio vizsgalata

A nyil Pou5fl prométer szekvencia nagyfoku hasonlésagot mutat
human ortolégjaval, erés domén konzervacié mellett. Publikaciom
volt az els6 tanulmany, amely leirta a nyul Pou5f1 gén teljes szabalyozo
Pou5fl cDNS szekvencidjat, és elemeztem az expresszids mintazatot
preimplantacioés stddiumt nyul embridkban. Ezenkiviil azonositdsra
keriilt egy pszeudogén, amely nagyfokt hasonlosagot mutat a teljes
Pou5f1 szekvenciaval. Eredményeim megmutattdk, hogy mind a Pou5f1
génszerkezete, mind a szekvencidja rendkiviil konzervalt a kiilonb6z6
fajok kozott, nyul, egér, ember, szarvasmarha ¢és kutya DNS
szekvencidkat Osszehasonlitva, amely igazolja rendkiviil konzervalt
szerepét a korai gerincesek egyedfejlodésében.

Osszehasonlitva a nytl Pou5f1 szekvencia 2,2 kb méretii 5' szabalyoz6
funkcionalisan fontos régido nagy pontossaggal meghatarozhato volt a
transzkripcios starthelytdl upstream szakaszon. E mellett jonnan
azonositottam egy CCC(A/T)CCC motivumok, amely csak a nyulban
volt megtalalhatd és, jelentésége lehet a PouSf1 génszabalyozas emlOs
fajokban tapasztalhato kiilonbségeinek vizsgalatakor. Elemzésem soran
kimutattam, hogy a vizsgalt fajok koziil a nyal és a human Poulf]
szabalyozo régioja rendelkezik a legnagyobb homologiaval, amely
funkcionalis hasonlosagot jelezhet eldre.

Az egér ESC-ken végzett funkcionalis vizsgalataim igazoltak, hogy a
nyul Pou5f1 promoter CR4 régidja mutatta a legmagasabb expresszids
szintet. Ez arra utal, hogy a nyil CR4 promoter régidja ugyanazt a
transzkripcios szabalyozd aktivitast biztositja, mint az egér CR4
szekvencia az egér ESC sejtekben.

A nyul Pou5SF1 ICM és trofoblaszt sejtekben is expresszal. A qPCR
kimutatta, hogy az anyai eredetii Pou’5f] mRNS szintje magas az
oocitakban és a zigétakban, amely fokozatosan csokkent a 8-16 sejtes
stadiumig. Az atmenetileg csokkent transzkriptum szintek az embrionalis
genom aktivalasat kovetéen folyamatosan emelkedtek, amely megfelel
az egér génexpresszios mintazatanak. Azonban egérben az expresszio a
morula stadiumot kdvetden az ICM-re korlatozodik, a primitiv
ektodermaban fokozodik, és végiil a primordialis csirasejtekben marad
fenn. Nyul embridkon végzett kisérleteim megmutattak, hogy a Poulf]
mind a trofoblasztban, mind az ICM-ben mRNS-szinten kifejezédott.
Szarvasmarha, sertés, rézuszmajom és human preimplantacios stadiumu
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embriokban a POUSF1 fehérje szintén mindkét sejttipusban
lokalizalhatd, amely vélhetden az extraembriondlis vonal-specifikus
génexpresszio szupresszoraként mitkddhet a preimplantacids fejlodés
elott in vivo. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az expresszid térbeli
mintdzata a holyagesira stadiumban fajspecifikus. Osszefoglalva
eredményeimet elmondhat6, hogy tanulmanyom a nyal PouSf]
szabalyozd6 domének elsd atfogd elemzését nyujtotta. Az részletes
szekvenciaelemzése magas szekvencia konzervaltsagot mutatott, amely
a génexpresszio szabalyozasanak fontossagat mutatja a korai emlésok
fejlodésében. Kimutattam, hogy az enhancerek legnagyobb homologiaja
az ember ¢és a nyul kozott azonosithato, tovabba elsoként igazoltam a
trofoblasztban megjelend Poujfl expressziot. Ez novelheti a nyul
Osszehasonlito funkcionalis genomikai eszkdzként vald
felhasznalasanak fontossagat az allatorvosi-, orvosi kutatdsokban.

4.4  Pluripotencia szabalyozas haziillatok korai embriéiban

Konzervalt gének Kis csoportja kiilonbozteti meg a korai és a kés6i
epiblaszt stidiumokat az emldsok fejlodésében. Az el6zdekben
ismertetett nyul kisérletek jol bizonyitjak, hogy a fajok kozotti
génexpresszios, ¢€s gén szabalyozasi kiilonbségek jelentdsen
befolyasoljak egy-egy tulajdonsag kialakulasat. Habar az egérben az
ESC vonalak létrehozéasa évtizedes gyakorlat, szdmos fajban komoly
nehézségekbe iitkdzik a pluripotens Ossejtek izolalasa és fenntartasa.
Ezért kovetkezd vizsgalataim soran tovabbi, olyan fajok embridinak
Osszehasonlitasaban vettem részt, ahol a pluripotens dssejtek eldallitasa
nehézségekbe {itkozott a vizsgalatok megkezdésekor. A valasztas a sertés
és szarvasmarha embriokra eset, amelyeket egér embriokkal és
Ossejtekkel hasonlitottunk Ossze tobb megkozelitéssel. Egyrészt
Osszehasonlitottuk az egér sertés és szarvasmarha ICM, ERSE és APE
stadiumban 1év0, az extraecmbrionalis szOvetektdl mentes embrid
szoveteinek transzkriptomjat, amely konzervalt génexpresszios
mintazatok feltarasara vezetett az egér és a patas fajok (Ungulata) kozott.
Ezutan az in vivo stddiumok kozott eltérden kifejez0d6 konzervalt gének
halmazat hasonlitottuk 6ssze azokkal, amelyek az egér pluripotens sejtek
in vitro naiv vagy primed allapotat jellemzik. Ez azért is fontos, mert a
vizsgalatok megkezdésekor csak az egérben volt egyértelmil
geénexpresszios mintazat az in vitro naiv és primed allapothoz rendelve.
Ez lehetové tette szamunkra, hogy azonositsunk egy sor 0j gént, amelyek
fontosak a naiv vagy a primed allapot fenntartasa szempontjabdl, és
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hozzéjarulnak a két pluripotencia 4allapot fajok kozotti eltérd
szabalyozasanak megértéséhez.

Az egér, szarvasmarha és sertés ICM, ERSE ¢és APE embriok
Osszehasonlitasa minden fajnal jelentdés atfedést mutatott a
génexpresszioban az egyes stadiumokban. Ugyanakkor csak kis szamu
olyan eltéréen expresszalodo gént azonositottunk, amely mindharom
fajban koz0s volt. Az elemzés azt is kimutatta, hogy az ICM/ERSE
fejlodési atmenet a legkritikusabb, mig az ERSE ¢és az APE stadium
kozott végbemend valtozasok vagy kevésbé dramaiak, vagy kevésbé
konzervaltak. Ez allhat annak hatterében, hogy - legalabbis az egérben -
az ICM-r6l az ERSE-re tortén6 atmenetet egyszerre jellemzi a primitiv
endodermanak az epiblasztbol valo elkiiloniilése és a naivbdl a primed
pluripotencialis allapotba vald atmenet. Az ilyen folyamatok emldsok
kozotti konzervalodasat jelzi, hogy a leszabalyozott, vagyis alacsony
expressziot mutatd, de nem teljesen elcsendesiilt (ICM-ERSE) gének
kozott jelen van néhany naiv pluripotencialis gén, példaul a Tfep2i1, Kif4
és Klf5, vagy a primitiv endodermaban expresszalodé gének csoportja,
példaul a Pdgfra, Gata6 és Sdc4.

Uj, naiv és primed pluripotenciaval kapcsolatos gének azonositasa.
Az invivo adatok és az egér pluripotens Ossejtvonalak expresszios
adatait Osszehasonlitva Uj, a pluripotenciahoz kapcsolodd géneket
azonositottunk. Ezek kozott voltak olyan gének, amelyek expresszidja
feldsult az ICM stadiumua embridkban és az egér ESC-kben, és voltak
olyanok, amelyek mind az ERSE és APE stadiumua embridkban, mind az
egér EpiSC sejtekben kifejezodtek. Az eltéréen expresszaldodo gének
kozott a varakozasoknak megfelelden ismert pluripotenciaval
kapcsolatos gének, példaul a Kif4 és a Lin28b is megtalalhatoak voltak.

Az elemzésiink altal kiemelt egyéb géneket a pluripotenciaval
kapcsolatos génekként irtak le korabban, azonban a pluripotencia
kaszkadban betoltott szerepiiket nem hataroztak meg. Ezek k6z¢é tartozik
a Dusp6, egy olyan gén, amelynek expresszidja feldusult az ERSE/APE
stadiumokban, valamint a szérum mellett tenyésztett mESCs-ben és a
mEpiSCs-ben. Vizsgalataink soran megmutattuk, hogy a Dusp6
kittésekor  (knock-down kisérlet ESC sejtekben) a  sejtek
differencialédasnak indulnak a pluripotencia kaszkadban szerepl6 gének
expresszidja lecsokken. Igy a Dusp6 a pluripotencia megérzésében
fontos szerepet tolt be. Megfigyeléseinket késébb masok is
megerdsitették Ossejtek transzkriptomikai 6sszehasonlitd vizsgalatakor.

Olyan konzervalt géneket is talaltunk, amelyeket eddig nem hoztak
Osszefliggésbe a pluripotenciaval. A GJIB5 egy un. gap junction fehérje,
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amelyrdl kordbban kimutattdk, hogy retinolsav hatisara expresszidja
lecsokken. Ezzel szemben az SCPEP1 egy retinoid-indukélhaté szerin-
karboxipeptidaz, amelyet eldszor simaizomsejtekben fedeztek fel. A
Semaba, a Jakmip2 és mas ERSE/APE- és mEpiSC-asszocialt gének
fiziologiai funkcioi még mindig nagyrészt ismeretlenek. Ezek az tn.
primed pluripotencia allapothoz kapcsolodd gének olyan markerek
lehetnek, amelyek segitségével meghatarozhato, hogy a nem ragcsalo
fajokbol szarmazé ICM tenyészetek a késdi epiblaszt allapot felé
sodrodnak-e.

Az Ossejtvonalak és az in vivo mintak Osszehasonlitdsa révén szamos
evolucidsan konzervalt utvonalat figyelhettiink meg az ICM az ERSE és
APE stadiumok fajok kozotti 6sszehasonlitasaval. Megerdsitettiik, hogy
az altalunk Bijonnan azonositott naiv és primed pluripotencia gének koziil
néhany in vitro is aktiv a pluripotencia fenntartasaban. Eredményeink
hozzajarulhatnak az ESC sejtvonalak sikeres izolalasahoz azon fajokon,
ahol ez eddig nem jart sikerrel.

4.5 Betegségmodellezés iPSC sejtekkel

Az 1PSC-k felfedezése Ilehetdséget nyitott az egyes betegségek
kialakulasanak tanulmanyozasara az érintett sejttipusok
differencialodasanak vizsgalataval. Jelenleg 11 lizoszomalis tarolasi
betegség esetén hoztak 1étre iPSC sejteket a betegekbdl, ami kiemeli a
ritka betegségek teriiletén a technologia fontossagat és az abban rejlo
lehetdségeket. MPS 11 betegségben csak egy beszamold jelent meg
tanulmanyom elkészitéséig hiPSC izolalasarol, azonban sem a
citopatoldgiat, sem a neurodegeneracié mechanizmusat nem vizsgaltak a
szerzok.

A lizoszomalis taroldo vakuolumok intracellularis felhalmozddasa a
legtobb LSD egyik citopatologiai jellemzdje. Bar a neurodegeneracio
citopatologiaja az MPS 1I betegségben eddig ismeretlen volt, mas LSD
betegségekben csokkent IDS enzimaktivitds, GAG felhalmozodas,
Amikor a sejtek GAG szintjét vizsgaltam, fokozott GAG-akkumulaciot
és tarold vakuolum felhalmozddasat talaltam a beteg iPSC sejtekben és
az azokbol differencialtatott neurondlis sejtekben. Ezt ultrastrukturalis
elektronmikroszkopos vizsgéalat és a lizoszoma-asszocidlt membran
glikoprotein 2 (LAMP2) fehérje expresszio immuncitokémiai kimutatasa
is igazolta.

Kisérleteimben az LC3-1 szignifikdnsan megnovekedett szintjét
mutattam ki az Osszes MPS II-vel érintett TD35 kultaraban, ami
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Osszhangban van az irodalommal, miszerint a fokozott autofagia a
funkciok gyengitik az mTOR-aktivitdst, ami a TFEB jelatvitel
aktivaloddsdhoz (nuklearis lokalizaci6 megnovekedése) vezet, mind a
lizoszoémalis utvonal, mint az autofagia tekintetében. Vizsgalataimban a
TFEB fehérje hasonlod lokalizaciojat figyeltem meg, egyértelmii
dominanciaval az MPS II betegek sejtjeinek sejtmagjaban. A LAMP2
szintje minden MPS II érintett sejtvonalban megndvekedett, amely
val6szinlileg a lizoszomadlis rendszer részvételére utal az MPSII

crer

A Golgi részvételét (Golgi membran deformaciok) az MPS betegségek
citopatologiajaban MPS IIIB  (Sanfilippo szindroma) esetében
egérmodellben irtak le elszor. Nagyon hasonlé deformaciok voltak
megfigyelhetdek az MPS II iPSC-bdl szarmazé modellben a neuronalis
sejtek Golgi membranjaban. Az ER-stresszel kapcsolatos els6
megfigyelés a tagult ER-ciszternak gyakori eléfordulasa volt mind az
MPS II NPC sejtekben, mind a TD35 kultarakban elektronmikroszkopos
vizsgalatokban. Vizsgalataimban az XBP1 splice-olt formajanak
szignifikansan emelkedett szintjét mutattam ki MPS II neuronalis

crer

valo részvételére utal.

Vizsgalataimban a betegek TD35 mintdiban a GFAP pozitiv
asztrocitakban fokozott LAMP2+ vakuolizaciot figyeltem meg. Az
MPS II neurontenyészetekben massziv tarolévakuum-felhalmozodas
volt megfigyelhetd, fokozott sejthalallal, ami az asztrocitakban jobban
érvényesiilt. Ez a sejttipus-specifikus kiilonbség 0Osszefiigghet az
asztrocitadknak a kozponti idegrendszerben betoltott szerepével, mivel
energiaval latjak el a neuronokat, tobbszords dinamikus egyensulyi
valtozasok €s Ujrahasznositas révén fenntartjak az agyi homeosztazist, és
védik a neuronokat az oxidativ stresszel szemben. Vagyis az MPS Il
asztroglia karosodas kozvetleniil hat a neuronok életképességére és
noveli a neurodegeneracio kockazatat.

Tudomasom szerint tanulmanyom volt az els atfogd jellemzés az
MPS II altal érintett neuronalis sejtekrdl in vitro. Létrehoztam és
széleskorlien jellemeztem egy iPSC-alapti in vitro sejtmodellt az MPS 11
jutottam, hogy az NPC-kultarak jo modellrendszert nyUjthatnak az
MPS II alapvet6 citopatoldgiai eseményeinek vizsgalatara, mig a TD35
kultarak hatékony in vitro modellt biztositanak a kiilonb6z6
sejttipusoknak a betegség citopatoldogiai jellemzdiben vald részvételének
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vizsgalatara. Eredményeim publikdldsa ota hasonldo iPSC alapu
rendszerben a differencialtatott neuronalis tenyészetekben hasonlo
fenotipust és citopatologiat irtak le mas genetikai hatterti és fiiggetlen
iPSC modellen, amely eredményeim és a levont kovetkeztetések
helytallosdgat bizonyitjak. A differencialtatott sejteken IDS enzimpo6tlo
terapiaval és O-tokoferol kezeléssel jelentOs javulds volt eldidézhetd,
amely a modellrendszer alkalmassagéat és felhasznalasi lehetdségeit
tamasztja ala.

46 Ossejtek felhasznalasa toxikologiai vizsgalatokban

A neurotoxikologiai sziirést lehetdvé tévo in vitro platformok fejlesztését
a vegyipar, az élelmiszeripar, a kozmetikai ipar és a gyogyszeripar
siirgetd igényei vezérlik. A legtdbb neurotoxikoldgiai vizsgalatot
ragesalokon vagy ragesalobol szarmazoé primer sejteken végzik, ami
viszonylag magas koltségeket és a faji kiilonbségek miatt az eredmények
alacsonyabb transzlacios értékét eredményezi. Szdmos nemzetkozi
kezdeményezés indult emldsok neuralis szovetébdl szarmazo sejtek €s
emberi sejtek felhasznalasaval a kémiai veszélyek kimutatdsara és
elorejelzésére, azonban csak korlatozott szdmt human neuronalis
sejtvonal all rendelkezésre ezen vizsgalatok szamara. A human iPSC-k
alkalmazasa azt az elonyt kinalja, hogy tobbféle, azonos egyéni genetikai
hattérrel rendelkez6 sejt és szovettipus (pl. vese, maj, sziv, idegsejtek,
bél) is 1étrehozhat6 specifikus differencialtatasi protokollok segitségével,
megismételhetd modon, amely nagyon hatékony in vitro eszkozt
jelenthet a toxikologusok szdmara. Az elmult években szamos in vitro
modellt hoztak Ilétre, azonban a 3D neuronszoveteket hasznald
neurotoxicitas és fejlodés-neurotoxicitdas (DNT) teriilete mégsem
fejlodott olyan gyorsan, mint a betegségek vagy a sejt- és
szovetdifferencialodas modellezés. Ennek oka, hogy nehéz
kompromisszumot taldlni a biologiai komplexitds és a technikai
reprodukalhatosag  kozott, mely utobbi a gydgyszer- vagy
toxicitastesztekhez elengedhetetlen.

Kisérleteim soran vizsgaltam differencialodas komplexitasat, a
kiilonbozo  sejttipusok megjelenését és az intenziv glidlis-neuron
kolcsonhatast a szferoidokban jelen 1évo asztrocitak és oligodendrocitak
révén. A komplex jellemzést az immuncitokémiai vizsgalatokkal
Osszhangban 1évé génexpresszios ¢és fehérjeszintii  elemzésekkel
végeztem. Vizsgalataimban egy kozepes ateresztOképességli, 96
minta/tenyésztéedény vizsgalatot végeztem 3D neuroszferoidokon, hogy
kimutassam a kivalasztott vegyiiletek citotoxikus hatasat. A neuronalis
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differencialodas kiilonb6zd szakaszaiban tobb kiilonbozd neurotoxikus
vagy neurotoxikus hatdssal nem rendelkezd vegyiiletet (gydgyszerek,
novényveédo szerek, ismert hatast vegyi anyagok) vizsgaltam, mint teszt
vegyliletet a modell validdlasa céljabol. Eredményeim ravilagitottak a
vizsgalt anyagok vegyiilet-specifikus €s differencialdédasi stadiumhoz
kotott hatdsara, ami lehetdséget adott a vegytiletek hatdsos koncentracid
értékeinek (ECso és ECio) meghatdrozasara.

Eredményeimet Osszefoglalva elmondhatd, hogy az ismert toxicitasu
vegyiiletek a korabban publikalt hatasokat mutattdk a 3D neuroszferoid
rendszerben. Egy neurotoxikus vegyiilet, a Rotenone esetében
apoptotikus  aktivitast, ER-stressz vizsgalatot ¢és ultrastrukturalis
vizsgalatot végezve a vegyiilet specifikus, sejtszintii hatasat detektaltam.
Az eredmények alapjan a validalt tesztrendszer lehetdséget biztosit arra,
hogy hiPSC-eredetii sejtek felhasznalasaval 1j, CNS-relevans adatokat
hozzunk 1étre mas vegyiiletekrol is.

Mindazonaltal a hiPSC sejtek pluripotens természete miatt ez a modell
kivalo  eszkozt kindl a  gydgyszer-teszteléshez, génterapias
vizsgalatokhoz és toxikoldgiai vizsgélatokhoz parhuzamosan ugyanazon
a genotipuson, mas sejt- vagy szdvettipusok egyidejli felhasznalasaval.
Ezenkiviil a génmanipulacio 1) fejlesztései, mint példaul a CRISPR/Cas9
altal kozvetitett génspecifikus modositas lehetové teszik, hogy specifikus
utvonalakat célozzunk meg, és riporter sejtvonalakat hozzunk létre
toxikoldgiai vagy egyéb alkalmazasokhoz. Ezen 0j megkdzelitések és a
3D sejtkultira-alapti  vizsgalatok kombindldsa a kdzeljovoben
forradalmasithatja a toxikoldgia tertiletét.

Habar az itt bemutatott tesztrendszer egy kdzos eurdpai program részét
képezte és human toxikologiai vizsgalatokat célzott, alkalmas iPSC
sejtek révén, barmely fajban el6allithatd hasonld 3D sejttenyészet
toxikologiai célu vizsgalatokhoz — akar gyogyszerek, hatéanyagok, akar
kornyezettoxikologiai vizsgalatok céljara. Ez a lehetdség 11j felhasznalasi
lehetéségeket hordoz akar a nagyallatok, akar a laborallatok esetén a
pluripotens &ssejttenyészetek szélesebb korti felhasznalasara, mivel
tovabbra is olcsobb alternativ emlds in vitro rendszereket jelentenek a
human &ssejtek igen komoly forrasigényével szemben. Az elmult néhany
évben e téren elindult valtozasok remélhetéleg egy szélesebb korii €s
jobb predikcidos hatékonysaggal rendelkez6 kornyezettoxikologia
alternativ tesztrendszer 1étrejottét eredményezhetik.
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2)

3)

4)

5)

5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam az Un. zona pellucida-mentes (zona-free)
sejtmagatiiltetéses genetikai Ujraprogramozassal létrehozott egér
embriokbol torténd embrionalis dssejtvonalak eldallitasanak
modszertanat, kiilonb6zo sejtmagdonor sejttipusok
felhasznalasaval. Az eldallitott ntESC sejtvonalakat széleskortien
jellemeztem.

Bizonyitottam, hogy a sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozassal
létrehozott embridkbol eldallitott embrionalis — Gssejtvonalak
(ntESC) 06sszehasonlitva pluripotenciajukat, valamint a gének
expressziojanak microarray technikaval torténd vizsgalatat tekintve
nem mutatnak  jelentGs eltérést a hagyomanyos,
megtermékenyitéssel eldallitott embriokbdl 1étrehozott embrionalis
Ossejtekhez képest.

Az 6ssejt allapot, mas néven pluripotens stadium vizsgalata soran,
a POUSFI1, mint f6 pluripotencia szabalyozd gén regulator
regulacidja fajspecifikus és elsének irtam le annak trofoblaszt
specifikus expressziojat nyul embridban. Tovabba, az 6ssejt allapot
vizsgalataval tobb allatfaj (egér, szarvasmarha, sertés) embridinak
és embriondlis Ossejttenyészeteinek 0Osszehasonlitasa soran 1j
pluripotencia markergének expresszidjanak leirdsdban vettem részt.

Bizonyitottam, hogy egy genetikai eredetli betegség in vitro
modellezése lehetséges a betegek sejtjeibdl 1étrehozott indukalt
pluripotens 0Ossejtek megfeleld szdveti iranya differencialtatasa
révén, példaul egy lizoszomalis tarolasi betegség az MPS II
neuroldgiai fenotipusa (neuropatoldgiaja), a betegséget kodold
mutaciot  hordozé idegsejtekben a  lizoszomalis  utvonal
diszfunkcionalitasa miatt kdvetkezik be.

3D szdvettenyésztési modszer alkalmazasaval tobb sejttipusbol allo
szovetszeri  struktirara  jellemzé neurdlis  tenyészeteket
differencialtattam iPSC sejtekbdl, amelyeket toxikologiai
vizsgalatokban elemeztem és ismert teszt-vegyiiletekkel validaltam.
Ezzel bizonyitottam, hogy az Ossejt alapu in vitro 3D neurdlis
szovettenyészetek alkalmas tesztrendszert biztosithatnak mind
toxikologiai mind pedig gyogyszerjelolt-vegytiletek vizsgalatdhoz.
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03503001).

A nyul POUSF1 prométer jellemzése: OTKA T046171; OMFB-01220/ 2006;
NKTH-OTKA FP7 Mobility "HUMAN-MBO08C-80205", Hungarian- Chinese
NKTH TET (No. CN-56/2007) projektek; NKTH/ANR-TET Franco-Hungarian
Bilateral Scientific and Technological Collaborative Project "Plurabit";
NKTH/KPI Kozma F. TUDAS-1-2006-0005; Wellcome Trust (Grant No.
070246); EU FP6 (“MEDRAT” LSHG-CT-2005-518240; “CLONET” MRTN-
CT-2006-035468) projektek.

A szarvasmarha ¢€s sertés embriok pluripotencia szabalyozas megismerése: EU
FP7 projektek: ,,PluriSys”, HEALTH-2007-B-223485; , EPIHEALTH”,
HEALTH-2012-F2-278418; ,EpiHealthNet”, PITN-GA-2012-317146;
,PartnErS”, PIAP-GA-2008-218205; ,,ANISTEM”, PIAPP-GA-2011-286264;
»STEMMAD”, PIAPP-GA-2012-324451; ,,RabPStem”, PERG07-GA-2010-
268422; Epiconcept, COST Action (FA1201) valamint az NKTH/KPI Bonus
Plurisys projekt (OMFB-00236/2010).

Az MPS II iPSC modell 1étrehozéasa: Az EU FP7 (,,Anistem” PIAPP-GA-2011-
286264; ,,STEMMAD” PIAPP-GA-2012-324451; ,,EpiHealthNet” PITN-GA-
2012-317146), valamint a EU H2020 MSCA program "The CaSR Biomedicine
Network" projektje (GA#675228).

Az iPSC sejteken végzett toxikoldgia vizsgalatokhoz az EU H2020 kutatési és
innovaciés keretprogramja nyujtott timogatast a 681002. szaml tdmogatasi
megallapodas (EU-ToxRisk) keretében.
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