MTA Doktori értekezés

Ossejtek in vitro felhasznalasi lehetéségei az
allatbiotechnologia, a betegség modellezes
¢s toxikologia teriiletén

Dr. Kobolak Julianna Ilona

NMIA\ =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem,

Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet

2024
Godollo



TARTALOMJEGYZEK

1

5

O 00 3 O

BEVEZELES ...ttt 5
1.1 Allatmodellek és in vitro sejtes rendszerek a bioldgiai kutatdsokban ............c..ccceeerererrennes 5
1.2 CRIKITUZESEK ...ttt ettt bbbttt et e sbe e sbe e sab e s sbe et e e beenbeenbee s 8

TrOdalmi AEEKINETES .....vevviiiiieiieeiee ettt sttt ettt e s bt e sbeesabessbeabeebeesbeesbeeas 9
2.1 Az 6ssejtek €s tulajdonsagaik........ccveiiiiiiiiiii 9
2.2 Apluripotencia SZADALYOZASA .......ccviiuiiiiieiieiie e 13
2.3 Pluripotens Ossejtek haszonallatokban .............ccovviiiiiiiiiiii e 18
2.4 GenetiKai UJTaPTOZIAINOZAS ... veuvererreesresreesresreeseesresseessesresseesresse e e sreaseesresseennesresneesresreerenneas 19
2.5 A genetikai ujraprogramozassal eloallitott Ossejtek alkalmazasi lehetdségei.........cocuvvunennee. 24
2.6 Uj kutatasi irinyok az 6SsejtbiolOZIADAN ..............cvevreeeeeireesessessesesssesessesessessnsensessensnes 26
2.7  Apluripotens dssejtek alkalmazasa a gyakorlatban .............ccooveiiiiiiiiiiiicn e, 28

ANYAEZ €S MOUSZET ...ttt r e b b e bt r et n e r e e nnes 31
3.1 Embrionalis 0Ossejtvonalak izoldldsa ¢és jellemzése sejtmagatiiltetéses genetikai
ujraprogramozassal 1étrehozott egér embriOKDOL..........c.coviiiiiiiii e 31
3.2 POUSFI pluripotencia gén vizsgalata nyul embrioban ...........cccccvvevininiieninenie e 36
3.3  Haszonallatok embridinak dsszehasonlitasa, a pluripotencia gének expresszidjanak vizsgalata

............................................................................................................................................... 39
3.4  MPS II betegségmodellezés iPSC sejtek felhasznalasaval.........occovcvviiiiiiiiiiiiiniiiiieiiee, 41
3.5  Ossejtekbdl differencialtatott 3D neuroszferoidok toxikologia alkalmazasa .............c......... 45

EI@AMENYEK .....eieiieieiii bbb e 49
4.1  Embrionalis 0ssejtvonalak alapitdsa genetikai Ujraprogramozassal létrehozott egér
EINDIIOKDOL ...t b ettt b et nhe e nhe e e ne s 49
4.2 Alétrehozott egér ntESC-vonalak pluripotencidjanak komplex vizsgéalata ............ccoceernnne. 52
4.3 A pluripotencia kialakitasaban szerepet jatszo POUSF1 vizsgalata nyulban........................ 63
4.4  Haszonallatok embridinak dsszehasonlitasa, 0j pluripotencia gének azonositasa................. 68
4.5  1iPSC sejtek alkalmazasa betegségmodelleZEShen ...........coovvviriiniiiiic i 73
4.6  Ossejt alapti 3D neuroszferoidok toxikologia alkalmazasa............co..eceeeeerereerrersreereresennen. 80

KOVELKEZEEIESEK ...t bbbttt e e e nne e 88
5.1  Embrionalis 6ssejtvonalak genetikailag ujraprogramozott embriokbol ...........cccceevrvenrnnene. 88
5.2 Az ntESC vonalak pluripotencidjanak részletes vizsgalata............ccooervrieiiienienenicneninn, 89
5.3 Nyul POUSFI gén regulator régidjanak és expresszidjanak vizsgalatai..........ccoeervverienrinnns 94
5.4  Pluripotencia szabalyozas haziallatok korai embridiban...........ccccoevvviriniii i 97
5.5  Betegségmodellezés iPSC sejtekKel..........ovviiiiiiiiiiiici e 100
5.6  Ossejtek felhasznalasa toxikologiai vizsgalatokban............ccccoveeeeeverveeveresenrnsnsensssenseens 103

Uj tudomanyos eIedmMENYEK .............c.cerererrerrseieiiesissesesseessesesssesssssesssssesesesesssssss s s s s 106

A dolgozat elkészitéséhez felhasznalt sajat kdzlemények jegyzEke ........ccovvvveriniiniininicnennns 107

KOSZONENMYIIVANTTAS. ... 109

Felhasznalt irodalomm...........iiiiiiiiii bbb bbb e 111

1A (S 1) 4 (7<) PSR PSOPRPRN 137



ROVIDITESEK JEGYZEKE

A
AD
ALP
AO
APE

ASC
ASD
BAC
BBB
bp
Cas9
cDNS
CF
CNS
CR
CRISPR

Ctrl
CZB
CSF
DE
DMEM
DNS
DNT
E

EB
ECM
EDTA
EGC
Epi
EpiSC
ERSE

ERT
ESC
ExE
FACS
FBS
FGF
FSC
GAG
GEO
GSK3

HCA
hCG
HCL
HEPES
HRE
HSC
HSCT

eliils6 (anterior)

Alzheimer betegség (Alzheimer s Disease)

alkalikus foszfataz (Alkaline phosphatase)

karos hatés, vagy karos kimenetel (4dverse Outcome)

aszimmetrikusan megnyult eliils6 - hatulso (anterior - poszterior) epiblaszt (4nterior
to Posterior Epiblast)

felnott dssejtek (Adult Stem Cells)

autizmus spektrum zavar (Autism Spectrum Disorder)

mesterséges bakterialis kromoszoma (Bacterial Artificial Chromosome)
vér-agy gat (Blood-Brain-Barrier)

bazispar

CRISP- kapcsolt 9-es fehérje (CRISPR-associated protein 9)
komplementer DNS (Complementary DNA)

sejtfuzio (Cell Fusion)

kozponti idegrendszer (Central Nervous System)

konzervativ régi6 (Conservative Region)

rendszeresen ismétlodé rovid palindrom szekvencidk (Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)

kontroll (Control)

Chatot-Ziomek-Bavister embriotenyésztd tapoldat

agy-gerincveldi folyadék (Cerebrospinal Fluid)

disztalis enhancer (Distal Enhancer)

Dulbecco médositott Eagle médium (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
dezoxiribonukleinsav

fejlédés neurotoxikologia (Developmental Neurotoxicology)
embrionalis nap (Embryonic day)

embridcsomo (Embryoid Body)

extracellularis matrix

Etilén-diamin-tetraecetsav (Ethylenediaminetetraacetic acid)
embrionalis csirasejt (Embryonic germ cell)

epiblaszt

epiblaszt Gssejt (Epiblast Stem Cell)

sugariranyban (radialisan) szimmetrikus epiblaszt (Epithelial Radially Symmetric
Epiblast)

enzimpotlo terapia (Enzyme Replacement Therapy)

embrionalis &ssejt (Embryonic Stem Cell)

extraembrionalis ektoderma (Extraembryonic ektoderm)

aramlasi citométer (Fluorescence-activated Cell Sorter)

magzati szarvasmarha szérum (Fetal Bovine Serum)

fibroblaszt novekedési faktor (Fibroblast growth Factor)

magzati 0ssejt (Foetal Stem Cell)

glikozaminoglikan

Gene Expression Omnibus

Glikogén szintaz kinaz 3 (Glycogen synthase kinase-3)

ember (human)

nagy adattartalma képelemzés (High content analysis)

human korion-gonadotropin (Human Chorionic Gonadotropin)
hierarchikus klaszteranalizis
(4-(2-hidroxyethil)-1-piperazinetansulfonsav)

hormonérzékeny elem (Hormone Responsive Element)

nagy adattartalmu elemzés (High Content Screening)

vérképzo Ossejt-transzplantacio (Hematopoietic Stem Cell Transplantation)

3



HTS
ICM
IDS
iPSC
IVG
LIF
LSD

MEF
miRNS
mp
MPSII
mRNS
MSC
NAM
NEAA
NMM
NPC
NSC
NT
ntESC

0OSC

PA
PBMC
PBS
PCR
PE
PEM
pESC
PFA
PMSG
PrE
PSC
gPCR
RNS
SCNT
sEmbryo
TALEN

TD
TE
Tm
TSA
TSC
UCBT
USC
VE
Vs
XEN
ZF

nagy ateresztOképességli sziirdvizsgalat (High Throughput Screening)
belso sejtcsomo (Inner Cell Mass)

iduronat-2-szulfataz

indukalt pluripotens 6ssejt (induced Pluripotent Stem Cell)

in vitro gametogenezis

Leukémia inhibitor faktor (Leukaemia Inhibitory Factor)

lizoszomalis tarolasi betegség (Lysosomal Storage Disorder)

egér (mouse)

egér embrionalis fibroblaszt (Mouse Embryonic Fibroblast)

microRNS (micro RNA)

masodperc (second)

II. tipustt mukopoliszacharidézis

hirvivé RNS (messenger RNA)

multipotens 6ssejt (Multipotent Stem Cell)

1j megkozelitési modszerek (New Approach Method)

nem esszencialis aminosavak

neuralis fenntarto médium (Neuronal Maintenance Medium)

neuronalis progenitor sejt (Neuronal Progenitor Cell)

neuralis 6ssejt (Neural Stem Cell)

sejtmagatiiltetés genetikai Gjraprogramozas (nuclear transfer)
sejtmagatiiltetéssel Gjraprogramozott embridbdl izolalt embrionalis Gssejt (Nuclear
Transfer Embryonic Stem Cell)

oligopotens Ossejt (Oligopotent Stem Cell)

hatulsoé (poszterior)

parthenogenetikus aktivalas (Parthenogenic Activation)

periférialis vér mononuklearis sejt (Peripheral Blood Mononuclear Cell)
foszfat puffer (Phosphate Buffered Saline)

polimeraz lancreakcid (Polimerase Chain Reaction)

proximalis enhancer (Proximal Enhancer)

piezoelektromos mikroinjektalas (Piezoelectric Microinjection)
parthenogenetikus embrionalis éssejt (Parthenogenic Embryonic Stem Cell)
paraformaldehid

vembhes kanca szérum gonadotropin (Pregnant Mare's Serum Gonadotropin)
primitiv endoderma

pluripotens &ssejt (Pluripotent Stem Cell)

kvantitativ valos idejii PCR (qPCR)

Ribonukleinsav

szomatikus sejtmagatiiltetés (Somatic Cell Nuclear Transfer)

szintetikus embrid (Synthetic Embryo)

Transzkripcioaktivator-szeri effektor nukleazok (Transcription Activator-like
Effector Nuclease)

terminalis differenciacio (Terminal Differentiation)

trophectoderma (trophectoderm)

olvadasi hémérséklet (melting temperature)

trichostatin A

trofoblaszt Gssejt (Trophoblast Stem Cell)
koldokzsindrvér-transzplantacio (Umbillical Cord Blood Transplantation)
unipotens Ossejtek (Unipotent Stem Cell)

visceralis endoderma (Visceral Endoderm)

versus (szemben, ellentétben)

extraembrionalis endodermalis &ssejtek (Extra-embryonic Endoderm Stem Cell)
zona pellucida mentes embrid (zona-free)



1 BEVEZETES
1.1 Allatmodellek és in vitro sejtes rendszerek a biologiai kutatiasokban

Az éllatokon végzett kisérletek immar hosszu évtizedek ota jelentds szerepet toltenek be az
emberi ¢s allati gydgyaszatban, az egyes orvosi attorések mogott szamtalan esetben az allatokon
végzett, eldzetes kutatdsok eredményei allnak. Az allatmodellek alkalmazasa lehetové teszi a
kutatok szamara, hogy az egyes betegségeket, azok patomechanizmusat olyan moddon
vizsgaljak, amely az ember szamara maskiilonben elérhetetlen. Bar az allatoknak az emberi
anatomia ¢és fiziologia modelljeként vald felhaszndldsa mar az oOkori GoOrogorszagban
elkezd6dott, mai szintjét a technologia fejlodésével csak a huszadik szazad elejére érte el. A
kapcsolodo teriiletek, mint a biotechnologia, a sejtbioldgia, immunologia vagy molekularis
genetika és ezen terlileteken alkalmazott technoldgidk és eljarasok (pl. mikroszkodpia,
elvalasztasi technikak, mikrofluidikai eljarasok, sejt- €s szovettenyésztési eljarasok) fejlodése
elengedhetetlen alapfeltétele volt a modellatok szélesebb korben valéd alkalmazhatdsdganak.
Mara az allatmodellek hasznalata dramaian megnott, kiilondsen a ragesalok (egér €s patkany)
esetében, ahol a gének szerepének vizsgdlatdban is bevett modszerré valtak. A kutatok
elészeretettel hasznaljak az egérmodellt az orvosbiologidban az emberhez vald viszonylag
szoros genetikai és fiziologiai hasonlosaga, valamint a géndlloméanyanak kontrollalt
kornyezetben valod konnyti manipuldlhatésaga és vizsgalhatésaga miatt. Korabban szdmos mas
allatmodellt is gyakran alkalmaztak, foként a genom kisebb mérete és az emberi genomhoz
képest azok egyszerlisége miatt (példaul ecetmuslica (Drosophila melanogaster), fonalféreg
(Caenorhabditis elegans) (Pandey and Nichols 2011), amelyek azonban a DNS szekvenalasi
eljarasok fejlodése és a human genom projekt révén kissé hattérbe szorultak az elmult
évtizedben. A zebradanié (Danio rerio), egy kedvelt akvariumi halfaj, mint gerinces modell
felhasznalasa a farmakologiai, valamint kornyezettoxikoldgiai vizsgéalatok sordn azonban
tovabbra is igen jelentds, nem is beszélve a korai embrionalis fejlédés vizsgalatardl, melyet
kozel atlatsz6 larvéja tesz lehetdveé (Santoriello and Zon 2012; Choi et al., 2021; Patton et al.,
2021). A majomfélék alkalmazdsa az Gn. magas prioritdsi human betegségek, példaul fert6zo
betegségek, vagy idegrendszeri betegségek esetén elterjedt, azonban alkalmazisuk az
allatvédelmi szempontok miatt folyamatosan csokken (Mukherjee et al., 2022; Dominguez-
Olivaetal.,2023). E mellett, ujabb és ujabb modellek is publikalasra keriilnek egy-egy specialis
teriilet vagy vizsgalat szempontjabol (pl. tengerbiologiai kutatasokban a fejlabtiak, kagylok,
tengeri halfajok; idegrendszert érintd kutatasokban egyes halfajok, madarak vagy macskafélék;
epigenetikai kutatdsokban szivacsok, tengeri silindk, fejlabtiak), ahol jelentés eldnyt
biztositanak egy-egy fenotipus leirasaban vagy bioldgiai probléma megvalaszolasdban
(Dominguez-Oliva et al., 2023; Sadler 2023).

Az eml6sok két csaladdja, a ragesalok kozze tartozo egérfélék (Muridae) (foként az egér és
patkédny) (Bryda 2013; Chesselet 2023), valamint a nyulfélék (Leporidae) koziil a nyul
(Oryctolagus cuniculus) (Carneiro et al., 2011; Mapara et al., 2012) a leggyakrabban hasznalt
huméan allatmodellek. A ragcsaldé modellek kapcsan kiilon ki kell emelniink, hogy
jelentdségiiket a genomika és molekularis bioldgia fejlédése révén létrehozott in. humanizalt
modellek megjelenése nagyban eldsegitette, 1) utakat nyitva olyan immunrendszert érintd, vagy
aragcsalokétol nagyban eltérd génszabalyozasi tvonalak, komplex fehérjék esetén is, amelyek
vizsgalatara korabban nem nyilt lehetdség (Shultz et al., 2012; Walsh et al., 2017; Agarwal et
al., 2020). A nagyallat modellek, mint a sertés, juh, kecske, 16 vagy szarvasmarha, egyes
betegségtipusok esetén nyertek nagyobb jelentdséget, azonban hosszu generacios idejiik, tartasi
nehézségeik és koltségeik miatt kevésbé kelhetnek versenyre a klasszikus kisallat modellekkel,
a felhasznalhato allatlétszdm messze elmarad a ragcsalokétdl (Forabosco et al., 2013;
Mukherjee et al., 2022; Murray and Mitchell 2022).

Osszességében, egy nemrégen megjelent tanulmany szerint 2019 és 2020 kdzodtt az USA-ban
kozel 24 millio allatot hasznaltak kutatasi célokra, az Eurépai Unidban mintegy 9,4 millidt, mig
a vilag tobbi részén mintegy 55 millio allat kertilt kisérleti céli felhasznéalasra (Dominguez-
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Oliva et al., 2023). Bar az allatkisérletek egyre inkabb létfontossaguak az orvosbiologiai
kutatasban, altalanos egyetértés van abban, hogy a kisérleti allatok felhasznalasat a sziikséges
minimumra kell korlatozni. William Russell és Rex Burch mér 1959-ben kozzétette az un.
»3R - Reduction, Refinement, and Replacement” — gondolatat (Russell and Burch 1959).
Javaslatuk szerint, ha egy kisérletben mindenképpen sziikséges az allatok hasznalata, akkor
mindent meg kell tenni annak érdekében, hogy
— helyettesitsiik (Replace) azokat alternativakkal, példaul szamitogépes modellezéssel
(Lang et al., 2018), in vitro modszerekkel (pl. sejt és szovetkultarak);
— csoOkkentsiik (Reduce) a kisérletenként felhasznalt allatok szamat, példaul adatok ¢€s
er6forrasok megosztasaval, tovabba
— finomitsuk (Refine) az alkalmazott kisérleti protokollokat annak érdekében, hogy a
felhasznalt kisérleti allatoknak ne, vagy csak minimalis fajdalmat okozzunk, példaul nem
invaziv technikdk alkalmazésaval.
Napjainkban mar a kutatdsban hasznalt allatok szamanak csokkentésérdl, helyettesitésérol, a
kisérleti eljarasok finomitasarol szold allatjoléti jogszabalyok segitik 6sszehangolni a 3R-re
vonatkoz6 legjobb gyakorlatokat mind az Eurépai Uni6 (Directive 2010), mind pedig a vilag
mas orszagaiban (Prescott 2017; Hubrecht and Carter 2019).
Bar a kisallatmodellek nyilvanval6 elonyoket kindlnak, igymint a magas szaporodasi arany, az
alacsony fenntartasi koltségek és a genetikai szempontbol hasonld, beltenyésztett torzseken
valo kisérletek elvégzésének lehetdsége, azonban a fajspecifikus kiilonbségek és az embertdl
vald 1ényeges eltérések az eredmények értékelésében problémakat okozhatnak (Mestas and
Hughes 2004). Az eredmények emberi betegségekre vald extrapolalasa gyakran nem egyszerd,
kiilondsképpen az immunrendszer, vagy éppen a kdzponti idegrendszer miikddésére vonatkozo
teriileteken (pl. kognitiv funkciok, viselkedést érint betegségek), vagy kifejezetten human
betegségek modellezése esetében, még akkor sem, ha az elézdekben emlitett humanizalt
egérmodelleket is szdmitasba vessziik.
A ragcsalokbol szarmazd adatok klinikai atiiltetése néha jelentds kudarccal jart a
gyogyszerfejlesztésben, nem csekély veszteségeket generalva az iparagban (McGonigle and
Ruggeri 2014). Ezért nem véletlen, hogy az allatkisérletek alternativ modszerei irdnti igény az
elmult évtizedekben egyre erdteljesebben jelentkezett. Masrészt, az allatvédelmi szempontok
egyre komolyabb jelentdséget kaptak, nem csak a szabalyozasok valtozasa, de a tarsadalmi
elvaras erdsodése révén 1s a kutatasok, kiilonosképpen a kozmetikai ipar és a
gyogyszerkutatasok terén. Itt kell emlitést tenniink tovabba a toxikoldgiai vizsgalatok irdnt
egyre novekvo igényekrdl is az 1j anyagok fejlesztése kapcsan. Sem a human toxikologia, sem
a kornyezettoxikologiai igényeket nem képesek kielégiteni a jelenlegi kapacitasok, az éldallat
tesztek 1d0- €s koltségigénye pedig tovabbi nehézségeket jelent (Ball et al., 2022).
Alternativ megkdzelitésként az in vitro sejtkultirak alkalmazéasa jon szoba, amely megbizhato
betekintést nytijthat szamos betegség patomechanizmuséba, vagy valamely anyag toxicitasanak
vizsgélata sordn szolgéltathat 1ényeges adatokat anélkiil, hogy kisérleti allatokat kellene
felhasznalni a vizsgalatokhoz. Az in vitro sejtkultira olyan technika, amelyben az ¢16
szervezetbdl sejteket vagy szoveteket izolalnak, és mesterséges kornyezetben tenyésztik dket.
Az 1zolaléas gyakran egy esetben (egyetlen alkalommal) torténik, majd az adott szovet vagy sejt
szaporitdsa €s hosszantartd tarolasa (pl. szovet és sejtbankok) révén szdmos kisérletben
felhasznalhatd. Még a primer kulturak esetén is - ahol az izoldtumokat frissen kell késziteni -,
csak kis szaml egyedrdl van sz6, igy az allatlétszam jelentdsen csokkenthetd. Az in vitro
tenyészet allhat akar egyetlen sejttipusbol (pl. szivizom sejtek), akar tobbféle sejtpopulaciobol
(pl. neuron ¢és asztroglia sejtek vegyes tenyészete), akar egy szerv részébdl (pl. hasnyalmirigy
szervtenyészet) (Henle and Deinhardt 1957; Doke and Dhawale 2015; Lowa et al., 2018). Ez a
technika kivalé modellrendszert kindl a metabolikus folyamatok, az 6regedés, a mutagenezis
¢és a karcinogenezis tanulmanyozasara egyarant (Kirsch-Volders et al., 2011; de Sant'Anna et
al., 2015). Az un. halhatatlan (nem-szeneszcens) sejtvonalak létrehozdsa a primer
sejttenyészetekbdl tovabbi lehetdségeket biztosit a sejtvonalak korlatlan fenntarthatdsaga altal.



Azonban ezek az altalaban virus eredetli gén beépiilések (viralis inszerciok), vagy karcinogén
mutaciok kovetkeztében 1étrejovo sejtvonalak nem minden kérdés megvalaszoldsara lehetnek
alkalmasak, igy felhasznalhat6saguk a bioldgiai probléma fiiggvénye. Az elmult két évtized 1j
fejlesztései megmutattdk, hogy az invitro sejt- és szOvettenyészetek a betegségek
modellezésében is hasznos és pontos modellrendszert biztosithatnak (pl. rakkutatas), ha a
kisérletek tervezésekor szem el6tt tartjuk e rendszerek korlatait. Az allatmodellek azonban
tovabbra is fontos részét képezik a biologiai kutatasoknak, azonban ujragondolésuk,
alkalmazasi korlataik pontos megértése, okszerli és megfeleléen kialakitott modellek
alkalmazasa (pl. humanizalt modellek, vagy betegségspecifikus modellfa; valasztas)
elengedhetetlenck az allatlétszamok ¢€s koltségek csokkentése és a transzlacid sikeressége
szempontjabol is. Mindemellett az allatmodellek szaménak csokkentése, az alternativ in vitro
modszerekkel valo helyettesitése vagy éppen 6tvozése komoly lehetdségeket is hordoznak a
fejlesztések sikerének novelése vagy éppen 1) kisérleti rendszerek kidolgozasa szempontjabol
(McGonigle and Ruggeri 2014; Singh and Seed 2021).

Az in vitro sejtes rendszerek 01j és egyre nagyobb teret hoditd csoportja az Ossejttenyészetek
alkalmazasanak teriilete. A pluripotens dssejtek értékes in vitro rendszert kindlnak a fejlédéssel
kapcsolatos események, a komplex multifaktoridlis tulajdonsagok vagy éppen betegségek
molekularis €s sejtszintli tanulméanyozasara egyarant (Rowe and Daley 2019). Az dssejt alapu
rendszerek elénye, hogy nem csak egy, hanem tobbféle sejttipus is differencialtathaté egyazon
sejtvonalbdl (vagyis genetikai hattérrél), lehetové téve egy adott tulajdonsdg komplex
vizsgalatat. Masrészt, amikor multifaktorialis tulajdonsaggal vagy betegséggel van dolgunk ¢és
a genetikai ok, a mutaciot hordozo gén(ek) ismeretlen(ek), a fenotipus alapjan is létrehozhato
az adott fenotipust (vagy betegséget) mutatd egyénbdl dssejtes modell. Erre példa a sporadikus
Alzheimer betegség (Alzheimers Disease, AD), vagy az autizmus spektrum zavar (Autism
Spectrum Disorder, ASD) kutatas (Cheffer et al., 2020; Penney et al., 2020). Az attorést a
teriileten az embriondlis Ossejtek (Embryonic Stem Cells, ESCs) mellett az Gn. indukalt
felfedezése jelentette (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007), amelyet orvosi
Nobel dijjal jutalmaztak 2012-ben. Ezzel embriok felhasznalasa nélkiil, immar szdveti sejtek
genetikai Gjraprogramozasaval is lehetové valt pluripotens Ossejtek 1étrehozasa. Az dssejt-alapu
modellek 6ridsi potencidlt rejtenek az emberi betegségek tanulméanyozasaban, athidalva az allati
modelleken végzett vizsgalatok ¢és a klinikai kutatasok k6zotti szakadékot (Doss and Sachinidis
2019). A sejttenyésztési rendszerek fejlddése, 6tvozve a pluripotens sejtek differenciacios
potencialjaval a 3D szdvettenyészetek, az Gn. organoid tenyészetek révén pedig a szoveti szintii
(tobb sejttipusbol 4llo), komplex rendszerek modellezését is lehetdvé tette. A hatékony
génmodositasi eljarasok (pl. CRISPR/Cas9, TALEN rendszerek) révén tovabb szélesedett az
alkalmazasi lehetdségek kore, ahol a kiindulasi, akér a betegbdl 1étrehozott sejtvonal genetikai
manipulacidja is megoldhatd, kozelebb hozva a személyre szabott orvoslas €s terapia
kidolgozéasanak lehetdségét (Rowe and Daley 2019). Ugyanakkor, az allatokbol 1étrehozott
1PSC sejtek (pl. szarvasmarha, sertés, 16, juh, kecske, tytk, kutya, macska) az allatgyogyaszat,
¢és a biologiai mechanizmusok megértésében (pl. egyedfejlddés, toxikologiai modellek) tdltenek
be jelentds szerepet, nem beszélve a haziallatok regenerativ gyodgyaszatarol, amely a
varakozasok szerint komoly fejlddésen mehet keresztiil, de a humén betegségek 1) modelljeit
is biztosithatja (Scarfone et al., 2020). Ezen kiviil jelentds a mezdgazdasagi célokra torténd
alkalmazésok kore, ahol az allati eredetli pluripotens 6ssejtek (akar ESC akar iPSC) értékes
géntechnoldgiai eszkozként szolgalhatnak a gazdasagi és betegségekkel szembeni ellenallo
tulajdonsagok szempontjabol fontos ¢és eldnyds génekkel rendelkezd allatallomanyok
eldallitasaban, vagy a funkcionalis genomikai vizsgéalatokban. Megemlithetd tovabba a
xenotranszplantdcid, vagy a gyogyszergyartds, gyogyszertermelés (pl. tejbe kivalasztott
fehérjék esetén) ¢és farmakokinetikai vizsgélatok teriilete, de a regenerativ vizsgalatok,
beleértve a termékenység helyredllitasat is, szintén fontos szerepet jatszanak a haszonallatok és



Ossejtjeik modellként vald felhasznalasa teriiletén (Blomberg and Telugu 2012; Kumar et al.,
2021).

Habar kisérleteim kezdetén még az elméleti lehetdség is csekélynek tiint, ma mar n. szintetikus
(mesterséges) embridk is létrehozhatok laboratoriumi koriilmények kozott petesejt és
himivarsejt felhasznalasa nélkiil, csupan egér (Amadei et al., 2022; Tarazi et al., 2022) vagy
human pluripotens Ossejtek felhasznalasaval. Ezek az eredmények ravildgitanak az Ossejtek
hordozta lehetdségek széles tarhazara, amely 0j utakat nyit a gydgyszerkutatds, betegség
modellezés, fejlédésbioldgia, biotechnoldgia és genetikai kutatasok szamara. Olyan 0j teriiletek
nyilhatnak meg, mint példdul a mesterséges ivarsejt differenciacié a medddség gyogyitasaban,
vagy akar 1j, alternativ, in vitro szdvet- és szerv-eldallitasi rendszerek a regenerativ orvoslas
teriiletén. Veszélyeztetett fajok esetén pedig akar szaporodoképes populacidok hianyaban is
lehetdség nyilhat embriok és ez altal ivadékok létrehozasara, amely komoly jelentséggel bir.
Nem szabad azonban szem eldl téveszteni a célt és a kdzben felmeriilé kockazatokat, az etikai
kihivasokat. Az 1) eljarasok biztonsagossagarol, alkalmazhatdsaguk lehetdségeirdl ¢és
feltételeirdl kisérletes iton, széleskortien kell informaciot szerezniink, mieldtt azt a gyakorlat
szamara elérhetdvé tessziik.

1.2 Célkitiazések

Célkitlizéseim megfogalmazasakor az Ossejteken alapuld invitro modellrendszer
alkalmazasanak lehetdségeibdl kiindulva igyekeztem 1) modellrendszereket 1étrehozni a
kiilonb6z6 tulajdonsagok, €s betegségek vizsgalatara. Meg kivantam vizsgalni az alabbiakat:

1. Egy alternativ sejtmagatiiltetéses modszer, az Gn. zona pellucida-mentes
sejtmagatiiltetéssel eldallitott embriokbdl lehetséges-e embriondlis Jssejtvonalakat
létrehozni, kiilonb6zd donorsejteket felhasznélva, a fertilizacioval eldallitott embridokbol
létrehozott sejtvonalakkal megegyezd pluripotenciaval.

2. A sejtmagatiiltetéses Gjraprogramozas soran kiilonbozd sejtmagatiiltetési technologiakkal
létrehozott embriokbol eldallitott embriondlis dssejtek pluripotencidjanak, vagyis Ossejt
tulajdonsagainak Osszehasonlitd vizsgéalata, annak tisztdzasara, hogy a sejtmagatiiltetett
embriokbol 1étrehozott dssejtek potencidja mutat-e jelentdsebb eltérést a fertilizdcioval
létrehozott embriokbol izolalt sejtvonalakhoz képest.

3. Mennyiben befolyasolja a sejtmagdonor sejt tipusa, illetve a sejtmagatiiltetés modszere a
klénozott embridkbol alapitott sejtvonalak pluripotencidjat, kimutathaté-e kiilonbség e
tekintetben a sejtvonalak kozott.

4. A pluripotencia kialakitasaért felelds egyik fo szabalyozo faktor a POUSF1 transzkripcios
faktor fehérjét kodold gén vizsgalata nyul fajban, annak érdekében, hogy az dssejt eldallitas
technologidja nagyobb hatékonysagot érjen el e fajban is.

5. A pluripotencia kialakitasaért felelds gének expresszidja mennyiben kiilonbozik
embrionalis stddiumban a kiilonb6z6 fajok kozott, szarvasmarha, sertés és egér embridkat
Osszehasonlitva. A génexpresszid vizsgalata révén a pluripotens sejttenyészetek eldallitdsa
hatékonysaganak javitasa, embrioldgiai és kutatasi felhasznalhatosaguk kiterjesztése.

6. A genetikai Gjraprogramozas mas modszerével, az un. indukalt pluripotens 6ssejt (iPSC)
eloallitassal ~ létrehozott  Ossejtek  betegségek  invitro  modellezésében  vald
alkalmazhatosaga 2D sejt- és 3D szovettenyésztési technikak alkalmazasaval milyen
eredményre vezet.

Kérdéseim megvalaszoldsa az in vitro 0ssejt modellek felhasznéldsi lehetdségeit tagitja €s
pontosabb képet ad azok alkalmazhatosagarol a kiilonbozo teriileteken, legyen sz mutaciok
feltérképezésérdl, génexpresszidos vagy fenotipus vizsgalatokrol, fejlodésbiologiai
vizsgalatokrol, betegségek modellezésérdl, gyogyszerjeldltek tesztelésérdl vagy éppen
toxikologiai vizsgalatokrol.



2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Az 6ssejtek és tulajdonsagaik

Az Ossejtek a tobbsejtii €lolényekben el6forduld olyan differencidlatlan sejtek, amelyek
megOrzik osztédasi és differencidlodéasi képességeiket. Mindez azt jelenti, hogy képesek
onmaguk masolasara osztodas révén, vagyis a kiindulasi sejttel azonos potenciallal rendelkezd
utoddsejtek létrehozasara korlatlan osztédasuk révén (angolul self-renewal, dnmegujulas),
megorizve egyuttal differencialodési képességiiket. Valamint, képesek kiilonbozo sejttipussa
differencialédni, amely tulajdonsagot ,differencidlodéasi potencia” (vagy potencial) néven
illetlink. Az Ossejtek az egyik legdsibb, vagyis legkorabban kialakulo sejtpopulacio az
egyedfejlodés soran, mar az embriondlis fejlédés (embriogenezis) korai szakaszaban
megjelennek ¢és fennmaradnak. Leszarmazottaik, az Un. tranzit-populaciok kiilonbozé
differencialtsagi stadiumokban az egyes szovetekben/szervekben, igy a felnétt egyedekben is
megtalalhatok (Lanza and Atala 2013).

A pluripotens dssejtek az Ossejtek egy specialis populacidja. Habar a pluripotens allapot in vivo
csak atmeneti, vagyis az egyedfejlddés sordn az embridban csak rovid ideig marad fenn (ha
eltekintiink a csiravonal differencialdédasatol, amely kiilonbozik az egyéb testi szovetektdl
potencidja tekintetében), azonban in vitro korilmények ko6zott hosszan fenntarthatd. Ezért
mindenképpen el kell kiiloniteniink az in vivo az embriondlis fejlédés soran és in vitro
sejttenyészetekben leirt és azonositott jellemzdket. Ennek megfeleléen, elmondhat6, hogy a
pluripotens 6ssejtek definicioja az évek soran sokat valtozott. Mig korabban a differencialodasi
képesség és onmegujulas volt a definicio [ényege, ma mar ugy gondoljuk, hogy a differenciacio
az Ossejtek altal l1étrehozott utddsejtekre inkabb jellemzdé. A ma leginkabb elfogadott nézet
szerint egy-egy Ossejt populacid osztddasa révén hozza 1étre az utodd dssejteket, amelyek azutdn
altalaban a kiilonb6z0 szovetekbe vandorolnak majd ott tovabb specializalodnak, vagyis
differencidlodnak, mig az eredeti dssejtpopulaciod un. fenntartd osztédasok révén marad fenn.
Ez a definicié tehdt méar nem tekinti pluripotens Ossejteknek a vandorld un. tranzit-Ossejt
populacidkat, kizardlag a totipotens és pluripotens sejteket tekinti ,,valodi” pluripotens
dssejtnek (Lanza and Atala 2013). A ,,potencia” fenntartasa un. aszinkron osztédasok révén,
illetve sztochasztikus differencidci6 mechanizmusa 4&ltal valdsulhat meg. Aszinkron
osztodaskor az dssejt egy az ,,anya-0ssejttel” megegyezd sejttet €s egy leanysejttet hoz 1étre,
amely mar differencialtabb, mint a kiindulési anyasejt volt. Ilyenkor a sejt sorsat meghatarozo
(determinans) faktorok, példaul transzkripcios faktor fehérjék, hirvivd RNS (mRNS, messenger
RNA), vagy mikro-RNS-ek (microRNA, miRNA) kiiloniilnek el az egyik leanysejt
citoplazmajaban, vagy kotddhetnek a sejtmembranhoz valamely specifikus kotéfehérje, vagy
membranfehérje altal, a sejtkozponthoz (centroszoma), vagy mads, a lednysejtek kozott
differencialtan eloszlo sejtalkotohoz [lasd bdévebben (Morrison and Kimble 2006)]. Az
anyasejttel megegyez6 utodsejt az Ossejt populacid fenntartasdban vesz részt és ,helyben”
marad, mig a lednysejt a tovabbi differencidlédd populdciok képzésében vesz részt. Mig a
sztochasztikus modellben az egyik anyasejt differencialt utodsejteket hoz 1étre (lednysejtek),
addig a masik anyasejt dnmagaval azonos sejteket hoz létre a mitdzis soran, vagyis itt a
sztochasztikus sz6 az egyes anyasejtek osztodasara vonatkozik, amely véletlenszeriien
kovetkezik be. Ebben az esetben is, ugyan ugy, mint az aszinkron modellnél, a leanysejtek
hozzak létre a tranzit populacidkat (Morrison and Kimble 2006; Sunchu and Cabernard 2020).
In vitro koriilmények kozott az onmegujulds mesterséges, kiilsé faktorokkal tartjuk fenn,
amelyeket a késdbbiekben részletesen ismertetek. A kovetkezokben az egyes Ossejtek
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and Atala 2013; Zakrzewski et al., 2019). Miutan az egyes 0ssejttipusok izolalasa, felfedezése
1d6ben igen kiilonbozott, igy sokszor a késdbbiekben a nevezéktan valtozott, amikor egy-egy
populaciordl beigazolddott az ujabb eredmények fényében, hogy korabbi besorolasuk nem volt
megfeleld. Ezeket az eltéréseket igyekeztem minden esetben megadni az els6 alfejezetben az
egér embrionalis fejlddésének példajan.



2.1.1 Embrionadlis fejlodés korai szakasza egérben

Ahhoz, hogy az egyes Ossejtek szarmazasat, tulajdonsagaikat és 1étrehozasuk koriilményeit
jobban kovetni tudjuk, fontos az egér embrid korai fejlodési stddiumainak és a differencialodas
egyes szakaszainak rovid attekintése. Az embrionalis fejlodés a petesejt megtermékenyitésével
kezdodik, igy alakul ki a zigota. A holyagcesira fejlodési stadium az egérben koriilbeliil 3,5
nappal a megtermékenyiilést kdvetden (3.5 embriondlis nap, E3.5) alakul ki. Ez alatt az id6szak
alatt dramai valtozasok zajlanak le, az egysejtes zigdtabol tobb mint 100 sejtes allapot és egy
komplex struktara alakul ki, beindul a sajat genom expresszid, az epigenetikai valtozasok egy
jelentds része is lezajlik. A holyagcesira embrid ekkorra egy kiilsé rétegbdl, a trophektoderma
(TE), valamint egy belsd sejtrétegbdl, a belsd sejtcsomodbol (Inner Cell Mass, ICM) all.
Az ICM tartalmazza azokat a sejteket, amelyek a primitiv endoderma és pluripotens epiblaszt
sejtekké differencidlodnak az implantacioig (Cockburn and Rossant 2010; Mihajlovic and
Bruce 2017) (1. ébra).

Megtermékenyitett 8-sejtes Hélyagcesira embrio Implantacio

petesejt embrio o
__Extra-embrionalis

~ visceralis endoderma
. _Extra-embrionalis

Epiblaszt

 Primitiv

3 \ " ektoderma , csik

\ )] : ==, ~Embrionalis
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-—.l‘_'_'_i%" ~ . e

ESCs Primitiv Poszt-implantacios
endoderma epiblaszt
EpiSCs
E2.5 E3.5 E4.5 E5.5 E6.5

1. abra: Pluripotens sejtek in vivo a korai egér embriofejlodés soran. A nyolcsejtes stadiumig az egér embriod
blasztomerei totipotensek. A differenciacio6 a sejtek kozott a morula stadiumban kezdddik. A megtermékenyitést
kovetden mintegy 3,5 nappal (embrionalis nap; E3.5) a belsd sejtcsomd (ICM) sejtjei a holyagesira embrid
allapotban mind pluripotencia, mind extraembrionalis endoderma géneket expresszalnak. Ezt kovetéen E4.5
stadiumban az epiblaszt és a primitiv endoderma vonal szétvalik; ebben a stddiumban az ICM epiblaszt rétege a
pluripotencia ,,naiv”’ allapotat képviseli. Az egér ESC sejtek altalaban az E4.5 epiblasztbdl szarmaznak. Egérben
roviddel az E4.5 utan az embrié beagyazddasa megkezdédik az anyaméhbe (implantacio). Az EpiSC sejtek,
amelyek a ,,primed” pluripotencia allapotot képviselik a késdi E6.5 epiblaszt sejtekhez hasonlitanak. (ICM, belsd
sejtcsomo, Inner Cell Mass; E, embrionalis nap, Embryonic day; TE, trofoblaszt sejtek) Davidson és munkatarsai
alapjan moédositva (Davidson et al., 2015)

Az E5.0 és E6.5 kozotti fejlodési stadiumban, amikor az implantacio lezajlik, az egérembrio
egy epithelidlis, sugarirdnyban (radiadlisan) szimmetrikus epiblasztbol (Epithelial Radially
Symmetric Epiblast, ERSE) all, amelyet az extraembrionalis endoderma vesz koril. A
gasztrulaci6 eldrehaladtdval az epiblaszt sejtjei az epithelidlis-mezenchymalis &tmenet
(Epithelial-mesenchymal transition, EMT) soran az embrion beliil vandorolnak és kialakitjak a
definitiv endoderma ¢és mezoderma csirarétegeket. Ez a sejtvandorlas az egérembrio
megnyulasat okozza, és egy aszimmetrikusan megnyult eliils6-hatsé (anterior-poszterior)
epiblasztot (Anterior to Posterior Epiblast, APE) hoz létre (Maddox-Hyttel et al., 2003;
Degrelle et al., 2005; Grapin-Botton 2008). Az ERSE és APE stadiumban az epiblaszt
pluripotens marad, amint azt az egéren végzett klonalis vizsgalatok (Lawson et al., 1991), az
ERSE ¢és APE stadiumu egérembridokbol szarmazo egér epiblaszt dssejtek (Epiblast Stem Cells,
EpiSCs) in vitro potencialja és az azokkal végzett kiméra vizsgalatok is igazoljak (Huang et al.,
2012).

2.1.2 Az bssejtek besoroldasa potencidjuk alapjan

Totipotens 6ssejtek (7otipotent Stem Cells): A totipotens Ossejtek rendelkeznek a legnagyobb
differencidcios képességgel az Osszes tobbi Ossejttipus koziil. Foként az emldsoknél, a
megtermékenyitett petesejt altalaban a 4-8 sejtes stadiumig (ez azonban fajspecifikusan eltérd
lehet), vagyis az embridt alkoto egyes sejtek, azaz blasztomerek totipotensnek tekintheték, ami
azt jelenti, hogy képesek egy teljes szervezetet 1étrehozni, beleértve az extraembrionalis
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szoveteket is. Ennek kisérletes bizonyitéka az embrio felezési kisérleteken alapul, ahol embrio
daraboléssal (embryo splitting) identikus ikrek hozhatdk 1étre a blasztomerekbdl (Illmensee and
Levanduski 2010; Zakrzewski et al., 2019) (1. abra). De itt emlithetd a preimplantacids
genetikai tesztelés (PGT) sordn, altalaban 8-sejtes stadiumban alkalmazott blasztomer biopszia
is, amelyet kdvetden egészséges utdd fejlodhet (Parikh et al., 2018).

Pluripotens 6ssejtek (Pluripotent Stem Cells, PSC): A pluripotens dssejtek legjobban ismert
sejttipusa az embriondlis Ossejtek (Embyonic Stem Cells, ESCs) (Evans and Kaufman 1981;
Thomson et al., 1998), amelyek a holyagcsira allapotti embrid belsd sejtcsomojabol (ICM)
izolalhato sejtek (1. abra). Hosszu idon keresztiil tartotta magat a nézet, hogy ezen sejtek csak
az embridt felépitd embrionalis szovetek, vagyis a szomatikus sejtek (a harom csiralemez) és a
csirasejtek 1étrehozasara képesek. Azonban nem képesek extraembriondlis szdvetek
(magzatburok és méhlepény (placenta) embriondlis része) kialakitasara. A legtijabb szintetikus
embrid kisérletek azonban bebizonyitottdk, hogy az ECS ¢és az iPSC sejtek is képesek
extraembrionalis szovetekké differencialodni, amennyiben megfeleld in vitro tenyésztési
paraméterek mellett tartjdk fenn azokat az Un. naiv allapotban (Kagawa et al., 2022; Tarazi et
al., 2022). A korabbi nomenklatira szerint eredetiik alapjan tovabbi két sejttipus is ebbe a
csoportba soroltak: az embriondlis csirasejteket (EGCs) (Thomson and Odorico 2000), valamint
az embriondlis karcinoma sejteket (ECS) (Andrews et al., 2005). Ez a besorolds azonban a
szintetikus embriok eldallitdsa révén egyértelmilen megvaltozott és immar ,,csak” multipotens
sejtként tekintlink erre a két Ossejttipusra. A PSC-k sordba tartoznak tovabba az indukalt
pluripotens dssejtek az tn. iPSC sejtek (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007),
amelyeket késobb részletezek. Az embridn beliil in vivo a korai epiblasz sejtek azok, amelyek
megOrzik pluripotens mivoltukat az embriogenezis soran az implantacié soran is és pluripotens
sejtként tekintlink rajuk (1. abra). Tobb allapotban, E4.5-E6.5 kdzott izolalhatok az egér embriod
epiblasz sejtrétegébdl és az un. primed pluripotens allapotot képviselik in vitro (Brons et al.,
2007; Tesar et al., 2007), amelyet a késébbiekben ismertetek bévebben.

Multipotens dssejtek (Multipotent Stem Cells, MSC): A multipotens Ossejteket szomatikus
vagy felnott dssejteknek is nevezik a kiilonb6z0 szerzOk, miutan kiilonbozé szoveti forrasokban
azonositottdk o6ket (pl. izom, csontveld, zsirszovet, retina, hasnyalmirigy, k&zponti
1degrendszer, fogbél, bor). Kordbban ugy gondoltak, hogy ezek a sejtek csak korlatozott szoveti
differenciacios képességgel rendelkeznek és valdsziniileg szoveti eredetiiek. Az elmult évtized
vizsgélatai azonban arra utalnak, hogy egyes szovetekbdl szdrmazé felndtt dssejtek képesek
lehetnek mindharom csiralemezbdl (ekto-, mezo- és endoderma) szarmazod sejttipusokka
differencialodni, amelyet transzdifferenciacionak neveztek el (Li et al., 2013; Strzyz 2016). Ez
a tulajdonsag a fentebb targyalt tranzit-populacié elméletet latszik aldtdmasztani, amely szerint
a valodi pluripotens Ossejtek leszdrmazottai vandorolnak a szdvetekbe €s ott a szoveti
kornyezetnek megfeleld utvonalat kdvetve differencidlodnak (Lanza and Atala 2013), azonban
csiralemezek kozotti differencidcidos potencidljuk fennmarad. Tipikus képviseldjik a
mezenchimalis dssejtek, amelyeket az irodalom szintén MSC néven rovidit.

Oligopotens déssejtek (Oligopotent Stem Cells, OSC): Az Un. oligopotens Jssejtek
szovetspecifikusan differencialodnak. Ilyenek példaul limfoid (B-, T-, plazma-, és NK-
immunsejtek elOalakja) vagy mieloid sejtek (granulocita, vérlemezeke €s voOrds vérsejt
eldalakja) (Kondo 2010). Itt a szdveti specializacid mar kifejezettebb, egy adott szovet vagy
szerv megfeleld miikodéséhez van sziikség a differencialatlan populacié fenntartasara. Azonban
ezen sejtek transzdifferencidcios képességiiket mar részben elveszitették, nem képesek mas
csiralemezbdl szarmazé szovetek sejtjeivé differencidlodni, csak az adott csiralemezen beliil.
Unipotens 6ssejtek (Unipotent Stem Cells, USC): USC-k egyetlen érett sejttipussa
differencialodhatnak, de rendelkeznek azzal a tulajdonsaggal, hogy 6nmegujulnak. Ilyenek
példaul az izom Gssejtek amelyek szintén a szoveti mikddés fenntartdsaban jatszanak szerepet
(Brack and Rando 2012).
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2.1.3 Az ossejtek besorolasa szarmazdsuk alapjan

Embrionalis 6ssejtek (Embryonic Stem Cells, ESC): Ahogy a nevik is mutatja, a
preimplantacios stadiumt embridkbdl szarmaznak, altalaban a holyagesira stadiumt embridk
belsd sejtcsomdjabol (ICM) izolalhatoéak (1. dbra). A korai embriondlis fejlédés soran a sejtek
még differencialatlanok maradnak, és rendelkeznek azzal a képességgel, hogy a szervezeten
beliil barmilyen szdvettipussa differencidlodjanak, vagyis pluripotensek (Evans and Kaufman
1981) amelyet széles korben kihasznalnak in vitro alkalmazéasokban (Lanza and Atala 2013).
Els6ként egér embridbdl izolaltak ESC sejtvonalakat (Evans and Kaufman 1981), amelyet a
huméan ESC sejtek izolalasa is kovetett (Thomson et al., 1998). Ma mar szamos allatfaj
embrio6ibol 1étrehoztak ESC vagy ESC-szerli sejtvonalakat, azonban azok pluripotencidja és a
differenciaci6 mértéke eltéré az egér és human sejtektdl, amelyre a késObbiekben kiilon is
kitérek. Itt kell még emlitést tenniink tovabbi embrionalis eredetii dssejtekrdl is: Az
extraembrionalis endodermalis dssejtek (Extra-embryonic endoderm stem cells, XEN)
hasonlitanak a holyagcsira embrid primitiv endodermajahoz, amelybdl in vivo normalis esetben
a parietalis és a visceralis endoderma differencialodik. Kiméra kisérletekben az embrioba
injektalva a XEN sejtek endodermalis differenciaciot mutatnak (Kunath et al., 2005). 1zolalasuk
nem csak kozvetleniil az embriobol lehetséges, hanem ESC sejtvonalakbol is a GATA6
transzkripcios faktor tulexpresszaltatdsa révén (Niakan et al.,, 2013). Hasonl6 moédon, a
trofoblaszt sejtekbdl is izoldltak mar sejtvonalat, az un. trofoblaszt éssejteket (Trophoblast
Stem Cells, TSC) (Tanaka et al., 1998), amelyek a placenta differencialt sejtjeit adjak a fejlédés
soran. Jelentdségiik, hogy embridba visszajuttatva a sejtek kizarolag extraembriondlis-
trofoblaszt differenciaciot mutatnak. Az implantaciot kovetden az egér embri6 extraembrionalis
ektoderma (ExE) sejtjeibdl is izolalhatdak, miutdn az ExXE sejtek a trofoblaszt sejtek
leszarmazottai (Roberts and Fisher 2011). Kivalé modellt jelentenek a trofoblaszt
differenciacid, az implantacio és a placenta differenciacié tanulméanyozéaséhoz.

Epiblaszt dssejteket (Epiblast Stem Cells, EpiSC) embrionalis 6ssejteknek tekintjiik, azonban
kiilonbozd stddiumu pre- és posztimplantacidos embrio (E4.5 — E6.5 kozott) epiblasztbol
izolalhatoak, ahogy azt fentebb a pluripotens sejteknél mar emlitettem (Brons et al., 2007; Tesar
et al.,, 2007). Tényleges pluripotencidjuk megértéséhez azonban fontos a kiilonbdz6
pluripotencia allapotok megismerése is, amelyet a kovetkez6 szakaszban ismertetek bovebben.
Magzati 6ssejtek (Foetal Stem Cells, FSC): Ezen sejtek a magzat szerveiben talalhato
embrionalis sejttipusok. A magzati Ossejtek izolalhatok a magzati vérbdl és csontveldbdl is;
emellett a magzati majabol és vesébdl is izolaltak mar FSC sejteket (O'Donoghue and Fisk
2004). A magzati vér gazdag forrasa a vérképzo dssejteknek, amelyek gyorsabban szaporodnak,
mint a koldokzsinorvérben vagy a felndtt csontveldben talalhatoak (Guillot et al., 2006).
Alapvetéen a multipotens felndtt Ossejtekhez hasonldak. Jelentdségiik a koldokzsindrvér,
placenta és mas magzati sejtforrdsok regenerativ célra torténd hosszli tava taroldsa (pl.
koldokzsinorvér-transzplantacio, Umbillical Cord Blood Transplantation, UCBT) kapcsan nott
meg az elmult évtizedekben (Chou et al., 2010; Ballen et al., 2013).

Felnott ossejtek (Adult Stem Cells, ASC): Szoveti (szomatikus) dssejtekként is ismertek. Ezek
olyan Ossejtek, amelyek a felndtt emldsok szoveteiben vagy szerveiben taldlhatok. Feladatuk
az €16 szervezet szoveteinek fenntartasa €s javitasa. A felndtt dssejtek mai tudasunk szerint a
pluripotens dssejtekbdl szarmazod egyes tranzitpopuldciok képviseldi, igy leginkabb
multipotens Ossejtek, de az egyes publikaciok kiillonbozd transzdifferenciacios eredményei
alapjan OSC és USC sejtek is lehettek az egyes izolatumokban, az alkalmazott eljarasoktol
fliggden (pl. a felndtt csontveldbdl izolalhatd vérképzd Ossejtek (HSC) és mezenchimalis
Ossejtek (MSC) is) (Oswald et al., 2004).

Indukalt pluripotens éssejtek (induced Pluripotent Stem Cells, iPSC): Az iPSC-ket
kozvetleniil felndtt sejtekbdl hozhatdk 1étre, genetikai Gjraprogramozas modszerével. A sejteket
un. pluripotencia faktorok sejtekbe torténd bevitele ¢€s thlexpresszaltatdsa révén lehet
Ujraprogramozni ¢s az Un. 6ssejt allapotba juttatni (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi
et al.,, 2007). A technologia az allatmodellek helyettesitésével fontos szerepet kapott a
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¢s legfontosabb jellemzo6it a késébbi szakaszokban ismertetem részletesen.

2.2 A pluripotencia szabalyozasa
2.2.1 A pluripotencia szabdlyozdsdban résztvevd f6bb gének

A pluripotencia, vagyis az onmegujulas és differencialodas korlatlan képessége a valdodi, azaz
pulipotens Ossejtek és a totipotens embriondlis sejtek tulajdonsaga. Ahogy azt fentebb mar
részleteztem, két tulajdonsag, egyrészt az dnmegujulés, vagyis korlatlan osztodasi képesség,
valamint, a korlatlan differencidcios képesség jellemzi. Ahogy barmely maés tulajdonsag, a
pluripotencia kialakitasaban is gének altal kodolt fehérjék, RNS-ek és microRNS-ek vesznek
részt elsésorban, amelyeket 6sszefoglald néven pluripotencia markerekként szokas nevezni. A
kovetkezOkben a legfontosabb fehérjéket €s az azokat kodold géneket vettem sorra, a teljesség
igénye nélkiil, foként az egér €s human kisérletek eredményeire fokuszalva. A gének neveit dolt
betlivel kiilonboztettem meg a fehérjékt6l. A human és hdziasitott fajok esetén mind a
fehérjéket, mind a géneket nyomtatott betlivel jeldltem, mig az egér €s patkany gének neveit
nagy kezddbetiivel délten (pl. PouSfI) a fehérjéket nagybetiivel jeloltem (pl. POUSF1) a
nomenklatira szerint (Blake et al., 2021). Eltérés esetén a hivatkozott faj nevét is megjeldltem
az egyértelmi kdvethetdség miatt.

A Pou5f1/POUSF1 gén/fehérje (kordbbi nevén Oct3 és Oct4-ként ismert, 0) neve POU Class
5 Homeobox I; mouse Gene ID: 18999), a POU (Pit-Oct-Unc) transzkripcios faktorok
csaladdjaba tartozik (Scholer et al., 1990), eldszér ESC-specifikus €s csiravonal-specifikus
transzkripcios faktorként azonositottdk (Zhang et al., 2007). Egérben a zigotikus gének
aktivalodasa elétt az aktiv PouS5fI mRNS jelen van mar a petesejtben. A zigotikus Pou5f1
expresszio a 4-sejtes stadium koril indul, és kés6bb a belsd sejtcsomd (ICM) pluripotens
sejtjeire és az epiblasztra korlatozodik. Az implantaciot kdvetden az expresszio szintje tovabb
csokken, térben a primordialis csirasejtekben (PGC) marad fenn, €s minden szomatikus sejtben
elnémul (Yeom et al., 1996). Szarvasmarha, sertés, rézuszmajom ¢és humén in vitro
embridvizsgalatok kimutattdk, hogy a fehérje jelen van a hdlyagcsira stadiumti embriok
trofoblaszt (TE) sejtjeiben, és nem korlatozodik a pluripotens ICM sejtekre (van Eijk et al.,
1999; Kirchhof et al., 2000; Mitalipov et al., 2003; Cauftman et al., 2005), amely fajspecifikus
szabalyozasi eltérésre utal.

A POUSF1 két SOX2 fehérjével trimer komplexet alkot a DNS-en, €s szamos, az embrionalis
fejlédésben szerepet jatszo tovabbi fehérje, példaul a YESI, FGF4, UTF1 és ZFP206
kifejez0dését szabalyozzak. 4 PouSf1 gén eltavolitasa (kititése, knock-out) az egérembridban
az ICM ¢életképességének és fejlddési potencialjanak hibajahoz vezet, letalis hatasu (Kehler et
al., 2004). A POUSF1 fehérje in vitro mind a human és egér ESC sejtekben az dssejt allapotot
indukald és szabalyozo transzkripcios faktorként erdteljesen expresszalodik, ugyanakkor az
Ossejtek differencialodas sordn aktivitdsa markansan €s gyorsan csokken amikor a sejtek
elveszitik pluripotencidjukat (Boiani and Scholer 2005; Cauffman et al., 2006). Alapvetd és
kulcsgén az iPSC sejtek eldallitdsakor mind az egér, mind a human szomatikus sejtek genetikai
ujraprogramozasakor (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007; Kim et al., 2021).
A Poulfl gén kifejezddését cisz-szabalyoz6 elemek szabalyozzdk, amelyek a transzkripcio
indulési helyétdl 5' felfelé (upstream) helyezkednek el (Yeom et al., 1996; Pesce et al., 1999).
Ez a szabalyozo régio erésen konzervalt a fajok kozott; és altalaban négy Un. konzervativ régiot
(CR) tartalmaz a promoteren beliil. A TATA nélkiili minimal promoéter (MP) régi6é mindig a gén
promoter tovabbi elsddleges szabalyozd elemeket tartalmaz. Egérben végzett riportergén-
expresszios kisérletek kimutattak, hogy két elem, a proximalis enhancer (PE) és a disztalis
enhancer (DE) nélkiilozhetetlen a Pou5f1 expresszidjanak sejtspecifikus szabalyozéasaban. A
proximalis enhancer (PE) feljebb, a masodik és harmadik konzervativ région beliil (CR2 és
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egér embrionalis karcinoma (EC) sejtekben. Végiil, a disztalis enhancer (DE) koriilbeliil 2 kb-
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al feljebb talalhat6, szintén egy konzervalt régidban (CR4), és a Pou5f1 expressziojat irdnyitja
az egér morula, ICM, ESC, embrionalis csira (EG) és PGC sejtjeiben (Yeom et al., 1996; Ovitt
and Scholer 1998; Nordhoft et al., 2001). Lathato, hogy ez a tobbszintli szabalyozas felelds a
térbeli és idObeli expresszids mintazatért és annak fajok kozotti szekvencia szintli eltérései
allhatnak a megfigyelt eltérd iddbeli és térbeli expresszids mintazat hatterében.

Sox2/SOX2: A SOX2 fehérje az Gin. nagy mobilitasti csoport (HMG) transzkripcids faktor
csaladba tartozik (SRY (sex determining region Y)-box 2; mouse Gene ID: 20674), amelyrol
kimutattdk, hogy kozponti szerepet jatszik mind egér mind pedig humén sejtekben a
pluripotenciat szabalyoz6 transzkripcids haldzatban (Ginis et al., 2004). A SOX2 mas Ossejt
transzkripcids faktorokkal, mint a POUSF1 és a NANOG egy kritikus szabalyozasi halozatot
alkot, amely mas gének transzkripciojat szabalyozza, és fontos az ICM ¢és a TE kialakulasdban
a preimplantacios embri6 fejlédés szakaszaban (Niwa et al., 2005). Az Fgf4 expressziojanak
szabalyozasaban is részt vesz mindkét fajban. Emberben a SOX2 helyettesitheté a SOX csalad
kozeli rokon tagjaival, a SOX1 és SOX3-mal az iPSC-k eldallitasa soran (Takahashi et al.,
2007), de nem helyettesithetd tdvolabbi tagokkal (Nakagawa et al., 2008), ugyanakkor a SOX2
vagy a SOX csalddba tartozo helyettesitdje nem elhagyhat6 az ujraprogramozas soran (Kim et
al., 2021), amely kulcsszerepét bizonyitja a pluripotencia szabéalyozéasaban.

KIf4/KLLF4: A KLF4 fehérje egy transzkripcios faktor (Krueppel-like factor 4; mouse Gene ID:
16600), amely mind az emberben, mind az egérben aktivatorként és/vagy represszorként is
viselkedik bizonyos génexpresszids szabalyozéasi folyamatokban. Példaul, sziikséges a bor
barrier funkcidjanak kialakitdsdhoz, a szemfelszin posztnatalis éréséhez; részt vesz a hamsejtek
differencidlodasaban, és a csontvaz és a vese fejlédésében; de represszorként hozzajarul a
p53/TP53 transzkripcio blokkolasahoz (Rowland and Peeper 2006). Ha a KLF4 talreprezentalt
a pluripotens sejtekben, akkor az magasabb POUSF1 szintet eredményez, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a KLF4 eldsegiti az 6nmegujulast (Papapetrou et al., 2009). Az iPSC
eldallitas egyik nélkiilozhetetlen faktora, nem helyettesithetd a genetikai Ujraprogramozasban
(Takahashi and Yamanaka 2006; Kim et al., 2021).

Myc/MYC: A MYC fehérje (myelocytomatosis oncogene; mouse Gene ID: 17869) szerepet
jatszik az ESC-k fenntartasaban a LIF/STAT3 ttvonal mentén (Cartwright et al., 2005). Jelentds
szerepe van a sejtnovekedésben, differencialodasban, proliferacioban ¢és az Ossejtek
onmegujulasaban mind az emberben, mind az egérben. Foként limfoid és leukémia
daganatsejtekben gyakran tulexpresszalodik, amely a proliferacids szabalyozasi kaszkadban
vald szerepére utal. Az iPSC sejtek elsd 1étrehozasakor a 4 transzkripcios faktor egyike volt
(Takahashi and Yamanaka 2006), amelyet onkogén szerepe miatt mas kombinacidkban
igyekeztek kivaltani (Nakagawa et al., 2008; Wernig et al., 2008; Li et al., 2011).
Nanog/NANOG: A NANOG fehérje (Nanog homeobox, mouse Gene ID: 71950) fontos
homeobox transzkripcids faktor, amely részt vesz az ESC-k 6nmegujulasaban, és kritikus
tényez6 a PSC-k differencidlatlan allapotdnak fenntartasdban (Chambers et al., 2003). A
NANOG specifikusan kifejezddik a pluripotens sejtekben (mind egér mind human ESC és PSC
sejtekben), és alapvetd szerepet jatszik a pluripotens egér ESC-k fenntartasaban, a differencialt
sejtekben nem expresszal (Mitsui et al., 2003; Silva et al., 2009). Magas expresszios szintje
lehetové teszi az egér ESC-k 6nmegujulasat kiilsé LIF (Leukemia Inhibitory Factor) forrés
hianyéaban, és blokkolja a primitiv endoderma differencidloddsat, ami arra utal, hogy a LIF
faktor egyik f6 downstream effektora a kaszkadban (Chambers et al., 2003).

Fgf4/FGF4: A fibroblaszt novekedési faktor 4 fehérje (Fibroblast growth factor 4, mouse Gene
ID: 14175) a fibroblaszt novekedési faktor (FGF) csalad tagja széleskori mitogén és sejt-
tulélési aktivitassal rendelkezik, és szamos biologiai folyamatban vesz részt, beleértve az
embrionalis fejlddést, a sejtnovekedést, a morfogenezist, a szovetek helyreallitasat, a tumorok
(PKB) ¢s a RAS-MEK-ERK intracellularis jelatviteli kaszkadokat. Fontos szerepet jatszik az
embrionalis Ossejtek fenntartdsdban és differencidlodasuk megakadalyozasdban, valamint
in vivo az implantacié soran (Kim et al., 2009).
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Thx3/TBX3: A T-box3 fehérje (mouse Gene ID: 21386) a T-box transzkripcids faktor csalad
legkorabban kifejez6dd tagja, részt vesz a pluripotencia fenntartdsaban ¢és indukciojaban.
Expressziojanak elvesztése (knock-out, knock down) a pluripotencia elvesztését eredményezi.
A TBX3 nélkiilozhetetlen a naiv pluripotencia indukcidjdhoz és fenntartdsdhoz, valamint a
csirasejtek fejlodéséhez is (Russell et al., 2015). A WNT utvonal szabalyozésa, represszidja
révén a mezoderma iranyu differenciacié blokkoldséaért felelos egérben (Waghray et al., 2015)
Lin28/LIN28: A LIN28 (/lin-28 homolog A, mouse Gene ID: 83557) egy RNS-koto fehérje,
amely a mikroRNS let-7 szabalyozasan keresztiil a pluripotenciat eldsegitd szerepérdl ismert,
anaiv ¢és a primed pluripotencia allapotok kozotti metabolikus valtasban jatszik fontos szerepet.
Egérben ¢s emberben a LIN28 a fejlodés korai szakaszaban és a differencidlatlan szovetekben
expresszalodik (Faas et al., 2013). A LIN28 expressziot viszont a fibroblaszt novekedési faktor
(FGF) -ERK jelatviteli utvonal szabalyozza (Zhang et al., 2016).

Dppa3/DPPA3: A DPPA3 fehérje (Developmental pluripotency-associated protein 3; mouse
Gene ID: 73708) egerekben a fejlodés preimplantacios szakaszaban anyai faktorként miikodhet,
mig human ESC sejtekben a pluripotencia megdrzéséért felel. Fontos szerepet jatszik az
imprinting szabalyozasaban, az anyai DNS demetilacié megakadalyozasaban. Expresszal a
gonadban, beleértve mindkét nem ivarsejtjeit (petesejt €s a spermium sejt), a korai
preimplantacids embridban, ahol mar anyai citoplazmatikus faktorként is jelen van. Megfeleld
expresszidja kulcsfontossagu a teljes genetikai ujraprogramozas szempontjabol. Az iPSC sejtek
kiméra képz6 potencidlja a csokkent vagy nem megfeleld DPPA3 expresszid esetén blokkolt
(Xu et al., 2015).

2.2.2 A pluripotencia szabdlyozdsa: Naiv, Primed és Rozetta dllapot

A pluripotens 6ssejteket két kiilonbozd pluripotencia allapotba lehet sorolni: naiv és primed
(Weinberger et al., 2016). A preimplantaciés embriokban az ICM sejtjei in vivo pluripotens
Ossejtek, amelyek naiv allapotuak (alapallapot). Az egér ESC-krdl kimutattak, hogy in vitro
megtartjdk az ICM szdmos molekularis jellemzdjét, vagyis naiv allapotinak tekinthetdek
(Nichols and Smith 2009). Késébb a pluripotens sejtek egy masik tipusat, az EpiSC sejteket az
implantacid utani ragesalo epiblasztokbol izolaltdk, amelyekre més expresszids mintazat volt
jellemzd (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). A naiv ESC-khez képest az EpiSC-k egy
»alternativ”’ pluripotencia-mintazatot mutatnak, az tigynevezett primed pluripotens allapotban
vannak. A kiilonbozd pluripotens sejtek kozott jelentds molekularis és funkcionalis
kiilonbségek irhatok le, amelyek késdbb befolyasoljak jellemzoiket, miikodésiiket €s terapias
szempontbol felhaszndlasuk lehetdségeit is (Li and Ding 2011; Huang et al., 2014). Bar a
ragcsalo pluripotens 6ssejtek mind primed, mind naiv pluripotens allapotban létezhetnek, a naiv
allapotot emberi sejtekben hosszl idén 4t nehéz volt 1étrehozni (Nichols and Smith 2009; Gafni
etal., 2013). Ez a két stadium kiilonbozik egymastdl a morfoldgia, a génexpressziods profil és a
DNS-metilaciés profil tekintetében, de mindketté képes a harom csiraréteg sejtjeivé
differencialodni. A naiv allapota pluripotens Ossejtek példaul az egér ESC-k és egér iPSC-k,
mig az egér késéi, implantaciot kovetd fejlédési staddiumaban izolalt epiblaszt Ossejtek
(mEpiSC), a human iPSC-k és ESC-k a primed allapotot képviselik (Davidson et al., 2015;
Weinberger et al., 2016).

Az egér naiv ESC-ket és a primed EpiSC-ket mesterségesen, in vitro tenyésztési koriilmények
kozott exogén citokinek és/vagy kis molekulaju inhibitorok folyamatos adagoldséaval
pluripotens allapotban lehet tartani. Ezek a faktorok olyan jelatviteli itvonalakat szabalyoznak,
amelyek pozitivan vagy negativan befolyasolhatjak a naiv és a primed pluripotencia stabilitasat,
amelyet transzkripcios faktorok halozata szabalyoz. A kovetkezd tablazat a naiv €s primed
allapot kozotti legfobb jellemzdket 6sszegezi egér sejtvonalak esetén (1. tablazat).

Egér ESC kisérletek soran a klasszikus egér embriondlis fibroblaszt €s magzati szarvasmarha
szérum (Fetal Bovine Serum, FBS) hasznalatanak kikiiszobolése volt a cél, amikor az un. 2i
sejttenyésztd oldat komponensei és a tenyésztési paraméterek meghatarozasra keriiltek. A
STAT3/JAK utvonalat aktivalé Leukémia inhibitor faktor (Leukaemia Inhibitory Factor; LIF)
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kulcsfontossagu dsszetevonek bizonyult, amely lehetéve tette az egér ESC-k taplalo fibroblaszt
sejtréteg (Mouse Embryonic Fibroblast, MEF) nélkiili, de FBS/LIF koriilmények kdzott torténd
fenntartasat €s novesztését (Smith et al., 1988). A BMP4 alacsony dozisban valé kombinalasa
LIF-el azonban mar lehetové tette a MEF sejtek kikiiszobolését is (Ying et al., 2003), mig a
MEK utvonalat (MAP kinaz/ERK kindz szignalizacidés tutvonal) blokkolé inhibitorok
alkalmazasa a szérummentes fenntartast biztositotta. Ez utobbi inhibitor kombinaciot ,,2i”-nek
nevezték [legyakrabban: szelektiv GSK3 inhibitor CHIR99021 (réviden CHIR), ¢s MEK
inhibitor PD325901 (réviden PD)], mig a fenntartds paramétereit 2i/LIF-ként hivatkozza az
irodalom (Ying et al., 2008). Az egyes inhibitorok alkalmazasanak kiilonb6z6 valtozatait is
publikaltdk (Dutta et al., 2011; Shimizu et al., 2012), azonban a 2i/LIF paraméterek bizonyultak
a leginkabb a naiv allapotot sikeresen fenntartonak az egér ESC sejtek esetén (Weinberger et
al., 2016).

1. tablazat: A naiv és a primed pluripotens dssejt allappot fobb jellemzdi egérben

Tulajdonsag Naiv allapot Primed allapot

In vivo embrionalis megfeleldje: korai epiblaszt epiblaszt
(implantacié el6tti)) (peri-/posztimplantacios)

Kolonia megjelenése: kompakt, kupola forma lapitott

Expresszalo f6 pluripotencia Pou5f1, Nanog, Sox2, KIf2, Kif4, Pou5fl, Nanog, Sox2, Dmnt3b,

gének: Klif5, Zpf42, Esrrb, Dppa3, Fgf5, Pou3fl, Meisl, Otx2, Soxll,
Tfep2ll, Fegf4, Thx3 Gdf3, Soxl1l

Pou5f1 enhanszer aktivitas: disztalis (DE) proximalis (PE)

Globalis DNS-metilacié: hipo-metilalt hiper-metilalt

No6i X-kromoszéma statusz: két aktiv X egy inaktiv X

Klonogenitas: magas alacsony

Géntargetalas: alkalmas alacsony hatékonysag

Kimérai képzés ragesalokban: magas alacsony

Novekedési faktor: LIF Aktivin A, FGF2

Ezzel szemben az EpiSC sejteket FGF2/Activin A sejttenyésztd oldathoz adédsaval sikeriilt
izolalni, nem a LIF szignalizacio biztositasaval. Expresszios mintazatuk mellett leginkébb az
kiilonbozteti meg Oket az ESC sejtektdl, hogy késdi epiblaszt eredetilk miatt holyagesira
allapot embridba injektalva nem képeznek kimérakat (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007),
azonban mindharom csiralemez sejtjeivé képesek differencialodni, sét ha ex vivo injektaljak
posztimplanticios embridba, akkor alacsony szdzalékban de kiméra embridkat képezhetnek
(Huang et al., 2012).

Az ember és az egér kozott azonban azonositottak néhany tovéabbi lényeges eltérést a naiv
pluripotencia szabalyozasaban. Ugy tiinik, hogy az FGF2/Aktivin A és a BMP4 alacsony
dozisai éppen ellentétes hatast gyakorolhatnak a kiilonbozd fajok dssejtjeinek stabilitasara
in vitro. Az els6 human ESC sejtek izolalasakor mar nyilvanval6 volt a fajok kozotti kiilonbség:
a LIF nem volt képes fenntartani a human ESC sejtek pluripotenciajat, FGF2 és a
TGFB1/Activin A volt sziikséges a sejtek pluripotens stadiumanak fenntartdsahoz (Thomson et
al., 1998). Az egér ESC sejtvonalak Un. non-permissziv egértorzsekbdl valo sikeres izolalasa, a
21 médium kondicié meghatdrozasa, valamint az EpiSC sejtek izolalasa felvetette annak
lehetdségét, hogy a human ESC sejtek mas koriilmények kozott vald fenntarthatdosaga nem
feltétleniil csak fajok kozotti eltéréssel magyarazhato, inkabb a primed stadium jellemzdje. Ezt
azutan génexpresszio, és epigenetikai 6sszehasonlito elemzések is alatamasztottak (Weinberger
et al., 2016). A fentiek ellenére fontos megjegyezni, hogy a huméan hagyoméanyos/primed ESC
sejtek nem azonosak az egér EpiSC sejtekkel pluripotenciajukat tekintve. Osszehasonlitva
»keveésbeé primed” sejteknek lehetne nevezni a human ESC sejteket. Ezért a kutatasok itt is a
naiv human allapot definidlasara irdnyultak. Az els6é sikeres Iépések transzgének
expresszaltatasa révén probaltak elérni a naiv stadiumot, igy POUSF1/KLF4 vagy KLF2/KLF4
fehérjék folyamatos expresszidja 2i/LIF kondiciok kozott is fenntarthatova tette a human ESC
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¢s 1PSC sejteket (Hanna et al.,, 2010). Azonban a transzgenikus megkozelités, habar
bizonyitotta, hogy lehetséges naiv allapotban is fenntartani human 6ssejteket, mégis korlatozta
azok jovobeni felhasznalhatosagat éppen a genetikai modositas miatt. Ezért a kisérletek tovabb
folytak a human 6ssejtek naiv stddiuméanak meghatirozasara, transzgén fiiggetlen tenyésztési
kondiciok iranyaba. A 2i/LIF kondiciét tovabbi faktorokkal kiegészitve (P38 inhibitor, JNK
inhibitor, aPKC inhibitor, ROCK inhibitor, alacsony dézisi FGF2 és TGFB1/Activin A
kiegészités) sikeriilt az egér naiv ESC sejtekhez hasonld, de nem azonos, mégis naiv
allapotinak tekintheté human ESC sejttenyészeteket létrehozni (Gafni et al., 2013). A
kiilonboz6 protokollok, amelyek ez utan lattak napvilagot mind hasonlo, teljes MEK inhibiciot
probaltak elérni, amely MEF-fiiggd vagy éppen taplalo sejtréteg fliggetlen tenyésztést tett
lehetévé. A humén sejtek esetén az ,,51/LA-MEF” tenyésztési paraméterek terjedtek el
leginkabb (Takashima et al., 2014; Theunissen et al., 2014). A kisérletek eredményei
megmutattak, hogy human preimplantaciés embriondlis sejtvonalak esetén is elérhetd in vitro
koriilmények kozott a naiv stadium. Azonban a fajok kozotti kiilonbségek miatt ezek nem
egymas megfeleléi. A modszertan fejlddésével az RNS szekvendlas révén kideriilt, hogy az
egér embrid ICM sejtjei és a human embri6 ICM sejtjei szamos eltérést mutatnak
génexpresszios szinten a pluripotencia szabédlyozasaban is. Példaul, a KLF2 (Kriippel-like
Factor 2) és az ESRRB (Estrogen Related Receptor Beta) amelyek egérben fontos pluripotencia
faktor fehérjék, a human hoélyagcsira stddiumt embridban nem expresszalnak (Weinberger et
al., 2016).

A legtijabb kutatdsok a naiv és primed stadium kozotti &tmeneti stadiumot vizsgalva hatiroztak
meg annak jellemzdit egérben. Az atmeneti stddiumot a szerzék tanulmanyukban ,,rozetta”
pluripotens stddiumnak nevezték, ahol megéllapitasuk szerint, mind a WNT utvonal, amely a
naiv stadium jellemzdje, mind az FGF/ERK utvonal, amely pedig a primed stadium jellemzdje
blokkolva van. Ebben a stddiumban mind a KLF4 mind az OTX2 fehérjék kifejezett
expresszioja figyelhetd meg, amelyek egyfajta egyensulya tartja fenn a rozetta allapotot. Ha a
KLF4 talsalyba keriil és a WNT utvonal inhibicidja megsziinik a sejtek naiv allapotba
keriilhetnek. Ellenkezd esetben, ha a KLF4 szintje dramaian lecsokken és az OTX2 szint valik
dominansa, beindul az OCT6 fehérje expresszio és ez felszabadithatja az FGF/ERK gatlast,
amely a primed allapotba ,,10ki” a sejteket (Neagu et al., 2020). Természetesen, ezen faktorok
(fehérjék, kismolekuldk, szérum) in vitro tenyésztd médiumhoz val6é adagolésa (vagy éppen
megvonasa) az egyes sejtpopulaciok adott allapotban vald fenntartdsat vagy atalakulésat
eredményezi. Korabbi tanulmanyok mar feltételezték egy ilyen dtmenetinek tekintett ,,alakul6”
vagy ,,formaloddé” (angolul formative) stadium 1€tét, azonban sem a szignalizacos Utvonalat,
vagy annak irdnyitdsaban szerepet jatszo kulcs géneket nem irtdk le, sem stabil in vitro
tenyészetben fenntartani nem tudtak az ,,epiblaszt-szerii” sejteket (Buecker et al., 2010; Hayashi
et al., 2011; Kalkan and Smith 2014), igy az attdrésre a kozelmultig kellett varni, a rozetta
stadium kozelmultban tértént meghatarozasaig (Neagu et al., 2020).

Ez utdbbi, a rozetta stddiumra jellemzd génexpresszids mintazat meghatarozasa kutatdsaim
kezdetén nem volt elérhetd, azonban az 10j eredmények tiikrében vérhatd, hogy human
embrionadlis sejtek és sejtvonalak hasonld vizsgalatai kovetik majd az egér vizsgalatokat,
amelyek a pluripotencia szabdlyozasanak jobb megértés¢hez vihetnek kozelebb. Ez pedig
biztonsagosabb és szélesebb korben alkalmazhatd éssejt vonalakat eredményezhet nem csak
emberben, de a kiilonb6z6 fajokban egyarant, amely a sejtterapidk elengedhetetlen feltétele.
Az RNS szekvenalds térhoditasa és az egyre kisebb minta mennyiség, immar az egy-sejt
szekvenalas lehetdsége hihetetlen adathalmazt eredményezett az elmult néhany évben. Ennek
koszonhetden mid a gasztruldcio folyamatai (Lohoff et al., 2022; Qiu et al., 2022), mind pedig
az egér embrid gasztrulacidtdl a magzat megsziiletésig zajld génexpresszids valtozasai (Qiu et
al., 2024) térképezésre kertiltek, kijeldlve azokat a f6 transzkripcios faktorokat, amelyek az
egyes sejt- és szovetspecifikus differencialodasi 1épések, a térbeni és idObeli expresszids
valtozasok iranyitasaban szerepet jatszanak. Ezen adatok révén nemsokéra elérhetévé vallhat a
teljes embrionalis fejlédés génszabalyozasi térképe, amely a fejlddésbioldgiai folyamatok, de
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leginkabb az azokban bekovetkezd deformitasok, eltérések felismerésében lehet dontd. Mindez
pedig komoly hatassal lehet a fejlddésbiologiai rendellenességek okainak megértése ¢€s
lehetséges terapiak kidolgozasa terén.

2.3 Pluripotens 6ssejtek haszonallatokban

Bar az elsé ESC-vonalakat tobb mint 30 évvel ezel6tt allitottak elé (Evans and Kaufman 1981;
Martin 1981), a pluripotens tenyészetek létrehozasa az egér- és foemlésokon kiviil mas fajok
esetében kihivast jelentett. A siker hidnya annak tudhato6 be, hogy sokaig nem ismertiik eléggé
a pluripotencia hatterében all6 molekuldris mechanizmusokat azokban az embrionalis
szovetekben, amelyekbdl az ESC-ket altaldban szarmaztatjdk az egyes fajokban. Hosszl ideig
tartotta magat a nézet, hogy az ESC sejteket az implantéacio eldtti embrid belsd sejtcsomdjabol
kell izolalni — figyelmen kiviil hagyva a génexpresszios kiilonbségeket, csak egy paramétert, az
implantaciot véve figyelembe, mint allapotjelzd. Holott az egyes embriok komoly morfolégiai,
funkcionalis €s génexpresszids eltéréseket mutatnak mar a preimplantaciés embrio fejlodési
szakaszban is. Igazabol a naiv és primed allapot leirasa, majd pedig az azt kdvetd intenziv
sejttenyésztési fejlesztések, valamint a génexpresszid nagy ateresztoképességii modszerekkel
vald vizsgalatanak fejlddése vezetett ahhoz, hogy a hazidllatok egy részében is sikeriilt
pluripotens Ossejteket 1étrehozni. Az iPSC sejtek sikeres létrehozasarol mar tobb fajon
beszamoltak az elmult évtizedben, igy a haziallatok esetén is elérhetdé mddszertanna valt a
pluripotens sejtek alkalmazasa az utdébbi néhany évben (Scarfone et al., 2020) (2. abra). Az
1PSC-k el6allitasara vonatkozé protokollokat sertés (Ezashi et al., 2009), 16 (Nagy et al., 2011),
kutya (Shimada et al., 2010), szarvasmarha (Bai et al., 2016), csirke (Yu et al., 2014), kecske
(Song et al., 2013), juh (Bao et al., 2011) és macska (Zhou et al., 2019) fajokra dolgoztak ki. A
nyul esetén az iPSC eldallitas, habar sikeres, primed allapotu sejteket eredményezett, amelyet
részben a médium Osszetétel modositasaval lehetett részben modositani (Honda et al., 2010;
Honda et al., 2013). Az allatgydgyaszati korképek kezelésében betoltott jelentdségiik mellett a
sertés-, kutya- és lomodellek értékesnek bizonyultak a human betegségek tanulméanyozasaban
1s (Smith et al., 2014; van Steenbeek et al., 2016; Uto et al., 2018).
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2. abra: Pluripotens 6ssejtek eldallitasa haszonallatokbol és azok differencialtatasi lehetdségei. Az embrionalis
Ossejtek (ESC) mellett kémiai aktivalast kovetden partenogetetikus embriok, majd azokbol partenogenetikus
dssejtek (pESC) izolalhatok in vitro. Mig a genetikai Gjraprogramozas két eljarasat hasznalva sejtmagatiiltetéssel
létrehozott embriokbol ntESC sejtvonalak, még a testi sejtek genetikai ujraprogramozasaval iPSC sejtek hozhatok
létre. A négy pluripotens sejttipus azutan in vitro sejttenyészetben, vagy in vivo kiméra éallatokban vizsgalhato.
(IVFE: In vitro megtermékenyités; PA, Parthenogenetikus aktivalas; SCNT: Szomatikus sejtmagtranszfer; IR,
indukalt ujraprogramozas). Modositva Kumar publikécioja alapjan (Kumar et al., 2021).

Azonban az embrionalis Ossejtek izolalasa terén tovabbra sem tortént jelentds attorés. Az un.
primed stadiumu sejtvonalak esetében néhany fajon a kordbban ESC vagy ESC-szer
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sejtvonalak izolalasakor hasznalt mddszertan és sejttenyésztd oldat kombinacidk javitdsaval
sikeriilt némi elérehaladést elérni, de naiv stddiumq, az egérhez hasonlatos ,,valodi” pluripotens
tulajdonsagokat felmutatd (tigymint: EB képzés a 3 csiralemez irdnyaban differencialddott
sejtekkel; teratdma képzés immundeficiens egérben; valamint kiméra képzés a gonadba vald
beépiilés) nem sikeriilt tovabbra sem létrehozni a hézidllatok eseténen (Blomberg and Telugu
2012). Az un. primed stddiumi ESC-szert sejteket szarvasmarha, sertés, juh, kecske, 16 és
bivaly fajokon izolaltak (Kumar et al., 2021). Patkdnyban sikeriilt el6szor a 2i médium
publikalasat kovetéen valodi ESC sejteket 1étrehozni (Li et al., 2008). Jelentds eldrelépést értek
el tovabba sertés (Vassiliev et al., 2011; Gao et al., 2019) nyul (Honsho et al., 2015)és kutya
(Vaags et al., 2009) ESC sejtekkel, azonban e sejtek sem tekinthetok tovabbra sem naiv ESC
sejteknek. A sikertelenségéhez tobb tényezo is hozzajarulhat. E16szor is, a haszonallatok kezdeti
embriondlis fejlédése jelentOsen eltér a ragcsalokétol, masodszor, az ismert pluripotencia
markerek a haszonallatok ESC sejtjei esetében kevésbé egyértelmiiek, valamint, a pluripotencia
allapotok, a naiv és a primed allapotok, elég rosszul definidltak a haszonallatoknal. Keveset
tudunk tehat a korai embriofejlédés soran invivo a pluripotencia hatterében allo
mechanizmusokrol haszonallataink esetén. Ezért a pluripotens embrionalis szovetek fajok
kozotti molekularis Osszehasonlitasa értékes betekintést nyujthat a naiv pluripotens dssejtek
sikeres 1étrehozasaba (2. abra) (Kumar et al., 2021).

2.4 Genetikai tjraprogramozas

A genetikai Gjraprogramozas fogalma nem mas, mint az a folyamat, amikor egy adott sejt DNS-
alloménya a kordbban az egyedfejlddés sordn kialakult és rogziilt, Gn. epigenetikai kodot teljes
egészében vagy tilnyomoéd részben elvesziti. Ennek kovetkeztében pedig a 1étrejovo, un.
ujraprogramozott sejt fejlédési potencidlja kitagul, és eredeti, az embrionalis differenciacio
soran rogzilt programjatol eltéréen mas fejlodési iranyba is képes atalakulni. Habar a
megfogalmazas bonyolultnak tiinik, mégis egyszerlien meghatarozza a folyamat legfontosabb
ismérvét. E szerint az elsddleges genetikai kodon kiviil (a DNS molekuldban a nukleotidok
sorrendje altal kodolt informacid, amely aminosavakat kodol), a DNS molekula tobbrétii
informaciét is hordoz. fgy a metilaciés mintazat, a kromoszomakba rendez6dés soran a
nukleoszoémaban taldlhatdo hisztonok acetildciés mintdzata, vagyis a DNS é&s annak
kromoszomava valo felépiilésében szerepet jatszo faktorok is hordoznak egy un. epigenetikai
informaciot, amely az egyes gének kifejez8dését (génexpresszid) szabalyozza térben (pl.
szoveti szinten) €s idében (pl. az egyedfejlédés soran). Ez a mintdzat az, amely részben az
egyedfejlddés soran determindlodik (pl. az un. imprintdlt gének metilacidja a holyagesira
stadiumban alakul ki), részben viszont a teljes élethossz soran, példaul kornyezeti tényezok
befolyasa alatt is (pl. dohanyzas, taplalkozasi szokasok) megvaltozhat. A laboratériumban
alkalmazott genetikai ujraprogramozasi eljarasok az egyedfejlédési program ,,leradirozésara”
torekednek, vagyis mar differencidlodott sejteket (pl. borsejt) késztetnek az embrionalis
fejlodés korai szakaszaba val6 ,,visszalépésre” az epigenetikai mintazat, ebbdl eredden pedig a
génexpresszids mintazat megvaltoztatisara.

A genetikai Ujraprogramozds ma ismert legtobbet alkalmazott két f6 modszere a
sejtmagatiiltetés (Nuclear Transfer, NT) és az indukalt pluripotens dssejt (induced Pluripotent
Stem Cell, iPSC) eldallitadsi technologia. Ismert azonban a sejtflizid is mint genetikai
Ujraprogramozasi eljards, azonban e moddszer alkalmazasa kevésbé elterjedt a korlatai miatt
(Tada et al., 2001; Do et al., 2007), igy ezzel a modszerrel részleteiben nem foglalkozom
dolgozatomban. Mieldtt a technikai részleteket ismertetném a sejtmagatiiltetés és indukalt
pluripotens Ossejtek eldallitasa kapcsan, néhany tovabbi fogalom tisztazasa is sziikséges.

Az els6é mindjart a klon fogalma, amelyet Herbert J. Webber amerikai botanikus alkotott meg
1903-ban. Definicioja szerint klonnak tekintjiik az ugyanazon egyedtdl (6st6l) szarmazo,
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Mindez azt jelenti, hogy tobb, a ndvénynemesitésben €s ndvénytermesztésben mar nagyon
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régen ismert €s alkalmazott szaporitdsi mod szintén kloénozasnak tekintendd. A klonok
1étrehozasa, mint eljaras tehat csak az allatvilagban és kiilondsképpen a gerincesek, illetve
emlOsOk esetén tekintendd Uj eljarasnak. Ebben az értelemben az identikus (egypetés,
monozigotikus vagy embridfelezéssel 1étrehozott) ikrek szintén klonoknak tekinthetdk, mivel
genetikailag azonos egyedekrdl van szo.

Elséként John B. Gurdon mutatta meg nukledaris atprogramozassal, hogy a felnétt szomatikus
sejtek visszaalakulhatnak Ossejtekké. Egy ebihal szomatikus sejtjének magjat iiltette at egy
enuklealt petesejtbe, bizonyitva, hogy a petesejt citoplazmajaban 1évé faktorok képesek a
szomatikus sejtmagokat pluripotens allapotba atprogramozni, igy sikeriilt klénozott békat
kapnia (Gurdon et al., 1958; Gurdon 1962), ugyanakkor csak 1975-ben sikertilt igazolnia hogy
terminalisan differencialdédott limfocita sejtek sejtmagjat, nem embrionalis sejteket hasznalva
is végbemegy a folyamat (Wabl et al., 1975). Ami azt jelenti, hogy a sejtek nem veszitették el
az ,informaciot” a differencialodasuk soran, a ,nem hasznalt” gének csak elnémultak, de
megfeleld ingerekre ujra aktivalhatok. Ez a felfedezés fontos 1épés volt a sejtmagatiiltetéses
genetikai ujraprogramozas ¢és késobb az iPSC sejtek eldallitasanak modszertana megalkotasa
tekintetében. Ugyanis, ha az informacié minden sejtben megtalalhato a differencialt allapotban
is, akkor, ha modot taladlunk az egyes gének ujra aktivalasara a sejt sorsa megvaltoztathato.

A kovetkezokben a két legfontosabb és legelterjedtebb ujraprogramozasi modszert mutatom be.

2.4.1 Genetikai ujraprogramozds sejtmagatiiltetéssel

A sejtmagatiiltetéses Gjraprogramozas soran egy testi — vagyis mar differencialodott — sejt
sejtmagjat helyezik egy olyan petesejt citoplazmdjdba, amelyet eldzdleg sajat sejtmagjatol
megfosztottak, vagyis enuklealtak. A befogadd petesejt citoplazmajat €s sejtmagjat azutan
fuzionaltatva és kiilonbozd kezeléseket alkalmazva ,,0jrainditjak”, és osztdéd6d embridt hoznak
l1étre. Amennyiben az embridkat recipiens ndéstényekbe iiltetik, egy mar differencialddott sejt
Ujraprogramozasa révén egy teljes embrionalis fejlddési program zajlik le, és 1étrejon egy teljes
¢l6lény, a kiindulasi sejtmagdonor egyed klonja.

Emldsok esetén az elsdé felndtt egyed testi sejtjének sejtmagatiiltetéssel torténd genetikai
Ujraprogramozasa sajtoszenzacid lett 1996-ban: egy juh emldszdvetének tenyészetébol
szarmazott sejtmagot liltettek egy masik juhfajta enukleélt petesejtjébe (Wilmut et al., 1997).
Az eredmény Dolly barany sziiletése volt, amely igen komoly etikai vitakat valtott ki. Ezt
kovetden alig két év leforgasa alatt tobb fiiggetlen laboratorium egér, szarvasmarha és
rézuszmajom fajokon is igazolta a genetikai Gjraprogramozas sejtmagatiiltetéses modszerének
sikerességét, st mi tobb, genetikai modositason atesett sejtmagdonor sejtek felhasznalasaval
transzgenikus juh klénokat is létrehoztak (Wilmut et al., 2015). Mara tobb mint 25 fajon
szamoltak be sikeres sejtmagatiiltetéses genetikai Ujraprogramozasrol (Wilmut et al., 2015;
Matoba and Zhang 2018). Azonban az erdfeszitések ellenére egy technikai kihivasokkal is
terhelt, tovabbra is alacsony hatékonysagu eljarasrdl van szo, ha a megsziiletett, életképes
utddok szamat vessziik figyelembe (Beyhan et al., 2007). Ugyanakkor meg kell jegyezniink,
hogy a sejtmagatiiltetett holyagcsira allapoti embridk eldallitasa valamivel sikeresebb folyamat
(Wilmut et al., 2015; Matoba and Zhang 2018; Gouveia et al., 2020).

A szomatikus klonozés felhasznalhato genetikailag modositott haszonallatok tobb példanyanak
eldallitasara, transzgenikus allatok eldallitasara gyogyszeripari fehérjék eldallitdsdhoz vagy
veszélyeztetett fajok megdrzésére tett erdfeszitések soran. Ugyanakkor a génmiikodés
tanulmanyozasanak alapvetd eszkozévé is valt kiilonds tekintettel az epigenetikai szabalyozas
tertiletén (Jaenisch et al., 2005; Beyhan et al., 2007; Dinnyes et al., 2008). A kovetkezd abran
az emlds sejtamatiiltetés 1€péseit mutatom be (3. dbra).
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3. abra: Sejtmagatiiltetéses genetikai jraprogramozas. A fels6 sor a hagyomanyos megtermékenyiilés, a kozéps6d
a reproduktiv, utéd létrehozasara iranyuld sejtmagatiiltetés, még az alsd sor a terapias célu sejtmagatiiltetés 6
Iépéseinek sematikus bemutatasa. Modositva Matoba és Zang kdzleménye alapjan (Matoba and Zhang 2018).

A pluripotens embriondlis dssejtek (ESC) a regenerativ orvoslasban a sejtpotlo terapidkban
alkalmazhatd potencialis sejtforrast biztosithatnak. A sejtpotlasi  kisérletek soran a
megtermékenyitett embrid6 hdlyagesira allapotabol szdrmazdé hagyomanyos ESC-k
immunreakcidt okozhatnak, ha differencialt szarmazékaikat beiiltetik. Azonban a paciens sajat
sejtjeivel genetikailag azonos ESC-k potencidlis megoldast jelenthetnek a kilokddés
problémdjara (Smith 1998). A szomatikus sejtekbdl sejtmagatiiltetéssel (SCNT) nyert ESC-k jo
modellt jelentenek a szdvettanilag kompatibilis Ossejtekre épiild 0j terapidk kifejlesztéséhez,
akar transzgenikus sejtvonalak eldallitasa (példaul génhibdk javitasa, vagy fehérjék
termeltetése) és alkalmazasa révén is (Hipp and Atala 2008; Nishikawa et al., 2008).

Habar a mikromanipulacios technikak, illetve a sejtmagatiiltetéses genetikai Ujraprogramozas
modszertana nem képezi részét a dolgozatnak, mégis, a pontosabb megértés érdekében roviden
bemutatom az aldbbiakban a dolgozat szempontjabol relevans informaciokat. Harom {6
mikromanipulacidés modszer terjedt el egér holyagesira stddiumi NT embriok létrehozasara:
sejtfuzio (CF) (Ogura et al., 2000), piezoelektromos mikroinjektalas (PEM) (Wakayama et al.,
1998) és az un. zona pellucida-mentes (ZF) (Ribas et al., 2005) sejtmagatiiltetési eljards. A
piezoelektromos sejtmag transzfer kdozvetlen sejtmag injekciot biztosit a donorsejtbdl szarmazo
citoplazma minimalis atvitelével, és megkeriili a fizi6 sziikségességét is. A legtobb klénozott
egér embriot, PEM-NT moddszerrel hoztak létre (Wakayama et al., 2005b; Wakayama et al.,
2006), igy az ntESC-k jelentds része is e modszerrel 1étrehozott embriokbdl szarmazott.

A zona pellucida-mentes sejtmagtranszfer modszerét haszonallatokon (szarvasmarha, juh,
sertés és 10) vizsgaltdk, és az eredmények a hagyomanyosnak tekinthetd zart zonas (PEM)
rendszerrel szemben a zona pellucida-mentes mddszert részesitették eldonyben (Lagutina et al.,
2007) szamos esetben a haziallatok vastagabb vagy keményebb zona pelluciddja és az NT
embriok kikelési (hatching) nehézségeinek athidalasa miatt (Gouveia et al., 2020).

A sejtmagatiiltetés elsé 1épését enukleacionak nevezik, és tigy irhat6é le, mint a meiotikus
orsokomplexet alkotd haploid (1n) kromoszémak eltavolitdsa a metafazis II (MII) stadiumt
petesejtbol. Az enukleaciot ezutan egy diploid (2n) szomatikus sejt (megfeleld donorbol nyert)
atvitele és fuzioja koveti az enukledlt petesejtbe, amely utobbit citoplasztnak nevezziik. A
manipulalt petesejtet ezutan mesterségesen aktivaljak elektromos impulzusokkal vagy kémiai
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stimulécioval, ami az embrio késobbi fejlédését indukalja. Habar szamos kisebb mddositas
ismert, akar a médium Osszetétel, védé faktorok (példaul C-vitamin adagoldsa, mint
antioxidans) vagy az epigenetikai valtozasokat segitd faktorok (pl. hiszton deacetildz inhibitor
kezelés) tekintetében, az egyes eljarasok fo 1épései nem valtoztak az évek alatt. A 4. abra az
Ujraprogramozas soran zajlo fobb események lancolatit mutatja be leegyszeriisitett formaban,
a korai, preimplantacios fejlédés soran.
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4. abra: A sejtmagatiiltetéses genetikai Gjraprogramozas eseményei a létrehozott preimplantacidés embridban.
Modositva Matoba és Zang kdzleménye alapjan (Matoba and Zhang 2018).

Az emlds embriok korai fejlédése soran a genomidlis DNS epigenetikai modosulasa roviddel a
zigdta kialakulasa eldtt €s utdn mar megfigyelhetd. Az apai DNS aktivan és gyorsan
demetilalodik, vagyis a metilaciés mintazat torlédik a megtermékenyitést kdvetden, mig az
anyai DNS passziv demetilacion megy keresztiil, ahogy azt tobb fajban is kimutattak (Mayer et
al., 2000; Dean et al., 2001; Santos et al., 2002). Az embrionalis DNS a kétsejtes és a
holyagcesira stadium kozott tobb 1épésben jra metilalodik (remetilacio) (Dean et al., 2001), ami
korreldl az embriondlis genombol torténd atirds fajspecifikus megindulasaval (Reik et al.,
2001). Ezek a mechanizmusok biztositjak, hogy a korai fejlodés kritikus 1épéseit, példaul az
elsd sejtosztodas, a kompaktizacid (morula stddium), a holyagcesira kialakulasa, az expanzid
vagy a zona pelucidabol vald kikelés (hatching) idézitését a gének jol Osszehangolt
expresszioja szabalyozza (Telford et al., 1990). A szomatikus sejtmagatiiltetés soran dramai és
széles korti epigenetikai valtozasok kovetkeznek be a rekonstrudlt embridban. Ezek a
valtozasok kiterjednek a génexpresszidos mintazatokra (az aktiv gének mindségében és
mennyiségében), az imprintingre, az X-kromoszoma inaktivalodasara és a telomer hosszéra
egyarant (Yang et al., 2007; Niemann et al., 2008). Ezek a valtozasok jol szervezett mddon
torténnek az embrio fejlédése soran (4. abra).

A protokoll optimalizaldsok ¢és eredmények ellenére a sejtmagatiiltetéses genetikai
ujraprogramozas tovabbra sem hatékony eljaras; a klénozott allatokban szamos rendellenesség
tapasztalhatd, a normadlis, életképes utddok létrehozasanak altalanos hatékonysaga valtozo,
5 és 10% kozott mozog, fajonként igen eltérd sikerességgel (Gouveia et al., 2020).

2.4.2 Genetikai ujraprogramozds pluripotencia gének tulexpresszaltatasaval — indukalt
pluripotens dssejt technologia

"o

Az indukalt pluripotens dssejtek eldallitasarol elészor Yamanaka kutatdcsoportja szamolt be
(Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007). Munkajuk kezdetén a kutatdcsoport
kivalasztotta mindazokat a géneket, amelyekrdl ismert volt, hogy a pluripotencia szabalyozasat
iranyitjak, és amelyek kapcsolatban allhatnak az dssejt stddiummal. Ezt kovetden a gének
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kiilonb6z6é kombinacioit tulexpresszaltattak egér fibroblaszt sejtekben, hogy kivalasszak azokat
a kombindciokat, ahol az atprogramozas megtortént, ezzel bizonyitva, hogy a fibroblasztok
Ossejt stadiumba transzformalhatok. Mddszeriik lehetdvé teszi a szomatikus sejtek pluripotens
Ossejtekké torténd atprogramozasat minddssze négy transzkripcios faktor, nevezetesen a
Pou5f1 (korabbi néven Oct3/4), Sox2, c-Myc és KIf4 transzfekciojaval és tilexpresszaltatasaval.
A létrehozott iPSC sejtek a sejtmorfologia, a génexpresszids profil és a teratoma képzés alapjan
megkiilonboztethetetlenek az embriondlis Ossejtektdl. A folyamat azonban hosszadalmas, és
olyan iPSC-ket hoz létre, amelyek fejlédési potencidljukban nagymértékben eltérnek
egymastol, klonalisan kiilonbéznek (Yamanaka and Blau 2010). Ez azzal all sszefiiggésben,
hogy az egyes sejtek a transzdukciod vagy transzfekcié soran kiilonbozé szamu konstrukciodt jut,
igy azok expresszioja is sejtenként eltérhet, amely eltérd genetikai konverzidt, vagyis
ujraprogramozast, és eltéré utdod klonokat eredményez. Az egyoOntetli Ujraprogramozas
eléréséhez a beépiild (integrativ), és minden gént egy konstrukcidban tartalmazé (multigénes)
konstrukciok jelentenek megoldast. Ugyanakkor, az integralddé konstrukcioknak vitathatatlan
elényiik mellett szdmos hatranyuk van: egyrészt idegen DNS-t vagy RNS-t jelentenek az
ujraprogramozott sejtben, masrészt elcsendesitésiik a 1étrehozott sejtvonalakban sziikséges a
differencialtatas elinditasahoz (Yamanaka and Blau 2010).

A modszer publikalasat kovetéen gyorsan szaporodott azon fajok szama, ahol az iPSC
eldallitast sikerrel alkalmaztdk, igy olyan fajokon is, ahol az embriondlis dssejtek eldallitasa
kihivast jelentett, iPSC sejteket sikerrel allitottak el a kutatok (Scarfone et al., 2020; Kumar et
al., 2021). A huméan iPSC-k eldallitasa és felhasznalasa vonzé stratégidva valt a potencialis
klinikai alkalmazasok, példaul a betegségek modellezése, a sejtalapu terapia ¢és a
gyogyszerszlirés szempontjabol, mivel képesek barmely sejttipussa differencialédni mind
in vivo és in vitro koriilmények kozott (Yamanaka and Blau 2010).

Szamos modszer keriilt kidolgozasra a szomatikus sejtek iPSC sejtekké torténd
atprogramozasara az elmult évtizedben, beleértve az integracion alapul6 €s a nem integracion
alapuld modszereket. Az integracion alapuld modszerek kozé tartoznak a retrovirusos,
lentivirusos €s indukalhatd lentivirusos modszerek. Eldnytik, hogy az integracids esemény
visszaigazolhatd, az utddsejtek azonos genotipust, igy azonos fenotipust képviselnek.
Indukalhat6 vagy szabalyozhato transzgén konstrukcidk esetén az expresszid bizonyos keretek
kozott szabalyozhatd. Ugyanakkor ez egyben az integracios modszerek hatranya is, terapids
alkalmazasokndl nem kivédnatos idegen DNS (sokszor virus eredetil) genomba integralasa
torténik. Masrészt, a transzgenezisnél megfigyelt transzgén beépiiléssel kapcsolatos problémak
1s jelen vannak (pl. kopiaszam fiiggd expresszio, kodold régidba torténd integracio,
géncsendesiilés, pozicio hatas), nem beszélve arrdl, hogy a differencialtatashoz a pluripotencia
gének biztos elcsendestilése sziikséges, vagyis az Ujraprogramozasra hasznalt faktorok csak
rovid ideig kell, hogy aktivak legyenek. Ezért az in. integracido-mentes eljarasok fejlesztése
keriilt a kutatasok eldterébe, amikor a genetikai Ujraprogramozasra hasznalt faktorok nem
integralodnak a donorsejtbe. Ide tartoznak az adenovirusok (Zhou and Freed 2009), a Sendai-
virus altal kozvetitett (Ban et al., 2011), episzomalis plazmid (Okita et al., 2011), fehérje
bevitelen alapulé (Kim et al., 2009), kis molekuldkat hasznalé (Hou et al., 2013) és miRNS
alapu (Lin et al., 2008) modszerek. Mind a humén, mind egér stabil iPSC sejteket sikeresen
generaltak genomialis integracid nélkiil (Jincho et al., 2010; Zhou and Zeng 2013).

Az iPSC-k fejlodési hatékonysaganak értékelésére, vagyis a genetikai Ujraprogramozas
sikerességének vizsgélatira szamos - tobbek kozott molekularis és funkcionalis - vizsgalat
1étezik. Ezek kozé tartozik a pluripotencia markerek expresszidjanak RNS és fehérje szintli
kimutatdsa, a DNS-demetilacio, az osztédasi képesség, kolonia morfoldgia vizsgalata. A
funkciondlis vizsgalatok kozé tartozik a teratoma képzés, a kimérafejlodés, a tetraploid
komplementacio, a csiravonal-atvitel (ivari kiméra képzés) és az in vitro differencialodés
igazolasa (Aboul-Soud et al., 2021).
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2.5 A genetikai ujraprogramozassal eldallitott 6ssejtek alkalmazasi
lehetoségei

2.5.1 Sejtmagatiiltetéssel eloallitott embriokbdl szarmazo dssejtek és alkalmazdasuk

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy sejtmagatiiltetéses genetikai Gjraprogramozassal (NT)
eléallitott embrioikbdl is 1étre lehet hozni ESC sejtvonalakat egér (Kawase et al., 2000; Munsie
et al., 2000), féemlésok (Byrne et al., 2007), szarvasmarha (Cibelli et al., 1998; Wang et al.,
2005), nyul (Fang et al., 2006) sertés (Vassiliev et al., 2011) és human NT embridk esetén
(Noggle et al., 2011), kiilonb6z6 nuklearis donorsejtek felhasznalasaval. Az ntESC eléallitashoz
hasznalt nuklearis donorsejttipusok szdma azonban alacsonyabb, mint az ¢l6 utdédok
eldallitasahoz hasznalt sejtmagdonor sejttipusok szama (Wakayama et al., 2008a). Eddig az
egér ntESC-ket foként frissen izolalt sejtekbdl, pl. kumulusz sejtek (Munsie et al., 2000),
farokcsucs-fibroblaszt (Wakayama et al., 2001), magzati idegsejtek (Kawase et al., 2000), vagy
fogpép sejtekbdl szarmazo donorsejtek sejtmagatiiltetésben vald alkalmazasaval allitottak eld
(Gurer et al., 2009). Ezen kiviil in vitro tenyésztett sejtekre is talalunk példat, mint példaul ESC
sejtek (Wakayama et al., 2001; Wakayama et al., 2006), Sertoli sejtek (Wakayama et al., 2005b)
vagy egér embriondlis karcindma sejtvonalak (Blelloch et al., 2006). Tovabba, ntESCs
sejtmagdonor sejteket hasznaltak az NT masodik fordulojaban, azaz a sorozatos NT-ben, bar ez
nem javitotta jelentdsen az €16 utdédok eldallitdsanak hatékonysagat az ugyanabbdl az egyedbdl
szarmazo6 szomatikus sejtekhez képest (Wakayama et al., 2005a). Meglepé mdodon ntESCs
eldallitasat sikeriilt elérni Gigy is, hogy donor sejtforrasként kiilonb6z6 ideig Un. krioprotektans
(fagyas kovetkezményeitdl védo anyag) nélkiil fagyasztott egérszoveteket hasznaltak. Ezek az
ntESC sejtek képesek voltak ,,megmenteni” a szovetdonor nukledris genomjat az ntESC
kimérak révén (Li and Mombaerts 2008), illetve sorozatos NT-vel egészséges klonozott egerek
eldallitasara is alkalmasnak bizonyultak (Wakayama et al., 2008b). iPSC sejteket szintén
hasznaltak mar sejtmagdonorként sejtmagatiiltetett utdédok eldallitdsara, ahol a hatékonysag
hasonl¢6 volt, mint a normal megtermékenyitéssel nyert ESC-k hasznalatakor (Kou et al., 2010).
Sejtamatiiltetett egér embridk, ntESC-k vagy a sejtmagatiiltetett embriokbol fejlddé utddok
eldallitasardl nagy szamu publikacio érhetd el, mégis, az eljaras igen valtozd sikerességi
ratajarol szamolnak be az egyes tanulmanyok, az eredeti genomok epigenetikai és genetikai
allapotatdl fliggden (Inoue et al., 2007; Oback and Wells 2007; Wakayama 2007). Az ¢I6 utodok
sejtmagatiiltetéses  genetikai  Ujraprogramozassal  torténd eldallitasanak sikerességét
nagymértékben befolyéasolja az egér genotipusa: kiillondsen az F1 hibrid (pl. B6D2F1) és a
129SV bizonyultak a legfogékonyabbnak az atprogramozasra. Az 0j protokollok (példaul a
hiszton-deacetilaz gatlo, trichostatin A (TSA) kezelés) azonban azt mutattdk, hogy a hibrid
torzsekhez hasonld sikerrel hasznalhatok sejtmagatiiltetésre a beltenyésztett (pl. ICR) torzsek
¢s mas korabban ,,nem-permisziv”’-ként leirt torzsek is (C57Bl/6 vagy C3H/He) (Kishigami et
al., 2006; Wakayama 2007).

A kiilonb6z6 donorsejtekbdl szarmazo egér ntESC vonalakrdl kimutattak, hogy pluripotens
Ossejt markereket expresszalnak és képesek egyszerli embriotestek (EB-k) kialakitdsara
szuszpenzids kultiraban (Zhao et al., 2007). Ezek az ntESC sejtek képesek neuralis- vagy
izomsejtekké differencialodni (Munsie et al., 2000) tovabba in vitro inzulintermel6 sejteket is
létrehoztak (Jiang et al., 2008). In vivo koriilmények kozott a csiravonalon kiviil mindharom
csiralemez (ecto- mezo- ¢és endoderma) sejtjeivé differencidlodtak, hasonldéan a
megtermékenyitett embriobol szarmazo sejtekhez (Kawase et al., 2000; Wakayama et al., 2001;
Zhao et al., 2007). Beiiltetéses kisérletekben az ntESCs-bdl differencialt dopaminerg neuronok
javitottdk az allatok allapotat és a tiinetek csokkenését eredményezték Parkinson koros
funkcionalitasat is bizonyitja.

Bar tobb tanulmany is leirta az ntESC létrehozasdnak lehetOségét, ¢és vizsgalta
pluripotencidjukat (attekintésért lasd (Yang et al., 2007) csak néhany tanulmany hasonlitotta
Ossze Oket atfogdan a megtermékenyitett embridbol szarmazé ESC sejtvonalakkal, mind
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biologiai, mind molekularis szinten. E tanulményok azonban nagy hasonlosagot taldltak a
megtermékenyitett embriobol szarmazo ESC-k profiljaval (Brambrink et al., 2006; Wakayama
et al.,, 2006; Fan et al., 2008). Tovabba, poszttranszkripcios profiljaik nagyon hasonlo
mikroRNS (miRNS) ¢és fehérje-expresszidos mintazatot mutattak a megtermékenyitett
embriobol szarmazd vonalakhoz képest (Ding et al., 2009). Habar ismert, hogy az alkalmazott
NT-médszertan (pl. aktivalasi protokoll, nyugalmi vagy nem nyugalmi donorsejtek és a
donorsejtek passzdzsszama) hatassal van az NT-embriok mRNS-expresszids mintazatara
(Wrenzycki et al., 2001) arrél azonban keveset tudunk, hogy ez a hatas kimutathat6-e az ntESC
sejtvonalakban is.

2.5.2 iPSC sejtek és alkalmazasi lehetoségeik

A huméan szomatikus sejtmagatiiltetés, mint autolog Ossejtforras kutatasi és klinikai kezelés
céljabol torténd eldallitasa a mai napig etikai vitak targyat képezi. Habar a sejtmagatiiltetéssel
létrehozott human hoélyagesira embriok eldéllitasanak mérfoldkovét mar sikeriilt elérni,
valamint a sejtmagatiiltetéssel létrehozott embridkbol NT-eredetli ESC-ket (ntESC) is
eldallitottak (Noggle et al., 2011; Tachibana et al., 2013), az etikai kérdések szama nemhogy
csokkent, hanem nétt (Grieshammer et al., 2011; Hyun 2011). Eppen ezért, az etikai
szempontbol jobban elfogadott, petesejteket vagy embridkat fel nem hasznalo dssejt eloallitasi
modszerek irdnydban nagy varakozdsokkal tekint a kutatds és klinikum egyarant, mint
potencialis 1 sejtforrds a regenerativ orvostudomany teriiletén. Ezek egyik legigéretesebb Uj
modszere a szomatikus sejtkultirakbol szdrmazo indukalt pluripotens 0Ossejtek (iPSC)
eldallitasa és alkalmazasa lett (Okita et al., 2007; Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008)
(5. abra). Ezen sejtek szamos eldnye kozé tartozik a konnyt és egyszerii izolalas, a donorsejtek
sz¢élesebb kore, valamint az embridk hasznalatanak elkeriilése (Hipp and Atala 2008; Nishikawa

et al., 2008).
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5. abra: Az iPSC sejtek eldallitasa és felhasznaldsi potencidlja a sejt- és szOvetterapias alkalmazasokban.
Modositva Diecke €s munkatérsai kdzleménye alapjan (Diecke et al., 2014).

Kezdetben a technoldgiai korlatok azonositasa, majd kikiiszobolése volt az egyik fontos cél a
kutatasok soran. Példaul Lanza és munkatarsai leirtak, hogy bar a human iPSC sejtek képessége
a kiilonbozo sejttipusokka torténd differencialodasra majdnem megegyezik a human ESC
sejtekével, az iPSC sejtekbdl differencialt sejtek fokozott apoptdzist, €s korlatozott ndvekedési
¢s differenciacids képességet mutattak az ESC sejtvonalakbdl differencialtatott sejtekhez képest
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(Feng et al., 2010). A jelenség hatterében a részleges Ujraprogramozas ¢s a klonok kozotti
variancia allt, azonban az 1) eljarasok e hatdst mar megfelelden képesek kikiiszobolni.
Ezenkiviil a genetikai ujraprogramozashoz hasznalt transzgének, példaul a cMyc Gjra aktivalasa
korai embrié elhaldshoz és tumorképzddéshez vezetett kiméra egerekben, ami tovabbi
biztonsagi aggalyokat vet fel az ezen onkogén alkalmazasaval 1étrehozott iPSC vonalakkal
kapcsolatban (Wernig et al., 2007; Nakagawa et al., 2008; Okita et al., 2008). Modositott
atprogramozasi megkozelitések, példaul a cMyc kizarasa €s az atprogramozas virusvektor-
mentes vagy genomintegracio-mentes indukcidja azonban jelentésen csokkentette a
tumorképzddést az iPSC-eredetli kiméra egerekben (Nakagawa et al., 2008; Okita et al., 2008;
Kaji et al., 2009). Mas tanulmény az iPSC sejtek erdteljesebb immunogenitasardl szamolt be
ESC sejtekhez képest egerekben (Zhao et al., 2011) amely eredményeket masok késobb
cafoltak a tenyésztési koriilmények megvaltoztatdsa révén (Guha et al., 2013). Egyre tobb adat
utal azonban arra, hogy bizonyos iPSC-eredeti sejtek immunogének lehetnek. A biztonsagos
¢s hatékony immuntolerancia-stratégia sikeres kifejlesztése azonban nagyban megkonnyitheti
a hPSC-alapu sejtterapia klinikai fejlesztését (Liu et al., 2017).

Emlitést kell még tenniink a 3D szdvettenyésztési eljardsok intenziv fejlédésérdl, amely a
szoveti komplexitas leképzésére torekszik in vitro, nem titkolt szdndékkal az esetleges szovet
és szervpotld terapidkat is megcélozva. A szdvetnyomtatds a 3D nyomtatdsi technologiara
alapozva immar nem Onszervezddd rendszerekre ¢épit, hanem egy teoretikus modellnek
megfeleléen az adott szovet strukturajanak megfelelden helyezi el a 3D modellben egy
természetes vagy mesterséges allvanyzatra (ECM vagy mas scaffold) az egyes sejttipusokat,
ettdl remélve a komplex és megfeleld mikodést mutatd szervszerli tenyészetek kialakuldsat
(Alleetal.,2021). Habar a legtobb un. organoid kultira kisérleti modellnek tekinthetd és inkabb
fejlodésbiologiai, betegségmodellezés, gyogyszerfejlesztés ¢és toxikologiai vizsgalatok
szempontjabol van nagyobb jelentdsége (Lancaster and Knoblich 2014; Kim et al., 2020), a
technologia rohamos fejléddése a kevésbé komplex és kisebb 3D kiterjedésii szovetek (pl.
bdrszovet) esetében komoly eldrehaladast értek el a regenerativ terapia teriiletén is (Clevers
2016; Lancaster and Huch 2019; Choudhury et al., 2021).

2.6 Uj Kutatasi iranyok az 6ssejtbiologiaban

Az in vitro gametogenezis (IVG) az elmult években nagy érdeklddésre tart szamot, nemcsak
azért, mert lehetdvé teheti a csirasejtek in vivo fejlédési mechanizmusainak tovabbi feltarasat,
hanem azért is, mert innovativ orvosi alkalmazéasokra is ajtot nyithat, kiilondsen a medddség
kezelésében. Bar korabbi tanulmanyok az IVG mddszereket nagyrészt embrionalis eredetii
pluripotens dssejtek felhasznalasaval hoztdk létre, az ilyen sejtek forrasainak sziikdssége €s a
felhasznalasukkal kapcsolatos etikai kérdések komoly korlatot jelentenek az IVG-kutatds
eldrehaladéasanak, kiilondsen a human kutatasok teriiletén (Hong et al., 2021). Az indukalt
pluripotens Ossejtek (iPSC) megjelenésével azonban, az IVG-kutatds az elmult évtizedben
jelentds eldrelépést tett. Habar a kutatasok jelentds része egér modellen zajlik €s az ivarsejt
differenciacié génszabdlyozasi kiilonbségei miatt nem transzlalhatdak egyenértékiien és
azonnal human sejtekre, mégis, komoly szerep jut szamukra a differenciacié megértése €s az
optimalis sejttenyésztési rendszerek kialakitdsa szempontjabol (Hong et al., 2021; Luo and Yu
2021). Mindkét nem esetén igéretes kutatasok zajlanak mind himivarsejt mind pedig petesejt
prekurzorok eléallitasara dssejtek differencidltatasa révén, azonban eddig az 4ttdrés nem tortént
meg, utodok létrehozasara alkalmas ,,mesterséges” ivarsejt prekurzorokat eddig nem sikertilt
eldallitani (Romualdez-Tan 2023).

Jelentés visszhangot kapott a kozelmult egyik publikacidja, amely poszt-implantacios
embriofejléddést irt le egér modellen ex utero, Gssejtekbdl kiindulva, vagyis ivarsejtek
felhasznalasa nélkiil (Tarazi et al., 2022). A létrejott embriokat tgynevezett szintetikus
embrionak (Synthetic Embryo, sEmbryo) nevezték a szerz6k kozleményiikben. Az embrionalis
fejlodés korai stadiumanak modellezése nem ujkeletii, azonban mindeddig a korai, implantacié
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elotti embrionalis szakaszokra korlatozodott. Az un. ,blastoidok”, ,,organoidok”, vagy
»assembloidok™ létrehozdsa megmutatta, hogy akar 6ssejtek differencialtatdsa (Lancaster et al.,
2013; Beccari et al., 2018; Veenvliet et al., 2020), akar a kiilonb6zd extaembrionalis és
embrionalis Ossejtek egyiitt tenyésztésével 1étrehozott strukturak (Kunath et al., 2005; Harrison
et al., 2017; Sozen et al., 2021) képesek a korai embriondlis fejlodés egyes szakaszainak
modellezésére. A poszt-gasztrulacids stadium elérése azonban, amikor az egyes szervek
fejlodése megindul az embridban (organogenezis), eddig nem volt lehetséges. Az attéréshez az
embridtenyésztés e szakaszanak az un. ex utero szakasznak a tokéletesitésére is sziikség volt
(Aguilera-Castrejon et al., 2021). A kutatocsoport céljai szerint az Ossejtek szoveti
differencialodasat kivanjak jobban megérteni a kisérletekkel annak érdekében, hogy a
késobbiekben minél tokéletesebb szerveket lehessen in vitro eldallitani. Ugyanis az embrid
fejlédés soran a pluripotens sejtek ugyan azt az utvonalat jarjdk be, mint amit mi a Petri
csészében szeretnénk leutanozni. Vagyis, ha sikeriilne pontosan megérteni, hogy a pluripotens
embrionalis sejtekbdl hogyan alakulnak ki az egyes szovetek, hogyan zajlik a szervek fejlodése,
akkor mi is jobban tudnank azt mesterséges koriilmények kozott modellezni. A méhen beliili
embrionalis fejlodés, mint egy ,,fekete-doboz” eltakarja és bizonyos értelemben akadélyozza a
részletes vizsgalatot. Korabbi probdlkozasok transzparens hal embridk vizsgélatira
tamaszkodtak (pl. zebradanid) azonban az eltérd, gyors fejlodési ilitem ¢és embrionalis
kiilonbségek csak csekély mértékii transzlaciot tesznek lehetdvé az emldsokre nézve. A méhen
kiviili ex utero fejlodés azt a lehetdséget teremthetné meg, hogy a kutatok tovabbi, részletes
vizsgalatokat tudjanak végezni és feltarjak az embriogenezis hidnyzo6 lancszemeit is (Tarazi et
al., 2022). Annak ellenére, hogy e kutatdsok modellallaton, méghozza egéren torténtek, mégis,
nagyon sulyos etikai kérdéseket vetnek fel, még akkor is, ha tudjuk, hogy a human embridkkal
végzett kisérletekre nemzetkozi irdnyelvek és szigorti kutatdsi szabalyok vonatkoznak. A
Nemzetkozi Ossejtkutatasi Tarsasag (ISSCR) irdnyelvei tizennégy napra korlatoztdk az emberi
embriok laboratoriumi tenyésztését, mieldtt az idegrendszer elsd jelei megjelennének. Ezt
kovetden az embridkat meg kell semmisiteni, barmely modszerrel is allitottak eld azokat. S6t
mi tobb, néhany orszag ennél szigorubb szabalyozast alkalmaz és bizonyos kisérleteket
egyaltalan nem engedélyez.

Tobb kutatdcsoport is beszamolt arrdl, hogy felhasznaltak in. naiv stadiumu pluripotens emberi
Ossejteket (mind embrionalis, mind pedig iPSC), hogy létrehozzanak egy un. "blastoidot",
vagyis egy holyagcsira stddiumu embriot hidrogél kultiraban, amely a valddi, vagyis ivarsejtek
felhasznalasaval (petesejt és spermium), megtermékenyitéssel létrejott embrid kutatdsi
alternativajaként szolgalhat (Liu et al., 2021; Yu et al., 2021; Kagawa et al., 2022). A kisérlet
biologiai jelentdsége abban rejlik, hogy megmutattdk, a kiilonb6zd szignalizacids utvonalak
modulélasaval (aktivacié é€s inhibicid), molekularis szigndlokon keresztiil lehetséges a
kiilonbozé sejt differenciacios utvonalak parhuzamos szabélyozasa. A fejlddé embrid a
fertilizaciot kovetd 4 napon morulat képez, majd beindul az un. kavitacio (blasztocol
kialakuldsa) és 1étrejon a holyagcesira allapotih embrid. A holyagcesira embrid fejlédése (5-7
embrionalis napok) soran harom sejtréteg kiiloniil el az embrioban: az epiblaszt (Epi), amely
embriondlis (ez lesz az n. belsd sejtcsomd; ICM); a trophektoderma (TE), vagyis trofoblaszt
sejtek, amely extraembriondlis (placenta), ¢€s a primitiv endoderma (PrE), amely
extraembriondlis szoveteket képez az embriondlis fejlédés soran. Ezek a kisérletek
megmutattak, hogy a valodi pluripotens emberi Ossejtek képesek a teljes fejlodési utvonal
leképezésére, vagyis akar extraembriondlis, akar embriondlis szovetek képzésére is in vitro
koriilmények kozott.

Korabban, kiilonb6zd egér embrionalis sejtvonalak, iigymint ICM eredetii embrionalis dssejtek
(ESC), trofoblaszt dssejtvonalak (TSC), és extraembrionalis endoderma dssejtek (XEN)
ko-kultarajaval mar allitottak eld embrio-szerli morfologiat mutato struktirakat (Zhang et al.,
2019; Sozen et al.,, 2021). Genetikailag manipulalt, transzgenikus ESC sejtvonal
alkalmazéséaval, ahol a transzgén a kiillonb6zd trofoblaszt és extraembriondlis endoderma
differencialodés segitette szintén eldallitottak 3D gél alapukultirdban dssejt eredetii egér
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embriokat (Langkabel et al., 2021). A kialakult embridszerii strukturakat morfologiai
jellegzetességiik alapjan RtL-ebrioidoknak (Rosette-to-Lumen-embryoids, RtL-embryoids)
nevezték. Az in vivo egér embrio fejlodésben ez az E5.25 peri-implantacios stadium és ES.5
poszt-implantacios stadium morfologiai atalakulésat jelezi az epiblasztban (Langkabel et al.,
2021). Kagawa ¢€s kutatotarsai azonban ettdl tovabb 1€pve megmutattak, hogy az igy eléallitott
holyagesiraszerli human embridok képesek in vitro Petri csészében endometridlis sejtekre
letapadni, ahol a TE sejtréteg az implantacidhoz hasonldéan nodvekedni kezd. Ezzel
parhozamosan a belsd sejtcsom¢ differencidlodésa is megindul, ahol az elsé embrionalis
tengely (axis) formalodas is kezdetét vette (Kagawa et al., 2022). Eredményeik megmutattak,
hogy az Ossejtekbdl 1étrehozott szintetikus embriok képesek lehetnek az implantacidra
megfeleld koriilmények kozott, amely ujabb €s jabb etikai kérdéseket vet fel a szamtalan
biologiai kérdés mellett. A nyomas pedig a regenerativ orvoslds teriiletérdl oriasi mind a
szervdonorok alacsony szdma, mind pedig a szamos, ma még gyodgyithatatlan betegség
kezelésének lehetdésége miatt, nem beszélve a reprodukcidbioldgiai, foként a medddség
kezelése kapcsan felvetddd kérdésekrdl. A kutatokra és a tdrsadalomra tehat igen komoly
kihivasok varnak a teriilet robbanasszeri fejlodése és az dssejtek ugy tiinik, valoban korlatlan
differencialodasi potencidja miatt.

2.7 A pluripotens dssejtek alkalmazasa a gyakorlatban

Ahogy azt a korabbi fejezetekben bemutattam, az Ossejtek, €és azok koziil is a pluripotens
Ossejtek komoly potencialt hordoznak a kiilonb6z6 in vitro alkalmazasokban. Ezek kozil két
konkrét teriiletet valasztottam ki, a betegségmodellezést és a toxikologiai vizsgélatokat, ahol
részletesen bemutatom az dssejtekbdl 1étrehozott in vitro modellrendszert. A kdvetkezokben a
két alkalmazas kapcsan a kivalasztott betegség, illetve a toxikoldgiai modell irodalmi hétterét
ismertetem roviden.

2.7.1 Betegség modellezés: az MPS 11 lizoszomalis taroldsi rendellenesség

A jelenleg ismert 40 lizoszomalis tarolasi betegség (Lysosomal Storage Disorder, LSD) egyike,
a II. tipustt mukopoliszacharidézis (MPS II; mas néven Hunter-szindroma; OMIM 309900). Az
ORPHANET-en ritka betegségként szerepel (Muenzer 2011); el6fordulasi gyakorisaga
vilagszerte 1/100 000-re tehetd (Meikle et al., 1999) és 1:166 000-hez Eurdpaban (Scarpa et al.,
2011). Az MPS 1T egy X-kromoszoméahoz kotott, recessziv rendellenesség, amely szinte
kizéarolag férfiaknal jelentkezik, mig a mutdns és a vad tipusu alléllal rendelkez6 ndk altalaban
nem ¢érintettek (Neufeld et al., 1977; Pinto et al., 2010). A betegséget az iduronat-2-szulfataz
(IDS), a heparan- és dermatan-szulfat-proteoglikdnok lebontasi Utvonalanak elsd 1épésében
részt vevo lizoszomalis enzim hianyos aktivitasa okozza (Wraith et al., 2008). Az IDS-aktivitas
hidnya a glikozaminoglikanok (GAG-ok) felhalmozodéasat eredményezi, ami végiil
multiszisztémas betegség patologidhoz vezet, kiilondsen a sejtek membranjaban, az
extracellularis matrix (ECM) 1étrehozasaban  betoltott kozponti  szerepiik miatt
(Valayannopoulos and Wijburg 2011). Az alternativ utvonalakon keletkez6 GAG
fragmentumok a vizelettel és mas testnedvekkel tiriilnek ki (McKusick 1975).

Az MPSII progressziv betegség, amelyet izom- ¢és csontrendszeri rendellenességek
(csontrendszeri elvaltozasok, szivbetegség, merevség €s iziileti kontraktirdk), organomegalia
(megnagyobbodott Iép €s m4j), tidobetegségek, hallaskarosodds, szemproblémak ¢€s a betegek
~75%-4nal sulyos neuroldgiai diszfunkcio jellemez (Pastores et al., 2007). A betegek
szliletéskor egészségesnek tlinnek, a kezdeti tlinetek 18 hoénapos és 4 éves kor kozott
jelentkeznek, és korai halalhoz vezetnek a legtobb esetben. Az IDS mutacid patogenitasaval
kapcsolatban a betegség széles spektrumat irtak le, kiilonb6z6 kezdetl €s sulyossagu tliinetekkel
(Wraith et al., 2008; Muenzer et al., 2009; Vollebregt et al., 2017). A betegséget a vizeletben
vagy veérben, illetve az agy-gerincveldi (cerebrospinalis) folyadékban (CSF) torténé GAG-
kivalasztds mennyiségi meghatarozasaval diagnosztizaljak. Jelenleg nincs ismert gydgymad, és
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a rendelkezésre allo kezelések tobbnyire palliativ jellegliek, bar két elsddleges kezelési
lehetdség 1étezik. Az elsd, az allogén vérképzd Ossejt-transzplantacioé (Hematopoietic Stem Cell
Transplantation, HSCT) enyhitheti az MPS II tiineteit (de Ru et al., 2011; Tanaka et al., 2012),
csokkentve a vizelet GAG-szintjét, stabilizalva a szivmiikddést (a szivbillentyli regurgitacio
csokkenhet) €s javitja a hallast, de a kognitiv funkciokra gyakorolt hatékonysaga még vitatott,
jelentésen fiigg a mutéacio jellegétdl és a HSCT életkori alkalmazasatol. A masodik, az
enzimpotlo terapia (Enzyme Replacement Therapy, ERT) a rekombinans human IDS enzim
(Elaprase™; Shire Human Genetic Therapies, Inc.) heti intravénas beadasaval jar, és javithatja
a novekedést, az iziileti mozgast, a 1égzésfunkciot, a latast, valamint csokkentheti a
fajdalomérzetet és a maj-/Iépmegnagyobbodast (Hoffmann et al., 2011). Az ERT egyik 6
korlatja azonban az, hogy az enzim nem képes athatolni a vér-agy gaton (BBB), és igy nem tud
védeni a kozponti idegrendszer (Central Nervous System, CNS) elvaltozasai ellen,
kovetkezésképpen a sulyos neurodegenerativ rendellenességekhez vezetd pszichomotoros
regresszid ellen sem (Muenzer et al., 2012; Rastall and Amalfitano 2015). Az enzimnek a
liquorba intratekdlis beadassal torténd juttatdsdval és génterdpids megkdzelitésekkel
kapcsolatos klinikai kisérletek jelenleg is folynak. Azonban az MPS II alternativ, hatékonyabb
kezelési lehetdségeinek kifejlesztéséhez a neurondlis szintli patofizioldgia jobb megértése is
sziikséges.

Az IDS knock-out, MPS II egérmodellbdl szarmazé neuralis dssejtek (NSC) jelentds mitogén
fliggést mutattak in vitro tenyészetben, ami arra utal, hogy az IDS hianya akadalyozhatja a
normalis differencidlodast. A differencialodas soran az IDS-hidnyos NSC sejtek a lizoszomalis
organellumok novekvo és jelentds felhalmozodasat mutattak, ami a kontroll sejtekben nem volt
megfigyelhetd (Muenzer et al., 2002). Erdekes modon az egészséges sejtekben mind az IDS
expresszioja, mind az aktivitas a progenitor stddiumban érte el a csucspontjat, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az IDS el6készitheti az atmeneti progenitorok helyes elkdtelezddését
¢és/vagy hozzajarulhat az érett neuronok funkcionalis differencidlodasahoz €s tuléléseéhez, a
megfeleld extracellularis kdrnyezet kialakitasahoz. Tovabba, amikor kiilonb6zd sejttipusokat
elemeztek, kideriilt, hogy a gliasejtek altal kozvetitett neurodegeneracié az MPS II egyik
lehetséges patomechanizmusa (Fusar Poli et al., 2013; Farhy Tselnicker et al., 2014).

Bar ezek az MPS II egérmodellben elért eredmények fontosak, a kdzponti idegrendszerben
megjelend tiinetek modellezéséhez human rendszerre lenne sziikség, amely kisérleteim
megkezdéséig nem allt rendelkezésre. Vizsgalataim sordn azt a kérdést tettem fel, hogy az
MPS II betegség neuronalis patomechanizmusa modellezhetd-e in vitro rendszerben, betegbdl
szarmaz6 1PSC vonalak alkalmazédsaval. Célom egy MPS II specifikus iPSC-alapu in vitro
modell Iétrehozésa volt, és annak vizsgalata, hogy ez reprezentdlja-e a betegség fenotipusat,
vagyis alkalmas-e pontos patomechanizmus sejtszintli meghatarozasara és ezaltal lehetséges
gyogyszerjeloltek tesztelésére és tjabbak fejlesztésére.

2.7.2 Pluripotens Jssejtek alkalmazasa in vitro toxikologiai vizsgalatokban

A kornyezeti stresszorok, példaul kémiai anyagok vagy gyogyszerek toxikus hatéast
gyakorolhatnak az emberre, ami az élet barmely szakaszaban, a magzati fejlédés, a gyermekkor
vagy a felndttkor sordn is bekdvetkezhet. A kornyezeti tényezdk karos hatasai és az egyének
oroklott fogékonysaga megneheziti a toxikoldgiai eldrejelzést. A hagyomanyos, allatokon
végzett toxicitasi és biztonsdgi vizsgalatok magas koltségekkel jarnak, nagyszamu allatot
(féként patkdnyokat) hasznalnak, és gyakran nem adnak az emberre egyértelmiien atiiltethetd
eredményeket (Hartung 2008; Krewski et al., 2010; Tsuji and Crofton 2012).
Kovetkezésképpen egyre nagyobb sziikség van olyan alternativ vizsgadlati moddszerek
kidolgozésara, amelyek tobb ezer gyogyszert vagy vegyi anyagot tudnak kezelni, megfizethetd
1d6- és koltségraforditassal, a laboratoriumi allatok felhasznalasanak csokkentése mellett,
valamint huméan vonatkozasi neurotoxikoldgiai eredményekkel (Crofton et al., 2012;
Westerink 2013; Bal-Price et al., 2015; Bal-Price et al., 2018a). Az 1) megkozelitési modszerek
(New Approach Methods, NAM) kifejlesztése fontos lenne mind az neurotoxikolégiai, mind a
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fejlodés-neurotoxikologiai (Developmental Neurotoxicology, DNT) vizsgalatok szdmara, mivel
adatokat szolgaltatna a kiilonb6zé kémiai anyagok hatdsarol és a lehetséges karos hatasokrol
(Adverse Outcome, AO) (Bal-Price et al., 2008; Bal-Price et al., 2010; Alepee et al., 2014; Bal-
Price et al., 2018a; Fritsche et al., 2018b; Harrill et al., 2018).

Egyre tobb vizsgalatban hasznalnak primer sejtkulturakat és ijabban pluripotens Ossejteket
(PSC), hogy invitro tesztrendszereket hozzanak Ilétre a neurotoxikologiai ¢és
fejlodésneuroldgiai hatdsok sziirésére. Széles korben elfogadott elképzelés, hogy a 3D
sejtkultirak jobban utdnozzak az eredeti szoveti kornyezetet, beleértve a szdvetspecifikus
architektarat, a mechanikai és biokémiai jellemzoket, a sejtek kozotti kommunikaciot és
jelatvitelt, valamint a differencialodasi képességet. Ezzel szemben a 2D sejtkultira-rendszerek
ebben az értelemben kevésbé Osszetettek €s mesterségesebbek (Pampaloni et al., 2007; F-W
Greiner et al., 2013; Edmondson et al., 2014; Pamies and Hartung 2017), bar az eddig elérhetd
2D szovetenyészetek is alkalmas rendszert jelentenek, amennyiben korlataikat figyelembe
vessziik és megfelelden extrapolaljuk azt a bonyolult, szoveti szervezddés vagy idegi fejlodési
folyamatokra vonatkozdan (Bal-Price et al., 2010; Bal-Price et al., 2018a; Harrill et al., 2018).
Egyetlen in vitro vizsgéalat nem lesz képes lefedni az in vivo fejlodés komplexitasat; ezért a
relevans folyamatok lefedésére vizsgalatok és a célnak megfeleld alkalmazasok sorozatat kell
alkalmazni (Bal-Price et al., 2018b; Fritsche et al., 2018b). A humén indukalt pluripotens
Ossejtekbdl szarmazd (hiPSC) 3D neuroszferoidok, képesek sejt-sejt kolcsonhatasokat
létrehozni  és modellezni bizonyos idegi fejlodési folyamatokat, ezért nemcsak a
neurotoxikologiai, hanem a DNT-vizsgalatok vagy a gyodgyszerfejlesztés in vitro sziirési
platformjaként is felhasznalhatok (Smirnova et al., 2014; Hofrichter et al., 2017; Schmidt et al.,
2017).

A neuralis 6ssejtek (NSC-k) az emldsok kdzponti idegrendszerében (CNS) a sejtek multipotens
¢és onmegujuld csoportja, amely in vivo a fejldddé embriondlis idegszovetben mar a neuralis csé
kialakulasakor megjelennek. Ezek a sejtek képesek valamennyi neurondlis sejttipussa, valamint
gliasejtekké differencialédni. Ezért képesek egyes magzati idegi fejlédési folyamatok
,Lutanzasara” is in vitro koriilmények kozott (Gage 2000; Breunig et al., 2011). Az NSC-k
in vitro differencialhatok pluripotens dssejtekbdl (PSC-k), igy vonzo és szinte korlatlan in vitro
eszkOzt biztositanak a toxikologiai vizsgalatokhoz, beleértve a gyogyszerfejlesztést is
(Thomson et al. 1998).

A komoly alkalmazasi potencidl és a nagyléptékii fejlesztések ellenére még mindig korlatozott
szaml iPSC-bdl szdrmazd 3D neurondlis kultiran alapuld tanulmanyt publikaltak, amelyek
neurotoxikologiai vagy DNT modellek fejlesztésére dsszpontositottak volna (Hogberg et al.,
2013; Qian et al., 2016; Hofrichter et al., 2017; Pamies et al., 2017; Schmuck et al., 2017,
Pamies et al., 2018; Sirenko et al., 2019). Az ilyen vizsgalati mdodszerek tovabbfejlesztésének
korlatozé tényezdje a 3D-s sejtkultiirdkon végzett nagy ateresztOképességii sziirdvizsgalatok
(High-throughput screening, HTS) eredményeinek megfeleld képalkotokkal torténd
elemzésének hidnya (Pamies and Hartung 2017), annak ellenére, hogy a nagy adattartalma
képelemzés (High-content analysis, HCA vagy High content screening, HCS) terén komoly
fejlesztések torténtek az elmult idészakban (Schmuck et al., 2017). Mindazonaltal a komplex,
tobb 10 mm tartomanyban a konfokalis képalkotas is korlatokba titkozik.

Dolgozatomban egy kozepes ateresztoképességli  (96-lyuka  tenyésztéedény), jol
reprodukalhat6, megbizhatdé modellrendszert mutatok be, amelyben hiPSC-eredetli NSC-k
differenciadlédnak neuronok, asztrocitdk és oligodendrocita sejttipusok felé, szabadon lebegd
3D neuroszferoidokat képezve.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Embrionalis dssejtvonalak izolalasa és jellemzése sejtmagatiiltetéses
genetikai ajraprogramozassal létrehozott egér embriokbol

3.1.1 Kisérletekben felhaszndlt dallatok

Az allatkisérleteket az eurdpai és a magyar allatvédelmi és allatkisérletekre vonatkozo
torvényeknek ¢€s eldirasoknak teljes mértékben megfelelve végeztiik, és azokat a godolloi
Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Koézpont (MBK; engedély szam: 126/3/2005) (késobb
Nemzeti Agrarkutatasi ¢és Innovaciés Kozpont (NAIK-MBK, jelenleg MATE-NAIK)
Allatkisérleti Etikai Bizottsaga hagyta jova a kisérletek elvégzését megelSzben.

3.1.2 Sejtmagadtiiltetéses genetikai ujraprogramozds

A sejtmagatiiltetéses genetikai Gjraprogramozas modszertana nem képezi részét a dolgozat
eredményeinek, igy a technologia részletes modszertani ismertetése sem. A dolgozatban a
sejtmagatiiltetéses genetikai Gjraprogramozassal eléallitott és holyagesira fejlodési allapotba
eljutott embriokbol torténd sejtvonal alapitds és az azokkal vald kisérletes munka keriil
bemutatasra. A kisérletek megértéséhez sziikséges modszertani hatteret az irodalmi attekintés
tartalmazza. RoOviden, a piezoelektromos mikroinjektalassal torténd sejtmagatiiltetést
(PEM-NT) Wakayama modszertani leirasat kdvetve tortént (Wakayama et al., 1998; Kishigami
et al., 2006). Az un. zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetés (ZF-NT) moddszerét a kordbban
leirt Ribas et al. protokoll szerint végeztiik (Ribas et al., 2005), a korabban altalunk kozolt
modositasok szerint (Kobolak et al.,, 2010). Kontrollkét két csoportot hasznaltunk:
partenogenetikus aktivalassal 1étrehozott embridkat (PGA embriok), amelyeket a petesejt
donorral megegyezd genotipusti petesejtekbdl hoztunk létre, a kordbban kozodltek szerint
(Kobolak et al., 2010), illetve fertilizacioval létrehozott B6D2 genotipust embriokat (Kobolak
et al.,, 2010). A sejtmagatiiltetéses genetikai Ujraprogramozas mikromanipulacios 1épését, a
sejtmagatiiltetett embriok eldallitasat Dr. Bodo Szilard és Dr. Qinggang Meng kutatok végezték
(akkor: Mikromanipulacios és genetikai ujraprogramozasi csoport, MBK, Godollo).

3.1.3 Sejtmagdonor sejtek és in vitro tenyésztésiik

Kisérleteink soran tobb sejtmagdonor sejttipust hasznaltunk az alabbiak szerint.

Kumulusz sejteket: A petevezetébdl kimosott B6D2 F1 genotipust egér petesejtekrdl a
kumulusz sejteket 0,1%-os hialuroniddz enzim (Merck KGaA, Darmstadt, Germany;
https://www.merckgroup.com/en) oldataval valasztottuk le gyenge dtmosassal, M2 médiumban
(Merck). A sejteket minden kisérletben frissen izolaltuk, felhasznédldsig CZB-HEPES
tapoldatban tartottuk (Merck).

Egér embrionalis fibroblaszt (Mouse Embryonic Fibroblast, MEF) sejtek: A MEF sejteket
B6D2 genotipusu, 13,5 napos magzatokbodl, sztenderd protokoll szerint izolaltuk, majd
folyékony nitrogénben eltaroltuk a kisérleteket megelézéen (Nagy 2003). A passzdzs 2 MEF
sejteket a kisérleteket megel6zden 4-5 nappal olvasztottuk ki és in vitro tenyészetbe vettiik
fibroblaszt tenyésztd tapoldatban: magas gliik6z tartalmtt DMEM sejttenyészté médium (4500
mg/lL.  glikéz;  Thermo  Fisher  Scientific  Inc.  Waltham, MA, USA;
https://www.thermofisher.com/hu/en/home.html; tovabbiakban TFS Inc.), 10% magzati
szarvasmarha szérum (FBS, HyClone-Cytiva; Global Life Sciences Solutions USA LLC,
Marlborough, MA, USA; https://www.cytivalifesciences.com/en/us) kiegészitéssel. A
kisérletekben passzazs 2-3 sejteket hasznéltunk (p2-p3). A sejteket 0,25% Tripszin-EDTA
oldattal (TFS Inc.) tavolitottuk el a sejttenyésztd edényrdl (Nagy 2003), HEPES-pufferelt
DMEM médiumban (TFS Inc.) tartva a sejtmagatiiltetésig.

A HM1 egér embrionalis dssejtek (HM1-ESC): az ESC sejteket (12901a genotipus) (Selfridge
et al., 1992) taplalo sejtréteg nélkiil, zselatinnal bevont (0.1% zselatin PBS oldatban; Merck)
6 cm-es sejttenyészté edényben (Greiner Bio-One International GmbH; Kremsmiinster,
Austria, https://www.gbo.com/hu-hu; tovabbiakban Greiner) tenyésztettiik sztenderd protokoll
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szerint, magas gliikoz tartalma DMEM tapoldatban (4500 mg/L gliikoz; TFS Inc.), 2000 NE/ml
rekombinans egér leukémia inhibitor faktor (ESGRO-LIF, Merck), 20% FBS (HyClone),
Ix nem esszenciadlis aminosavak (NEAA), 0,2 mM 2-merkaptoetanol, 50 NE/ml penicillin,
50 mg/ml sztreptomicin (TFS Inc.) kiegészitéssel. A kisérletekben 22-26 passzazsbol (p22-p26)
szarmazo sejteket hasznaltunk fel, 0,25% Tripszin-EDTA (TFS Inc.) oldattal tavolitottuk el a
sejttenyésztd edényrdl (Nagy 2003) majd HEPES-pufferelt magas gliikkoz tartalmtt DMEM
médiumban tartottuk a sejtmagatiiltetésig (TFS Inc.).

3.1.4 Embrionadlis ossejtvonalak alapitisa holyagcsira stadiumu egér embriokbol

A folyamat soran a hagyomanyos embriondlis &ssejtvonal alapitds modszerét (Evans and
Kaufman 1981) alkalmaztuk tobb modositassal, az alabbiak szerint. Tobb kisérleti csoportbol
szarmaz6 embridt azonos paraméterek kozott, azonos moddszertant alkalmazva kezeltiink a
sejtvonal alapitési kisérletekben. A holyagcsira allapoti embridkat akar kontroll, akar az egyes
sejtmagatiiltetéses kisérletekbdl szarmaztak, mitomicin-C (Merck) inaktivalt MEF taplalo
sejtrétegre (feeder cells) helyeztik (p2 MEF) egyenként, 24-lyukil tenyésztéedényben
(Greiner). A HM1 sejtvonalnal ismertetett ESC tenyésztdoldathoz (lasd 3.1.3 alfejezet) tovabbi
kiegészitésként nukleozid keveréket (100x) (Robertson 1987) (TFS Inc.) és inzulin-
transzferrin-szelén kiegészitést (ITS, 100x; TFS Inc.) adtunk. Az embridkat a kitiltetést kovetd
harmadik napig héaboritatlanul hagytuk, majd médiumcserét kdvetden a kitapadt ICM csomot
tivegkapillarissal PBS oldatban (TFS Inc.) levalasztottuk a feliiletrdl. A sejteket 0,25% Tripszin-
EDTA oldattal (TFS Inc.) nagyon rovid ideig kezeltiik, hogy a sejtcsom¢ sejtjei fellazuljanak
¢és tobb kisebb sejtcsoportként friss mitomicin-C inaktivalt MEF taplalo sejtrétegre iltettiik. A
tapoldatot 48 ora elteltével cseréltiik. A tenyésztéedényeket 37°C-on, 5% CO> mellett
termosztatban tartottuk. Az ES-szerli kolonidk megjelenését kovetden (4ltalaban 3-5 nap) a
koldnidkat az ICM csomoval megegyez6 moédon iiltettiik tovabb, hogy a differencialodo
sejtektol megszabaduljunk. A médiumot ettdl fogva 24 dranként cseréltiik. Amikor a kolonidk
szdma lehetove tette (koriilbeliil a 3. atiiltetésnél) 3 cm-es sejttenyésztd edényre, majd 6 cm-es
tenyésztdedényre iltettiik ki a sejteket (Greiner) és parhuzamosan folyékony nitrogénben
taroltuk el az ESC sejtek egy részét (60% DMEM, 20% FBS; 20% DMSO fagyaszto oldat;
Merck) (Nagy 2003). Az 0j sejtvonalakat morfologiai kritériumok és egységes ndvekedés,
illetve a differenciacio hidnya alapjan valogattuk ki €s szaporitottuk fel a tovabbi vizsgalatok
céljara.

A sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott embriok esetén a modszert mddositottuk és az ICM csomo
sejtjeit nem kezeltiik tripszinnel, hanem kozvetleniil a Ca?*-Mg?* -mentes PBS oldattal (TFS
Inc.) feltoltott livegkapillarissal valé mechanikus izoldlast kovetden tltettiik friss taplalo
sejtrétegre. Amennyiben az elsd ES-szerli kolonidk megjelenésekor csak csekély szamu
koldniat talaltunk, akkor azok elsé izolalasakor szintén az elobb ismertetett mechanikus
izolalast alkalmaztuk, enzimes kezelés nélkiil.

A kontrollok k6zott az egyik csoport a megtermékenyitett holyagesira stddiumua embridcsoport
volt. Ezen embriokrél a PEM-NT csoport kontrolljaként a zona pellucida nem XKeriilt
eltavolitdsra, a hodlyagcsira embriok kozvetleniil keriiltek taplalo sejtrétegre a kimosast
kovetden. Mig a ZF-NT kisérletekben a megtermékenyitett embrid kontroll csoport esetén a
zona pellucida eltavolitasa savas Tyrode oldattal (Merck) tortént mikroszkopos kontroll mellett
(2-3 perc), majd CZB oldattal (Merck) atmosva az embriokat taplald sejtrétegre helyeztiik
egyesével az ESC alapitashoz, a fent részletezett médiumba.

3.1.5 Egér embrionadlis ossejtvonalak pluripotencia jellemzése

3.1.5.1 Immunfestés, aramlasi citometria (FACS), alkalikus foszfataz kimutatas

Az eldzetesen 1%-os zselatin oldattal (Merck) bevont vagy osztoddsaban gatolt MEF sejtekkel
elokészitett liveglemezre kiiiltetett ESC-kolonidkat 4%-os paraformaldehid oldatban (PFA;
Merck) fixaltuk 15 percig szobahdmérsékleten, majd haromszor mostuk PBS oldattal (Merck)
és 1 oran at blokkold oldatban (1% BSA, 5% FBS, 0,1% TritonX tartalmi PBS; Merck)
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kezeltiik. A koloniakat a kivalasztott primer ellenanyaggal (1. melléklet) egy ¢€jszakéan at 4°C-
on inkubaltuk blokkolé oldatban, majd a nem k&tddott ellenanyag blokkold oldattal torténd
lemosasat kovetéen a sejteket a kivalasztott fluoreszcens szekunder -ellenanyaggal
(1. melléklet), (szintén blokkold oldatban higitva), 1 6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk
tovabb. Kettds vagy harmas festés esetén a masodik vagy harmadik primer ellenanyagot az elso
utan inkubaltuk, mig a masodlagos ellenanyagokat egyidejiileg, keverékben alkalmaztuk. A
mintakat Vectashield-DAPI montiroz6 oldattal (Vector Laboratories; Newark, CA, USA;
https://vectorlabs.com/) fedtiikk le, amely a sejtmagok jelolésére is szolgalt egyben. Az
immunfestéseket AxioObserver Z.1 inverz fluoreszcens mikroszképpal és ApoTome
rendszerrel, valamint AxioCam MRm kamerarendszerrel (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germany; https://www.zeiss.com/corporate/en/home.html) vizualizaltuk és AxioVision 4.8
szoftverrel (Carl Zeiss AG) dolgoztuk fel, a tobbdimenzids felvételi opcidt hasznalva.

Az aramlasi citometria (FACS) vizsgalatokhoz a sejteket jéghideg 0,1%-0s Tripszin-EDTA
(TFS Inc.) oldattal kezeltiik rovid ideig (2-4 perc), majd PBS oldatban (Merck) szuszpendaltuk.
A sejteket ezt kovetden fixaltuk 4% PFA (Merck) oldatban és az immunfestéssel megegyezd
oldatsorozatban jeloltiik. A felhasznalt elsddleges és masodlagos antitesteket a melléklet
tartalmazza (1. melléklet). Az elsddleges jelolést egy €jszakan at 4°C-on, a masodlagos jelolés
1 oran at szobahémérsékleten végeztilk. A masodlagos jelolés utan a mintakat 1 ml jéghideg
PBS-ben pelletaltuk, majd 12 6rén beliil FACS-CALIBUR (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA; https://www.bd.com/en-us) késziilékkel elemeztiik. Minden mintabol
harom bioldgiai ismétlést (50,000 sejt/minta) elemeztiink, majd meghataroztuk a pozitiv sejtek
szazalékos aranyat (atlag + SEM; p<0,05).

Az ESC sejtek alkalikus foszfatdz (ALP) festését Nagy ¢és munkatirsai modszere szerint
végeztiik 4%-o0s PFA (Merck) oldattal fixalt kolonidkon (Nagy 2003).

3.1.5.2 Kromoszomaszam meghatarozas, kariotipus elemzés

A létrehozott ESC-vonalak kromoszémait kolcemid kezeléssel (Merck), a korabban leirtak
szerint végeztilkk (Nagy 2003). A kromoszémakat Giemsa vagy DAPI festékkel (Merck)
festettiik meg targylemezeken. Az elemzéshez minden sejtvonalbol legaldbb 50 metafazist
sejtmagot vizsgaltunk. A kariotipus-elemzéseket FISH fluoreszcens jelolésti StarFISH
egérkromoszoma specifikus probaval (mXCy3; mYFITC; Cambio Ltd; Dry Drayton,
Cambridge, UK https://www.cambio.co.uk/) végeztiik. A targylemezek mikroszkopos
vizsgalatat egy Olympus AH2 fotomikroszkoppal végeztiik, amely Quips XL Genetics
Workstation rendszerrel volt felszerelve (Olympus Corporation; Tokyo, Japan;
https://www.olympus-global.com/), beleértve egy Photometrics KAF 1400G2 -CCD kamerat
(Abbott Laboratories; Abbott Park, IL, USA; https://www.abbott.com/). A kariotipus elemzést
Dr. Csonka Erika és Dr. Hadlaczky Gyula végezte (akkor: Human Molekularis Genetika I1.
laboratorium, Genetikai Intézet, SZBK, Szeged).

3.1.5.3 Novekedeési hatékonysag meghatarozasa

A populacid dupldzodds meghatarozasahoz egysejtes sejtszuszpenziot készitettiink, a
passzélassal azonos modon, 0,25% Tripszin-EDTA oldatos (TFS Inc.) kezeléssel. A
sejtszuszpenziobodl 1x10° sejt/ml oldatot készitettiink és mitomicin-C inaktivalt, MEF fedett 6-
lyukt lemezekre (Greiner) iiltettiik a sejteket. Minden kisérletet két ismétlésben végeztiink, 3
parhuzamossal idépontonként. A populacié megduplazddasi idejét (population doubling time,
PDT) a 72 6rés tenyésztési id0szak alatt 12 6ranként végzett tripszinizalas és hemocitométeres
sejtszamlalas utan a 'Doubling Time -Several Time Points calculator’ (http://www.doubling-
time.com) online szoftver segitségével hataroztuk meg. Az értékeléshez egyirdnyu
varianciaanalizist végeztiink Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) szoftverrel
(p<0,05) (ANOVA).
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3.1.6 Egér embrionadlis ssejtvonalak in vitro differencidltatdsa

Az ESC sejtvonalak in vitro differencidlodési képességének vizsgalatat fliggdcsepp modszerrel
végeztiik (Doetschman et al., 1985). A passzazs soran hasznalt tripszines kezeléssel elokészitett
sejtszuszpenziot magas gliikoz tartalma DMEM tépoldatban (4500 mg/L gliikoz; TFS Inc.),
10% FBS (HyClone), 1x nem esszencialis aminosavak (NEAA), 0,2 mM 2-merkaptoetanol,
50 NE/ml penicillin, 50 mg/ml sztreptomicin (TFS Inc.) kiegészitéssel, de LIF-et nem
tartalmazd (LIF mentes) médiumban szuszpendaltuk fel. A sejtekbdl 4x10* sejt/ml
sejtszuszpenziot készitettiink, majd 20 pl/csepp fiiggdcseppeket helyeztiink bakterialis
tenyésztoedény fedelére (Greiner) (a Petri-csésze aljaba steril PBS oldat keriilt a cseppek
kiszaradasanak megeldzésére). A sejtek aggregacidja embridcsomokka (Embryoid Bodies, EB)
2 nap alatt megtortént, ezt kovetden az EB csomokat 0sszegyljtottiik €s 10 cm-es bakterialis
Petri-csészében (Greiner) szuszpenzids kultaraba helyeztiik, ahol a tépoldatot naponta
cseréltiik. A tapoldat megegyezett a fliggdcsepp kultira készitéshez hasznalt LIF-mentes
tapoldattal. Az idegi differencialodast a 4. naptol a 8. napig 10°° M all-transz retinsav (RA;
Merck) tenyésztdoldathoz adagolasdval indukaltuk. A 8. nap utan az EB-ket egyenként
zselatinnal bevont 24-lyuku tenyésztéedényekbe (Greiner) helyeztiik at, és RA-t nem
tartalmazé médiumban tenyésztettiik tovabb (a sejtszuszpenzid készitéssel megegyezd
médium). Szivizom differencialds esetén a médiumot a 2. napon két napig (a 3. és 4. napon)
1% dimetil-szulfoxiddal (DMSO; Merck) egészitettik ki, ezt kovetéen az EB-ket
szuszpenzidban tenyésztettiik tovabb. A 10. napon az EB-ket egyenként zselatinnal bevont 24-
lyuku tenyésztdedényekbe (Greiner) iiltettiik €s tovabb tenyésztettiik. A pulzalo (6sszehtizodo)
tenyészetek szdma naponta keriilt meghatarozasra. A kisérletek 4 hétig zajlottak (28 nap) majd
a mintdk immunfestésre vagy lizdlasra kertiiltek a génexpresszios vizsgélatokhoz.

3.1.7 c¢DNS-alapu microarray

Az 1iiveg cDNS-chipeket Horsch ¢és munkatarsai modszere szerint allitottuk eld
(Horsch et al., 2008). A microarray mintegy 21.000 probéjanak teljes leirasa az NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) adatbazisban GPL3697 azonositd szamon érhetd el
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7173). A 7 ESC-vonal 13
kiilonb6zé  ESC-0sszehasonlitdsdbol  szdrmazd  expressziés  adatokat  (Gsszesen
52 minta) a GEO adatbazisban GSE8424 azonositd6 szamon  publikaltuk
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi). A nyers adatok jelentés mennyisége miatt
azok online érhetdek el a megadott hivatkozasokon, a dolgozathoz nem keriilnek becsatolasra.
Az egyes ESC-vonalak teljes sejtes RNS-e a gyartd protokollja szerint keriilt izoldlasra az
RNeasy Midi Kits (Qiagen, Hilden, Germany; https://www.qiagen.com/) alkalmazasaval. A 13
RNS-minta dsszehasonlitasanal négy fliggetlen, kettds szinli hibridizacidt végeztiink (0sszesen
n=52 minta). Minden kisérletet a modositott TIGR protokoll szerint végeztiink (Hegde et al.,
2000; Horsch et al., 2008). A targylemezeket GenePix 4000A microarray szkennerrel
szkenneltiik, és a képeket a GenePix Pro 6.1 képfeldolgozé szoftverrel (Molecular Devices, San
Jose, CA, USA https://www.moleculardevices.com/) elemeztiik. A microarray hibridizacios
kisérletek Dr. Marion Horsch és Dr. Sandra GeiBller végezte Dr. Johannes Beckers iranyitasaval
(Helmholtz Center Munich, German Research Center for Environmental Health, Institute of
Experimental Genetics, Neuherberg, Germany).

A statisztikai elemzést a TIGR Microarray Data Analysis System segitségével végeztiik
(Quackenbush 2002) a szignifikansan eltérd szabalyozasu gének (SAM) azonositasara (Tusher
et al., 2001). Az expresszios adatokat a TIGR szoftver MIDAS moduljaval dolgoztuk fel teljes
intenzitds normalizalasat alkalmazva (Horsch et al., 2008). A klaszterelemzést hierarchikus
klaszteranalizissel (HCL) (Eisen et al., 1998) végeztiik. El6szor, un. egyosztalyos elemzést
végeztiink a szignifikansan eltérd expressziot mutatd gének azonositasara mind a 13 mintaban.
Majd, a tobb sejtvonal Osszehasonlitasdban eltérdéen expresszald gének kimutatasara Un.
tobbosztalyos SAM-elemzést végeztiink. Osszesen 13 kisérleti csoportot hataroztunk meg: az
egyes mintadsszehasonlitdsok négy chiphibridizacioja kiilon csoportot alkotott. A gének
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expresszio eltérését akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a 13 meghatarozott csoportbol
legalabb kettdben eltéréen expresszaltak. A tobbosztalyos elemzéssel azonositott gének HCL-
je esetében az Un. atlagos kapcsolat méodszerét alkalmaztuk, tdvolsagi metrikaként pedig az
euklideszi tavolsagot valasztottuk. Az eltérden expresszalt gének in silico elemzéséhez a
DAVID adatbazis EASE modulja (Dennis et al., 2003), amely a géneket a Gene Ontology (GO)
funkcionalis kategoridihoz rendeli keriilt alkalmazasra. Az EASE-elemzés az eltérden
expresszalt gének halmazat értékelte a Dbioldgiai folyamatok feliilreprezentaltsaga
szempontjabol.

3.1.8 Az eltéroen exprersszalo gének validalasa

A kiilonb6z6 hibridizaciés csoportokban azonositott, eltérd expressziot mutatd gének
validalasara kétféle megkozelités kertilt alkalmazasra. Egyrészt a TagMan Mouse Stem Cells
Pluripotency Array panel (Applied Biosystems, TFS Inc.), ahol a microarray-elemzésbdl 14
eltérést mutatd gén (Actb, Cdh5; Collal,; Crabp2; Fnl; Ifitm2; Igfbp2; Leftyl; Lefty2; Nanog;
Podxl; Rest; Serpinala; Utfl) egyben az array 96 génje kdzott is szerepel, masrészt az eltérést
mutato gének listajabol véletlenszerlien kivalasztott tovabbi 9 egyedi génre (Tagln; Gas5; Kinl;
S100a6, S100al0; Sparc, Peg3,; Femlb, Dppa5) vonatkozé kvantitativ valds idejit PCR (qPCR)
modszer, amelyeket a kdvetkezOkben ismertetek.

3.1.8.1 TagMan array vizsgalat

A TagMan Mouse Stem Cell Pluripotency Array panel (Applied Biosystems, TFS Inc.) 6sszesen
96 génbdl all, amelyek koziil 40 gén Gn. dssejt €és pluripotencia gén, 50 differencidlodasi marker
gén, valamint 6 kontroll gén (2. tablazat). A vizsgéalathoz a cDNS mintit a cDNS chip
modszernél fentebb leirtakkal (3.1.7 alfejezet) megegyezd modon kertilt eldallitasra, 1 pg teljes

s

hasznalja, amelyben 8 mintatoltd egységet tartalmaz a génexpresszids szintek egyidejli
elemzésére kvantitativ PCR segitségével. A panel betdltése utan a mintakat az Applied
Biosystems 7900 HT Fast Real time PCR rendszeren (Applied Biosystems, TFS Inc.) keriiltek
elemzésre.

2. tablazat: A Mouse TagMan Stem Cell Pluripotency Array génkészlete

Csoport Ge’nek Egér gének szimbéluma ‘
szama

Differencialatlan allapot 6 Nanog, Pou5fl, Tdgfl, Dnmt3b, Gabrb3, Gdf3

Pluripotencia fenntartasa 3 Nanog, Pou5fl, Sox2

Bxdc2, Cd9, Commd3, Crabp2, Leftyl, Fgf4, Fgf5, Foxd3, Gal, Gbx2,

Grb7, Ifitml, Ifitm2, 1l6st, Igfbp2, Kit, Lefty2, Lifi, Lin28, Nodal, Nog,

Nr5a2, Nr6al, Podxl, Pten, Rest, Sema3a, Sfip2, Tert, Tcfcp2ll, Utfl,

Xist, Zfp42,

Actcl, Afp, Cd34, Cdh5, Cdx2, Collal, Col2al, Ddx4, Des, Eomes,

Fltl, Fnl, Foxa2, Gata4, Gata6, Gecg, Geml, Gfap, Hbb-b2, Hba-x,

Differenciacios markerek 49 HIxb9, lapp, Ins2, Pdxl, Isll, Krtl, Lamal, Lambi-1, Lamcl, Myf5,
Myodl, Nes, Neurodl, Nppa, Olig2, Pax4, Pax6, Pecaml, Ptfla, Runx2,
Serpinala, Sox17, Sst, Sycp3, Syp, T, Tat, Th, Wtl

Kontrollok 6 18S, Eras, Actb, Rafl, Ctnnbl, Gapdh, Eeflal

Ossejt markerek 33

3.1.8.2 Kvantitativ valos idejii PCR elemzés

A TagMan array mellett kilenc véletlenszertien kivalasztott gént és két un. belso referencia gén
keriilt elemzésre kvantitativ valos idejii PCR (qPCR) segitségével, korabbi tanulmanyunk
modszertanat kovetve (Mamo et al., 2007; Mamo et al., 2008). A mintakat a TagMan array-hez
torténd mintaelOkészitéssel egyiitt végeztiik, azzal azonos modon. Réviden: a transzkriptumok
mennyiségi meghatarozasa soran a vizsgéalat minden gén esetében az egyes ESC sejtvonalakbol
szarmaz6 mintakbdl allt, 6t ismétlésben, valamint negativ kontrollokbdl. A kiilonb6z6 génekre
vonatkozo 0Osszes mennyiségi meghatdrozast megszakitds nélkiil, egymds utan Kkeriilt
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elvégzésre. Egy menetben minden minta 50 ng egyenértékii cDNS-templatbol, 200 nM sajat
tervezésli primerbdl (3. tdblazat) és 50% SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™
(Merck) keverékbol allt, 15 pl reakciotérfogatban. A reakcidokoriillmények a kovetkezok voltak:
a templat denaturalasa és a polimeraz aktivalasa 95°C-on 2 percig; majd 45 ciklus 95°C-os
denaturalas 15 masodpercig, 56°C és 60°C kozotti primer feltapadas (primerenként lasd a
3. tablazatban a specifikus hdmérsékletet) és lanchosszabbitds 45 masodpercig. Minden
reakciot a Rotor-Gene™ 3000 valos idejii PCR berendezéssel (Corbett Research UK Ltd.
Cambridge, UK; https://www.corbettresearch.com/) végeztiink, és az eredményeket az integralt
Rotor-Gene szoftverrel (6.1-es verzid) elemeztik. A PCR-reakciok végén olvadasi
gorbeelemzéseket (Tm) végeztiink valamennyi vizsgalt génre.

3. tablazat: Egér primer szekvenciak és qPCR kondiciok

Gén Gén neve angolul Primer szekvencia (5’-3”) ﬁ;i%::::t Tm
szimbolum (egér, Mus musculus) F, forward; R, reverse bo (cO)
142 56

F-GATATGGCAGCAGTGCAGAG
R-GCAGTTGGCTGTCTGTGAAG
S100 calcium binding F-TCCACAAGTACTCTGGCAAGG

Tagin Transgelin

$100a6 protein A6 R-GGTCCAGATCATCCATCAGC 138 >6
S100a10 S100 calcium binding F-AGCTCTTCCAAGGACTGCTG 138 60
protein A10 R-TTTGTCAAGTGGTCTTTGTCG
. F-GAGGACTCGTCAGGAAGCTG
Gas5 Growth arrest specific 5 R-GTGTGGGTTGAGGGATCTTTAG 122 56
L F-GGGAGGCTGGTGAGTGAAC
Kinl Kinectin R-AGCGCCTCTCAGCTTCTTG 124 56
Sparc Secreted acidic cystein F-ATCCCCATGGAACATTGCAC 122 60
P rich glycoprotein R-TCCTTGTTGATGTCCTGCTCC
F-CACGAAGACGACACCAACAG
Peg3 Paternally expressed 3 R-AGGCTCCACATCTCTGCTTC 144 58
Femlb Feminization 1 homolog  F-CTGTTAGAACACTACCGTGTGCAG 144 53
b R-GGCTCCATGGCTGACTAGAAG
H2af: H2A histone family, F-ACAGCGCAGCCATCCTGGAGTA 202 60
‘ member Z R-TTCCCGATCAGCGATTTGTGGA
Pria Peptidylprolyl isomerase ~F-CGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTG 150 60
P A R-TGTAAAGTCACCACCCTGGCACAT
Dppas Developmental F-ACCCTCGTGACCCGTAAAG 142 56

pluripotency associated 1 R-CCTGCTCGATGTGAGACATTC

3.2 POUSF1 pluripotencia gén vizsgalata nyul embriéban
3.2.1 Nyul BAC konyvtar

Nyul genomiélis BAC konyvtarbol négy BAC-klon kertilt izolalasra (LBAB-841A3; LBAB-
85810; LBAB-304A07 és LBAB-779H10), amelyeket Dr. Claire Rogel-Gaillard (Laboratoire
INRA CEA de Radiobiologie et d’Etude du Genome, Departement INRA de Genetique Animale,
Jouy-en-Josas, France) biztositott a kisérletekhez. A konyvtarszlrést a korabban publikalt
moédon végezték (Rogel-Gaillard et al., 2001). Az Oryctolagus cuniculus POUSF1 gén 5'

crer

publikaltuk (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF194086).

3.2.2 DNS fragmentumok klonozdsa és szekvendldsa

A kapott PCR-fragmentumokat a pCR2.1-TOPO vektorba keriiltek beillesztésre. A BAC-
klonokat és a plazmid DNS-eket a QIAGEN Plasmid Maxi Kit és a QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) segitségével tisztitottuk. A szekvenalast a NAIK-MBK szekvenal6 laboratoriumban
végeztiik (jelenleg Eurofins BIOMI KFT.), Applied Biosystems BigDye v3.1 Ready Reaction
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems; TFS Inc.) felhasznaldsaval, ABI
PRISM 3100 Genetic Analyser automatizalt nukleotid-szekvenaloval. A cDNS-végek gyors
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amplifikacidja un. RACE-PCR eljarassal (RACE System for Rapid Amplification of cDNA
Ends; TFS Inc.), a gyartd utasitasai szerint végeztiik. Kiils6 primerként oct4-5SUTR és oligo(dT)
primereket, mig belsd, génspecifikus primerként oct4-435 €s oct4-186 primereket alkalmaztunk
(4. tablazat).

4. tablazat: A nyul genomialis BAC konyvtarak sziirésében, a promoter elemzésében €s a valds
idejii PCR analizisben hasznalt primerek.

Primer
Primer neve Primer (5'-3') szekvencia Pozicié mérete
(bp)

oct4-435-F AGCTTAGCTTCAAGAACATG +3665 20 60,0
oct4-435-R AGGAGTACAGTGCAGTGAAG +4704 20 60,0
oct4-186-F AGCAGAAACCCTCGTGCAGG +3759 20 60,0
oct4-186-R TCTGGCGCGCCGGTTACAGAAC +4181 20 60,0
*oct4-pseudo-F GCTAAACAGAAAGAAAGAAGTTTGCC * +420 22 57,0
*oct4-pseudo-R GAACAGTCACTGCTTCTTGATCGTTT * +870 23 58,1
oct4-cDNS-F GCTCTACAGAAAGAAAGAACTCGAGCAG +3640 24 57,9
oct4-cDNS-R CGAGTACAGGGTAGCAAAGTGAG +4869 23 60,0
CR1-ATGmut TCTATGGGGGGGAAGGAGGAGGGCG +5 20 60,0
CR1 AGGCTGGTGGGGCATAAAACACAC -558 20 60,0
CR1+(CR2+CR3) GCCAGACTAGAGAGCCCAACAG -1585 20 60,0
CR1+(CR2+CR3)+CR4 GGGAAATTGTGGAGGAGGAGGAC -2030 20 60,7
CR4 TCTGTCTGCTGCTTGGTGGTGTGTC -1670 20 59,9
Nyul-oct4-RT-F CGAGTGAGAGAGGCAACTTGG +4418 19 55,5
Nyul-oct4-RT-R CGGTTACAGAACCACACACG +4730 20 56,1
*Rabbit-oct4p-RT-F CTAAACAGAAAGAAGTTTGCC *+421 21 53,7
*Rabbit-oct4p-RT-R CGCAGCTTACACATGTACT * +594 19 52,3
Egér-oct4-RT-F ATGCCGTGAAGTTGGAGAAG +343 20 56,5
Egér-oct4-RT-R GGTCTCTGGCTGAACACCTCTTTC +3309 20 55,9

A kezdeti ATG +1-gyel van jeldlve, a pozicidk a primer genomialis DNS-en vald helyét mutatjak. F, forward; R, reverse;
* pszeudogén-specifikus primerek, ahol a poziciok a primerek pszeudogénen vald tapadasi helyét mutatjak.

3.2.3 Osszehasonlité genomikai vizsgdlatok

Az alabbi génbanki hivatkozasi szaml szekvencidk keriiltek felhaszndldsra az analizishez: nytl
POUSFI ¢cDNS: EF062856], genomi szekvencia: EF194086]. A tobbszoros illesztésekhez a
kovetkezd genomi, cDNS- és fehérjeszekvencidkat hasznaltuk: human: NT_007592.14,
NM_002701.4, NP_002692.2; egér: MGI 101893, NM _013633.2, NP_038661.2;
szarvasmarha: NW_001494164.1, NM_174580.1, NP_777005.1. Az 0&sszehasonlitd
elemzéshez az egér NT _039649.7, human NT_007592.14, szarvasmarha AF022986 és kutya
NC 006594.2 POUS5SF1 gén 5 upstream szekvencidit a ClustalW2  program
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  segitségével illesztettik egymdshoz. A
nukleotidszekvencidk paros Osszehasonlitdsait az EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms
programmal (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) végeztiik el.

3.2.4 Nyul embrio mintak

Az allatkisérleteket az eurdpai és a magyar allatvédelmi és allatkisérletekre vonatkozo
torvényeknek és eldirasoknak teljes mértékben megfelelve végeztiik, és azokat a gddolldi
Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kozpont (MBK; engedély szam: 126/3/2003) (jelenleg
MATE-NAIK) Allatkisérleti Etikai Bizottsaga hagyta jova a kisérleteket megelézéen. A
vizsgalatban 18-22 hetes ndstény Hycole hibrid nyulakat (Charles River Laboratories Hungary
Kft. https://www.criver.com/) hasznaltunk. Az allatokat standard fény-so6tét ciklusban (12 ora)
egyedi ketrecekben, 19°C hoémérsékleten tartottuk, a taplalék és a viz ad libitum allt
rendelkezésre. Az ovulacid eldsegitésére 120 egység PMSG (Folligon®, Intervet, B.V.)
intramuszkularis, majd 72 oraval késébb 170 egység hCG (Choragon®, Richter Gedeon Rt.)
intraperitonealis beadassal kezeltiik a ndstényeket. A hCG kezelés utan 16 6raval a petesejteket
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kimostuk az allatok petevezetékének ampulla részébol. Az allatokat ketamin/xilazin (Merck)
adagolassal tulaltattuk az embridmosas eldtt. A kumulusz sejteket M2 tapoldatban (Merck)
oldott 0,1%-o0s hialuroniddz enzim (Merck) kezeléssel tavolitottuk el és a meidzis masodik
szakaszaban 1évo érett petesejteket kivalogattuk mikroszkop alatt, majd a mintadkat RNaz
mentes desztillalt vizben (Merck) egyenként fagyasztva taroltuk felhasznalasig -80°C-on.

A PMSG-vel és hCG-vel kezelt néstény Hycole hibrid nyulak egy részét paroztattuk Hycole
him egyedekkel, majd a hCG kezelés utan 20 6raval a zigdtakat kimostuk a ndstény allatok
petevezetékébol M2 tapoldattal (Merck), talaltatast kovetden. Morfologidjuk alapjan mindsitve
mikroszkop alatt valogattuk ki a két eldsejtmaggal, két sarki testtel, tomor sejtplazmaval
rendelkezdket. A késobbi fejlodési stddiumt embridkat a hCG oltast kovetd 26 (kétsejtes), 44
(korai nyolcsejtes), 54 (késéi nyolcsejtes), 68 (szedercsira), 98 (hdlyagesira) draval gytijtottiik
embridomosdassal. A zona pellucida Pronase enzimmel (Merck) torténd eltavolitasa utdn a
mintdkat RN4z mentes desztillalt vizben egyenként fagyasztva taroltuk -80°C-on.

A holyagcesira allapoti embriokbol szdrmazd ICM és trofoblaszt mintdkat az XYClone
1ézerrendszerrel (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA;
https://www.hamiltonthorne.com/) valasztottuk szét mikroszkop alatt (Tanaka et al., 2006).
Roviden, a holyagcesira embriot két ellentétes polusanal, a trofoblaszt és az ICM régional két
nagy furati kapillarissal fogtuk be, majd 6vatosan széthuztuk, mikdzben 1ézerimpulzusoknak
tettiik ki a trofoblaszt ICM-el szomszédos teriiletét. Amikor a lézerimpulzusok atvagtik a
sejteket, a holyagesira két részét kiillonvalasztottuk, a mintdkat RNaz mentes desztillalt vizbe
egyenként gylijtottiik, majd -80°C-on fagyasztottuk. Az eljaras vizudlisan ellendrzott jellege
miatt a trofoblaszt minta ICM sejtekt6l mentes, azonban az ICM-minta kis szamu trofoblaszt
sejtet tartalmazhatott. A génexpresszios vizsgalatokban hasznalt kontroll egér petesejteket és az
in vivo embrié mintakat a korabban leirtak szerint gytjtottilk (Mamo et al., 2007).

3.2.5 A POUSFI promdéter funkciondlis elemzése

A POUSFI promoter konzervalt régioit tobbszoros szekvencia-illesztéssel azonositottuk, PCR-
rel amplifikaltuk (4. tablazat) és szubkloénoztuk a GFP riportergént tartalmazé pGlow TOPO®
TA Expression Kit (TFS Inc.) felhasznalasaval, a gyarto utasitasait kovetve. A transzlacio start
kodonjat PCR-alapi ATG-mutagenezissel mutaltuk (CR1-ATGmut primer; 4. tablazat).

A konstrukciokat az AMAXA Nucleofector System és a Mouse ES Cell Nucleofector Kit
(Amaxa Biosystems, Lonza; Basel, Switzerland; https://bioscience.lonza.com) segitségével
nukleofektaltuk egér R1 ESC sejtekbe (Nagy et al., 1993). Az elektroporaciot a gyartod
protokollja alapjan végeztik az A23 programon. Réviden, 5x10° sejtet haszndltunk a
nukleofekciohoz, ¢és 5 pug plazmid DNS-t alkalmaztunk, a kiilonb6z6 konstrukciok
kopiaszamanak normalizalasa utan. A neomicin-szelekcidt 24 6raval a nukleofekciot kdvetden
kezdtiik el 400 pg/ml G418 alkalmazéasaval (Merck) a tenyészeteken. A transzfekcio
ellendrzésére az Amaxa Nucleofector Kit pmaxGFP kontroll vektorat hasznaltuk.

Az R1 ESC vonal (Nagy et al., 1993) (Dr. Nagy Andras, Samuel Lunenfeld Research Institute,
Toronto, Kanada) standard protokollok szerint tenyésztettiik (Nagy 2003). Az Oct4-GiP
transzgenikus egér ESC vonalat, amely EGFP riporter gént expresszal az egér POUSFI

crer

Centre for Genome Research, UK, Edinburgh) bocsatotta rendelkezésiinkre (Hubner et al.,
2003). A transzgenikus ubikvitin promoter-GFP expresszalo ESC vonalat (B6U 3) C57BL/6-
Tg(UBC-GFP)30Scha/] transzgenikus egerekbdl (Stock  Number: 004353,
https://www.jax.org/strain/004353; The Jackson Laboratory, Farmington, CT, USA;
https://www.jax.org/) izolaltuk koradbban laboratoriumunkban (nem publikalt adat).

3.2.6 Fluorimetrids vizsgdlat

A GFP-vizsgélatokhoz a nukleofektalt ESC sejteket 72 oraval a transzfekcid utan 0,25%
Tripszin-EDTA (TFS Inc.) kezelést kdvetden gytijtottikk be a Petri csészérdl, PBS oldatban
szuszpendaltuk, majd a fluoreszcencia intenzitdsat a Perkin-Elmer LS-50B lumineszcens
spektrofotométerrel (PerkinElmer Inc. Shelton, USA; https://www.perkinelmer.com/)
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detektaltuk (gerjesztés: 375 nm, detektalds: 510 nm). A fluoreszcenciat korrigaltuk a csak
pGlow-TOPO® vektorral transzfektalt sejtek altal mutatott hattéraktivitassal. Az egyes
kisérletek kozotti sejtszam eltérést a sejtfehérje-tartalom mérésével korrigaltuk (Bio-Rad DC
Protein Assay system, BioRad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA; https://www.bio-
rad.com/).

3.2.7 Kvantitativ valos idejii PCR elemzés

A petesejtekbdl és embriokbol torténd mRNS-izolalast Dynabeads® mRNA Direct Micro Kit
(TFS Inc.) alkalmazasaval tortént a gyartd utasitasai szerint. A cDNS-szintézist minden RNS-
mintdn DNaz-kezelés (Ambion, TFS Inc.) el6zte meg. A komplementer DNS-szintézist MMLV
reverz transzkriptazzal és oligodT primerek hasznélataval, a gyart6 protokollja szerint végeztiik
(TFS Inc.) (Gal et al., 2006). A qPCR mérés a 3.1.8.2 alfejezetben kozOltek szerint keriilt
elvégzésre, az alabbi kivételekkel: A reakcidelegy 300 nM primert tartalmazott (4. tablazat) és
0,1 embrio-ekvivalens cDNS-bdl allt 25 pul végsd térfogatban. A reakcid koriilményei a
kovetkezok voltak: a templat denaturalésa és a polimeraz aktivalasa 95°C-on 2 percig; majd 45
ciklus 95°C-os denaturélas 15 masodpercig, 60°C-os primer feltapadas és lanchosszabbitas 45
masodpercig, minden ciklusban egyszeri fluoreszcenciaméréssel. Az adatok a referenciagének
(H2afz, Hprtl és Ywhaz) expresszid értékei alapjan keriiltek normalizaldsra, a kordbban
altalunk meghatarozott eljaras szerint (Mamo et al., 2008). Hasonlé normalizalasi eljarasokat
végeztiink az egér PouSfI transzkriptumok mennyiségi meghatirozasa soran egér referencia
génkészletek felhasznalasaval, amelyeket korabban publikaltunk (Mamo et al., 2007).

3.2.8 Pszeudogén kimutatisa

A POUSFI pszeudogén-specifikus  primerek tervezését megel6zden BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) keresést végeztiink, hogy azonositani tudjuk az eddigi
nyul POUSF1 pszeudogén szekvencidkat. Az adatbazisban kizardlag egy szekvencia volt
azonosithatdé EU191070 referencia szdmon. A cDNS ¢és a pszeudogén szekvenciaillesztése
régidra keriiltek tervezésre a primerek (4. tablazat). A genomialis DNS nyul bérszovet mintabol
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) alkalmazédsaval, a gyartd utasitasait kovetve keriilt
izolalasra.

3.3 Haszonallatok embridinak osszehasonlitasa, a pluripotencia gének
expressziojanak vizsgalata

3.3.1 Egeér sejtvonalak tenyésztése

Az egér ESC sejtvonalak tenyésztése megegyezett a korabban a 3.1.3 alfejezeten az egér ESC
sejtvonalakndl ismertetett protokollal. A kisérletekben C57Bl/6xDBA/Ja (mESCs 1),
129S2/SvPas (mESCs 2), valamint HM1 (1290la) sejtvonalakat hasznaltunk fel. A ,,2i+LIF
médium” Osszetétele a kovetkezd volt: knockout DMEM (Merck) 2 mM L-glutamin,
1000 NE/ml rekombinans egér leukémia inhibitor faktor (ESGRO-LIF, Merck), 15% magzati
szarvasmarha szérum (FBS, HyClone), 1x nem esszencialis aminosavak (NEAA), 0,2 mM
2-merkaptoetanol, 50 NE/ml penicillin, 50 mg/ml sztreptomicin (TFS Inc.), kiegészitve 0,2 uM
PD0325901 és 3 uM CHIR99021 kismolekuldkkal (STEMGENT, REPROCELL USA Inc.
Beltsville, USA; https://store.reprocell.com/).

A C57Bl/6xDBA/Ja (mEpSCs 1) és 129S2/SvPas (mEpiSCs 2) mEpiSC-ket osztédasdban
gatolt MEF taplalo sejtrétegen keriiltek tenyésztésre 12 ng/ml FGF2-t (R&D systems,
Minneapolis, USA; https://www.rndsystems.com/) tartalmazé kémiailag definialt tapoldatban
(CDM), 20 ng/ml Activin A (R&D Systems) kiegészitéssel, 37°C-on, 5% CO- koncentracio
mellett, termosztatban. A sejteket Kollagenédz I1 (Merck) segitségével kis csomdkban kertiltek
atiiltetésre 3-4 naponta, friss MEF rétegre.
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3.3.2 Felhasznadlt embriok és embrionalis szovetek

A 6-8 hetes B6D2 (Charles River Laboratories Hungary Kft. Magyarorszag) F1 néstény egerek
szuperovulaltatasdhoz 5 NE PMSG (Folligon®, Intervet, B.V.) injekcid (subcutan), majd 48
6raval késdbb 5 NE hCG (Choragon®, Richter Gedeon Rt.) (subcutan) injekciot adtunk be. A
B6D2 F1 zigotakat a hCG injekciot kovetd 20 oraval a petevezeték ampullajabol, mig a
holyagesira stddiumu embridkat a fertilizaciot kdvetd 3. napon a méhbdl gyljtottik M2
médiummal torténd atoblitéssel. Az embriokat KSOM (KSOM+AA; EmbryoMax, Millipore,
Merck) mikrocseppben, dsvanyi olaj (Merck) alatt tartottuk 37°C-on, 5% CO> mellett a tovabbi
manipulacidig.

A 3.2.4 alfejezetben ismertetett XYClone lézerrendszer alkalmazédsaval az ott ismertetett
modszerrel valasztottuk szét az ICM/epiblaszt €s trofoblaszt mintakat az egyes embridkban. A
mintdkat feldolgozasig TriZol oldatban gytjtottik (Merck) és fagyasztva taroltuk a
génexpresszios vizsgadlatokhoz (RNS izoldlés), vagy 4%-os PFA oldatba (immuncitokémia)
gyljtottik, majd analizaltuk (lasd 3.1.5.1 alfejezet). A felhasznalt ellenanyagokat az
1. melléklet tartalmazza.

Az implantalédott egér embriokat a kordbban leirtak szerint izolaltuk (Nagy 2003). Két
idépontban izolaltunk epiblaszt mintdkat: a gasztrulacio elétti stddiumban (ERSE stadium) és
a gasztrulacid6 kozepén (APE stadium). Az ERSE-mintdkat F1 egerek esetében E6.25
idépontban, 129S2 egerek esetében pedig E6.75 stadiumban izolaltuk, mig az APE-mintakat
F1 egerek esetében E6.75, 129S2 egerek esetében pedig E7.25 stadiumban. A vemhes ndstény
allatokat nyaki diszlokéacioval eloltiik. A méhszarvak sebészi eltdvolitdsa utan a méhet PBS
oldatba (Merck) helyeztiik. Az embridkat el6észor a deciduabol izolaltuk, majd a Reichart-
membrant tavolitottuk el csipesszel, és az ektoplacentaris kup (trofoblaszt) szovetét kivagtuk.
A zsigeri endodermat és mas extraembrionalis szoveteket mind az ERSE-, mind az APE-
embriokbdl eltavolitottuk, és mig az ERSE-stadiumu epiblasztot tiszta epiblasztként, az APE-
stadiumu epiblasztot a mezodermalis szovettel egyiitt izolaltuk és TriZol oldatba (Merck)
helyeztiik vagy 4% PFA oldatban fixaltuk és immuncitokémiai analizisnek vetettiik ala.

A szarvarmarha és sertés embridk kinyerése nem laboratoriumunkban tortént, a mintak
eldallitasat és gytlijtését Bernardo et al cikke ismerteti részletesen (Bernardo et al., 2018).

3.3.3 Génexpresszios vizsgalatok

Az izolalt mintdkat (embridk, embriondlis szovetek, sejtvonalak) TriZol oldatba (Merck)
gyujtottiik és lefagyasztottuk. Az RNS-t a PureLink™ RNA Micro Kit (TFS Inc.) segitségével
izolaltuk. Az RNS mintdkbol cDNS-t készitettlink RTq-PCR-hez SuperScript™ III Reverse
Transcriptase (TFS Inc.) segitségével; vagy szekvenalashoz 100 pg RNS felhasznalasaval és a
SMARTer™ Ultra Low RNA Kit for [llumina Sequencing KIT (Clonetech; Takara Bio Group,
Mountain View, USA; https://www.takarabio.com/), segitségével készitettiik el6 (Kurimoto et
al. 2006). A mintdk szekvenaldsa Illumina HiSeq2000 mddszerrel tortént. Az dsszes RNS-
szekvencia (FASTQ és BedGraph f4jlok) megtalalhaté az NCBI GEO SuperSeries GSE53387
adatbazisban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE53387). Az RNS
szekvenalasi adatok elsddleges bioinformatikai feldolgozasat és elemzését Bernardo et al cikke
ismerteti részletesen (Bernardo et al., 2018).

A gPCR vizsgalatokhoz a kivalasztott génekre specifikus primereket a Primer3 (Rozen és
Skaletsky, 1999) program segitségével terveztiik. A primereket kétszeres sorozatos higitasu
standard gorbék segitségével optimalizaltuk, kontrollként a Gapdh referenciagént hasznaltuk
(5. tablazat). A cDNS mintékat a fentebb részletezett médon allitottuk eld, minden reakcio
cDNS-templatot, 200 nM sajat tervezesii primert (5. tablazat) és 50% SYBR Green ReadyMix-
et (Applied Biosystems, TFS Inc.) tartalmazott, Osszesen 10 pl térfogatban. A PCR-ek
elvégzéséhez StepOne Plus (Applied Biosystems, TFS Inc.) rendszert hasznaltunk. A ciklikus
paraméterek a kovetkezok voltak: 95°C, 5 perc pre-denaturdcid; majd 40 ciklus 95°C 10 mp
denaturacio, 60°C 15 mp primer feltapadas, 72°C 30 mp lanchosszabbitds. A primerek
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specifitasat olvadasi gorbe elemzéssel erdsitettiik meg. Minden gén esetében harom biologiai
ismétlés adatait elemeztiik.

5. tablazat: A vizsgalatban hasznalt egér qPCR primer szekvenciak

Gén

Primer szekvencia (5" - 3") Termék

GenBank

| roviditése "~ F, forward; R, reverse
Gish NM_0102913 R ACACGOAAGACGAAGACCA 163
Kir4 NM_010637.3 R: AAGOCCCTGTCACACTTCTG. 140
Sepepl  NM_0200233 R CCCATACTTCCTTOOCTTCE 104
Ps2p AFO37437.1 R AGAGTCAACCACCTCCTTOS 161
wawe o USSCSCOSNGM
s wowmi  ENCCCSSUCTOMDE
Lin28b NM_001031772.2 E EGAGE(EST%?TTTE(T:TGTSQIGTCCATCT 127
e womwz  Loecerecenerceey
e e fASTRCOWERCIM
s wmwa  pOGICRGTCCTCS
Lpard NM_175271.4 R COAGGOAGACGATCAGAGAG 122
Gapdh NM_008084.2 F: AATGTGTCCGTCGTGGATCT o

R: CCTGCTTCACCACCTTCTTG

3.4 MPS Il betegségmodellezés iPSC sejtek felhasznalasaval
3.4.1 Felhasznalt iPSC sejtvonalak

Az alanyok, akik a mintaikat az iPSC sejtvonalak alapitdsahoz rendelkezésre bocsatottak,
irasbeli beleegyezd nyilatkozatot adtak. A hiPSC-vonalak létrehozésa ¢és fenntartidsa az
Egészségligyi Tudomanyos Tanacs (ETT) etikai engedélye alapjan tortént (ETT-TUKEB
834/P1/09, 8-333/2009-1018EKU; 314/2014 (31203/1/2014/EKU) ,,Indukélt pluripotens
Ossejtek (iPS) eldallitasa huméan szomatikus eredetli mintdkbol”) a BioTalentum Kft kutato
laboratoriuméaban (ETT Humén Reprodukcios Bizottsdg ETT/HRB 22292-1/2010-1016EHR
engedély), zart rendszerben (OGYI/9788-13/2015); a sejtvonalakndl hivatkozott
publikacidokban kozoltek szerint.

A vizsgalatokban kontrollként (Ctrl) egy Onkéntes, egészséges donor (32 éves kaukazusi nd)
sejtjeibdl eldallitott iPSC vonalat hasznaltunk, amelyet ugyanolyan eljarassal hoztunk létre,
mint a betegség-specifikus iPSC vonalakat. A jelen vizsgalat betegség-specifikus iPSC-vonalai
a BioTalentum Kft. laboratériumaban keriiltek l1étrehozésra, melyet kordbban publikaltunk:
MPSII-1.3 (Varga et al., 2016a), MPSII-2.5 (Varga et al., 2016b), MPSII-4.1 (Varga et al.,
2016c), és Ctrl-M.1 (Varga et al., 2016d). Roviden, az MPSII-1.3 és MPSII-2.5 vonalakat
azonos mutaciot (NM_000202.7(IDS):c.85C>T, p.GIn29Ter) hordozo (1 és 3 éves) fia gyermek
donor testvérek (Varga et al., 2016a; Varga et al., 2016b), mig a Ctrl-M.1 (MPSII-mother.1) az

41



édesanyjuk (39 éves) periférialis vér mononuklearis sejtjeibol (peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) szarmazott, aki a betegség altal nem érintett, de mutaciot hordozé (Varga et al.,
2016d). Az MPSII-4.1 vonal egy nem rokon (7 éves), a betegségben szenvedd fia gyermek
betegbdl szarmazik, aki egy masik pontmutaciot (NM_000202.7(IDS):c.182C>T, p.Ser61Phe)
hordoz (Varga et al., 2016c). Minden sejtvonal PBMC sejtek genetikai Gjraprogramozasaval
kertilt eldallitasra, a fentebb hivatkozott publikéciok szerint.

Az iPSC sejtvonalak létrehozasa nem képezi részét a dolgozatban bemutatott eredményeknek,
igy a technologia részletes moddszertani ismertetése sem. A dolgozatban a genetikai
ujraprogramozassal 1étrehozott human iPSC vonalak betegségmodellként valo alkalmazasa
keriil bemutatasra. A kisérletek megértéséhez sziikséges szintli modszertani hatteret az irodalmi
attekintés tartalmazza.

3.4.2 Humdan iPSC tenyésztés

Az 1PSC sejtek Matrigel oldattal bevont sejttenyészté edényeken (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), mTeSR-1 tapoldatban (Stem Cell Technologies, Vancouver, Canada;
https://www.stemcell.com/), a gyartd utasitasainak megfelelden, 37°C-on, 5% CO> mellett
inkubatorban kertiltek tenyésztésre. A sejtek passzalasa 3-4 naponta tortént, TrypLE™ Select
Cell Dissociation Reagent (TFS Inc.) alkalmazésaval, a gyart6 utasitasai szerint.

3.4.3 Neuronalis differencialodas és fenntartds

Az iPSC sejtek neuronalis progenitor sejtekké (Neuronal Progenitor Cells, NPC) torténd
differencialtatdsa az Un. kettés SMAD-gatlast (Chambers et al., 2009) alkalmazva, Shi és
munkatarsai részletes protokolljat kovetve (Shi et al, 2012b) tortént. Roviden, a
differencialtatas tizedik napjaig 10 uM SB431542, 500 ng/ml Noggin (R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA; https://www.rndsystems.com) és 5 ng/ml bFGF tartalm(i neuralis
indukcios kozegben (NIM oldat: 50% DMEM/F12 és 50% Neurobasal tapoldat, kiegészitve
IxN2, 2xB27, 2Mm glutamin, 1x nem esszencidlis aminosav (NEAA), 100 uM
B-merkaptoetanol, 5 pg/ml inzulin; TFS Inc.) tenyésztettiilk a sejteket a neuroektodermalis
differencialodas indukalasara. A szovettenyésztd lemezeket poli-L-ornitin és laminin oldattal
(POL/L; 0,002%/1 ng/cm?) (Merck) vontuk be. A differencidcié soran képzéddé neuralis
rozettaszerli strukturdkat steril mikroszkép alatt (Olympus SZX2; Olympus Corporation)
mikropipettaval izolaltuk, és POL/L lemezekre iiltettiik at a 10. nap utan. Az NPC-ket neuralis
fenntarté médiumban (NMM médium: 50% DMEM/F12 és 50% Neurobasal tapoldat, 1xN2,
2xB27, 2Mm glutamin, 1xNEAA), 10ng/ml bFGF és 10 ng/ml EGF hozzaadéasaval
kiegészitve novesztettiik. Az NPC-ket 100%-o0s konfluencia elérésekor Accutase enzim (TFS
Inc.) segitségével passzaltuk, és 50.000 sejt/cm? sejtsiirliséggel iiltettiik ki a tovabbi
szaporitdshoz. Az NPC sejteket 4. és 8. passzazs kozott fagyasztottuk, tovabbi felhasznéalasra
(fagyasztdo médium: 20% DMSO; 20% FBS, 60% DMEM:F12).

Az NPC-ket agykérgi neuronokké terminalisan differencialtattuk (TD) ugy, hogy a sejteket
Accutase oldat alkalmazasdval izolaltuk a sejttenyészté edényekrdl, majd POL/L
(0,002%/2 pg/cm?) lemezre iiltettiik 6ket 40.000 sejt/cm? sejtsiiriségben, NMM tépoldatban
(Shi et al., 2012b), bFGF ¢és EGF kiegészités nélkiil. A tapoldatot 3-4 naponta cseréltiik 5 hétig
(35 nap, TD35 jeloléssel) a megfeleld differencidcio eléréséig.

3.4.4 Immuncitokémiai (ICC) és FACS analizis

A neuralis markerek expresszidjat hagyomanyos ICC-festéssel elemeztiik, a 3.1.5.1 alfejezetben
ismertetett modszer szerint. A felhasznalt antitesteket az 1. melléklet tartalmazza.

Az NPC sejteket 0,5% Tripszin-EDTA kezeléssel gytjtottiik Ossze, hogy egysejtes
sejtszuszpenziot kapjunk, majd 4%-os PFA oldattal (20 perc, szobahdmérséklet) fixaltuk. A
fixalas utan a sejteket 0,2%-os Triton X-100 tartalmu PBS oldatban permeabilizaltuk (5 perc,
szobahdmérseklet); majd 1%-os BSA-val (PBS oldatban) blokkoltuk (15 perc,
szobahdmérséklet). Ezutan a sejteket a megfeleld antitestekkel inkubdltuk 1 6ran keresztiil
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szobahOmérsékleten. A nem konjugélt primer antitestekhez izotipus-specifikus masodlagos
antitesteket hasznaltuk (1. melléklet).

3.4.5 GAG vizsgdlat

A szulfatalt proteoglikanok és glikozaminoglikanok (sGAG) mennyiségi meghatirozédsa a
Blyscan™  Glycosaminoglycan  Assay  (Biocolor  Ltd.,,  Carrickfergus,  UK;
https://www.biocolor.co.uk/) segitségével tortént a gyartd utasitasait kovetve. Az NPC-ket és a
terminalisan differencidlt neuronalis kultirakat 6-lyukl lemezeken ndvesztettiik minden
kisérlethez négy parhuzamos mintaval. A mintakat a Varioskan Flash (TFS Inc) mikrolemez
olvasoval mértiik, €s az eredményeket annak szoftverével (Skanlt Software V6.0) elemeztiik.

3.4.6 Western Blot analizis

A sejtkultarakat a Halt™ proteaz és foszfatdz inhibitor koktéllal és a Pierce™ Universal
Nuclease for Cell Lysis (TFS Inc.) kiegészitett RIPA lizis és extrakcios pufferrel (TFS Inc.)
lizaltuk, szonikaltuk, és a teljes fehérjekoncentraciot a Pierce BCA Protein Assay Kit (TFS Inc.)
segitségével hataroztuk meg. A fehérjemintdkat (5 pg/minta) 12%-os SDS-poliakrilamid
géleken elvalasztottuk és Immun-Blot® PVDF membranra (Bio-Rad, Hercules, CA, USA;
https://www.bio-rad.com/) vittik at. A membranokat 5% alacsony zsirtartalmi tejport
tartalmazd TBST-vel (20 mM Tris-HCI pH:7,4 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20) blokkoltuk
(1 ora, szobahémérséklet), majd egy €jszakan at 4°C-on inkubaltuk elsddleges antitestekkel
(6. tablazat). TBST-vel torténd mosas utan a membranokat torma peroxidazzal (HRP) konjugélt
masodlagos antitestekkel 1:2000 (Merck) inkubaltuk 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten. A
jeleket SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate
(TFS Inc.) segitségével detektaltuk a KODAK Gel Logic 1500 képalkotd rendszerrel és a
Kodak MI SE képalkotd szoftverrel. A fehérje sadvok intenzitdsdnak denzitometrids mérését
Image Studio™ Lite szoftverrel (LI-COR; LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA)
végeztik.

6. tablazat: A Western-blot kisérletekben hasznalt elsddleges ellenanyagok

Ellenanyag neve Gyartoé (Katalogusszam)

Mouse anti-LAMP2 1:500 Abcam (ab25631)
Rabbit anti-GRP78/BIP 1:1000  Abcam (ab21685)
Rabbit anti-Calreticulin 1:5000  Abcam (ab92516)
Rabbit anti-MAPILC3A/B 1:500 BioRad (AHP2167)
Rabbit anti-GAPDH 1:20000  Merck (G9545)

Abcam, Cambridge, UK; https://corporate.abcam.com/

3.4.7 Elektronmikroszkopia

Az NPC-ket Dispase enzim kezeléssel (Merck) levalasztottuk a sejttenyésztd edény felszinérdl
és centrifugalassal pelletaltuk a fixalashoz, mig a 24-lyuki szdvettenyészté edényben
tiveglemezeken nodvesztett, termindlisan differencidlodott agykérgi neuronokat 3,2% PFA-t,
0,2% glutaraldehidet, 1% szacharozt, 40 mM CaCl, tartalmazé oldattal kézvetleniil fixaltuk
0,1 M kakodilat pufferben (pH 7,4) (Merck), 12 6ran keresztiil 4°C-on. Az ultrastrukturalis
elemzésre szant mintdkat 1% ferrocianiddal redukalt ozmiumtetroxiddal (Merck) utofixaltuk
(White et al., 1979), fokozatos etanol-sorozat segitségével dehidrataltuk, majd Spurr alacsony
viszkozitdsu epoxigyanta (Merck) kozegbe dgyaztuk. Az ultravékony metszeteket Formvar
(Agar Scientific Ltd. London UK; https://www.agarscientific.com) bevonatu réz halora (grid)
gyljtottiik, uranil-acetattal és Reynolds 6lom-citrattal (Merck) kontrasztoztuk, majd Morada 11
megapixeles kamerdval (Olympus) felszerelt JEOL JEM 1011 transzmisszios
elektronmikroszkopon vizsgaltuk iTEM szoftver segitségével (JOEL Ltd., Akishima, Tokyo,
Japan; https://www.jeol.com/products/scientific/tem/). Az elemzést Dr. Molnar Kinga és Dr.
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Laszlo Lajos végezte (Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék, Eotvos Lorand
Tudomanyegyetem, Budapest).

3.4.8 qPCR génexpresszios elemzés

A teljes RNS-t az RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) segitségével izolaltuk NPC és neuronalis
kultardkbol (TD35). A reverz transzkripcidohoz 600 ng izolalt RNS-t hasznaltunk a Maxima
First Strand ¢cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR with dsDNase (TFS Inc.) KIT-tel, a gyarté
utasitasai szerint.

A primereket kétszeres sorozatos higitdsu standard gorbék segitségével optimalizaltuk.
Referencia génként GAPDH-t hasznaltunk (7. tablazat). Minden egyes valos idejii PCR-reakcio
5 ng RNS-ekvivalens cDNS-templatot, 400 nM-t minden egyes sajat tervezési primerbdl és
50% SYBR Green JumpStart Taq ReadyMixet (Merck) tartalmazott, 15 pl dssztérfogatban. A
PCR-reakciokat a QIAgility folyadékkezeld robot segitségével allitottuk be, és egy Rotor-
Gene Q késziiléken (Qiagen) futtattuk le. A ciklikus paraméterek a kovetkezdk voltak: pre-
denaturacio 94°C 3 perc (1x); 40 ciklus denaturacié 95°C 5 mp, lanchosszabbitas 60°C 15 mp
¢és lanchosszabbitas 72°C 30 mp. Minden gén esetében harom ismétlés adatait elemeztiik a
Relative Expression Software Tool 2008 V2.0.7 segitségével (Pfaffl et al., 2002).

7. tablazat: Az qPCR ¢és XBP1 kisérletekben hasznalt primerek szekvenciaja

Gén roviditése Azonosité szam Primer Szekvencia (5'-3") PCR termék
(Gene Bank) F, forward; R, reverse (bp)
qPCR primerek
PAX6 5080 F: GCCAGCAACACACCTAGTCA 138
R: TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC
NES 10763 F: ACTGAAGTCTGCGGGACAAG 64
(NESTIN) R: CAGTGGTGCTTGAGTTTCTG
TUBB3 10381 F: AACGAGGCCTCTTCTCACAA 107
R: GGCCTGAAGAGATGTCCAAA
MAP2 4133 F: TTGTCTCTAACCGAGGAAGCA 103
R: TCGTTGTGTCGTGTTCTCAA
RBFOX3 146713 F: GGAGAAGCTGAATGGGACGA 60
(NEUN) R: GCCGTGGCATTATTGACCT
AQP4 361 F: ATGGAGGTGGAGGACAACAG 85
R: GGTCAACGTCAATCACATGC
GAPDH 2597 F: CTCTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 69
R: TGAGCGATGTGGCTCGGCT
XBP1-assay primerek
XBPI(S)* 7494 F: TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG 169
(NM_001079539.1) ~R:  GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG
XBPI(S) / 7494 F: GGGAATGAAGTGAGGCCAGT 183/209
XBPI(U) (NM_001079539.1; R: GGAAGGGCATTTGAAGAACA
NM 005080.3)
Szekvenalé primerek
IDS (full CDS) 3423 F: TTCCCGACGAGGAGGTCTCT 1905
(NM_000202.7) R:  TTCTCAGGCCAAATTGTTGA
IDS-int 3423 F: GTCAGCCAGTCCTTTCTTCC -
(NM_000202.7) R:  CCAGGGTGATGTTCTCCAAG

* (van Schadewijk et al., 2012)
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3.4.9 Az endoplazmatikus retikulum stressz XBPI1-vizsgalata

Az endoplazmatikus retikulumban (ER) az un. unfolded fehérjék (nem kialakult térszerkezetii
fehérjék) felhalmozodasakor az X-box kotd fehérje 1 mRNS-bél (XBP1(U)) egy 26
nukleotidb6l all6 fragmentum egy specidlis splicing mechanizmus segitségével levagodik
(Yoshida et al., 2001). Ez a révidebb mRNS (XBPI(S)) az ER-stressz gyakran hasznalt
markere. Az XBP1(S) expresszidjanak vizsgalatahoz korabban leirt primert és sajat tervezési
primereket egyarant hasznaltunk (7. tablazat) (van Schadewijk et al., 2012). Pozitiv
kontrollként a Ctrl iPSC sejteket 1 uM tunikamicinnel (Merck) kezeltik az ER-stressz
kivaltasara. A PCR-reakciokat Phusion Hot Start II High-Fidelity DNS-polimeraz (TFS Inc.) és
20 ng cDNS felhasznéalasaval végeztik. A PCR-termékeket 2%-os agardz gélen tettiik
lathatova.

3.5 Ossejtekbél differencialtatott 3D  neuroszferoidok toxikolégia
alkalmazasa

3.5.1 Human iPSC sejtvonal és tenyésztése

A kisérletekben a Ctrl-2 jelzési human iPSC vonalat hasznaltuk, amely egy egészséges
onkéntes, kozépkoru kaukazusi nd periférids vér mononukledris sejtjeibél (PBMC) Sendai-
virus medialt genetikai Ujraprogramozéassal keriilt eldallitasra a Biotalentum Kft
laboratériumaban, korabbi kozleménylink szerint (Zhou et al., 2016; Chandrasekaran et al.,
2017). A sejteket BD Matrige]™ matrixon (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)
mTeSR™1 médiumban (Stem Cell Technologies), a passzazsokhoz Gentle Cell Dissociation
Reagenst (Stem Cell Technologies) hasznalva tenyésztettiik, a gyartd utasitasai szerint. A
sejteket 37°C-on, 5% CO: mellett, parasitott 1égkorben tenyésztettiik; a vizsgalatokban a
differencidlashoz a 16. és 17. passzdzsbdl szarmazé tenyészeteket hasznaltuk.

3.5.2 Neuronalis differencialtatds

A Ctrl-2 hiPSC vonalat a 3.4.3 alfejezetben ismertetett modon, a kettds SMAD gatlasi eljarassal
differencialtuk NPC sejtekkeé.

3.5.3 3D neuroszferoid tenyésztés

Az NPC sejteket POL/L (0,002%/1 pg/cm?) bevonati lemezeken (50.000 sejt/cm?)
tenyésztettiik. Amikor elérték a 100%-os konfluenciat, az NPC-ket Accutase kezeléssel
tavolitottuk el az aljzatrdl, €s az egysejtes szuszpenziot alacsony adherencidju 96-lyuka lemezre
ltettiik, 10.000 sejt/lyuk sejtszammal, NMM médiumban. A neuroszferoidok a kitiltetést
kovetd 48 oran beliil kialakultak, ezt kovetden 3 naponként cseréltiik a sejttenyésztd tapoldat
felét. A mintakat a 0. napon (D0), a 2. napon (D2) és az 1. hét végétdl (D7) a 6. hét végeig (D14,
D21, D28, D35 és D42) heti rendszerességgel gylijtottiik a vizsgélatokhoz.

3.5.4 Immuncitokémia (ICC)

A 3D neuroszferoidokat 4%-os paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk (egy 6ra, szobahémérséklet),
majd haromszor mostuk PBS oldattal. A régzitett mintakat 0,01% nétrium-azidot tartalmazo
PBS ¢és 30% szacharéz oldatdban helyeztiik legalabb 2 napra, 4°C-on a Shandon Cryomatrix
gélbe (TFS Inc.) torténd beagyazasig. A 16 pm-es parhuzamos metszeteket kriosztat (Leica CM
1850 kriosztat, Leica GmbH) segitségével készitettiik el, Superfrost™ Ultra Plus Adhesion
Slides (TFS Inc.) lemezekre rogzitettiik, és felhasznalasig -20°C-on taroltuk. Immunfestésnél
10 perces 1égszaritas utan a metszeteket egy oran at szobahdmeérsékleten blokkol6 oldattal (3%
BSA, 0,2% TritonX-100 PBS-ben; Merck) kezeltik. Az immunjel6lés tovabbi lépései
megegyeztek a 3.1.5.1 alfejezetben ismertetett immunfestési eljaradssal. Az alkalmazott
ellenanyagokat az 1. melléklet tartalmazza. Az immunreaktiv metszeteket egy BX-41
epifluoreszcens mikroszkop (objektivek: 20x 0,50 NA; 40x 0,75 NA; Olympus) segitségével
elemeztiik, amelyhez egy DP-74 digitalis kamera és a CellSens szoftver (V1.18; Olympus) volt
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felszerelve. Az Olympus Fv10i-W kompakt konfokalis mikroszkopos rendszert (objektiv: 60x
1,35 NA; Olympus) az Fvl10i szoftverrel (V2.1; Olympus) alkalmaztuk a konfokalis
képalkotashoz. Minden képet a GNU Image Manipulation Program (GIMP 2.10.0) és az NIH
Image] elemzé szoftver (https:/imagej.net/ij/) segitségével dolgoztunk fel. A 3D
neuroszferoidok metszését és immunhisztokémiai feldolgozasat (konfokalis mikroszkopia) Dr.
Bellak Tamaés végezte (BioTalentum Kft).

3.5.5 Apoptozis teszt

A 3D mintdk beagyazéasat és krioszekcionalasat a fentiek szerint végeztiik. Az apoptotikus
aktivitds kimutatasara a DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System (Promega Corporation,
Madison, WI, USA; https://worldwide.promega.com/) rendszert hasznaltuk a szferoidok
kozépso (legnagyobb atmérdjii) metszetein, a gyarto utasitasait kovetve. A mikrofotokat DP-74
digitalis kameréaval (Olympus) készitettiik fénymikroszkop (BX-41, objektivek: 20x 0,50 NA;
40x 0,75 NA; Olympus) és CellSens szoftver (V1.18; Olympus) segitségével. Az NIH ImageJ
elemzd szoftvert hasznaltuk az apoptotikus és az Osszes (hematoxilinnel festett) sejtek
szamanak megszamlalasahoz. Ot kontroll és &t kezelt szferoidot valasztottunk ki
véletlenszertien, harom kisérletben (n=3) minden differencialédasi stddiumban (D21, D28 ¢s
D42), ahol minden mintabol a kozépsd (~legnagyobb atmérd) metszeteket elemeztiink.

3.5.6 Elektronmikroszkopia

A neuroszferoidokat (kezeletlen, hordozoanyaggal vagy vegylilettel kezelt) a kiilonbdzd
differencidlodasi szakaszokban a 3.4.7 alfejezetben leirtak szerint kezeltiik, a kovetkezo
kiilonbséggel: az ultrastrukturalis elemzésre szant mintdkat 1,5%-os agarba agyaztuk az
utofixalas elétt. Minden mas megegyezett a 3.4.7 alfejezetben leirtakkal. A szferoidok kozépso
régidjabol (legnagyobb atmérd) szarmazo ultravékony metszeteket vizsgaltuk.

3.5.7 A szferoidok atmérdjének és dsszes fehérje tartalmanak meghatdarozdsa

A 96-lyuktt lemezben novesztett 3D szferoidokat az Olympus IX71 mikroszkép 4x
objektivjével (0,1 NA) és DP21 kameraval (Olympus) vettiikk fel. A képeket az Olympus
CellSens Dimension szoftver (V1.11) segitségével a szferoidok atmérdjének mérésével
elemeztiik. Minden érték 3 kisérlet atlagat jelenti (n=3) a 96 mért szferoid mindegyikénél. A
3D szferoidokat egyenként lizaltuk a Halt™ protedz és foszfataz inhibitor koktéllal és Pierce™
Universal Nuclease for Cell Lysis pufferrel kiegészitett RIPA lizis és extrakcios pufferrel,
szonikaltuk, majd a teljes fehérjekoncentraciot a Pierce BCA Protein Assay Kit segitségével
hataroztuk meg a gyartd utasitasai szerint. A D2, D7 és D14 minték kis szferoid mérete miatt
harom szferoidot egyiitt kezeltlink, és az egyedi értékeket ennek megfeleléen szamoltuk ki.
Héarom kisérletet végeztiink (n=3), amelyekben minden egyes idOpontban 24 szferoidot
elemeztiink.

3.5.8 qPCR génexpresszios elemzés

A hasznalt metodika megegyezik a 3.4.8 fejezetben ismertetett protokollal. Minden mintdhoz
12 szferoidot egyesitettiink, €s harom biologiai ismétlést végeztiink (n=3). A felhasznalt sajat
tervezésii primereket a 7. és 8. tablazat tartalmazza.
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8. tablazat: A qPCR kisérletekben hasznalt primerek szekvenciaja

Gén Azonosité szam Primer Szekvencia (5'-3") PCR termék

roviditése Gene Bank F, forward; R, reverse
TAGTAAGGCAGGTCCAAGCA

S0X1 6656 11; GGGTGGTGGTGGTAATCTCT %%
s0x9 6662 K TTGACGTGOGGCTTGTIC 80
MEIS7 a8 K AGGAAGCIGGATACGGATGT 150
MAPT 4137 R GGCACAAGICCITACAAAGAGAAG &
DLGH 1742 R AGTCICTCICGAGCTGGAAC. 187
REFOX3 146713 K GOCOTGGATIATTGACCT 0
cLoN11 5010 R ACATCATACAAACCTGAAMTCAAA 1%
GRINT 2902 R ATCCGCATACTTGGAAGACA o
CHAT 1103 11: ggggggé?%éﬁé@&?? He
H 7054 R GCACCATAGGCCTTCACETC n
GADI 2571 R TTGATGTCAGCCATTCICOA 8
F:  GTGAGGATGTGGATGGAGGT
SLC6A4 6532 191
R:  GCGAGATAGCATCCCTGTTC

3.5.9 Toxicitasi kezelések és ATP életképességi vizsgdlat

Tizenegy jol ismert toxicitasi profili vegyiiletet (5. melléklet) teszteltiink 7 kiilonbozo
koncentracioban (9. tdblazat) a 3D neuroszferoidokon. A legmagasabb dézist a vegyliletek
oldhatésaga alapjan hataroztuk meg, és ligyeltiink arra, hogy a vegyiiletnek a taptalajban valo
higitasa utan ne érjiik el a 0,1%-0s DMSO-szintet. Minden mintabol négy technikai ismétlést
alkalmaztunk minden mintan, és harom biologiai ismétléses vizsgalatot végeztiink (n=3). A 3D
sejtkultirakat 72 oran keresztiil kezeltiik (expozicids id0) a vizsgalt tesztanyagokkal. A kezelési
sémat a 6. abra mutatja be. A vivéanyag kontroll (vehicle) 0,1% DMSO-val kiegészitett normal
tapoldat volt.

3D neuroszferoidok

NPC sejtek kihelyezése kezelése a vizsgalni
3D kulturaba kivant anyagokkal
‘!’ 3D neuroszferoid differenciacié kezelés
: 21, 28, vagy 42 napig 72h T

életképesség
meghatarozasa

6. abra: 3D neuroszferoidok expozicids sémaja. Az NPC sejtek kultiraba helyezését koveten a szferoidokat 21,

s

mentén kezeljiik 72 oras expozicios idétartamban, majd ezt kdvetden a sejtek életképességét meghatarozzuk és
koncentracio-valasz gorbéket vesziink fel. Ezaltal meghatarozhatd az egyes anyagok neurondlis sejtek
¢letképességére gyakorolt hatasa koncentracidjuk figgvényében.
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9. tablazat: A toxicitas tesztekben hasznalt vegyiiletek és alkalmazott koncentracioi

Vegyiilet neve (CAS szam) Gyartoé Torzsoldat Tesztelt koncentraciok

[kémiai név] (Cat.N.) (mM) Oldoészer (M)

Paraquat dichloride hydrate

(75365-73-0) Carbosynth 100 dH-0 1000; 600; 300; 100; 30; 10;
[1,1'-Dimethyl-4,4'-bipyridinium (FP40644) 2 1;
dichloride hydrate]
Doxorubicin hydrochloride Merck 200; 100; 30; 10; 1; 0,1;
(25316-40-9) (D1515) 200 dH,0 0,01;
Paracetamol (103-90-2) Merck Cen. am. 1. 1. T, .
[4"-Hydroxy-acetanilide] (A7085) 100 DMSO  100; 505 30; 10; 1; 0,1; 0,01;
TCI Chemicals 100; 30; 10; 1; 0,1; 0,01;
Rotenone (83-79-4) (R0090) 100 DMSO 0.001:
Ibuprofen (15687-27-1) . A 1A,
[a-Methyl-4-(isobutyl)phenylacetic TCI Chemicals 100 DMSO 100; 30; 10; 1.’ 0.1;0,3;
acid] (10415) 0,01;
Valproic acid (1069-66-5) Merck ) . Cen. A 1A,
[2-Propyl-pentanoic acid] (P4543) 400 dH,O 400; 200; 1005 50; 30; 10; 1
Acrylamide (79-06-1) Merck 3500 dH,0 3500; 2000; 1000; 600; 300;
[2-Propen-amide] (A3553) : 100, 10;
Rifampicin (13292-46-1) Carbosynth 100; 30; 10; 1; 0,1; 0,03;
[3-(4-Methyl-piperazinylimino- 100 DMSO )
. . (ARI11351) 0,01;
methyl)rifamycin]
Mercury(II) chloride Carbosynth 1000; 600; 100; 30; 10; 1;
(7487-94-7) (FM35310) 1000 DMSO 0,1;
Hexachlorophene (70-30-4) . Cn 1A )
[2.2'-Methylenebis(3,4,6- TCI Chemicals 100 DMSO 100; 10; 1; 0,33 0,1; 0,03;
. (M0219) 0,01;
trichlorophenol)]
Colchicine (64-86-8)
[(S)-N-(5,6,7,9-Tetrahydro-1,2,3,10- Carbosynth 50 40 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001;
tetramethoxy-9-oxobenzo[a]heptalen-7-  (FC11732) 2 0,0003; 0,0001;
yl)acetamide]

Az ATP-életképességi vizsgalatot a CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay hasznalataval
végeztilk a gyartd protokollja szerint (Promega Corporation). A neuroszferoidokat 100 pL
CellTiter-Glo® 3D Reagenssel 60 percig inkubaltuk szobahdémérsékleten. A lumineszcencia
jelet Thermo VarioScan Flash (TFS Inc.) lemezolvaséval rogzitettiik.

Minden eredményt a Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) szoftverrel elemeztiink
¢és a Microsoft Office 2010 Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) szoftverrel kezeltiink. A
koncentracio-valasz normalizaldsdhoz a pozitiv kontroll atlagos értékeit 0%-nak (az
¢letképesség nulla, minden sejt elpusztul), a vivOanyag (vehicle) kezelés (0,1% DMSO normal
tapoldatban) atlagos értékét pedig 100%-nak vettiik (az életképesség 100%). Az ECio és ECso
hatasos koncentracio értékek meghatarozdsdhoz négy paraméteres gorbeillesztési modszert
alkalmaztunk, ahol a grafikonokon szerepld adatok harom biologiai ismétlés atlagat jelentik.
Az adatok elemzése atlag (#SEM) értékként van feltiintetve. Az adatok szignifikanciajat
egyiranya ANOVA teszttel hataroztuk meg (*p<0,05; **p<0,01).
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4 EREDMENYEK

4.1 Embrionalis 6ssejtvonalak alapitasa genetikai ujraprogramozassal
létrehozott egér embriokbal

Az els6 célkitlizés a sejtmagatiiltetéssel (NT) létrehozott embriokbol torténd pluripotens
Ossejtvonalak (PSC) elbéallitasanak vizsgalata volt a kiillonbozé NT mddszerekkel és kiilonb6zo
sejtmagdonor sejttipusok alkalmazasakor. Ertékeltiik, hogy kimutathatéak-e kiilonbségek az
ntESCs ¢s a hagyomanyos fertilizacioval eléallitott embriokbdl 1étrehozott ESC sejtvonalak
kozott, valamint az azonos sejtmagdonor sejttipus eredetii sejtvonalak kozott. Megvizsgaltuk a
kiilonb6z6 sejtmagtranszfer modszerekkel eldallitott NT-embriok letapadasi képességét, az
ESC sejtvonal eléallitas hatékonysagat, optimalizaltuk a sejtvonal alapitds modszerét, majd
pedig Osszehasonlitottuk az egyes sejtvonalak fobb pluripotencia tulajdonsagait.

4.1.1 Embrionadlis ossejtvonalak alapitisa zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetéssel (ZF-
NT) létrehozott egér embriokbol

Ismert, hogy a zona pellucida vagyis a petesejtet koriilvevo burok eltavolitdsa miatt az Gn. zona
pellucida-mentes sejtmagatiiltetés (ZF-NT) soran az embriok érzékenyebbek a mechanikai
stresszre, valamint az aktivacid protokollja is eltér a piezoelektromos sejtmagatiiltetés (PEM-
NT) modszerétdl (Ribas et al., 2005). Elsdként az embridk osztédasban gatolt (Mitomicin C-
kezelt) egér embriondlis fibroblaszt (MEF) taplalo sejtrétegre vald letapadasi képességét
hasonlitottuk 6ssze. Megfigyeléseink szerint a 48 oran beliill letapadt és rogziilt embriok
fejlettebb, nagyobb és kompaktabb ICM sejtcsomoval rendelkeztek, mint azok, amelyek csak
48 ¢és 96 ora kozott voltak képesek letapadni. A késébb rogziilt holyagesira embriok gyakran
csak trofoblaszt (TE) tipust sejtekkel rendelkeztek. Mind a ZF-NT, mind a ZF-PGA hdlyagcsira
embriok alacsony kotddési aranyt mutattak (53,6%, illetve 51,8%) a ZF-fertilizalt embridokhoz
(kontroll) képest (87,5%) (10. tablazat).

Az NT-embriokban megfigyelt viszonylag kis méreti ICM-ek miatt az ESC-vonalak
létrehozasa soran az ICM-csomdok modositott mechanikai izolalasa sikeresebb volt, mint a
Tripszin-EDTA enzimes izolalas. A ZF-NT embriokra mddositott mddszeriink 1ényege, hogy az
ICM izolalaskor a mikrokapillarist nem Tripszin-EDTA oldataval toltottiik fel, hanem HEPES
pufferelt Ca**-Mg?" mentes PBS oldattal. Majd ezt az oldatot juttattuk az ICM csomora és
mechanikus uton tavolitottuk el, majd iiltettiik tovabb uj taplalo sejtrétegre (Mitomicin-C kezelt
MEF), a sejtcsom6 szétvalasztasa nélkiil. A legsikeresebb ESC alapitas a ZF-fertilizalt
csoportban tapasztaltuk (35,4%), szemben az alacsonyabb ZF-PGA (1,3%) és a ZF-NT (5,3%)
csoporttal (10. tablazat).

10. tablazat: ESC-vonalak létrehozasa ZF-NT modszerrel eldallitott embridkbol

Hélyagcsira embrio tipusa Embriok szama Letapadt Izolalt ICM ESC-vonalak
(n) embriok (%) (%) (%)
ZF-fertilizalt embrid 48 42 (87,5)*° 41 (85,4)° 17(354)*
ZF-PGA embri6 307 159 (51,8)° 94 (30,6) ° 4(1,3)°
ZF-NT embri6 209 112 (53,6) ® 84 (40,2)° 11(5,3)°

b gtatisztikailag szignifikans kiilonbség oszlopon beliil (p<0,05). ZF, zona pellucida mentes embri6; PGA, partenogenetikus;
NT, sejtmagatiiltetés; ICM, belso sejtcsomd; ESC, embrionalis &ssejt.

4.1.2 Embrionadlis ossejtvonalak alapitasa piezoelektromos sejtmagatiiltetéssel (PEM-NT)
létrehozott egér embriokbol

Az ¢el6z6 kisérlethez hasonloan itt is megvizsgaltuk az embridk letapadasi, majd az ICM
novekedési képességét ¢€s a létrehozhatd sejtvonalak aranyat. A zona pellucida-intakt,
fertilizacioval 1étrehozott holyagcesira embriok mutattdk a legmagasabb letapadasi aranyt
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(83,3%) a PEM-NT ¢és a zona pellucida-intakt PGA holyagesira embriokhoz képest (53,8% ¢és
50,9%) (11. tablazat). Mindegyik esetben a tenyésztés 2. napjatdl kezdve megtigyelhetd volt a
taplalo sejtréteghez vald rogziilés. A megtermékenyitett embriok ICM sejtcsomdja volt a
legnagyobb és megfelelé ahhoz, hogy enzimes kezeléssel is izolalni lehessen azt, mig a
sejtmagatiiltetéssel létrehozott embriok ICM csomdja kis mérete miatt csak mechanikusan volt
izolalhatd, a ZF-NT embridoknal megfigyeltekhez hasonld6 médon. Ebben a kisérleti csoportban
is megfigyeltiink olyan NT embriokat, amelyek a letapadast kovetden csak a trofoblaszt
sejtekbdl alltak.

Az ICM sejtek elso atiiltetését kovetden az ESC-szerii kolonidk foként a megtermékenyitett
csoportban voltak megfigyelhetok. Az NT csoportban jellemzéen ESC-szerti és differencialt
sejtek vegyes populécioi jelentek meg. A PEM-NT ESC-vonalak ardnya jelentdsen alacsonyabb
volt (15,4%) a PGA (32,1%), és a megtermékenyitett (62,5%) csoporthoz képest (11. tdblazat).

11. tablazat: ESC-vonalak 1étrehozasa PEM-NT moddszerrel eléallitott embriokbol

Hélyagcsira embri6 tipusa Embriok Letapadt Izolalt ICM ESC-vonalak
szama (n) embriok (%) (&) (%)

Fertilizalt zona pellucida-

intakt kontroll 24 20 (83,3) 18 (75,0) 15 (62,5)

PGA. ’(zona pellucida intakt) 53 27 (50.9) 27 (50.9) 17 32.1) @

embrid

PEM-NT embrid 26 14 (53,8)® 14 (53,8)® 4(154)°

ab statisztikailag szignifikdns kiilonbség egy oszlopon beliil (p<0,05). PGA, partenogenetikus; NT, sejtmagatiiltetés; ICM, belsd
sejtcsomd; PEM, piezoelektromos sejtmagatiiltetési eljaras; ESC, embrionalis Ossejt;

4.1.3 A sejtmagdonor sejttipus hatiasa a ZF-NT embriokbdl torténé ESC alapitdasra

Korabban kozzétett adatok alapjan a sejtmagdonor sejtek tipusanak hatasat a sejtmagatiiltetés,
valamint az ESC alapitas hatékonysagara piezoelektromos NT modszer esetén mar ismert volt
(Wakayama et al., 2005b). Ezért megvizsgaltuk, hogy hasonld hatas tapasztalhato-e a ZF-NT
esetében is az ESC alapitas tekintetében. Kiilonb6zd sejtmagmagdonor sejttipusokat (ESC,
MEF ¢és friss kumuluszsejtek) hasonlitottunk 6ssze. Az ESC és a kumulusz sejtmagdonor
sejtekbdl szarmazd NT embridk szignifikdnsan magasabb eredményt produkaltak (20,6% és
28,6%), mint a MEF donorsejtek (1,2%) a sejtvonal alapitasi kisérletekben (12. tdblazat). Az
embriok letapadéasi ardnya jelentdsen kiilonbozott a hdrom sejtmagdonor csoport kozott: a
kumuluszbo6l szarmazé NT embridk letapadasi aranya 85,7% volt, ezt kovette az ESC (76,5%)
majd a MEF-NT embriok ardnya (47,6%). Megfigyelésiink szerint az MEF-NT embridknak kis
méretli ICM csomoja volt, €s sok esetben nem voltak képesek a taplalo sejtréteghez tapadni.
Annak ellenére, hogy a MEF donorsejtbdl szarmazé NT embriok szamat megndveltiik a
kisérletben, nem tudtuk javitani a csoport ESC-1étrehozési hatékonysagat (12. tablazat).

12. tablazat: A sejtmagdonor sejttipus hatdsa a ZF-NT embriokbol torténd ESC vonalak
létrehozasanak hatékonysagara

Sejtmagdonor sejt tipusa Embriok szama Letapadt Izolalt ICM Sejtvonalak
embriok szama (
HMI 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)

ab statisztikailag szignifikdns kiilonbség egy oszlopon beliil (p<0,05). ICM, belsé sejtcsomd (Inner Cell Mass); ESC,

embrionalis dssejt; MEF, egér embrionalis fibroblaszt (Mouse embryonic fibroblast);
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4.1.4 A létrehozott ESC-vonalak pluripotencidjanak elsiodleges vizsgalata

Az elsddleges vizsgalat és kivalasztasi kritérium a sejtvonalak alapitasakor a pluripotencia
kialakitasaért felelos fobb fehérjék expresszidja volt. Vizsgalatainkban az 6sszes 1étrehozott
ntESC sejtvonal (4 ZF-NT és 11 PEM-NT vonal; lasd 10. és 11. tdblazat), pozitiv expressziot
mutatott a f6 pluripotencia markerekre, ugymint: POUSF1, NANOG (transzkripcids faktor
fehérjék, sejtmagi lokalizacid) SSEA1 (membran fehérje) az immuncitokémiai vizsgalatban,
valamint pozitivitast mutattak alkalikus foszfataz (ALP) enzim aktivitasra (7. abra).

BF ALP SSEA-1 POUSF1 NANOG

7. abra: Zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetéssel eléallitott (ZF-NT), parthenogenetikus (PGA) és
fertilizacidéval 1étrehozott embriokbol (Ctrl) szarmazé ESC vonalak in vitro pluripotencidjanak elemzése. A
reprezentativ képek a koldniak fénymikroszkopos képét (méretvonal = 200 um), az alkalikus foszfataz (ALP)
enzimaktivitds festés (méretvonal = 100 pm), valamint a SSEA-1, POUS5SF1, és NANOG immunfestéseket
mutatjak be egy-egy sejtvonalon (méretvonal = 50 pm). ZF-NT, zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetés; PGA,
partenogenetikus; ALP, alkalikus foszfataz; ESC, embrionalis 6ssejt (Kobolak et al., 2010 alapjan médositva).

A kovetkezd 1épésben spontan differencidcios képességiiket hasonlitottuk dssze fiiggécsepp
modszert alkalmazva (Doetschman et al., 1985). Az ntESC-bdl szdrmaz6d aggregalt sejtek
2 napos fliggdcseppben torténd tenyésztést kovetden
szabalyos €s hasonld embriotest (Embryoid body,
EB) morfologiat mutattak, nem figyeltiink meg
kiilonbséget, sem a donorsejtek szerint, sem a
kontroll és ntESC-k kozott.

Az EB-k szuszpenzios kultaraba torténd atvitele és
tovabbi 4 napig tartd tenyésztése utan egyszerii
aggregatumok (simple embryoid bodies, SEB)
alakultak ki (8. dbra), majd tovabbi 7-10 napos
szuszpenzids tenyésztést kovetden az ntESC
vonalak képesek voltak un. cisztikus EB-ket (cystic
embryoid bodies, CEB) is képezni (8. dbra). Ezek az
eredmények azt jelzik, hogy az Osszes létrehozott
sejtvonal képes kiilonbozo szovetekké
differencidlédni in vitro és EB-ket (egyszerli és
cisztikus) képezni, amely a pluripotencia egyik
1ényeges in vitro kritériuma.

8. abra: Az NT ¢és fertilizacioval létrehozott (kontroll) embriobdl szarmazod ESC sejtvonalak in vitro spontan
differencialasa. A reprezentativ fénymikroszkopos felvételek az EB-k differencialodasat mutatjak be ntESC és
kontroll ESC eredetii 2 napos EB (A ¢s B), 7 napos SEB (C és D) és 10 napos CEB (E és F) aggregatumokat
Osszehasonlitva. EB, embridtest; SEB, egyszerti EB; CEB, cisztikus EB; (méretvonal = 100 um) (Kobolak et al.,
2010 alapjan modositva).
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4.2 A létrehozott egér ntESC-vonalak pluripotencidjanak komplex
vizsgalata
4.2.1 Az elemzésbe bevont sejtvonalak

A tovabbiakban egy-egy, az elsddleges pluripotencia teszteken pozitiv, stabil ESC sejtvonalat
valogattunk ki eljarasonként és hasonlitottuk 0ssze azokat a részletes, komplex fehérje és
génexpresszids vizsgalatokban. A vizsgalatainkban két genetikai hattérbdl (126/0Ola és B6D2)
szarmaz0, kiilonbozd sejtmagdonor sejt eredetti egér ntESC sejtvonalakat hasonlitottunk 6ssze
a genotipus-kontroll ESC sejtvonalakkal, amelyek megtermékenyitett embriokbol szarmaztak,
valamint egy parthenogenetikus ESC sejtvonallal, mint recipiens petesejt-kontroll. Ezenkiviil
két sejtmagatiiltetési (NT) modszer, az un. zona pellucida-mentes (ZF) és a piezoelektromos
(PEM) technologia is 0sszehasonlitasra keriilt azonos sejtmagdonor sejttipusbol szdrmazo
ntESC sejtvonalak Osszehasonlitdsa révén, ahol két kumulusz donorsejt eredetli sejtvonalat
vizsgaltunk. Ezért ezekre a sejtvonalakra a tovabbiakban ZF-NT ¢és PEM-NT néven
hivatkozunk, hogy leirjuk az eléallitasukhoz hasznalt technikét, illetve ennek megfeleléen MEF
NT vagy CUM NT néven, hogy leirjuk donorsejt-hatteriiket. A konnyebb kovethetoség
érdekében a 13. tdblazatban az elemzett sejtvonalak genotipusat, eldallitasi modszeriiket és a
sejtmagdonor sejt tipusat foglaltam 6ssze.

13. tablazat. A komplex pluripotencia vizsgélatban szereplé ESC vonalak fébb jellemz6i

ESC sej’tvonal N'l,“ se]:tnrlagdonor e e
elnevezése modszere sejttipus

HM1 ESC — — 12901a homozigodta
HMI1 NT ntESC ZF HM1 ESC 1290la homozigdta
B6D2 ESC - - B6D2 F1 heterozigdta
B6D2 MEF NT ntESC ZF B6D2 MEF B6D2 F1 heterozigbta
B6D2 CUM NT ntESC ZF B6D2 kumulusz  B6D2 F1 heterozigdta
B6D2 CUM NT (PEM) ntESC PEM B6D2 kumulusz  B6D2 F1 heterozigdta
B6D2 PGA pESC - B6D2 petesejt B6D2 F1 homozigota

ESC, embrionalis dssejt; NT/nt, sejtmagatiiltetés; MEF, egér embrionalis fibroblaszt; CUM, kumulusz; ZF, zona pellucida-
mentes sejtmagatiiltetési modszer; PEM, piezoelektromos mikromanipulacios sejtmagatiiltetési modszer; p, parthenogenetikus
sejtvonal; PGA, partenogenezis

4.2.2 Pluripotencia markerek expresszidjanak fehérje szintii ésszehasonlitisa

Korabban mar megvizsgaltuk a legfontosabb markerek expressziojat, a sejtvonalak elsddleges
tesztelésekor, azonban a teljes és részletes Osszehasonlitdshoz tovabbi markerek bevonasara
volt sziikség a kivalasztott sejtvonalakon. A hagyomanyos markerek mell¢, ugymint alkalikus
foszfataz (ALP) enzimaktivitas, POUSF1, SSEAT1, (Nichols et al., 1998; Pesce et al., 1999),
NANOG (Mitsui et al., 2003) immunfestés, a SOX2 (Avilion et al., 2003) és a korai embrionalis
differencialodas egyik szabalyozo fehérjéje az FGF4 (Ambrosetti et al., 1997; Avilion et al.,
2003) markerek is bekeriiltek. Ezt kovetden kvantitativ mdédon, aramlasi citometria (FACS)
modszerével vizsgaltuk a pluripotencia marker fehérjék expresszidjat. A sejtvonalakat
Osszehasonlitva a HM1 és a HM1 NT nem kiilonbozott a vizsgalt markerek egyikében sem. A
B6D2 ESC vonal (a genotipus-kontroll) sem a HM1-t6l, sem a HM1 NT-t6]1 nem kiillonbozott
jelentdsen, kivéve a SOX2 expressziot (14. tablazat). Vizsgélatainkban a B6D2 PGA sejtvonal
mutatta a legszignifikansabb eltéréseket mind a kontrolloktol, mind az azonos genotipusu
(B6D2) sejtvonalaktol (14. tablazat).

A POUSF1-pozitiv sejtek szazalékos ardnya 64% (£3,1) és 75% (£4,6) kozott valtozott a
vizsgalt sejtvonalakban. Szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) figyeltiink meg a HM1 (1290la
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genotipus) és a B6D2 genotipust ntESC sejtek k6zott: B6D2 MEF NT (66% +2,9), B6D2 CUM
NT (67% +6,8) és B6D2 CUM NT (PEM) (64% =£3,1) esetén (14. tablazat).

Az SSEA1 expresszidjanak értékelése azt mutatta, hogy a legmagasabb pozitiv sejtarany a
B6D2 MEF NT (71% +5,3) sejtvonalban volt kimutathatd, ami nem kiilonbo6zott jelentdsen a
HM1 sejtvonaltdl (68% +5,9) (14. tablazat). A B6D2 CUM NT (PEM) (58% +3,6) ¢és a
parthenogenetikus sejtvonal, a B6D2 PGA (47% +£7,5), szignifikansan (p<0,05) alacsonyabb
expresszioval rendelkezett e marker tekintetében.

A NANOG a B6D2 CUM NT sejtvonalban magasabb expresszios szintet mutatott (73% £2,1),
mig a B6D2 CUM NT (PEM) és a B6D2 PGA ntESCs alacsonyabb expresszios szintet (57%
+4,3 és 41% =£6,8) a HM1 sejtvonaltél. Tovabba mindkét CUM ntESC szignifikdnsan
kiilonbozott a B6D2 MEF NT sejtvonaltol (14. tablazat).

Altaldban az FGF4 expresszidja alacsony volt, Osszehasonlitva az Osszes tobbi vizsgalt
fehérjével a FACS a vizsgalatban (13. tablazat). A harom B6D2 ntESC vonal szignifikdnsan
magasabb FGF4-szintet mutatott (p<0,05), mint a HM1 kontroll vagy a HM1 NT sejtvonal.
Azonban csak a B6D2 MEF NT (67% =5,3) kiilonb6zétt jelentdsen a B6D2 kontrolltol (52%
+6,1) (14. tablazat).

A sejtvonalak kozott nagyobb eltérés volt megfigyelheté a SOX2 expresszidjanak szintjében:
bar a HM1 NT sejtvonal mutatta a legmagasabb pozitivitast (87% £2,6), szignifikans (p<0,05)
csokkenést a SOX2 expresszioban csak a B6D2 (65% +£7,1) és a B6D2 PGA (72% +4,0)
sejtvonalak esetében figyeltiink meg, ahol a B6D2 sejtvonal szignifikdnsan kiillonbozott
(p<0,05) az 6sszes B6D2 ntESC sejtvonaltdl (14. tablazat).

14. tablazat: Az ESC sejtvonalak pluripotencia marker expresszidja FACS-analizissel —
egyszeres jelolés

ESC sejtvonal POU5F1 SSEA1 NANOG FGF4 N0), @

HM1 75%(+4,6) 68%(+£5,9) 67%(x4,4) 47%(£6,1) 81%(+3,9)
HM1 NT 73%(3,2) 62%(+4,0) 64%(+3,6) 45%(+£5,5) 87%(+3,6)
B6D2 72%(+4,5) 65%(=5,1) 61%(+4,1) 52%(+6,1) 65%(+7,1)*>
B6D2 MEF NT 66%(£2,9)* 71%(+5,3) 59%(£6,8) 67%(£5,3)*>°  77%(£9,7)
B6D2 CUM NT 67%(£6,8)* 62%(+6,6) 73%(£2,1)P4  64%(+6,0)*°  80%(+8,6)°
B6D2 CUM NT (PEM)  64%(£3,1)*>¢  58%(%3,6)*  57%(*4,3)*  60%(£9,7)*®  78%(%8,1)°
B6D2 PGA 74%(x4, ) 47%(*7,5)* 41%(£6,8)* 58%(+8,5)° 72%(+4,0)°

2 az adat szignifikansan kiilonbozott a HM1 atlagértékétél; ® az adat szignifikansan kiilonbdzott a HM1 NT éatlagértékétdl; © az
adat szignifikansan kiilonbozott a B6D2 atlagértékétdl; 9 az adat szignifikdnsan kiilonbdzott a B6D2 MEF NT értékétdl; © az
adat szignifikénsan kiilonbdzott a B6D2 CUM NT értékétdl; f az adat szignifikansan kiilonbozott a B6D2 CUM NT (PEM)
értékétol; * az adat szignifikansan kiilonbozott az dsszes tobbi sejtvonaltol.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a POUSF1 expresszidjanak csokkenése a pluripotencia
elvesztéséhez vezet (Pesce and Scholer 2001), ezért mas pluripotencia markerekkel kettds és
harmas immunjeldlést végeztiink. Megvizsgaltuk, hogy a POUSF1 pozitiv sejtek mas markerek,
mint példaul az SSEA1, NANOG, SOX2, és a korai embriondlis differencialodasi faktor, az
FGF4 esetében is pozitivok, vagyis az egyes populaciok egybeesést mutatnak-e. Ezekben a
kisérletekben a POUSF1 pozitiv sejteket 100%-nak tekintettiik, és a mindkét markert
expresszalo sejtpopulacio aranyat a POUSF1 pozitiv sejtek szazalékos aranyaként adtuk meg
(15. tablazat).

A POUSF1/SSEAT1 kettds jelolés azt mutatta, hogy a B6D2 PGA sejtvonalban szignifikdnsan
(p<0,05) alacsonyabb volt a kettds pozitiv sejtek ardnya (61% +6,1), mint a HM1-ben (82%
+5,1). Tovabba ez a sejtvonal jelentdsen kiilonbozott a tobbi sejtvonaltdl is. A két CUM NT
ESC szignifikans kiilonbséget mutatott (74% =3,2, illetve 77% =+4,8) a B6D2 MEF NT
sejtvonaltol (87% £3,6) (15. tablazat). APOUSF1/NANOG kett6s jelolése azonban azt mutatta,
hogy csak a B6D2 PGA sejtvonal tartalmazott szignifikdnsan alacsonyabb szazalé¢kban kettds
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pozitiv sejteket (55% +4,6) a tobbi sejtvonalhoz képest. A POUSF1/FGF4 kettds pozitiv sejtek
mérésekor €s Osszehasonlitdsakor a két genotipus eltérd képet mutatott: a két CUM NT
sejtvonal, valamint a B6D2 PGA sejtvonal is szignifikansan (p<0,05) kiilonbozott a HM1
sejtvonaltol. Tovabba, a B6D2 genotipusu sejtvonalak szignifikdnsan (p<0,05) kiilonboztek a
HM1 NT sejtvonaltol is (15. tablazat). A POUSF1/SOX2 kettds jelolés esetén egyik sejtvonal
sem mutatott szignifikans kiilonbséget a kontrollokhoz (HM1 vagy B6D2) vagy egymashoz
képest (15. tablazat).

Ezenkiviil két kiilonb6zd harmas jelolés kombindcidjat is elvégeztikk, a felhasznalt
ellenanyagok kompatibilitasanak megfeleléen. A POUSF1/SSEA1/NANOG hérmas jelolésnél
a HM1 NT (64% £3,0) és a B6D2 PGA (49% +5,8) sejtvonalaknal talaltuk a harmas pozitiv
sejtek aranyat a legalacsonyabbnak, szemben a HMI1 (73% +6,1) sejtvonallal. A
POUSF1/FGF4/SOX2 harmas pozitiv populdciok dsszehasonlitdsakor azonban mind a CUM
NT ESC-k, mind a B6D2 PGA vonal szignifikdnsan magasabb (p<0,05) szazalé¢kos aranyt
mutatott a HM1 kontrollhoz képest (15.tablazat). Tovabba az 06sszes B6D2 genotipusu
sejtvonal szignifikdnsan kiilonbozott a HM1 ntESC-tél. Osszefoglalva, a FACS-elemzés
jelentds eltéréseket tart fel a sejtvonalak kozott, amelyek els6sorban a genetikai hattér
kiilonbségével mutattak korrelaciot. A komplex festések megmutattdk, hogy a sejtek 60-80%
kozotti aranyban mutatnak pozitivitdas minden markerre, vagyis a homogénnek tiind
mikroszkopos immunfestési felvételek ellenére jelentds eltérések figyelhetdk meg a
sejtvonalakban és tobb kiilonbdz6 expresszidt mutatd szubpopulacio is megfigyelhetd egy-egy
sejtvonalban.

15. tablazat: Az ESC sejtvonalak pluripotencia marker expresszidja FACS-analizissel — kettds
¢és harmas jelolés

POUSF1/ POUSF1/

POUSF1/ POUSF1/  POUSF1/ POUSF1/

| INTORYI1a%0) B SSEA1/ FGF4/
SSEAl  NANOG  FGF4 sox2 AL SOy
HMI 820(£5,1)  83%(4.8)  TO%ET1)  98%(18) T3%E6,1)  68%(+3.8)
HMI1 NT 75%(+4.9)  80%(3,0)  65%(52)  96%(£3,0) 64%(3,0)  62%(3.9)
B6D2 81%(E4,1)  T6%ET1)  TO%EA6)  9T%EA6) T2%E40)  T5%(ET,6)
B6D2 MEF NT 8T%(3,6)0  T8%(53)  T8%(ES,00°  87%(E4S) TA%(E4S)  T2%(53)
B6D2 CUMNT  74%(=32)  76%(4,0) 87%491  91%(=7,6) 71%(4,9)  84%(+3,8)wbed
?é)hfl)cUM NT o 2700(@4.8)  76%(:2.2) 83%(ES, 10 89%(9,1)  65%(L7,7)  T9%(k4, 1)
B6D2 PGA 61%(6,1)%  55%(4,6)* 8T%(3,5)°  88%(:32) 49%(5,.8)F  81%(£3,0)0d

2 az adat szignifikénsan kiilonbozott a HM1 atlagértékétdl; © az adat szignifikdnsan kiilonbozott a HM1 NT atlagértékétdl; © az
adat szignifikansan kiilénbdzott a B6D2 atlagértékétdl; ¢ az adat szignifikansan kiilonbozott a B6D2 MEF NT értékétél; © az
adat szignifikénsan kiilonbdzott a B6D2 CUM NT értékétdl; f az adat szignifikansan kiilonbozott a B6D2 CUM NT (PEM)
értékétdl; * az adat szignifikansan kiilonbozott az dsszes tobbi sejtvonaltol.

4.2.3 Novekedési hatékonysdag

A sejtvonalak novekedési hatékonysagat a populacid duplazédasi idejének (population
doubling time, PDT) kiszamitasaval értékeltiik. A sejtvonalak nagyon hasonld ndévekedési
gorbéket és sebességet mutattak, a populacié duplazodasi idé 12,07 (+0,41) 6ra (B6D2) és
14,36 (+1,03) ora (B6D2 PGA) koz6tt mozgott, szignifikans kiilonbséget sehol nem mutattunk
ki. Erdekes, hogy a két genotipust kontroll PDT-je nem kiilsnbozott jelentdsen, a B6D2
duplézodasi ideje rovidebbnek bizonyult, mint a HMI1 sejtvonalé (12,07+0,41; illetve
12,76+0,29). Az ntESCs PDT-je nagyon hasonld volt egymashoz, a B6D2 MEF NT, a B6D2
CUM NT ¢és a B6D2 PGA kiilonbozott a genotipusos kontrolltol (9. abra).
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9.abra: Az ntESCs ¢és kontroll ESC sejtvonalak novekedési hatékonysaganak Gsszehasonlitasa.
A populacié megduplazodasi idejét (PDT) a 72 oras tenyésztési iddszak alatt 12 6ranként elvégzett tripszinizalas
¢és hemocitométeres szamlalas utan a Doubling Time -Several Time Points Calculator online szoftver segitségével
hataroztuk meg, exponencialis gorbéket illesztve az adatokhoz (Expon jel6lés az abran), hogy lathatova tegyiik a
novekedési hatékonysagot (Kobolak et al., 2012 alapjan modositva).

4.2.4 Kariotipus-elemzés

A sejteket FISH-analizis segitségével kariotipizaltuk, és kiszamitottuk az egyes sejtvonalak
euploiditasat (16. tablazat, 10. abra). A kariotipus-elemzés kimutatta, hogy a parthenogenetikus
¢és a kumulusz sejtekbdl szarmazo ntESC-k ndnemiiek (XX) voltak, mig az 6sszes tobbi ESC
vonal himnemi (XY) volt. A B6D2 PGA ESC esetében alacsonyabb euploiditasi szintet (44%)
talaltunk, szemben az Osszes tobbi vizsgalt sejtvonallal. A legmagasabb értékeket a B6D2, a
HMI1 NT ¢és a B6D2 CUM NT (PEM) sejtvonalak mutattdk (76%, 73% és 72%). A FISH-
analizis (10. dbra) gyakran azonositott olyan nem euploid sejteket, amelyek 40 helyett 39 vagy
41 kromoszomat tartalmaztak (16. tablazat). Gyakran vagy az Y kromoszdma, vagy az egyik X
kromoszdma elveszett, és a kariogram XO genotipust mutatott. Az ntESCs vonalakban azonban
nem mutattunk ki kromoszémaspecifikus deléciokat, transzlokéaciokat vagy flizidkat, amelyek
potencidlisan a sejtmagtranszfer folyamatahoz lennének kapcsolhatdak.

16. tablazat: Az ntESC sejtvonalak kariotipus vizsgalatanak eredményei

ESC sejtvonal Passzazsszam Eu]():/oo ;dla Megjegyzés — fobb eltérések
HM1 p23 XY 68 —

HMI1 NT p4 XY 73 —

B6D2 p5 XY 76 —

B6D2 MEF NT pS XY 63 X0

B6D2 CUM NT p9 XX 65 X0

B6D2 CUM NT (PEM) p9 XX 72 delécid az X kromoszéman
B6D2 PGA p3 XX 44 delécié az X kromoszéman
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10. abra: Két ntESC sejtvonal reprezentativ FISH analizise és kariogrammyja. A kromoszomakat DAPI festéssel
jeloltiik (kék). A piros szinii proba az X kromoszoémat (mX-Cy3), mig a z6ld az Y kromoszoémat (mY-FITC) jeloli.
A kariogrammok GIEMSA festést kovetden késziiltek.

4.2.5 Invitro iranyitott differencidltatds: idegsejt és szivizom differencialodasi utvonal

Az ntESCs és a kontroll ESCs fejlédési potencidljanak osszehasonlitdsa érdekében in vitro
vizsgalatot végeztiink a sejtvonalak sziv- ¢és idegi differencidlodasanak 6sszehasonlitdsaval.
Szivizom differencialtatds sordn a spontdn 0sszehuz6d6 (kontrahald) teriiletek els6
megjelenését, szamat, illetve a pulzalas iddtartamat hasonlitottuk Ossze. Az 0sszehtizodo
teriiletek idobeli megjelenésében, sem azok szdmaban nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget az ntESC vonalak és a kontrollok (HM1 és B6D2 ESC) kozott (17. tablazat). Az
elsé Osszehuzodas az 5. és 7. nap kozott jelentkezett, és a kisérlet utolsé napjan (30. nap) a
legtobb sejtvonalban még megfigyelhetd volt 0sszehtizodo sejtklaszter. Meghataroztuk az
0sszehuzodast mutatd periddus hosszat, amely a B6D2 PGA sejtvonalnal volt a legrovidebb
(9 nap), mig atlagosan a tobbi sejtvonalnal 13-17. nap kdzott mozgott (17. tablazat).

17. tablazat: Az ntESC szivsejt-klaszterek 6sszehuzodasi profiljanak 6sszehasonlitasa

Pulzalé pulzalé sejtcsoportok leggyakoribb

ESC sejtvonal sejtcsoportokat  megjelenésének  Kontrakciés
tartalmazé EB-k els6 napja utolso napja idétartam

HM1 43 (34,2) 6 30 17 nap
HM1 NT 38 (+8,4) 5 26 14 nap
B6D2 44 (£3,6) 5 30 17 nap
B6D2 MEF NT 40 (£5,5) 6 30 13 nap
B6D2 CUM NT 42 (£3,2) 5 30 16 nap
B6D2 CUM NT (PEM) 43 (34,9) 6 30 15 nap
B6D2 PGA 35 (£7,3) 7 25 9 nap

A difterencialodas 10., 20., és 30. napjan a mintakat immuncitokémiai vizsgalattal is elemeztiik
a GATAA4 transzkripcids faktor, az alfa-szivizom aktin (ACTC1), a troponin T (TNNT2) és a
Connexin 43 (GJA1) jelenlétének kimutatasdra, amelyek a késéi fazisu szivizom
differencialodas reprezentativ markerei (11.abra). Vizsgélatainkban valamennyi sejtvonal
pozitivnak bizonyult az 6sszes kivalasztott markerre. A pozitivan festddo sejtek mennyisége a
sejtvonalakon beliil és azok kozott is kiilonbozott. Atlagosan a MEF-NT és a PGA sejtvonalak
esetén tapasztaltuk a legalacsonyabb festddést, itt figyeltiilk meg a legkisebb pulzalo teriileteket,
¢s kisebb sejtcsoportok adtak pozitiv jeleket troponin-T vagy alfa-aktin festésre. A megfigyelés
azonban nem kvantifikdlhaté az eltérd {itemli differencidcio, sejtszdm ndvekmény
(sejtosztddas), a sejtek kiillonbozo differencialtsagi stddiuma miatt az alkalmazott metodikaval.
Az i1degszovet differencidlodas indukélasahoz a klasszikus 4-/4+ retinsav (RA) indukciot
alkalmaztuk. A kisérlet 25 napig tartott, és a mintdkat a 10., 15., 20. és 25. napon gyljtottik. A
vizsgalt markerek fehérje szinten (NCAM, GFAP, NESTIN, FORSE-1 ¢és NFL)
immuncitokémia vizsgélatban minden sejtvonal neurdlis iranyban differenciadlodo sejtjeiben
kimutathatok voltak. A neurdlis prekurzor sejtek megjelenésének nyomon kovetésére a
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FORSE-1 festést végeztiink, ahol kis sejtpopuldciokat mutattunk ki minden sejtvonalban a 10.
napon, azonban ezen idépont utan egyik sejtvonalban sem észleltiink pozitiv sejteket. A HM 1
NT ESC reprezentativ ICC festését a 11. abra mutatja. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az
irdnyitott sziv- és idegszdvet differenciacios kisérletekben minden vizsgalt egér ESC sejtvonal
képes volt megfelelden differencialodni és az adott csiralemez (ekto- és mezoderma) sejteket
létrehozni. A fehérje expresszids vizsgalat alapjan valdsziniisithetd, hogy funkcionalis sejtek
johettek 1étre mindkét szovetben, mivel nem csak korai, de késdi érési markerek fehérje szintii
expresszioja is kimutathatd volt. A vizsgélati modszerek jellegébdl adéddan azonban a
finomabb, génszabalyozas szintli kiilonbségek feltarasdra nem nyujtott lehetdséget, ugyanis
egyik modszer sem eredményezett 100%-0s szivizom vagy idegi iranyu differenciaciot, amely
pontosabb 6sszehasonlitasra adna modot.

NESTIN

Neuralis

Kardialis

TROPONIN-T

11. abra: Az ntESC sejtvonalak iranyitott in vitro differencialasa, reprezentativ immuncitokémia a HM1 NT ESC
sejtvonal neuralis €s szivizom differencialodasa soran. A képek a differencialodas 20. napjan késziiltek. Neuralis
markerek: NESTIN, és NFL; szivizom markerek: Troponin T, o-AKTIN. Zold, Alexa Fluor 488;
(méretvonal = 50 um) (Kobolak et al., 2012 alapjan modositva).

4.2.6 Az ntESC-vonalak pluripotencidjanak komplex vizsgalata génexpresszios szinten

4.2.6.1 TagMan® Array eger dssejt pluripotencia panel

Az eddigi vizsgalatok eredményei lényegi eltéréseket nem mutattak a pluripotencia gének
expressziojaban vagy a fehérjék megjelenésében. Ezért nagyobb felbontast lehetové tevo
modszerrel vizsgaltuk tovabb a sejtvonalakat annak érdekében, hogy a sejtmagatiiltetéssel
l1étrehozott embriokbol izolalt dssejtvonalakrol a lehetd legpontosabb képet kapjuk és felmérjiik
alkalmazhatdsaguk lehetdségeit.

Elsoként a TagMan® Mouse Stem Cell Pluripotency Array, génexpresszid vizsgalati modszert
alkalmaztuk, amely 6sszesen 96 gént (gének felsorolasat 1asd: 2. tablazat), pluripotencia, dssejt,
¢és korai differencialodasi markereket tartalmaz (Ramalho-Santos et al., 2002), ezért kivaléan
alkalmas a differencialt és differencidlatlan génexpresszios allapot elkiilonitésére. Az
elemzésben a HM1 ESC sejtvonalat hasznaltuk referenciaként (1,0 érték), a génexpresszios
kiilonbségeket legalabb 2,5-szeres valtozast elérve tekintettiik szignifikansnak.

El6szor azoknak a géneknek az mRNS-expresszids mintdzatat elemeztiik, amelyeket korabban
fehérjeszinten vizsgaltunk az dramlasi citometrids és immuncitokémiai (ICC) kisérleteinkben
(PouSfl, Nanog, Fgf4 és Sox2). Ezen kiviil szdmos mas fontos, elsdsorban a differencialatlan
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sejtekben kifejez6dd markergént (tobbek kozott a Tdgf1, Dnmt3b, Gabrb3, Gdf3, Utfl és Zfp42)
is vizsgaltunk. Elemzéslink szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) azonositott a Gabrb3 és a
Dnmt3b expresszidjaban. A Gabrb3 magas expresszios szintjét figyeltilk meg az 6sszes B6D2
genotipusu sejtvonalban a HM1 ESC-hez képest (12. abra). Hasonloképpen, a Dnmit3b
expresszioja jelentdsen megnovekedett a B6D2 és B6D2 CUM NT sejtvonalakban. A PouSf1,
Nanog, Utfl és Gdf3 génexpresszios szinten nem kiilonbozott szignifikansan (p<0,05) a HM1
kontrollhoz képest. A Zfp42 relativ génexpresszids szintje szignifikansan alacsonyabb volt
(p<0,05) a B6D2 genotipusi ESC vonalakban, mind a kontrollban, mind az ntESC-kben, a
HM1-hez képest (12. abra). A Sox2 mRNS szintje minden sejtvonalban viszonylag alacsony
volt a HM1-hez képest, csak a B6D2 esetében tért el szignifikdnsan. Az Fgf4 expresszidja
szignifikansan csokkent (p<0,05) a B6D2 sejtvonalban. Amikor a HM1 és a HM1 NT ESC-ket
hasonlitottuk 0ssze, a gének ezen csoportja esetében nem tapasztaltunk szignifikdns
kiilonbséget (p<0,05) (12. abra).

mHM1 NT m@B6D2 mB6D2 MEF NT m@mB6D2 CUM NT mB6D2 CUM NT (PEM) @B6D2 PGA

10: *

Relativ génexpresszio

0,01
Dnmt3b Fgf4 Gabrb3 Gdf3 Nanog  Poubf1 Sox2 Tdgf1 Zfp42 Utf1

12. abra: A pluripotencia fenntartdsdban szerepet jatszoé gének relativ génexpresszids szintjei az egyes
sejtvonalakban. Az dbra a gének relativ génexpresszios értékeit abrazolja. A HMI1 mint abszolut kontroll
génexpresszios szintjét 1,0-nek tekintettiik (+SD). A génexpresszios kiillonbségeket 2,5-szeres valtozas felett
tekintettiik szignifikansnak. Az 1-nél kisebb értékek a HM1 expresszi6 szintjénél kisebb, még az 1-nél nagyobb a
HM1 expresszios szintjénél magasabb expressziot jelentenek. * szignifikans eltérés (Kobolak et al., 2012 alapjan
modositva).

Amikor a pluripotenciaval kapcsolatos géneket értékeltilk, a jelek 86%-a tobb mint
haromszorosan valtozott (akdr csokkenést, akar emelkedést tekintjiik) a HM1 expresszios
szintjéhez képest, amelyet kontrollként tekintettiink. A Xist és a Sema3a transzkriptumok relativ
expresszios szintje minden sejtvonalban szignifikdnsan (p<0,05) emelkedett a HM1 szintjéhez
képest. Hasonloképpen, a Gal, Fgf5, Gbx2, Commd3 ¢és Crabp?2 relativ expresszids szintje
néhany sejtvonal esetében szintén szignifikansan (p<0,05) kiilonbozott a HM1-hez képest. A
Leftyl ¢és Lefty2 két mintdban, a B6D2 PGA és a B6D2 CUM NT (PEM) esetében
szignifikdnsan alacsonyabb expressziot mutatott a HM1 expresszids szintjéhez képest.

A differencialodéssal kapcsolatos markerek Osszehasonlitasakor a gének 76%-a tobb mint
haromszoros eltérést mutatott a HM1 expresszidjahoz képest. Szignifikans kiilonbségeket
(p<0,05) figyeltiink meg a Col2al, Collal, Cdx2, Fitl, Ins2, Nppa, Olig2 és Runx2 relativ
expressziojaban. Hasonloképpen, az Afp, Cd34, Eomes, Geml, Hbz, lapp, Nes, T és Wt relativ
szintje is szignifikansan kiilonbdzott tobb sejtvonal esetében (2. melléklet). Osszefoglalva, a
TagMan array szignifikdns kiilonbségeket mutatott ki az azonos genotipust sejtvonalak kozott
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(pl. B6D2 sejtvonalak), azonban a kiilonb6zé genotipusok (1290la és B6D2) kozott még
jelentésebb eltérések voltak megfigyelhetéek, mint genotipuson beliil, a kiilonb6zd
sejtmagdonor sejtvonalak kozott.

4.2.6.2 Génexpresszios elemzés microarray technikaval

A kovetkezdkben genomszintli expresszids profilalkotd megkdzelitést alkalmaztunk,
microarray technika hasznalatdval az NT embriobdl és a kontroll embriobol szdrmazd ESC-
vonalak kozotti génexpresszios kiillonbségek elemzésére. A SAM egyosztalyos elemzés az
Osszesen 13 minta Osszehasonlitdsabol 11-ben mutatott ki szignifikansan eltéré szinten
expresszalo géneket (a paronkénti 6sszehasonlitdsokat a m olvashatjuk le). A szignifikanciat a
<10%-o0s un. hamis felfedezési arany (FDR) ¢és a legaldbb masfélszeres (>1,5x) valtozasi
kiiszobérték egyiittes alkalmazdsaval hataroztuk meg. A génexpresszios szintek valtozasait
mindkét genetikai hattér sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott és nem sejtmagatiiltetéssel eldallitott
sejtvonalai kozott azonositottuk (13. &bra: HM1 NT vs. HM1 és B6D2 MEF NT vs. B6D2).
Emellett a parthenogenetikus embriobol szdrmazo (B6D2 PGA), valamint a kumuluszbol
szarmazo6 ntESC sejtvonalak (B6D2 CUM NT és B6D2 CUM NT (PEM)) nagyszamu, eltéréen
expresszaldo gént mutattak a nem sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott kontrollokhoz képest
(13. abra). A piezoelektromos (B6D2 CUM NT (PEM)) vagy a zona pellucida-mentes (B6D2
CUM NT) sejtmagatiiltetéses modszerrel eldallitott B6D2 torzsbdl szarmazoé kumulusz
donorsejt felhaszndlasaval eldallitott embriokbdl szarmazod sejtvonalak kozott azonban nem
észleltiink szignifikans eltéréseket.

mcsokkent Oemelkedett

HM1 vs HM1 NT 133 ]

HM1 vs B6D2 MEF NT 105

HM1 vs B6D2 CUMNT |13

HM1 vs B6D2 CUM NT (PD)

HM1vs B6D2PGA M 37 |

HM1 vs B6D2

B6D2 vs B6D2 MEF NT

B6D2 vs B6D2 CUMNT

B6D2 vs B6D2 PGA

B6D2 MEF NT vs HM1 NT

B6D2 CUMNT vs HM1 NT 1 0
B6D2 MEF NT vs B6D2 CUM NT
B6D2 CUMNT vs B6D2 CUMNT (PD) |0

0 50 100 150 200

Eltéréen expresszalé gének szama

13. abra: Az eltéréen expresszalo gének szama a kiilonb6z6 ESC-vonalak paronkénti dsszehasonlitasaban. Hét
ESC sejtvonal expressziés mintazatat elemeztik 13 Osszehasonlitisaban. A diagram a SAM egyosztalyos
elemzéssel azonositott, a kiilonb6z6 ESC sejtvonalak kozott szignifikansan eltéréen expresszald gének szamat és
a valtozas iranyat (csokkent vagy emelkedett) mutatja. A szignifikanciat FDR <10% és >1,5x valtozas (expresszio
novekedés vagy csokkenés) kiiszobértékek alkalmazasaval hataroztuk meg (Kobolak et al., 2012 alapjan
modositva).

A varakozasoknak megfeleléen a kiilonbozé genetikai hatteri (HM1 és B6D2) kontroll
embriobol szarmazd ESC-k Osszehasonlitdsa nagyszamu (109) szignifikansan eltérd modon
expresszalo gént mutatott ki (p<0,05; 13. abra). Tovabba, szembetiind valtozasokat talaltunk a
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sejtmagatiiltetett B6D2 MEF NT ¢és a kontroll HM1 sejtek génexpresszios mintazatai kozott
(136 szignifikénsan eltéré modon expresszalo gén), illetve HM1 és HM1 NT sejtvonalak kozott
(179). Ezek a kiilonbségek azonban a kiillonbozd genetikai hattérbdl szarmazo NT sejtvonalak
Osszehasonlitasakor lecsokkentek (B6D2 MEF NT vs. HM1 NT és B6D2 CUM NT vs. HM1
NT) (13. abra).

4.2.6.3 Génexpresszios profilok hierarchikus klaszterelemzése

Az 0sszes ESC-0sszehasonlitasban szignifikansan eltérdéen expresszald gének azonositasara
SAM tébbosztalyos elemzést végeztiink. A szignifikanciat itt is a kordbban ismertetett <10%-
os FDR kiiszobérték és egy >1,5x-es expresszio valtozasi kiiszobérték alkalmazasaval
hataroztuk meg. A 13 minta-6sszehasonlitasbol a legalabb két mintdban szignifikansan eltéréen
expresszald génként 171 gént azonositottunk. Nem azonositottunk egyetlen olyan gént sem,
amely szignifikansan eltéréen expresszalt volna az Osszes sejtvonal Osszehasonlitisban. A
génexpresszios mintdzatok hasonldsagai alapjan a 171 eltérden expresszald gént hierarchikus
klaszterelemzés (HCL) segitségével osztalyoztuk. Ezenkiviil az 6sszes mintadsszehasonlitast
klaszterekbe soroltuk a sejtvonalak kozotti hasonlosdgok azonositdsa érdekében (14. abra). A
varakozéasoknak megfelelden az azonos genetikai hattérrel rendelkezd minta-6sszehasonlitasok

expresszios mintazatai hasonlobbak voltak

(14. abra, "A" jeloléssel), mint az eltérd genetikai Gf,’;fg,‘ai s:it'r:)arg
hattérrel rendelkezd 0sszehasonlitasok (14. abra, "B" ¢és

"C" jeloléssel) a nem sejtmagatiiltetett ESC (12;*',%2'5) peeNT
sejtvonalakhoz képest. Az "A" és "B" csoportban a

parthenogenetikus embridbol szarmazdé ESC vonal ( > Ne
mutatta a legnagyobb kiilonbséget a tobbi mintdhoz A ( - > MEF NT
képest. A Kklaszterelemzés azt is kimutatta, hogy a Ne
kontroll ESC sejtvonalak expresszids mintazata mindkét ( 52 > CUM NT
genetikai  hattérb6l a  HM1 NT vs. HMI

dsszehasonlitdshoz 41l a legkdzelebb (14. abra, "C" oo )| T
jeloléssel). A D csoportba tartozd mintdk a véltozatlan — e
génexpresszios szintekkel rendelkez6 ( 129/0la ) NC
Osszehasonlitdsokat képviselik (14. dbra, "D" jeloléssel). ( B6D2 ) MEF NT
Emellett n. fékomponens-elemzést (PCA) is végeztiink 129/0la Ne
1) a teljes adathalmaz, beleértve mind a 13 minta <1ggl%2la> CUM NT
Osszehasonlitasat; 1) a HMI-gyel 0Osszehasonlitott

kisérletek, mint referencia és 1iii)) a B6D2-vel > MER NT
0sszehasonlitott kisérletek, mint referencia —ScNT
felhasznalasaval. A PCA-elemzés ugyanazt a négy NC
klasztert azonositotta, mint a hierarchikus < B6D2 ) NC
klaszterelemzés. Osszefoglalva, a klaszterelemzés nem 20k ne
mutatott hasonlosdgot a kiilonb6zé genetikai hattérrel b ( 123?01 ) CaMNT
rendelkezd sejtmagatiiltetett és nem sejtmagatiiltetett

sejtvonalak  Osszehasonlitdsai  kozotti  expresszios ( B6D2 > CUM NT-PEM
mintazatokban.

14. abra: Az ESC sejtvonalak microarray modszerrel torténd Osszehasonlitasanak hierarchikus klaszterezése
(HCL). A dendrogram a mikroarray mintdk klaszterezésének folyamatat tiikr6zi a Pearson korrelacios
egyiitthatoval mért génexpressziods profiljaik hasonlosaga szerint. A mintdk klaszterei kozotti tavolsagok az
abrazolason kozelitettek. Az ESC sejtvonalak 6sszehasonlitdsa genetikai hattér (nyolcszogek) és a sejtmagdonor
sejt tipusa (négyzetek) szerint klaszterezve. NT: sejtmagatiiltetés; NC: nem sejtmagatiiltetett; MEF: egér
embriondlis fibroblaszt; CUM: kumulusz; PEM: piezoelektromos sejtmagatiiltetés; PGA: parthenogenetikus;
(Kobolak et al., 2012 alapjan mddositva).
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4.2.6.4 Az eredmények validalasa kvantitativ valos idejii PCR-rel (qPCR)

A microarray eredmények ellendrzése érdekében kilenc kivalasztott gént (Tagin, Gas5, Kinl,
S100a6, S100al0, Sparc, Peg3, Femlb és Dppa5) kvantitativ valos idejii PCR segitségével
validaltunk. Az egyes qPCR-eredmények 3. mellékletben talalhatok.

Szamos, a microarray-kisérletek soran a paronkénti 6sszehasonlitdsokban azonositott eltérden
expresszalo gén (akar magasabb akar alacsonyabb expresszios szinttel) a TagMan-tesztben is
eltéréen fejezodott ki (pl. Actcl, Cd34, CdhS, Cdx2, Collal, Crabp2, Fitl, Gabrb3) (2. és
3. Mell¢klet). Tovabba ezek kozott 6t (Lefty2, Lin28, Nanog, Utfl és Zfp42) a 171 eltérOen
expresszaldo gén kozott is szerepelt, amelyek a TagMan assay-ben is jelen voltak, és az
expresszid valtozasaban megegyezd tendenciat mutattak. Osszefoglalva, a microarray
vizsgalatokban eltérOen expresszalod géneket és expresszid valtozasi tendenciakat két fiiggetlen
modszerrel is igazoltuk.

4.2.6.5 Az eltéréen expresszalo gének funkciondlis osztalyozasa

Annak elemzésére, hogy a 171 eltéréen expresszald gén kozott a kiillonbozo minta-
Osszehasonlitdsok soran feliilreprezentéaltak-e bizonyos funkcionalis annotaciok, az Expression
Analysis Systematic Explorert (EASE) hasznaltuk, és a géneket a molekularis funkciok és
bioldgiai folyamatok alapjan osztalyoztuk.

Altalaban 15 bioldgiai folyamat, koztiik a sejtndvekedés és kommunikécio, a differenciacio, a
neurogenezis, a DNS-metilacio, valamint a fehérjék, lipidek, szteroidok és nukleotidok
metabolizmusa volt feliilreprezentalt (18. tablazat). Az azonos Gene Onthology (GO)
meghatarozassal annotélt gének koziil tobb gén hasonld expresszids mintazatot mutatott a
mintadsszehasonlitasok soran (példaul Anxal, App, Colla2, Cd5 ¢és Igfbp3 a
sejtkommunikacioval kapcsolatban). Mdas csoportokban viszont éppen eltérd mintdzatot
detektaltunk (példaul Dmmt3a, Dnmt3l és Fos a DNS-metilacioval Osszefiiggésben)
(18. tablazat). Fontos megjegyezni, hogy az eltérd expresszidt mutatd gének koziil tobb is
egyszerre tobb GO csoportba is besorolhato (pl. Annexin 1 (4nxal), amely egy foszfolipid-k&to
membranfehérje).

18. tablazat: Az eltérden expresszalod gének besorolasa biologiai folyamatok szerint

GO meghatarozas Gén szimbo6lum

sejtnovekedés és/vagy Apoc2, Apoe, App, Betl, Cbx2, Cd5, Colecl2, Crabpl, Fos, Fxyd6, G3bp2,

fenntartas Gabarapl2, Gria4, Hspdl, Igfbp3, Kif4, Ltbp2Midl, Myl6, Septl, Sfn, Slc6a8,
Smcll2, Tmsb4x.

differenciacié/morfogenezis  Ahnak, Apoe, Caldl, Colla2, Col3al, Crabpl, Dnmt3a, Dnmt3l, Fos, Itgbl,
Kif4, Midl, Myl6, Myef2, Nnat, NrObl, Paxl, Sema7a, Tbx3, Tmsb4x, Tpml,
Usp9x, Wntll.

sejtek kozotti Anxal, Apoe, App, Cd5, Colla2, Crabpl, Gria4, Igfbp3, Jam2, Lphn2, Map2k4,
kommunikéacid Ogt, Sfn, S100al0, Sic6ad, Tnc, Wntll.

nukleotid- és nukleinsav- Adssll, Atr, Cbx2, Colecl2, Dnmt3a, Dnmt3l, Egrl, Fos, Kif4, Midl, NrObl,
anyagcsere Nrih3, Peg3, Prkcbpl, Tbx3, Ube2a, Utf]

fehérje anyagcsere Apoe, Casp9, Colecl2, Eif2s2, Epha8, G3bp2, Hspbl, Hspdl, Lox, Map2k4,

Nnat, Ogt, Pin4, Sfn, Tmsb4x, Ube2a, Usp9x.
makromolekula bioszintézis  Adssli, Dhcr7, Eif2s2, Hmgcsl, Hspbl, Idil, NrObl, Ogt, NrObl, Hspbl.
alkohol metabolizmus Apoe, Dher7, Hmgesl, 1dil, Ldha, Pecr, Pfkp, Pecr, Pfkp
lipid anyagcsere Anxal, Apoc2, Apoe, Dhcr7, Hmgesl, Idil, NrObl, Idil, NrObl
kiils6 ingerre adott valasz Anxal, Apoe, B2m, Colecl2, Ephx2, Fos, Ifitm3, Itgbl, Ogt, Ppplri3b,
Sema7a, Timeless, Timp3, Tmsb4x

sejt motilitas Anxal, Apoe, Caldl, Slc6a8, Tpml

szteroid anyagcsere Apoe, Dher7, Hmgesl, 1dil, NrObl, NrObl
sejtadhézio App, CdS5, Colla2, Jam?2

neurogenezis Ahnak, Apoe, Nnat, Sema7a

apoptozis Apoe, App, Bnip3, Casp9, Pecr, Ppplri3b, Ppplri3b
DNS-metilacio Dnmt3a, Dnmt3l, Fos
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A molekularis funkciok koziil a nukleinsavkotd, a citoszkeletalis fehérjék és a transzkripcios
faktorok voltak leginkabb feliilreprezentaltak a minta dsszehasonlitasok kozott, ugyanakkor az
eltéréen expresszald gének mintegy egyharmadat a "kiilonféle" vagy "besorolhatatlan"
kategoriaba keriiltek. Funkcionalis szinten kevés atfedést talaltunk: a 12901a genetikai hatteret
illetéen az eltérden expresszald gének sejtfolyamatai koz¢ tartozik az apoptozis, a neurogenezis
¢s az immunvalasz, mig a B6D2 hattér eltérden expresszald génjei kiillonbozo jelatviteli
Gtvonalakbol allnak (pl. integrin és dopamin) (18.tablazat). Osszefoglalva, az ntESC
sejtvonalakban a génszabalyozds valtozasai a biologiai folyamatok széles skaldjat
befolyasoltak, azonban egyetlen specifikus funkcionalis csoportot sem lehetett Gsszefliggésbe
hozni a sejtmagatiiltetéssel.

4.2.6.6 Osszehasonlitds a korabban kézzétett microarray adatsorokkal

Osszehasonlitottuk a vizsgalatunkban szerepld eltéréen expresszald gének csoportjat (171 gén)
az egér ntESC vonalakon végzett korabbi vizsgalatokbol szarmazd, rendelkezésre allo
adatsorokkal (Brambrink et al., 2006; Wakayama et al., 2006), egér NT embriokkal (Jincho et
al., 2008; Fukuda et al., 2010), szarvasmarha NT embriokkal (Pfister-Genskow et al., 2005;
Smith et al., 2005; Somers et al., 2006; Aston et al., 2009; Rodriguez-Osorio et al., 2009), sertés
NT embriokkal (Tian et al., 2009) és rhesusmajom ntESC (Byrne 2011) elérhetd adataival. Az
egér ntESC sejtvonalakrol kozzétett adathalmazok Osszehasonlitdsa (Brambrink et al., 2006;
Wakayama et al., 2006), csak harom gén, a Krt8 (Keratin 8), a Myl6 (Myosin light polypeptide
6) és a Zfp42 (korabban Rex!, Zinc finger protein 42) atfedését mutatta ki adatainkkal. Tovéabbi
négy gént (App, Dmmt3a, Eif2s2 és Ube2a) azonositottunk, amikor adathalmazunkat
Osszehasonlitottuk az egér NT embriokban differencidlisan expresszaldodd gének kordbban
kozzétett eredményeivel (Jincho et al., 2008; Fukuda et al., 2010).

Az adataink fajkozi 0sszehasonlitasa a rhesusmajom ntESC sejtvonalak adataival (Byrne 2011)
harom atfedo gént, a Crabpl, a Lin28 és a Nanog azonositotta, amelyek mindkét fajban eltérden
expresszaltak a sajat kontrolljaikhoz képest. Erdekes médon ebben a csoportban a Dnmt3b, de
nem a Dnmt3a gén is eltéréen fejezodott ki a rhesus ntESC sejtekben (Byrne 2011).

A szarvasmarhafélék tovabbi fajkozi 0sszehasonlitasai (Pfister-Genskow et al., 2005; Smith et
al., 2005; Somers et al., 2006; Aston et al., 2009; Rodriguez-Osorio et al., 2009) és sertés (Tian
et al., 2009) NT embridkban az eltérden expresszald gének kozos halmazat azonositottuk, ezek
kozé tartoztak: kotéfehérjek, extracellularis matrix fehérjék, ABC-transzporterek, transzlacios
iniciatorok, Slc-transzporterek, riboszomalis fehérjék, pro-kollagének, néhany hdsokkfehérje
génnel és citokeratinokkal kapcsolatos gének. A transzkriptumok szintjén 21 gén esetében
talaltunk atfedést legalabb két vizsgalatban (Actb, Anxal, App, Caldl, Cd81, Cdc42, Dnmt3a,
Dnmt3L, Eif2s2, Igf2r, Krt2-8, Maprel, Myl6, Nid2, Prpsl, Ptgs2, Set, Tmsb4x, Tsr2, Ube2a,
Vim és Zfp42) (Pfister-Genskow et al., 2005; Smith et al., 2005; Somers et al., 2006; Aston et
al., 2009; Rodriguez-Osorio et al., 2009; Tian et al., 2009). Sajat ntESC-adatkészletlinkkel
Osszehasonlitva a koréabbi lista 13 génje volt atfedésben (Anxal, App, Caldl, Dnmt3a, Dnmt3L,
Eif2s2, Krt2-8, Myl6, Tmsb4x, Tsr2, Ube2a, Vim és Zfp42). Osszességében csekély atfedés volt
kimutathat6 a sajat adataink és a mas adatsorokban vagy egér ntESC vagy egér NT embriokban
eltéréen expresszald génként azonositott gének listai kozott. A sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott
embriok eltérden expresszald génjeinek listdja kdzott nagyobb volt a hasonldsag a fajon beliil
vagy a fajok kozott, €s az érintett gének szdma is magasabb volt.
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4.3 A pluripotencia kialakitasaban szerepet jatsz6 POUS5SF1 vizsgalata
nyulban
4.3.1 A nyul POUSF1 gén upstream régiojanak izoldldsa

A nyul MHC régiojanak feltérképezése soran (Rogel-Gaillard et al., 2001) a POUSFI-szeru
gén részleges szekvendldsat is elvégezték és a szekvencia részlet hasonlosaga alapjan
azonositottak az LBAB-841A3 és LBAB-85810 BAC klonokon. Toébb faj szekvencia-
Osszehasonlitasa alapjan (emberi, egér és szarvasmarha POUSF1 gének) primereket terveztiink
a konzervalt régiokra (oct4-435 és oct4-186, 4. tablazat, 3.3.2 fejezet), majd tobbszords
szekvencia-Osszehasonlitassal meger0sitettiikk, és igazoltuk, hogy valéban a nyul teljes
POUSF1 génjét (7,5 kb) tartalmazza a BAC klon. Ot erésen konzervalt régiot talaltunk,
amelyek tokéletesen megfeleltek a referenciaszekvencidk (humén, egér) jol jellemzett Ot
exonjanak. E konzervalt, feltételezett exonikus régiok szekvencidinak hossza meglehetdsen
hasonlo, de nem volt azonos, ami nem konzervalt intronikus régiok 1étezésére utal. Munkankkal
egy idében egy masik kutatocsoport téliink fliggetleniil szekvenalta és térképezte a nyul
POUSF1 szekvenciat, amelyet EF194086 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF194086)
szamon hivatkozott, és az MHC régiora, a 12q1.1 kromoszdmara térképezte a gén helyét BAC
konyvtarklonokon (Shi et al., 2008).

A POUSF1 fehérje kodold szekvencidjanak megerdsitésére RACE PCR-t alkalmaztunk nytl

cres

kotottiik, mig a kiilsé primereket az 5S'UTR-hez és a polyA farokhoz kapcsoltuk. Az expresszalt
¢s kodold régio 1083 bp hosszisagunak bizonyult, ami pontosan megegyezett a korabban
megjosolt exonokkal. A nytul cDNS-szekvencia 84%-ban megegyezett a human, 83%-ban az
egér ¢és 87%-ban a szarvasmarha szekvencidval. A cDNS-szekvenciat EF062856
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF062856) néven talaljuk meg az adatbazisban (Shi et
al., 2008).

4.3.2 A nyul POUSFI1 promédter régidjanak szekvenciaanalizise

Miutan megerdsitésre keriilt a POUSFI nyal kodold szekvenciaja, a POUSFI upstream
(16. abra). Az illesztés bebizonyitotta, hogy a nyul POUSF1 5' upstream szekvencidjaban négy
kiterjedten konzervalt régié (CR1-4) és harom enhancer régio talalhatd. Ezek a CR régiok
szamos fajban ismertek a POUSFI promoter funkcionalis régioiként (Yeom et al., 1991;
Nordhoff et al., 2001). A nyul kiilonb6zd régioi nagyfokti azonossdgot mutattak az emberi,
szarvasmarha, kutya és egér szekvencidkkal 0sszehasonlitva (15. dbra). Nytlban a TATA-box
nélkiili minimal promoéter (MP), amely a CR1 régidban helyezkedik el, -221 bp-ig terjed, €s
tartalmazza mind az Sp1/Sp3 atfedd kotohelyeit (-120/-110), mind a hormonreszponziv (HRE)
elemet (-111/-94) és harom G/C gazdag régidt (15. abra). A nyulban talalhaté E-box szekvencia
(CACTTG), amely a bazikus helix-loop-helix (bHLH) transzkripciés faktorok kotésével
szabalyozo6 funkciot tolt be a génexpresszio szabalyozasadban, a proximalis enhancer régio 1B
(PE-1B; -945/-940) szakaszan talalhatd. A proximalis enhancer régié 1B (-968/-940) a CR2
régioban (-1023/-824), mig a proximalis enhancer régi6 1A (PE-1A;-1232/-1192) a CR2 régioén
kiviil (-1480/-1376) helyezkedik el. Megjegyzendd, hogy a PE-1A régid kevesebb hasonlosagot
mutat valamennyi referenciafajjal. A CR3 régi6 a PE-1A szekvenciatol upstream lokalizalodik.
A disztalis enhancer régi6 (DE-2A) a CR4 régidban (-2450/-1901) talalhato (-2025 és -2004 bp
kozott). A POUSF1/SOX2 transzkripcids faktor (TF) kotohely a disztalis enhancerben, a CR4
région beliil taldlhato (-1977/-1962). Tobb G/C-gazdag motivumot azonositottunk, amelyek
mind az 6t 0sszehasonlitasként hasznalt emlds szekvenciaban jelen vannak; azonban a PE-1A
enhancer kézelében egy CCCACCC motivumot talaltunk, amely csak a nytlban van jelen. Ez
a motivum részben atfedi a CCCTCCCCC szekvencidt. A nyul POUSFI promoter régio
szervezddésének sematikus rajza a 16. abran lathato.
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DE 2A

OC : ATTGTGGAG--GAGGACCCCAGGGCTCTGGGCTGGCTGGGCAGGAGCCTATGAGGGGGGGGACAAGCT. GAGCTCTGCCCTTGGGG-——————————— CGGTCAGCCTAC] : -2018

MM : GCAGGCATAC-TTGAACTGTGGTGGAGAGTGCTG--TCTA---GGCCTTAGAGGCTGGCCCTG----GGAGGAAC-TGGGTGTGGGGAGGTT-——-—— GTAGCCCGACCCTGC| : -2090

HS : GCAGGGACTCTCTGGACTGGCTTGGGAAGAGCGCTTTTGG--GGAACCTGGAGGATGGCAAGC----TGAGAAACACTGGTGTGG-AGATTCCAGCCARATCCCAGGCCTGC] : —-2546

BT : GCAGTG----- CAGGGGCCACATGAGAAGGGA---TTCTG--AGAGCCTAGAGGGTGGCGATCGAGGCAAGGAGCATTGCTGT-—-AGATT--——————— TCCTAGGTCTGC| : 2349

CF : GCAGGGGCACCCTGGACTGGCATGGGGAGAGAGGGTTCTG--GGAGCGTAGAATACG-CTTTC----TGGGAAGCAATGGTGTAGGGGATTTCAGCCAAGACCTAGGGCTGC] : -2079
* * * * x * * %k * * ok * * Kk ok

G/C-rich

oc GTGCTGGGAGGGCCGTGTCCCGGGGTTTTCGG-————————————— @ -1921
MM GTGC-ATGATAGCTCTGCCCTGGGGGCAGAGA- -2000
HS GTGCCGTGATGGTTCTGTCCTGGGGATTGAG-— -2452
BT ICCTCCTCTGGGAGGCTGTC--TTCTTGG-AAACAGC] GGACCCTGATGGCTCTGTCTTGGGGGTTGGGG-——-——————————— 1 -2253
CF @CCTCCTCCAGGAGGCTGCC--TTCATGGCAGACAGCIY G G GTGCCGTGATGGCCCTGTCCCGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGGCCARRATTG @+ ~1968
ra——— x kxxx % *x x Kk kx Akkk K Xk KAKKKKK K k% K Kk K kK * xx %
G/C-rich
ocC G ICC-CCTCCAGTTCCAAAACCTGTCCC-TCCACCCCCA- --CC-- --TTAAGCTACCTG--CCTCTGGGGCAGTTCC : -1845
MM TC-CCTCTCGTCCTAGCCCTTCCTTAATCTGCTATTGAGGAAGCTTTGTGAACTTGGCGGCTTCCAAGTCGCTGCCTTTATTTAGGTCTTCCAACTAACCTA : -1888
HS CCTCCTCCTGTTCCGAAGCATGTTCCTCCCACCCCCA== === === == == === === == ===~ CCAGGCCCCATAATCTACCTG--CCTTTTGGGCAGTTAA : -2367
BT CC-CCTCCTGGTCCAAAGCACATCTC-CCCACCCCCA- ~-CCAGGTCCCTTAATCTATCAGG-TTTTTTTGGCAATTAG : -2169
CcF --CCTGGCCTCTTAATCTATCTG--CCTTTTGGGCAGTTAG : -1884
* x * * % *% *% * *
PE 1A G/C-rich é
ocC CCAGCACCCCCTCCCCCAAATCGCTCTCGGCCTCCTCAGTAACTTTCCGCCAGCCAGCCACCCCTCAGACAAAGCGCATCCCACGGCCTGAGGGCCT : -1195
MM -1173
HS -1678
BT : CTTGCACCTCCA-CCCCAAGTCGCTCTCCTCTTCCTCCTCATCTTTTTGCCA -1519
CF : CCTGCACCCCCT-CCCCARATCGCTCTCCACCTCTTCAGCTTCTTTCAACCA -1232
Kkkk Kk ok ok Ak * i Kk kA ok
oC : [BTGGGTGTTGGGGGAGGCTGGACACCTGACTCCCCTCAGAGGAAGAGGGAGT TGGATACCTAGCTCC-CCATGGEGGGCCCCTGGTGCCCGTCTGAAGCTGA-~ATCTCAGAG : ~1085
MM : @TGGGTG----ACGAGGATGAACACCGGAGTCCCT--GGAGGAAGG-GAAGCAGGGTATCT--~-CCmm====—======—=—=—————— ATCTGAGGCTCT--GTCTTTGAG : -1096
HS : BMCGCACG----ATGAAGCTGGACGCCTGAGTCCCC-CAGAGGARGGAGGAACTAGATACCTAGGTCC-CTGTGGEGEGCCCTTGGTGCCCGTCTGAGGCTCA-~GTCTTTGAG  ~1573
BT : [€TACAAC----ATGAGGCTGAATGCCTGCGTCCTC-TACAGG--—-- GGGACGGGATACCTAGGCCC-CAGTGGGCGGCCCT- ~GTCTGAGGCTCACAGTCTTTGAG : -1425
CF : [§TGGATG----AGGAGGCTGGACGCCCCAGTCCTC-CAGAGGARGG-GGAGCAGGATACCTAGGTTCTCAATGGGEGGCCCC ~GTCTGAGGCTCA--GGCTTTGAG : -1135
Kk ok kx Ak *oxk *oxx * P —— * Kok KRk PP
OC : AGGCTGGGGCAGGGG-GTCTGCTGGAGC--TCCTTTTAGGCCCTTGGACTAGGGATTCCGTGAGAGGGG-ATTGGGGCCGAGGGGGTGGGGGGGCAGGAAGCTGTCCCCAGGG @ 976
MM : GAGA-GGTGGAGAGC----TGGGGAAGT----CTTGTG------- TGAG--GGGATT------—— GGGG--CTCAGGAGGGGG---TTGGGGAGCAGGAAGTTGTCCCCAGGG : -1014
HS : GGGATTGCAGAGGGG-GGTTGCTGGAGC--TCCTTTTAGCGTCTCTGAA-GGGGATTCTGTGTGAGGGG-ATTGGGACTGGGGGG-TTGGGGAGCAGGAAGCAGTCCCCAGGG : -1466
BT : GGGTTGGTGGGGGGGTGGTTGCTGCAGGAGCTCTTTTAGCTGCTCTGAG-GGGGATTCTTACGGAGGGG-ATTGGGGCTGGGGG--TTGGGGGGC-GGAAGCTGTCCCCAGGG : -1317
CF : GGGARAGGGGGGTGG-TGTTGCTGGAGT---TCTTTTAGCTGCT TTGAG-GGGGAT TCTGTGGGGGGGGEATTGGGGCTGGAC -~ ~TTCAAAGGC ~~AATGTTTTATACARAA : ~1032
*x % * % *x ok Kk P Xk kkxkkk xxkk ok k% * xx ok ox ok *x
PE 1B E-box
OC : GAGCCATCCAAGGCCCATTCAAGGGTTGAGMNSUNKETTTAGGGTTAGCGCTGCCCCCTCTGGGGACCGGGATTGTCCAGCCAAGGCCATTGTCCTG-CCCCTTCCCCCAGTCC :  -864
MM : GAGCCATCCT-GGCCCATTCAAGGGTTGAG TTTAGGGTTAGAGCTGCCCCCTCTGGGGACCAGGATTGTCCAGCCAAGGCCATTGTCCTGCCCCCTTCCCCCAGTCC = -902
HS : GAGCCATCCA-GGCCCATTCAAGGGTTGAGEI TTTAGGGTTAGAGCTGCCCCCTCTGGGGACCGGGATTGTCCAGCCAAGGCCATTGTCCTGCCCCCTTCCCCCAGTCC - -1354
BT : GAGCCATCCA-GGCCCATTCAAGGGTTGAG TTTAGGGTTAGAGCTGCCCC-TCTGGGGACCAGGATTGTCCAGCCAAGGCCATTGTCCGGGCCCCTTCCCCCAGTCC - -1206
CF : CATGTAGATA-AAACCAAA-AGGCCTCAAA TGAAGACTCCAAGCTACATAGCCTGCAGGCT--GATGA: TTAACAGGCA : -937
o ox xxk Kok K x K Kk kx % *xx ok Xxk ok x kkx AxkkKKK KKK K *xx ok
G/C-rich
OC : CTCCCAGGCCTCTTTGAACCTGAAGTCAGATTTTTTTTTCTCG-— -— : -811
MM : CTCCCAGGCCCCTTTGAACCTGAAGTCAGATATTTCTTCTCTC-— -- : -850
HS : CTCCCAGGCTTCTTTGAACCTGAAGTCAGATATTTTTTCTCCACACCCCCCACCCCCTGGTTTT( 87 GGGCCTAGGGCTGGAGGCCTGGGCCAGGGAGGTGGGGGAG ¢ ~1241
BT : CTCCCAAGCCCCTTTGAACCTGAAGTCAGATATTTTTTTTCTCCCCTTCTACCTCCTAGGCTTTT GGGCCTAGGGCTGGAGGTCTGGGGT-GGTAGGAGGGGGAG : ~1094
CF : TTT----GCCGCCTGATAGTTATAA--AGGTAATTTATATCCA=———————————--—GAACAT T|SSOINOIOOA TGT ~—— = — —— === —— == == ———mm—————m—————— G : -881
* Kk ok ok ok kK xk K k% ok

3

MP
OC : GGGATGGGGTGGAAGGG-----ACCCCAGACGGCTGGGCCCCGCCGACGGCCGGGCAGCT-~-~--TGTTGTGAGTT -~ -GARRATCTCCAAGGGCTCA : -220
MM : TGGGGCATCCGAGCAAC----TGGTTTGTGAGGTGTCCGGTGACCCAAGGCAGGGGTGAGAGGACCTTGAAGGTT -~ -GGCCTCCTGGGGTCCCGTC : -225
HS : TCATTGTACTCCACTGCACTCCAGTCTGGGCAACAAAGTGAGACCCTGTCTTAAAAAATAAAAATAAAAAAAGTTTCTGTGGGGGACCTGCACTGAGGTCCTGGAGGGGCGLE : -228
BT : GGGGAGGGCTGGGCAGC----CTGTTGGGAGCTGGAAGTGAAGGCCCGCATGGGGGACCT---GCACCGAGAGTCT----~ AGGAGTCTG----GGGGCTGGAGAGGGGCCTG : -227
CF : NNNNNNNNNNNNNNNNN----NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN---ACACAGGGAG-------- GAGTGTCCA----GGCCACCCCACACGGCTCT : -222
* * *

G/C-rich
OC : GA--GGGGCGCCCAGCTCTGGCTCA--------GACGTCGCCGCCAACC---AGGCAAATATCCCTCGCCTCAGTTTCT] ICCAAC-ACCTTCTCCTCCACCCATCCA : -121
MM : CTAAGGGTTGTCCTGTCCAGACGTCCCC----AACCTCCGTCTGGAAGACACAGGCAGATAGCGCTCGCCTCAGTTTCTY ICCACAGCTCTGCTCCTCCACCCACCCA : -116
HS : AGTTGTGTCTCCCGGTTTTCCCCTTCCACAGACACCATTGCCACCACCAT-TAGGCAAACATCCTTCGCCTCAGTTTCTY ICC----TCCCTCTCCTCCACCCATCCA : -120
BT : GGTGGAGATCCCTGGCTTTCCCCTTCC--AGACACCACCGCCACCAGCA----GGCAAACACCCTCCGCCTCAGTTTCTY ICCACGGTCCCTTCCCCCCACCCATCCA : -120
CF : GACCG-GGTGCCTAGCTGGAGCGACCG------ ACCACCGCCACCTTCA----GGCCAGCGCCCTTGGCCTCAGTTTCT| ICCACCGCCCTGGTCCTCCACCCATCCA : -120

* x * * *okx * Kk kkkk kR KAAK KKK Kk KK * Kk kkkkKAK Kk

Spl/sp3

OC : GGGGGCG -8
MM YAGAG-—--GTGAAACCGTCCCTAGGTGAGCCGTCTTTCCACCAGGCCCCCGGCTCGGGGTGCCCACC : =7
HS GAGAGGGGTTGAGTAGTCCCTTCGCAAGCCCTCATTTCACCAGGCCCCCGGCTTGGGGCGCCTTCC =7
BT C C GAGAGGTGTTGAGCAGTCTCTAGGAGATCCCTCGTTTTCCTAGGCCCCCGGCTCGGGGTGCCTTCC =7
CF GGGGGCG \ ( GAGAGGTGTTGAGCAGCCCTTAGGAGAGCCCTCATTTTTCCAGGCCCCCGGCTTGGGGCGCCTCTG : =7
Hok KKK KKKk kKKK KK Kk hk kK KKK *k KhKKXKA* KKk KXk hkkkkx *x * % * Kk kk ok k% Kk kk ok ok ok kK X Kk KK ok
oC : TTCCCCC : -1
MM : TTCCCC- : -1
HS : TTCCCC- : -1
BT : TTCCCC- : -1
CF : TTCCCC- : -1

ok K KKK

15. abra: A nyul (OC) POUSF 1 szabalyozo régidinak illesztése az emlds ortologjaival. A disztalis enhancer, 2A
hely (DE-2A); a proximalis enhancer, 1A és 1B helyek (PE-1A, PE-1B) és a minimal promoter (MP) régioja sziirke
szinnel van arnyékolva. Az erésen konzervalt GC-gazdag motivumok, mint a GGG(A/T)GGG, CCC(A/T)CCC és
a feltételezett transzkripcios faktor-kotohelyek fekete szinnel vannak arnyékolva. A PE 1A kozelében 1év0, csak a
nyulban jelen 1évé CCCACCC motivumot bekeretezéssel jeloltiik; ez a motivum részben atfed egy CCCTCCC
motivummal (félkdvérrel szedve). A Sp csalad kotohelyét aldhtizassal jeldltiik. A nukleotidokat a nyul POUSF1
gén transzlacios starthelyéhez viszonyitva szamoztuk. OC, Oryctolagus cuniculus; MM, Mus musculus; HS, Homo
sapiens; BT, Bos taurus és CF, Canis familiaris (Kobolak et al., 2009 alapjan modositva).
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I xonzervalt régio
[ Tenhancer
promoter

exon

Minimal
DE-2A PE-1A PE-1B promoter Exon 1

- m o mm

CR4 CR3 CR2 CR1

V4

crer

crer

tdmasztja ala a nyul és az ember kozott megfigyelhetd legmagasabb homoldgia mind a négy
konzervalt régidban, valamint a PE-1B és DE-2A enhancerekben. A teljes minimal promoter
(0/-221 bp) és a PE-1A enhancer volt az a két kivételes régid, ahol a kutya szekvencia mutatta
a legmagasabb homoldgiat a nyul szekvenciaval 6sszehasonlitva (19. tablazat).

19. tablazat: A konzervalt régiok nukleotid szekvencidi és a teljes upstream régidé kozotti
homologia (%) fajok kozotti 6sszehasonlitdsban

nyul (Oryctolagus cuniculus) egér human szarvasmarha kutya
Pou5F1 gén prométer régiok  Mus musculus Homo sapiens Bos taurus Canis familiaris
CR1 82,3 88,4 86,8 84,8
CR2 92,0 93,9 90,7 -
CR3 79,6 80,9 73,8 68,2
CR4 67,6 83,6 78,0 67,1
PE 1A 76,5 73,2 77,8 83,3
PE 1B 96,0 96,4 96,4 -
DE 2A 87,5 95,0 90,0 85,7
MP 74.2 76,8 79,1 79,3
teljes 5' régiod 52.5 57,7 57,0 51,9

4.3.3 A promoter régiok funkcionadlis elemzése

Négy kiilonboz6 riporterkonstrukceiot elektroporaltunk egér ESC sejtekbe, hogy teszteljiik a
POUSFI promoterében 1évo konzervalt régido mitkodését (17. abra). A minimal (proximalis)
prométert (CR1), a proximalis promotert proximdlis enhancerrel (CR1+(CR2 és CR3), a
proximalis prométert disztalis enhancerrel (CR1+CR4) és a teljes promoter régiot (CR1+(CR2
¢s CR3)+CR4) vizsgaltuk, promoter nélkiili fluoreszcens fehérjét (GFP) kodold rendszer
alkalmazasaval. A minimal promoter (CR1) fluoreszcens aktivitidsa nagyon gyenge volt a
kontroll ubikvitin prométerhez (B6U-3 sejtvonal) és a nem transzfektalt kontroll R1 ESC
sejtvonal alap autofluoreszcencidjahoz képest (17. dbra), azonban egyértelmiien elmondhato,
hogy a nyul POUS5SF1 CR1 szabalyozo6 régidja képes egér ESC sejtekben minimal promdterként
kifejez6dni. A CR2+CR3 régiok hozzdadasa nem ndvelte jelentdsen az expresszid szintjét a
CR1 fragmenthez képest. Amikor azonban a CR4 régidt a minimal promoterrel (CR1) egyiitt
transzfektaltuk, az expresszio szintje tobb mint kétszeresére nott. Hasonloképpen, az expresszio
szintén kétszer magasabb volt a CR1-hez képest, amikor a teljes promoter régiot [CR1+(CR2
¢s CR3)+CR4] transzfektaltuk, vagy a CR1+(CR2 és CR3) régiot a CR4-gyel egylitt
transzfektaltuk. Az expresszid intenzitdsa azonban jelentdsen kisebb volt az ubikvitin promoter
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(transzgenikus B6U-3 ESC sejtvonal) vagy a kontroll pmax-GFP vektor expressziojahoz képest
(17. &bra). Amikor az expresszidjat dsszehasonlitottuk az egér POUSFI minimal promotert
(CR1) és disztalis enhancert (CR4) tartalmaz6 konstrukcidval (Oct4-GiP) (Hubner et al., 2003),
az egér konstrukcid a nyul hasonld konstrukcioval Osszevethetd, a pozitiv kontrolloknal
alacsonyabb expresszios intenzitast mutatott (17. abra).

Normalizalt fluoreszcencia intenzitas
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kiilonb6z6 konstrukciok sematikus abrazolasa az abra bal oldalan lathato. A fluoreszcens aktivitast 72 o6raval a
nukleofekcié utan mértiikk. Az adatokat a kezeletlen R1 egér ESC sejtek autofluoreszcenciajaval normalizaltuk. A
CR1, a minimal prométer gyenge alapszintli expressziot mutatott az egér ESC sejtekben. Amikor a proximalis
enhancer fragmentum (CR2 és CR3) a szabalyozo6 régio része volt, az expresszio nem mutatott jelentds valtozast.
Amikor azonban a disztalis enhancer régiot (CR4) tartalmazé vektort vagy a minimal prométerrel (CR1), vagy a
minimal promoterrel és a proximalis enhancerrel (CR1+(CR2 és CR3) egyiitt transzfektaltuk, az expresszios szint
jelentésen megndtt. Mig a teljes, intakt szabalyozo régio (CRI+(CR2 ¢és CR3)+CR4) transzfektalasakor
tapasztaltuk a legmagasabb expressziot. Ha az egér CR4+CRI1 régiot tartalmazo Oct4-GiP sejtekkel hasonlitottuk
Ossze, nem talaltunk jelentds kiilonbséget. Az oszlopdiagrammon a standard hiba (SE+) értékek keriiltek
feltiintetésre. ® ¢ az értékek kozotti szignifikans kiilonbségeket jeldlik (p<0,05) (Kobolak et al., 2009 alapjan
modositva).

4.3.4 POUSF1 expresszio preimplantdcios stadiumu embridkban

A nyul POUSFI gén expressziojat kvantitativ valos idejii RT-PCR segitségével elemeztiik
preimplantécios stddiumt nyul embridkban. A POUSF 1 mRNS-e minden vizsgalt stddiumban,
de kiilonboz6é intenzitassal volt kimutathatd az embriokban. Az mRNS magasabb
mennyiségben volt jelen az petesejtekben és a zigdtakban (18. dbra), de a szintek folyamatosan
csokkentek az embri6 genomjanak aktivalasaig, amely a nyul preimplanticids fejlddése soran
a késdi 8-16 sejtes stadiumok kozott kovetkezik be (Brunet-Simon et al., 2001; Mamo et al.,
2008; Leandri et al., 2009). Az embrionalis genom aktivalodasat kdvetéen az expresszids
szintek folyamatosan emelkedtek a holyagesira stadiumig (18. abra). A POUSFI
transzkriptumot a nytl hdlyagcsira embridk izoldlt ICM és trofoblaszt részeiben 1is
szamszerusitettiik, és a relativ szinteket a holyagesira embriok transzkriptumat kalibratornak
véve Osszehasonlitottuk. Az Osszehasonlitas kimutatta, hogy a POUSFI gén expresszidja
egyértelmiien kimutathaté mindkét sejttipusban, de expresszidja szignifikdnsan magasabb
(p<0,05) az ICM-ben, mint a trofoblaszt sejtekben (18. dbra).
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18. abra: POUSF I expresszio preimplantacios stadiumu nytalembriokban. A POUSF 1 expresszidjanak kvantitativ
valos ideji RT-PCR analizise nyul preimplantacidés stadiumi embriokban. Az abradkon o6t egyedi minta
génexpresszidjanak atlagértékei (xSEM) (n=5) keriiltek feltiintetésre. A kiilonbozo betiik az értékek kozotti
szignifikans kiilonbségeket jelolik (p<0,05) (Kobolak et al., 2009 alapjan modositva).

4.3.5 Pszeudogének azonositisa

A BAC-konyvtar sziirését az oct4-435 és oct4-186 primerekkel végeztiikk (1. tablazat), és
azonositottuk az LBAB-304A07 és LBAB-779H10 BAC-klonokat. Mindkét klon POUSFI-
szerli szekvenciat tartalmaz, és bar intronok hianyoznak beldliik, kozvetlen ismétlddésekkel
szegélyezett polyA farok maradvanyokat tartalmaznak, amelyek mind a retrotranszpozalt
pszeudogének jellemz6i (Vanin 1985; Mighell et al., 2000). Az Gn. hatarolo (flanking) régid
szekvenalasa alapjan a két BAC-klon azonosnak bizonyult, ugyanazt a genomi régiot
tartalmazta. Mégis, ezen BAC-klonok kromoszomalis lokalizacioja ismeretlen volt.

A POUSFI gén cDNS-e ¢és pszeudogénje 99%-os szekvenciaazonossaggal rendelkezik
(4. melléklet). A szekvenciaelemzés kimutatta, hogy a pszeudogénben a kezdeti ATG-t6l
szamitott 796 bp pozicioban nyolc nukleotid delécio van, amely a szekvencidban
kereteltolodast, vagyis frameshift-et okoz. Ennek eredményeként a 360 aminosav hosszl
funkcionalis fehérje helyett egy 162 aminosav hosszu csonka fehérjét kodol. Ebbdl a csonka
formabol hidnyzik a funkcionélis POU-domén, de az aminosavak szintjén még mindig 92%-o0s
hasonlosagot mutat a kereteltolodast okozdé STOP-kodonig. A pszeudogén szekvencidjat
EU191070.1 referenciaszamon publikaltuk a GeneBank adatbazisaban
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU191070).
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4.4 Haszonallatok embrioinak osszehasonlitasa, uj pluripotencia gének
azonositasa

4.4.1 A hasonlo fejlodési stadiumok azonositdsa a kiilonbozo fajokban a pluripotencia
markerek alapjan

A nyulon végzet POUSFI génexpresszios kisérletek rairanyitottdk a figyelmet az egyes
haszonallatok embridinak €s az embrionalis stddiumban a pluripotencia gének expresszids
mintazatanak kiilonbségeire. Ezért célzott vizsgalatokat végeztiink két fontos haszonallatunk, a
szarvasmarha (Bos taurus) és sertés (Sus scrofa) embridin, referenciaként az egeret hasznalva,
a pluripotens sejtpopuléaciok és a pluripotencia fenntartdsédba szerepet jatszo gének vizsgalatara.
Elozetes vizsgalatokkal, valamint irodalmi adatokat is felhasznalva in situ hibridizaciot
modszerét alkalmazva a fObb pluripotencia és fejlédési stddium specifikus fehérjék
hasznalataval (POUSF1, NANOG, SOX2 ¢s BRACHYURY) meghataroztuk azon fejlodési
stadiumokat, amelyek a kiilonb6zo fajok kozott egymasnak megfeleltethetok, egyenértékii
embrionalis staddiumokat jelolnek. Ez alapjan az egér fejlodési stddiumat alapul véve az ICM,
vagyis holyagesira embrionalis fejlédési stadiumnak (E3.5) leginkdbb megfeleld stadium az
E6.5/E7 volt mind a sertés, mind a szarvasmarha esetében. Az ERSE stddiumnak (E6.25) a
sertésnél E10.5 mig a szarvasmarhandl az E14 stddium felet leginkabb meg, ahol a POUSF1
expresszioja radidlisan szimmetrikus epiblasztot hatdrolt. A pregasztruldcids stddiumban az
egér APE stadiuménal pedig (E7.25) a sertés E12.5 és a szarvasmarha E17 stddiumat hataroztuk
meg egy jellegzetes aszimmetrikus BRACHYURY expresszids vonal megjelenése mentén,
mikdzben a POUSF1 expresszidja mindig erdteljesen kifejezodott az egész epiblasztban
(Bernardo et al., 2018). A tovabbiakban az igy meghatarozott stidiumokat és embrié mintakat
hasznaltuk fel a vizsgalatokban (19. 4bra).

Mus musculus Bos taurus Sus scrofa
E35 E6.25 E7.25 E7.0 E 14.0 E17.0 EG.5 E 10.5 E125

ICM ERSE ICM ERSE APE ICM ERSE APE

19. abra: A szarvasmarha és sertés embriok egér embri6 fejlodési stadiumianak valo megfeleltetése az epiblaszt
differencidcio soran, a pluripotencia gének térbeli expresszidja alapjan. Mig a ragcsaloknal az epiblaszt egy csésze-
szertl format 6lt, addig a parosujji patasok (Ungulates) esetén, igy a szarvasmarha és sertés embriokban is egy
korongot (disc) formal, ezért morfoldgiai alapon nem lehetséges az azonositas, csak a marker fehérjék térbeli
expresszidja alapjan. ICM, bels6 sejtcsomo (Inner Cell Mass); ERSE, radialisan szimmetrikus epiblaszt (epithelial
radially symmetric epiblast); APE, eliils6-hatso epiblaszt (anerior-posterior epiblast); E, embrionalis fejlédési nap
(Embrionic day) (Bernardo et al., 2018 alapjan modositva).

4.4.2 Génexpresszios osszehasonlito vizsgalatok szamos gén konzervalt expressziojat
tartak fel a haszondadllatok embrioiban

Az igy feltérképezett és meghatarozott embrionalis stadiumokbdl mintakat gyiijtottiink, RNS-t
izolaltunk és génexpresszios Osszehasonlitdo vizsgalatokat végeztink RNS szekvenaldssal.
Elészor kizartuk a génexpresszid vizsgalataval az extraembriondlis anyai szovetekkel vald
szennyezOdést, hogy valdoban csak az adott epiblaszt stddiumban, az adott epiblaszt
sejtcsoportra vonatkozo vizsgélatokat végezziik el (Bernardo et al., 2018). Az elézéekben
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definialt 3 fejlédési stadiumot (ICM, ERSE, APE) a 3 fajban (egér, szarvasmarha, sertés)
hasonlitottuk 0ssze. Az eredményeink azt mutattak, hogy egy jol definialhaté kis csoportja a
géneknek, amely a fajok kozott eltérést mutat az egyes fejlodési stadiumok kozotti &tmenet, igy
az ICM-ERSE ¢és az ERSE-APE atmenet soran és eltérden expresszald génként azonosithato.
Ez a konzervalt géncsoport egy kis szamu jelolt azonositasat tette lehetévé a szamunkra. Az
ICM-ERSE atmenet soran 26 gént azonositottunk, amelynek expresszidja csokkenést mutatott,
mig 47 megemelkedett expressziot mutatd, mindharom fajban azonos modon expresszald gént
azonositottunk. Az ERSE-APE 0sszehasonlitdsban csokkent expressziot mutatd gént nem,
azonban két megnovekedett expressziot mutatd gént azonositottunk a 3 faj kozott (Bernardo et
al., 2018).

4.4.3 Azin vivo és in vitro transzkripcios mintazatok osszehasonlitdsa uj, stadium-
specifikus pluripotencia-asszocidalt géneket tart fel

Szamos, a fejlédés szempontjabadl fontos gén konzervalddott az evoliciod soran. Az el6z8ekben
azt talaltuk, hogy a konzervalt gének egy kis csoportjanak expresszidja jellemzéen megvaltozik
az ICM ¢és a késoi epiblaszt (ERSE és APE) kozotti atmenet soran. Mivel e gének némelyikét
korabban nem ismertiik a pluripotenciaval dsszefiiggésbe hozhatonak, felmeriilt, hogy e gének
vajon az egér pluripotens sejtvonalak naiv és primed pluripotencia allapotdban is eltéréen
expresszalodnak-e. Ebbol a célbol dsszehasonlitottuk RNS-szekvenalasi adathalmazunkat a
mESCs (Marks et al., 2012) és mEpiSCs (Veillard et al., 2014) esetében publikalt adatokkal.
Két kiilonboz6 koriilmények kozott, szérum+LIF, illetve 2i+LIF médiumbandf tenyésztett ESC
sejtekre vonatkozd adatokat hasznaltunk, ahol a sejtek a pluripotencia "naiv alapallapotdban"
maradnak (Beccari et al., 2018).

Az egér in vivo és in vitro mintak korrelacios elemzése azt mutatta, hogy az ICM stadium nem
korrelalt jol egyetlen pluripotens sejttel sem, mig mind az ERSE, mind az APE mutatott némi
hasonlésagot a szérum kiegészitéssel tenyésztett mESC sejtekkel és az mEpiSC sejtekkel
(20. abra). A harom faj mintainak felhasznalasaval végzett flkomponens-elemzés tovabb
erdsitette ezeket az eredményeket (20.4abra B panel), azaz a fejlddési allapot szerint
Osszehasonlitva egyértelmi, hogy mig az ERSE/APE stddiuma embridk jol csoportosulnak a
késéi epiblasztbol szarmazd dssejtekkel (mEpiSC), az ICM stadiumid embriok nem
csoportosulnak az ICM-bdl szarmazo dssejtek (2i-mESC vagy szérum-mESC) egyikével sem,
bar kissé kozelebb allnak a 2i-mESC sejtekhez (20. dbra). Az in vivo és in vitro egérmintadk
kozott az eltérden expresszalodod gének atfedése arra utal, hogy a 2i-r6l szérum-mESC atmenet
jobban tiikrozi az ICM-ERSE atmenetet, mint a szérum-mESC-r6l mEpiSC-re torténd
atmenetet, kiilondsen a csokkent expressziot (down regulated) mutatd gének esetében (20. abra
A panel). A stadiumspecifikus konzervalt gének és az in vitro mintdk metszete tovabba azt
mutatta, hogy csak néhany gén szabalyozodik fel- (up regulated) vagy le (down regulated) mind
in vivo, mind in vitro (20. dbra B panel). Az Osszehasonlitds megmutatta tovabbda, hogy a
szérum-mESCs a naiv és a primed pluripotencia kozotti atmeneti stadiumnak tekinthetd
leginkdbb. Ezek az elemzések egyiittesen azt mutattak, hogy az ICM ¢és az ICM-bdl szdrmazd
sejtvonalak kozotti kiilonbségek ellenére az in vivo korai és késdi epiblaszt k6zotti atmenetet
in vitro 1s megtalalhatdak és a gének egy kis csoportja allhat a hattérben. Meglepd modon ezek
koziil csak néhanyat hoztak korabban 6sszefliggésbe a pluripotenciaval.
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20. abra: /n vivo embri6 mintak génexpresszios mintazatanak dsszehasonlitasa in vitro egér dssejtekkel, a relevans
naiv és primed pluripotenciaval kapcsolatos gének esetén. A) Az in vivo és in vitro mintdk kozott az eltérden
expresszalodo gének konzervalddasat bemutatd hétérkép. Az atfedés az egérben eltérden kifejez6dé génekre
(balra: Mus jeloléssel) valamint azokra a génekre vonatkozik, amelyek a harom faj kozott eltéréen fejezodnek ki
(jobbra: Mus/Bos/Sus jeloléssel). **p<0,001, *P<0,01. B) Venn-diagramok, amelyek a 2imESC és mEpiSC
sejtvonalakban eltéréen expresszalt gének halmazai (egér naiv sejtek) €s a fajok kozott kozos eltérden expresszalt
génekre vonatkozoé halmazuk (ICM vs. ERSE vagy APE) kozotti atfedést (metszeteket) mutatjak (Bernardo et al.,
2018 alapjan modositva).

4.4.4 Az ujonnan azonositott gének in vivo expressziojanak validalasa embriokban

Val6szintisithetd, hogy azok a gének, amelyek mind in vitro (egér pluripotens sejtekben), mind
in vivo (a hdrom faj embridiban) jelentds expresszios valtozasokat mutatnak, fontos konzervalt
szerepet jatszhatnak a pluripotencia génexpresszios szintli szabdyozasaban. Annak validdlasara,
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
allapothoz (7rip6, Dusp6, Jakmip2, Lin28b) kapcsolodnak. Bevontuk tovabba a Sema64 gént,
amely a 2i-mESC-mEpiSC 4atmenetben, valamint az ICM-ERSE 4tmenetben a
szarvasmarhdban ¢€s a sertésben is emelkedett exprerssziot mutatott, mivel az irodalom alapjan
a Sema6A fontos a hESC sejtek dnmegujulasa soran (Dowell et al., 2014).

Eldszor 6sszehasonlitottuk ezen gének kifejezddeését az embrionalis szovetekben, a harom faj
ICM, ERSE és APE stddiumtl embridit mintait. Az egér-, szarvasmarha- és sertésembriok
gPCR-analizise megmutatta, hogy a Spic, Gjb5, Scpepl és Psap expresszids szintje
szignifikdnsan magasabb volt az ICM stadiumt embridkban, mint az ERSE vagy APE stadiumu
embriokban (21. dbra). Ugyanez volt igaz a KIf4-re az egér €s a szarvasmarha esetében, azonban
nem volt kimutathat6 a sertésembridkban, annak ellenére, hogy jelen volt a kapcsoloddo RNS
szekvenalasi adatokban (21. abra). Az ellentétes tendencia, azaz az ERSE és APE mintdkban
valé magasabb expresszio a Trip6, Dusp6, Lin28b, Jakmip2 és Semaba expresszio esetében is
megerdsitést nyert (21. dbra). Ezutan a KLF4, GJBS, TRIP6 és SEMA6A immunfestését
végeztiik el az ICM és ERSE stadiumu egér embridkon. A KLF4 és a TRIP6 nuklearis fehérjék,
mig a GJB5 és a SEMAGA transzmembran fehérjék. Az ICM sejtek egyértelmiien kifejezték
mind a GJBS, mind a KLF4 fehérjéket, mig az ERSE stadiumban az epiblasztban nem voltak
kimutathatok (22. abra). Ezzel szemben a SEMAGA expresszioja gyenge volt az ICM sejtekben,
¢s magas az ERSE stadiumu epiblasztban (22. dbra). Tovabba a TRIP6 mindkét stddiumban
jelen volt (22. 4bra), ahogy az a qPCR-adatok alapjan vérhat volt. Osszefoglalva, in vivo
megerdsitettiik a transzkriptom-elemzés altal kiemelt expresszios tendencidkat az elemzett
géncsoportok esetében.
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21. abra: Ujonnan azonositott pluripotencia-asszocialt gének expresszidjanak vizsgalata qPCR-el szarvasmarha-
(piros oszlopok), sertés- (kék oszlopok) és egérembriokban (z6ld oszlopok): izolalt ICM (csak egér esetében),
teljes holyagesira (BLAST), ERSE és APE mintakon. Az expresszids értékeket a Gapdh expressziohoz
normalizaltuk (kék, Sus; piros, Bos; zold, Mus). A hibasavok a standard eltérést jelentik (n=3) (Bernardo et al.,
2018 alapjan modositva).

miCM mERSE
DAPI POUSF1 GJBS Merge DAPI POUS5F1 GJBS P DAPI

P Merge

POUSF1 TRIPS POUSF1

POUSF1 SEMABA POUS5F1 P DAPI

22. abra: A GJBS5, TRIP6 és SEMAG6A immunfestése az POUSF1 (piros) pluripotencia markerrel egyiitt egér
hoélyagcesira és ERSE stadiumu reprezentativ embridkban. A DAPI sejtmagfestés kék szinnel lathato. A "P"-vel
indexelt jobb oldali panelek az ERSE-embriok teljes vetiiletét mutatjak. m, egér; ICM, bels6 sejtcsoméd; ERSE,
radialisan szimmetrikus epiblaszt (Bernardo et al., 2018 alapjan médositva).

4.4.5 Az ujonnan azonositott gének a naiv/primed pluripotens dllapot jelzdjeként
hasznalhatok

A kovetkez0 kérdésiink az volt, hogy ezek a gének felhasznalhatok-e a naiv/primed pluripotens
allapot megkiilonboztetésére, vagyis jelzdégénként hasznalhatdéak-e. Valos ideji qPCR-t
végeztiink mESCs (21 médiumban vagy szérumban tenyésztett), mEpiSCs ¢és tovabbi embrio
eredetli Ossejtvonalakban, azaz trofoblaszt (mTSCs) és primitiv endoderma (mXENCs)
Ossejtekben (23. és 24. abrak). Az eldrejelzésnek megfelelden a Kif4, a Gjb5, a Scpepl és a
Psap szignifikdnsan magasabb szinten fejez0dott ki az mESCs, mint az mEpiSC sejtekben és
igy a naiv allapot jelzéinek tekinthetdk. Ezek a gének az mTSCs és/vagy mXENCs esetében is

jelentésen magas szinten expresszalodtak. Erdekes modon a Spic volt az egyetlen olyan gén,

71



amelynek expresszidja a 2i-mESC sejtekre korlatozodott, igy az az alapallapot j markere.
Ezzel szemben a Lin28b, a Semaba, a Jakmip2 és a Carl4 a mEpiSC sejtekben erdsebben
kifejez6dott az mESC sejtekhez képest. A Dusp6 expresszidja melkedett volt a szérum-mESC
¢s erdteljes expressziot mutatott az mEpiSC sejtekben is. Ezért ezeknek a géneknek az alacsony
expresszioja az alapallapot jellemzoéjének tekinthetd. Végiil a Trip6 expresszidja minden
Ossejtben kimutathatd volt, expresszioja alig emelkedett (23. abra).
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23. abra: Az uUjonnan azonositott pluripotencia-asszocialt gének expresszids szintje qPCR vizsgalattal egér
Ossejtekben. Mintdk sorrendje: 2i-mESCs, szérum-mESCs (s-mESC); mEpiSCs; mTSCs; mXENCs. Az
expresszios értékeket a Gapdh expresszidjahoz normalizaltuk. A hibasavok a standard eltérést jelzik (n=3)
(Bernardo et al., 2018 alapjan modositva).

Az immunfestés (24. dbra) megerdsitette, hogy mind a GJB5, mind a KLF4 kifejezddik az egér
ESC sejtekben, mig expressziojuk lecsokkent az mEpiSC sejtekben. Ezzel szemben a SEMAGA
expresszioja éppen az mEpiSC sejtekben magasabb. A TRIP6 viszont mindkét pluripotens
ESC-stadiumban kifejezddik. Ezek az eredmények megerdsitik a sejtvonalak gqPCR
elemzésének eredményeit. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a naiv és primed pluripotens
sejteken végzett gén- és fehérje expresszios vizsgalatok igazoltdk az Ujonnan azonositott,
pluripotencia-asszocialt gének stadium-specifitasat és alkalmasak a pluripotens allapot
differencialasara.

mESCs mEpiSCs

DAPI POUS5F1 KLF4 Merge DAPI POUS5F1 KLF4 erge

DAPI POUSF1 GJB5 Merge DAPI POUSF1 GJB5 Merge

POUSF1 TRIP6 Merge POUSF1

POUSF1 SEMAGA  Merge ~ POUS5F1 SEMAGA MErge.

24. abra: A KLF4, GIBS, TRIP6 és SEMAG6A immunfestése a POUSF1 (piros) pluripotencia markerrel egyiitt 2i-
mESC és mEpiSC sejtekben. A sejtmagokat DAPI festéssel tiintettiik fel (kék szin). m, egér; ESC, embrionalis
Ossejt; EpiSC, epiblaszt 6ssejt (Bernardo et al., 2018 alapjan mddositva).
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4.5 1PSC sejtek alkalmazasa betegségmodellezésben
4.5.1 A betegségmodell genetikai hdttere, a felhasznalt iPSC vonalak

Ebben a vizsgalatban két olyan csalad keriilt kivalasztasra, ahol a gyermekeknél MPS II
rendellenességet diagnosztizaltak. Az egyik csaladban két fiu testvér (MPSII-1.3 és MPSII-2.5)
¢és tiinetmentes édesanyjuk (Ctrl-M.1) volt érintett, akik mindannyian az iduronat-2-szulfataz
gén patogén mutdcidjat hordoztdk (NM_000202.7(IDS):c.85C>T). Ez az egy-nukleotid-
variacido (SNV) egy korai terminacids (stop) kodont eredményez az iduronat-2-szulfataz
génben. Egy mésik csaladbol egy fiu gyermek (MPSII-4.1) volt érintett, akinél egy missense
mutacio (NM_000202.7(IDS):c.182C>T) okozott MPS II tiineteket. Ezen kiviil egy egészséges
néi Onkéntes donor mintajat fiiggetlen kontrollként (Ctrl) hasznaltuk. Az iPSC-vonalak
eldallitasat (mintavételét, genetikai Gjraprogramozas) és pluripotencia jellemzését részletesen
ismertettiik és korabban publikaltuk (Varga et al., 2016a; Varga et al., 2016b; Varga et al., 2016c;
Varga et al., 2016d).

4.5.2 Az iPSC sejtvonalak neurondlis differencidlodasanak vizsgdlata

A vizsgélatok legfobb célja az MPSII betegség neurondlis fenotipusanak ¢és
patomechanizmusanak in vitro vizsgalata volt egy Ossejtalapti modellben. Ezért els6 1épésként
a sejtvonalak neurondlis differencialodasi képességének igazolasa volt sziikséges, hogy vajon
alkalmas modellrendszert biztositanak-e a tervezett vizsgalatokhoz. Minden iPSC vonalat
neuronalis irdnyba differencialtunk, és a kiilonb6zd differencialodési stadiumokat értékeltiik.
Eldszor az NPC-stddiumot elemeztiik a {6 NPC-markerek (NESTIN, SOX1 (SRY-Box 1),
PAX6 (Paired Box 6) expresszidja alapjan immuncitokémidval. A vizsgalat a korai
passzéazsokban (a 4-6 passzazsig) nem mutatott jelentds kiilonbséget a kontroll és a betegséget
hordoz6 sejtvonalak NPC populaciol kozott (25. dbra A panel). Ezzel parhuzamosan qPCR
kisérleteket végeztiink, amelyek a PAX6 és a NESTIN hasonlo expresszios szintjét igazoltdk
(25. abra B panel).

Ezutdn az NPC-ket érett neuronokka differencialtuk 5 hetes tenyésztés (TD35) sordn, majd
elemeztiik azokat. A terminalis differencidlodas neuronhélozatok kialakuldsat eredményezte,
ahol mind az egészséges, mind a beteg sejtek pozitivak voltak a Tubulin 3 (Tubulin Beta 3 Class
111, TUBB3), a dendritikus marker MAP2 (Microtubule-associated protein 2, MAP2) és a
200kDa Neurofilament fehérje (Neurofilament 200 kDa, NF200) expressziojara. A neuronok
expresszaltak a posztszinaptikus denzitds fehérje 95-6t (PSD95), ami szinapszisok kialakuldsat
jelezte (25. abra C panel) minden sejtvonalban. Ezt elektronmikroszkopiaval is megerdsitettiik,
ahol aktiv szinapszisokat (dokkolo6 vezikuldk a szinaptikus résben) azonositottunk (25. abra D
panel). A neurondlis differencidlodas soran asztrocitdk is megjelentek, amelyek Glialis
fibrillaris savas fehérje (GFAP) és Aquaporin-4 (AQP4) expressziot mutattak (25. dbra C
panel), fiiggetlentil a sejtvonaltol.

A transzkriptomikai elemzés megmutatta, hogy a TUBB3 ¢és a MAP2 neuronalis markergének
igen erdteljesen fejezddtek ki minden TD35 neurondlis kultiraban. A termindlis marker RNS-
koté Fox-1 Homolog 3 (RBFOX3, korabban NEUN néven is ismert), az asztrocitakban
expresszalodo AQP4, az S100 kalciumkotd fehérje B (S700p) és a GFAP intenziven expresszalt
a TD35 mintakban, ami aldtdmasztja a glialis vonal jelenlétét a neuronalis kulturakban (25. abra
E panel). A legmagasabb GFAP-expressziot az MPSII-4.1 mintaban figyeltik meg, ami
korrelalt az ICC-kisérletekben kimutatott GFAP+ asztroglia sejtek magas aranyaval.
Osszefoglalva, a kettés SMAD-gatlas altal indukalt neuronélis indukci6 MPS II NPC-
populaciok kialakuldsat eredményezte, amelyek a kontrollal Osszehasonlitva normalis
proliferativ kapacitassal rendelkeztek a korai passzazsokban, és lehetdvé tették a neuronalis és
asztroglia differencialoédast, a kontroll vonalhoz hasonlé transzkript- és fehérje-expresszids
mintdzattal. A TD35 staddiumig minden genotipusbol sikeresen differencialodott érett,
szinaptikusan aktiv neurondlis populacio, amely a létrehozott modellrendszer alkalmassagat
igazolta.
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25. abra: Kontroll és MPS II iPSC sejtekbdl szarmazé NPC és TD35 neurondlis kultirdk 6sszehasonlitésa.
A) NPC sejtek immuncitokémiai jelolése, PAX6 (z6ld) NESTIN (piros) é¢s SOX1 (magenta) fehérjékre. A
sejtmagokat DAPI festés jeloli (kék) (méretvonal = 20 um). B) A PAX6 és NESTIN expresszio qPCR vizsgalata
hasonlé eredményt mutatott a korai passzdzsu NPC-kben. Az értékeket a Ctrl sejtvonalhoz normalizalt (1,0) relativ
expresszioban (=SEM) fejezziik ki (n=3); *p<0,05. C) A TD35 neurontenyészetek immuncitokémiai jel6lése
TUBB3 (z61d)/MAP2 (piros), NF200 (z61d)/MAP2 (piros), PSD95 (z61d)/MAP2 (piros) és GFAP (z61d)/AQP4
(piros) fehérjék expresszidjara. A sejtmagokat DAPI-val jeldltiik (kék) (méretvonal = 20 um). D) Reprezentativ
ultrastrukturalis morfologiai kép egy aktiv szinapszisrol Ctrl TD35 neuronokban. Szimmetrikus szinapszis,
felhalmozodo szinaptikus vezikulakkal (SyV) a preszinaptikus terminalban €s elektronsiirii anyaggal a szinaptikus
résben (SyC). Az aktiv zonat a dokkolo szinaptikus vezikulak jelzik (fehér nyilhegyek) (méretvonal = 100 nm). E)
Neuronalis markergének expresszidja a beteg és kontroll iPSCs-eredetti TD35 neuronalis kultardkban, qPCR
vizsgalattal. Az értékek a Ctrl-hoz normalizalt (1,0) relativ expresszidoban (xSEM) fejezziik ki (n=3), azonban az
y-tengely értékei eltérdek! *p<0,05 (Kobolak et al., 2019 alapjan mddositva).

74



4.5.3 A GAG felhalmozodas és LAMP?2 expresszio Az MPS II neuronalis sejtekben

Az IDS enzimhidny a glikozaminoglikanok (GAG) progressziv felhalmozodasat okozza az
MPS II betegek sejtjeiben (Platt et al., 2012). Ezért megvizsgaltuk, hogy ez a fenotipus
megfigyelheté-e in vitro Ossejt modelliinkben is. Mind az NPC-k, mind a termindlisan
differencialodott neuronok teljes GAG-szintjét megmértiik, ¢s mindharom MPS II NPC-kultara
alacsonyabb teljes GAG-szintet mutatott (p<0,05) a kontroll és a hordozé (Ctrl-M.1)
sejtvonalakhoz képest (26. dbra). Ezzel szemben jelentés GAG-felhalmozodast észleltiink az
MPSII-1.3 és MPSII-2.5 betegek neuronjaiban (p<0,05), mig az MPSII-4.1 és Ctrl-M.1
neuronok nem kiilonbdztek szignifikansan a Ctrl-sejtvonaltol (p<0,05) (27. abra).

Osszes GAG szint octrl
14.0 - B Ctrl-M.1
0 @MPSIl-1.3
= 12 - BMPSII-2.5
‘E" 10.0 1 BMPSII-4.1
Eo)
=2 80 4
2
¢ 604
[7)]
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N 40 4
['1]
0
20 1
0.0

NPC TD21

26. abra: Az 6sszes GAG mennyisége az NPC- és neurontenyészetekben (TD21) a beteg €s kontroll mintakban.
Az 4bréan az 6sszes GAG-szintet abrazoltuk pg-ban, 1x10° sejtre normalizélva. Az adatokat 4tlag (:SEM) értékként
adtuk meg (n=4). *p<0,05; NPC, neuralis prekurzor sejt; TD, terminalis differenciaci6 (Kobolak et al., 2019
alapjan moédositva).

A lizoszomak felhalmozodasa kimutathatd volt, amikor a lizoszoma-asszocialt membran
glikoprotein 2 (LAMP2) immunfestést végeztiink a neurontenyészeteken (27. abra A panel).
Sejttipus-specifikus  kiillonbséget észleltink a TD35 betegek mintdiban, a GFAP+
asztrocitadkban sokkal tobb LAMP2+ vakuolumot talaltunk, mint a MAP2+ neuronokban (27.
abra A panel). A LAMP2 mennyiségét szamszeriisité Western-blot analizis az MPS II NPC-
kben fokozott LAMP2-expressziot mutatott ki (27.abra B panel). A TD35
neurontenyészetekben azonban csak az MPSII-4.1 sejtvonalban észleltiink szignifikans
kiilonbségeket (p<0,05), ahol a GFAP expresszigjat talaltuk a legerdsebbnek qPCR és
immuncitokémiai vizsgalatokban (27. abra C ¢és E panel).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy az TFEB (Transcription Factor EB) expresszidja €s szubcellularis
lokalizacioja megvaltozik-e az érintett sejtekben. Amikor TFEB immunfestést végeztiink NPC-
ken, a betegbdl szarmazo NPC-k gyakrabban mutattak fokozott TFEB jelet a sejtmagjukban,
mint a kontrollok (Ctrl, Ctrl-M.1), ami a fehérje nukleéris transzportjanak jele (27. dbra C
panel). A TD35 neuronalis kulturdk a TFEB lokalizacidjanak vizsgélatakor hasonlo
eredményeket adtak, mint korabban az NPC-kulturdk (27. abra C panel).

Ezek az adatok egyilittesen abba az iranyba mutatnak, hogy mind a GAG-ok, mind a LAMP2+
vakuolumok felhalmoz6dnak az MPS 11 iPSC sejtekbdl differencidltatott neuronalis sejtekben,
ahol mennyiségiiket tekintve kiilonbségek mutathatok ki az osztoddo NPC-k és a terminalisan
differencialt, mar posztmitotikus neuronalis kulturak, kiilondsen a GFAP+ asztrocitak kozott.
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27. abra: LAMP2 és TFEB expresszio az MPS Il neuronalis sejtekben. A) Az NPC-k és TD35 neuronalis kulturak
reprezentativ LAMP2 (piros) immunfestése NESTIN-nel (z61d) vagy MAP2-vel (sarga), illetve GFAP-val (z61d)
kombinalva, az MPSII beteg (MPSII-1.3) neurondlis sejtjeiben fokozott LAMP2 pozitiv vakudlum-
felhalmozddast mutatott, a GFAP pozitiv asztrocitdkban pedig szembetiind felhalmozodast detektaltunk. A
sejtmagokat DAPI-val (kék) jeloltiik (méretvonal = 10 pm). B) A Western blot elemzés megerdsitette a LAMP2
fehérjeexpresszidjat az NPC és TD35 sejtlizatumokban. A jeleket a GAPDH-ra normalizaltuk, az adatokat atlag
(+SEM) értékben adtuk meg (n=3). *p<0,05). C) NESTIN-nel (piros) egyiitt jelolt NPC-k és TUBB3-mal (piros)
egyiitt jelolt TD35 neuronalis kulturdk reprezentativ TFEB immunfestése (z6ld), amely a TFEB dominans
nuklearis lokalizaciojat mutatja az MPS II sejtekben (MPSII-1.3 sejtvonal) (méretvonal =20 pm). A sejtmagokat
DAPI-val (kék) jeloltiik (Kobolak et al., 2019 alapjan modositva).
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4.5.4 Atarolo vakuolumok felhalmozoddsa és ultrastrukturalis deformdciok az MPS I1
neurondlis sejtekben

Ezutan az MPS Il-ben érintett sejtek citopatologiai jellemzdje, a tarold vakuolumok
felhalmozdodasa keriilt analizisre ultrastrukturdlis szinten az MPSII iPSC sejtekbdl
differencialtatott neuronalis sejtekben. Az elektronmikroszképos technikdk a tarolo
vakuolumok erételjes felhalmozodasat mutattdk ki minden MPS II NPC-kultirdban (28. abra
A-E panelek). Varatlanul az egészséges hordozoé Ctrl-M.1 mintdban is kimutathatdak voltak
tarolasi vakuolumok (28. dbra B és C panel), bar az érintett sejtek szdma sokkal alacsonyabb
volt, mint a beteg mintdkban (28. dbra D ¢és E panel). A tarolé6 vakuolumok minden tipusa
kimutathat6 volt a hordozo6 Ctrl-M.1 és MPS II betegek TD35 neurontenyészeteiben is (28. dbra
G-I panelek). Emellett szamos durva felszinli endoplazmatikus retikulumot (RER), illetve
Golgi morfologiai elvaltozast is észleltiink (RER: tagult ciszternak, riboszémamentes, duzzadt,
globuléris végzddésti ciszterndk; Golgi: toredezett ciszternakat, nydrsszerli motivumokat,
hagymas halmokat, vakuolizacid). Tudomasunk szerint a mi vizsgélatunk az els6, amely
dokumentalja mind az ER-, mind a Golgi-stressz morfologiai jellemzdit az MPS 11 betegekbdl
szarmazo neuronalis sejtekben.

28. abra: NPC és TD35 neurontenyészetek ultrastruktiraja MPS II betegségben. A) Egymashoz kapcsolodo Ctrl
NPC sejtek ultrastruktaraja Az ,,A” panel beillesztései: autoliszoszoma (AL), multivezikularis test (MVB) és
kétféle multilamellaris test (MLB1, MLB2) lathato a sejtekben. B-E) Raktarozo vakuolumok a Ctrl-M.1 és MPSII-
1.3 NPC-kben: primer (Pr, B panel, D, E panel), globularis (Glo, B panel, D, E panel), multilamellaris (ML, D
panel) és szekvesztralt (Sq, C panel) tipusok. Rovid ciszternakkal (G) és nyarsszerti deformacioval (Gs) rendelkez6
Golgi-halmok és primer vakudlum (fehér nyilhegyek) lathatok az E panelben. F) Az egészséges Ctrl TD35
kulturaban 1év6 asztrogliakon glikogén granulak (Gl), harom Golgi-halombol (G) allé Golgi-szalaggal rendelkezd
Golgi-teriilet és belsé vezikulakat (ILV) koriilvevé endoszomalis elemek lathatok. A mellékelt képen siirti
intraluminalis vezikulakkal (ILV) teli multivezikularis test lathato. G) A Ctrl-M.1 TD35 kultura neuronja jol fejlett
Golgi szalagnal (G) primer vezikulakat (Pr) tartalmaz. A jobb oldali Golgi-kéteg nyarsszerti deformaciot mutat
(Gs). A fehér nyilhegy fagosomat jelez. H-I) MPSII-1.3 TD35 kulttra tarolé vakuolumai. Elsédleges (Pr, H, 1
panel), globularis (Glo, H panel) és szekvesztralt (Sq, I panel) tarolé vakuolumok mutathatok ki asztrogliakban (H
panel) és egy neuronban (I panel). Az érintett NPC- és TD-sejtekben gyakran lathatéak megduzzadt RER-
ciszternak (fekete csillag A B, C, D, E, I panelben) (méretvonal: A: 10 um, F: 2 ym, Hés I: 1 um, B, C, D, E, G,
az A panelen 1év6 betétek: 500 nm, az F panel betétje: 200 nm) (Kobolak et al., 2019 alapjan modositva).
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4.5.5 Az ER-stressz és autofagia aktivacio szerepe az MPS 11 fenotipusban

Ezutan azt vizsgaltuk, hogy kimutathato-e a beteg ¢és kontroll NPC és TD sejtekben az
endoplazmatikus retikulum (ER) stressz XBP1-probaval. Ez a proba azon a megfigyelésen
alapul, hogy az ER-ben felhalmozoddott, ki nem csomgolt fehérjék felhalmozddasa esetén az X-
box binding protein 1 mRNS-bdl egy 26 nukleotidbol allé fragmentum ((XBPI1(U)) egy
specialis splicing-mechanizmus révén eltavolitasra keriil (Yoshida et al., 2001). Ez a rovidebb
mRNS ((XBP1(S)) az ER-stressz gyakran hasznalt markere. El0szor az XBP1(S) qPCR
vizsgalatat végeztiik el a korabban leirt eljaras szerint (van Schadewijk et al., 2012). Erdekes
modon az 6sszes MPS II és a hordozdé NPC a kontrollhoz képest megnovekedett XBP1(S)
szintet mutattak (p<0,05), mig a TD35 neuronokon eltéré expresszids mintazat volt
megfigyelhetd (29. dbra).

XBP1 spliced forma oCtrl
5. B Ctrl-M.1
18 x* % * @MPSII-1.3
© 16 BMPSII-2.5
N, BMPSII-4.1
7]
g 12
3
X 1
.% 0.8 4
E 06 A
0.4 -
0.2 -
0

NPC TD35

29. abra: Az XBP1(S) qPCR vizsgalata iPSC sejtekbdl differencialtatott NPC és TD35 mintdkban. Az értékeket
az NPC-kontrollhoz (Ctrl sejtvonal) normalizalt relativ expresszid (relative expression) atlagaban (=SEM, n=4)
fejeztiik ki. NPC, neuronalis prekurzor sejt; TD, terminalis differenciacio; Dunnett-tesztet végeztiink a csoportok
szignifikanciajanak értékelésére a kontrollhoz képest (*p<0,05) (Kobolak et al., 2019 alapjan modositva).

Amikor a sejtlizatumokat Western-blot segitségével vizsgaltuk, a kalretikulin (CALR)
expresszios szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontrollhoz képest (p<0,05) az sszes
MPS 11 altal érintett NPC mintdban. Ezzel szemben, szintje szignifikdnsan megndvekedett két
MPS II TD35 neurontenyészetben is (30. dbra A panel). A GRP78/BIP fehérje expresszios
mintdzataban azonban nem volt szignifikans kiilonbség sem az NPC mintdk, sem a TD35
mintak egyikében sem (30.4bra A panel). Osszefoglalva, az XBP1 megfigyelt
betegségspecifikus splicing mintdzata az NPC staddiumban és az emelkedett kalretikulin
expresszid az ER-stressz részvételére utal az MPS II citopatologiaban, vélhetéen stadium
specifikus modon.

Ezutan az autofagoszéma-markerek aktivalédasat vizsgaltuk, hogy vajon a felhalmozddott
tarold vakuolumok és a deformalt Golgi-struktirak képesek-e autofagiat indukalni a sériilt
sejtorganellumok eltavolitasara. A Western-blot mind az LC3-I, mind -az LC3-II allando,
alacsony szintjét mutatta ki az NPC sejtekben (0sztodo prekurzor sejtek), a sejtvonalak kozott
nem volt szignifikdns kiilonbség (30.4bra B panel). Ezzel szemben a TD35
neurontenyészetekben a Ctrl-M.1 és az MPS II beteg mintakban szignifikdnsan magasabb
LC3-I expressziot mutattak, mint a Ctrl tenyészetek. Az LC3-II forma szintje azonban
szignifikdnsan magasabb volt a hordozé sejtvonalban és az MPSII-1.3 beteg mintajaban, mig
az MPSII-2.5 és az MPSII-4.1 TD35 kultarakban megegyezett a Ctrl mintaval (30. dbra A
panel). Megallapitottuk, hogy az LC3-I/LC3--II ardny szignifikdnsan alacsonyabb volt az
MPS II-vel érintett TD35 sejtkultirakban, mint a Ctrl-ban (30. dbra A panel). Ezek az adatok
egylittesen azt jelzik, hogy MPS II betegség vizsgalt IDS mutécioi befolyasoltak az autofagiat
a neuronalis sejttipusokban, a differencialtsagi allapottol fiiggden, eltérd mértékben.
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A) Western-blot elemzés a GRP78, Calreticulin, B) LC3-1 és LC3-II fehérjékrél NPC és TD35 mintakban. Az
LC3-II/LC3-I aranyt oszlopdiagrammon mutatjuk be. A jeleket a GAPDH-ra normalizaltuk, a Ctrl értékét 1-nek
vettiik, az adatokat atlag (:SEM; n=3) értékben mutatjuk be (*p<0,05) (Kobolak et al., 2019 alapjan modositva).
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4.6 Ossejt alapu 3D neuroszferoidok toxikologia alkalmazasa
4.6.1 Az ossejt-eredetii 3D neuroszferoid differencialddas jellemzése

Els6 célkitiizésem a hiPS-eredetii, szuszpenzios kultiraban tenyésztett, szabadon lebegé 3D
neuroszferoidok iddbeli differencidlédasanak részletes jellemzése volt. A kiinduldsi neuronalis
progenitor (NPC) populacio, amelyet hiPSC sejtek neuronalis indukcidja soran nyerhetiink, 2D
hagyoményos sejttenyészetben torténd neuronalis differencidlodasi képességét kordbban
laboratoriumunk atfogoan jellemezte ¢s megmutatta, hogy képesek agykérgi neuronokka és
gliasejtekké differencialédni ¢és neurondlis halézatot alkotnak (Zhou et al, 2016;
Chandrasekaran et al., 2017). Jelen kisérletben a differencialodast 3D tenyésztési rendszerben
vizsgaltam 6 hét (42 nap) differencialoédasi idétartam alatt.

Szuszpenzids kultaradban a két mitogén, az EGF ¢és a bFGF megvondsaval az NPC-k 48 oran
beliil kompakt 3D aggregatumokat, igynevezett neuroszferoidokat képeznek (31. abra A panel).
A struktardk novekedését az egyes szferoidok atmérdjének ¢és teljes fehérjetartalménak
mérésével vizsgaltam. Az eredmények a szferoidok folyamatos novekedését mutattak a hathetes
tenyésztési idOszak alatt, az atméro és a fehérjetartalom ndvekedése tekintetében (31. dbra B és
C panelek). Mig az atmérd linedrisan nétt, a fehérjetartalom a 4. hét utdn dinamikusabban
emelkedett, ami hasonlit az in vivo differencialodéas soran bekovetkezd sejt- €és szovetszintii
valtozéasokra (31. dbra B és C panelek).
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31.abra. A 3D neuroszferoidok novekedése a hathetes differencialtatds soran. A) 3D neuroszferoidok
reprezentativ mikroszkopos képe a 6 hét alatt (4x, méretvonal = 200 pum). B) 3D szferoidok atlagos atmérdje
pm-ben (n=3). C) A szferoidok atlagos 0sszfehérje tartalma pg-ban kifejezve (n=3). A grafikonokon atlag (+:SEM)
értékek szerepelnek (*p<0.05) (Kobolak et al., 2020 alapjan modositva).

Ez a megfigyelés Osszhangban volt az o0sztddd sejtek aranyat jelzé Ki-67 (MKI67)
sejtproliferacids marker expressziojaval, amelyet fehérjeszinten immuncitokémiaval (32. dbra
felsé két sor), vagy transzkripcid szinten qPCR-rel (33. abra) keriilt elemzésre. A Ki-67
expresszioja €s a Ki-67-pozitiv sejtek szama a D2 és D7 mintdkban volt a legmagasabb, amely
a differencialddasi idészak sordn folyamatos csokkenést mutatott (32. és 33. abra). A kialakuld
3D sejtaggregatumok elsdsorban a korai neuronalis markereket, mint a PAX6, NESTIN ¢és
SOX1 expresszaltak, amelyek expresszidja az érés soran az id6 elérehaladtdval csokkent
(qPCR, 33. abra). Fontos megjegyezni, hogy sem a szferoidok kézepén, sem mas teriileteken
nekrotikus régiok nem jelentek meg; még a szferoidok legnagyobb atmérdje sem érte el
atlagosan a 800 pm-t a 6 hetes (D42) mintdkban (31. dbra).
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32. abra: A 3D szferoidok immuncitokémiai elemzése. A szferoidokat rogzitettiik és krioszekcionaltuk, majd
hetente immunfestettiikk D2-t61 D42 stadiumig. Az els6 sor a krioszekcionalt szferoidok attekintését mutatja, mig
a panel tobbi része nagyobb nagyitasokat mutat. A proliferaci6 (Ki-67), a neuralis dssejtek (NESTIN), a neuronalis
differencialodas (TUBB3 és MAP2), a dendritek és axonok kdztes filamentuma (NF200), a neuronok szinaptikus
vezikuldi (VAMP2), az asztrocita (AQP4) és oligodendrocita (MBP) specifikus fehérjék relevans markereit
festettilk. A fehérjék nevének azonositoit a masodlagos ellenanyaghoz kotott fluorofor szinét jelold szinekkel
jeloltiik (zold, Alexa-488; piros, Alexa-594). A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). (méretvonal = 100 pm (elsé
sor) és 25 um) (Kobolak et al., 2020 alapjan modositva).

A génexpresszio heti vizsgalata a neuronalis differencialodas folyamatos eldrehaladasat és az
érési markerek, mint példaul a Mikrotubulus-asszocialt protein 2 (MAP2), a Mikrotubulus-
asszocialt protein tau (MAPT), vagy az RNS-ko6té Fox-1 Homolog 3 (RBFOX1, més néven
NeuN) szintjének ndvekedését mutatta (34. dbra), amelyek 6sszhangban voltak a 3D szferoidok
immuncitokémiai vizsgalataival (MAP2 ¢és Neurofilament 200 kDa; NF200) (33. abra),
valamint az intenziv fehérje ndvekedési adatokkal (32. 4bra).

A termindlis differencidlodds neuronhaldzatok és szinapszisok kialakuldsat eredményezte a
D28-as stadiumtol kezdve, a posztszinaptikus marker PSD95 (1j nevén DLG4, Discs Large
MAGUK Scaffold Protein 4) (34. és 35. abra), valamint a {6 szinaptikus vezikularis fehérje
p38, a szinaptofizin (SYNP) és a Vesicle-associated membrane protein 2 (VAMP2) (33. és 34.
abra) expresszidja megjelent az éré neuronokban.
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33. abra: A relevans markerek valds ideji PCR-mérései a szferoidok neuronalis differencialédasa soran. A
grafikonok az egyes génekre vonatkozo normalizalt relativ expresszios értékeket atlagat (:=SEM) mutatjak a D2
minta expresszidjat 1-nek tekintve (n=3) (*p<0,01). Az y-tengely skalai eltéréek (Kobolak et al., 2020 alapjan
modositva).

A neurondlis altipusokat a glutamaterg (VGLUT1/2), GABAerg (GADG65/67), kolinerg
(VAChT) ¢és dopaminerg (TH) neuronok expresszidjdnak megjelenése igazolta mind
génexpresszios (QPCR) mind pedig fehérje expresszids szinten (immuncitokémia) (vizsgalt
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gének/fehérjék: GRIN1: Glutamat ionotrop receptor NMDA tipusu alegység 1; GADI:
Glutamatdekarboxilaz 1; CHAT: kolin O-acetiltranszferaz; TH: tirozin-hidroxilaz; SLC6A4:
Solute Carrier Family 6 Member 4) (34. abra). Ezen markerek expresszioja foként a D28
stadiumtol volt kimutathatd, és fokozatosan novekedett a differencidlodéas utolsd vizsgalt
1d6pontjaig (D42), 6sszhangban az érési folyamattal. Fontos megjegyezni, hogy a dopaminerg
neuronok spontan differencidlodasa ritka volt a tenyészetekben; csak néhany TH-pozitiv sejtet
sikertilt azonositani (34. abra).
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34. abra. A neuronalis altipusok immuncitokémiai és qPCR kimutatdsa 3D neuroszferoidokban. A) A szinapszisok
jelenlétét a PSD9S5 posztszinaptikus marker €s a szinaptikus fehérje, a szinaptofizin (SYNP) kettds festése jeloli.
A fejlédé 3D neuroszferoidokban D28-t6] kezdve glutamaterg (VGLUT1/2), GABAerg (GAD65/67), kolinerg
(VAChT) és dopaminerg (TH) neuronokat mutattunk ki. Minden mintat TUBB3-mal festettiink a neuritok
jelolésére. A fehérjék nevének azonositoit a masodlagos ellenanyaghoz kotott fluorofor szinét jelolo szinekkel
jeloltiik (zold, Alexa-488; piros, Alexa-594). A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). (méretvonal =25 pm). B) A
grafikonok az egyes génekre vonatkozo normalizalt relativ expresszios értékeket atlagat (:SEM) mutatjak a D28
minta expresszidjat 1-nek tekintve (n=3) (*p<0,01). Az y-tengely skalai eltéréek (Kobolak et al., 2020 alapjan
modositva).
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A neuronalis differencialédas soran az asztrocitak a 2. hét utan kezdtek kialakulni, az
Aquaporin-4 (AQP4) vagy a gliafibrillaris savas fehérje (GFAP) mRNS- és fehérjeszintl
expresszioja alapjan (33. és 34. abra). Az oligodendrocitdk differencidlodasa hasonld sort
kovetett, D21-t6l mind transzkript (Claudin 11, CLDNI11, korabbi nevén Oligodendrocita
marker 4; 32. adbra), mind fehérje szinten (Myelin basic protein, MBP; 32. dbra) kimutathato
volt, ami D35-t61 a sejtek érésével fokozatosan novekedett, dsszességében azonban tovabbra is
alacsony expresszios szinten maradt (33. és 34. abra). Immuncitokémiai eredményeink
egyértelmiien azt mutatjak, hogy az érett neurondlis és glidlis markerek expresszidja, valamint
a neuron-neuron ¢s neuron-glia kdlcsonhatasok fokozatosan novekedtek a differencialodasi
iddszak alatt, igy utdnozva az embrionalis idegszovet fejlddését.

Osszességében a transzkripcids vizsgilatok eredményei Osszhangban voltak az
immuncitokémiai vizsgalatok sordn kimutatott fehérjékkel, ami megerdsitette a hiPSC-eredetii
NSC-k hatékony idegi iranyt differencidlodasat. A 3D szferoidok neuronszovet-szera
differencialodast mutattak, neuronokat, asztrocitakat és oligodendrocitakat tartalmazva, ami
transzkript-, fehérje- és ultrastrukturalis szinten is megmutatkozott. Megéllapithatjuk, hogy a
3D szferoid rendszer komplex neurondlis sejtkulturat biztosit, amely a korai neuronalis
differencialodas modelljeként szolgélhat.

4.6.2 A 3D neuroszferoidok neurotoxicitasi modellként valo alkalmazdsa

A 3D szferoid alapu modelliinket citotoxicitasi tesztekkel vizsgaltuk, amelyek soran a
neuroszferoidok sejtjeinek életképességét figyeltiik. Tizenegy jol ismert hatast vegyiiletet
(gybgyszerek, peszticidek és vegyi anyagok; 5. melléklet) valasztottunk ki, és 7 kiilonb6zo
koncentracioban (8. tablazat) alkalmaztuk a szferoidokon D21, D28 vagy D42 stadiumban akut
(72 o6ras) expozicioval. Koncentracio-valasz gorbéket vettiink fel és értékeltiink (az expozicios
séma a 7. Abran lathato).

Az eredmények szerint a Paraquat (PQ; ECso: 1,89 log uM), a Rotenone (ROT;
ECso: -0,61 log uM), a higany(Il)-klorid (Mercury(Il)-chloride, HgClz; ECso: 1,87 log uM) és
Doxorubicin (DOX; ECso: 0.67 log uM) teljes sejtpusztuldst okozott a legnagyobb
koncentracioknal. A Hexachlorophene ¢és a Colchicine erds hatast gyakoroltak az
¢letképességre, de nem pusztitottdk el az Osszes sejtet a vizsgalt koncentracidtartomanyban
(18. tdblazat; 35. abra). Az Akrilamid és a Rifampicin szintén csokkentette az életképességet,
mig a Valproic acid (VPA) és a Paracetamol minimalis hatdssal volt a 3D neuroszferoidok
¢letképességére a D21 stadiumban (18. tdblazat). Negativ kontrollként az Ibuprofent (IBU;
ECso: >2 log uM), mint nem neurotoxikus szert alkalmaztuk, amely nem csokkentette a
D21-es 3D neuroszferoidok életképességét (35. dbra). Osszességében a kiilonbozd vegyiiletek
koncentraciofiiggd modon kiilonbozé mértékll citotoxicitast idéztek elé a 3D neuroszferoid
kultarakban.
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vegyiiletek 7 kiilonb6z6 koncentracioban keriiltek tesztelésre. A koncentracio-valaszgorbék a kezelt D21 3D
neuroszferoidok (n=3) sejtéletképességét (%) mutatjak. A koncentracios értékek log uM (£SEM) vannak
feltiintetve. Ahol meghatarozhatd volt, az ECio és ECsy értékek a grafikonokon szaggatott vonallal jelolve
szerepelnek (Kobolak et al., 2020 alapjan modositva).

4.6.3 A 3D neuroszferoidok kiilonbozd differencialodasi stadiumainak vizsgalata

Ezutan megvizsgaltuk a kiilonboz6 differencialodasi stadiumban levé 3D neuroszferoidok
toxicitas tesztekben adott vélaszat. A D28 és D42 mintdkat a D21 mintdkéhoz hasonld
expozicios sémakban elemeztiik (20. tablazat) az 0sszes korabban vizsgalt vegyiilet esetében.
Amint azt fentebb részleteztiik, a D28-as mintdkban a GFAP és az AQP4 expresszalod
differencialt asztrocitak nagy szdmban vannak jelen, az axondlis kindvés domindl, és a
neuronalis altipus-specifikus fehérjék kezdenek megjelenni. A D42 mintdk egy érettebb
sejtkultarat képviselnek, ahol a neuronok altipusai elkiiliiniiltek (glutamaterg, GABAerg,
kolinerg), szinapszisai kialakultak, érett és érés alatt 1év0 asztrocitak és néhany oligodendrocita
1s mar jelen van. A kisérletek azt mutattak, hogy mind a D28, mind a D42 stadium alkalmas az
¢letképességi vizsgalatokra a tenyésztési rendszer modositasa nélkiil, 96-lyuku tenyésztéedény
formatumu elemzéssel. A D28 ¢és D42 mintdk ECso és ECio értékeit az egyes vegyiiletek
esetében a D21 mintdk esetében fent leirtak szerint hataroztuk meg. Egyes vegyiiletek kevésbé
toxikus hatast mutattak az érettebb mintakon (pl. ACR: ECso D21 =4,1 uM vs. ECso D42
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=3,6 uM), mig mas vegyiiletek esetében ez a hatas éppen ellenkezo volt (pl. HgCl2: ECso D21
=1,7 uM vs. ECso D42 =1,9 uM). A 20. tdblazat a harom kiillonboz6 fejloédési stadium esetén
meghatarozott hatidsos koncentracid értékeket ECio, EC2s és ECso adja meg log uM
koncentracioban, a vizsgalt koncentracidtartomany fiiggvényében. A kapott adatok alapjan a
toxikus anyagok koncentraciofiiggd rangsorat lehetett felallitani az egyes differencialodasi
szakaszokra (36. abra).

20. tablazat: Hatasos koncentracio értékek D21, D28 és D42 stadiuma 3D neuroszferoidok
toxicitas vizsgalataban.

D21 (log pM) D28 (log pM) D42 (log pM)

Vizsgalt vegyiilet
roviditett név)

-0,49 -2,04 359 -0,64 -1,89 -3,16 -0,92 -2,24 -3,55

Colchicine (COL) L0107 <021 1037 <011 <015 <024 1014 1018 1009
Ratenone (RO) (005 010 006 008 013 018 003 018 00
Doorsben 00%) Ly ol 15 s son b s son o
Hesaclarophens (16) UG5, (G0 o5 1005 1006 1009 4000 w010 0
Paraquat (PQ) 1,89 1,52 L,15 1,98 1,67 1,35 1,79 1,44 1,09

+0,07 +0,10 0,15 +0,05 +0,08 +0,12 +0,08 +0,11 +0,18
1,87 1,5 1,1 1,83 1,60 1,4 1,74 1,54 1,34
+0,05 +0,06 0,10 +0,03 +0,05 +0,07 =+0,03 +0,04 =+0,05

Higany(II)-klorid (HgCl)

Paracetamol (PAR) >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
Ibuprofen (IBU) >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
Rifampicin (RIF) >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2 >2
Valproic acid (VPA) >2.,6 >2.,6 >2.6 >2.6 >2.6 >2.6 >2,6 >2,6 >2,6
Akrilamid (ACR) >3,5 >3,5 >3.5 >3,5 >3,5 >3,5 >35 >3,5 >35

ECso érték alapjan meghatarozott rangsor

Rangsor D21 D28 D42

4 Hexaclorophene Hexaclorophene Doxorubicin

5 Paraquate Higany(ll)-klorid Paraquate

6 Higany(ll)-klorid Paraquate Higany(ll)-klorid
7 Akrilamid Akrilamid Akrilamid

8 Paracetamol Paracetamol Paracetamol
9 Rifampicin Rifampicin Rifampicin
10 Valproic acid Valproic acid Valproic acid
11 Ibuprofen Ibuprofen Ibuprofen

36. abra: A vegyiiletek toxikus hatasanak Osszehasonlitdsa. A vegyiiletek rangsorolasa a kiilonb6z6
differencialodasi szakaszokban az ECso-értékek alapjan. A sotétebb hattérszin a nagyobb toxicitast, mig a fehér
szin a kisérletben nem neurotoxikus vegyiileteket jeldli.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy minden szakaszban kimutattunk vegyiilet-specifikus
koncentraciovalaszt. Ugyanakkor a differencidlodasi stddiumok szerinti kiilonbségek arra
utalnak, hogy az in vitro rendszer képes utanozni a fejlédoé embrionalis neuronszdvet kiilonbozo
toxikus anyagok altal okozott hatasokra adott valaszait.
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4.6.4 A 3D neuroszferiodok kezelése vegyiilet-specifikus valaszt eredményez sejtszinten

Az ATP-alapu életképességi vizsgalat képes kimutatni a sejthaldlt, de nem alkalmas mas
specifikus sejtszintli események kimutatasdra. A 3D szovetekre validalt tesztek hianya miatt
ugy dontottiink, hogy szubcellularis szinten vizsgaljuk a toxikus vegyiilet hatasat. A Rotenont
(ROT), egy jol tanulmanyozott neurotoxikus vegyiiletet valasztottuk, amelyrdl ismert, hogy
beavatkozik a mitokondriumokban 1évé elektrontranszportlancba. Ezért a sejteket
ultrastruktiralis szinten elektronmikroszkopiaval, valamint TUNEL-teszttel vizsgaltuk. A
korabban meghatarozott ECso értékek alapjan a 3D szferoidokat 0,5 uM ROT-tal kezeltiik 72
oran keresztiil, és a mintakat a harom differencialoédasi szakaszban elemeztiik. Az adatok azt
mutattdk, hogy a ROT szignifikansan novelte a szferoidokban bekovetkezd sejtpusztulast
(37. &bra A ¢és B panel) a kontrollhoz képest, 6sszhangban az ATP-mérés eredményeivel. Az
ultrastrukturalis vizsgalat a mitokondriumok belsé membran red6zottségében detektalt eltérést.
Kétféele mitokondriumtipust észleltiink: a s6tétebb matrix organellumok altalaban keskenyek
¢s hossztikasak voltak, mig a vilagosabbak kerekebbek. A sotétebb mitokondriumokban a
matrixszemcsék gyakoribbak voltak (37. abra C panel), a kezelés hatasara a bels6 membran
reddi (krisztak) megduzzadtak és orvényeket alkottak. A vilagosabb mitokondriumokban ezzel
szemben a bels0 membran reddi szétestek és gyakran felismerhetetlenné valtak, a
matrixszemcsék eltiintek (37.abra C panel). Osszefoglalva elmondhato, hogy a toxikus
vegyiletrdl ismert specifikus hatdst mutattuk ki sejtszinten a 3D neuroszferidokon, amely
igazolja az dssejt alapu 3D sejttenyészetek érzékenységét és specifitasat.

A 30

D21 - Ctrl D21 - ROT
X

Ratio (%)

|
mlm

Ctrl ROT Ctrl

C

37. abra. A Rotenone-expozicio hatasa a 3D neuroszferoidokra. A) A 3D neuroszferoidokat harom kiilonb6zo
idopontban (D21, D28 és D42) 72 6ran keresztiil 0,5 pM Rotenone (ROT) koncentracioval kezeltiik, majd
elemeztiik a sejtekre gyakorolt hatasat TUNEL-probaval (méretvonal = 100 pm). B) A ROT-kezelés atlagosan
15%-0s novekedést indukalt az apoptotikus sejtek szamaban minden stadiumban a kontrollhoz képest (n=3)
(*p<0 05). C) A mitokondriumok ultrastruktﬁréja a kontroll (a b, c panel) és a ROT kezelt (d 1) neuronokban. A
Fekete csillag: azonosithatatlan kriszta-morfologia a Vllagosabb mitokondriumokban (h, 1); fekete nyllhegy
membrandrvény a sotétebb organellumokban (e, f); fehér nyilak: matrix szemcsékkel és anélkil (kontroll sejtek:
a, c; kezelt sejtek: g, i) Jol lathaté a szemcsék suriiségének kiillonbségét a kontroll (c) és a ROT kezelt
mitokondriumokban (i panel) (D21: a, d, f, h; D28: i; D42: b, ¢, g) (méretvonal = 250 nm) (Kobolak et al., 2020
alapjan moédositva).
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5 KOVETKEZTETESEK
5.1 Embrionalis 6ssejtvonalak genetikailag Gjraprogramozott embriokbol

Vizsgalataim egyik fo célja a kiilonboz6é sejtmagatiiltetési modszerrel eldallitott embriok
Ossejtek eldallitasara valo alkalmazhatosaganak, hatékonysaganak és az eldallitott sejtvonalak
Ossejt tulajdonsagainak értékelése volt. A sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozas (vagy a
médidaban elterjedt nevén klonozas) Gn. zona pellucida-mentes (ZF-NT) alternativ technikajat
sikeresen alkalmaztdk korabban ¢l6 utodok eldallitasara egérben (Ribas et al., 2005).
Vizsgalataimban a jobban elterjedt ¢és tobb fajon is publikdlt piezoelektromos
sejtmagatiiltetéssel (PEM) hasonlitottam 0ssze annak érdekében, hogy meghatarozzam az un.
zona pellucida-mentes (ZF) modszerrel 1étrehozott holyagcesira stddiuma embridk pluripotens
Ossejt létrehozasi potencialjat. Az elsé fontos paraméter a hdlyagcsira embriok letapadasi
képessége a taplald sejtréteghez, amely a méhbe torténd implantdciot utdnozza in vitro
embridtenyésztési feltételek kozott. A megtermékenyitett embridcsoport szignifikdnsan
magasabb eredményeket adott a letapadas €s az izolalt ICM kindvések szamat dsszehasonlitva,
mig a PGA és NT embriok statisztikailag nem kiilonboztek egymastol. A ZF-modszert
alkalmaz6d PGA-embridcsoportban (30,6% vs. 50,9%) az ICM izolacié sikere sokkal kisebb
volt a piezo modszerhez (PEM-NT) képest. A megfigyelt kiilonbség a két mdodszer (PEM NT
vs ZF-NT) parthenogenetikus aktivaciojanak kiilonbségével magyarazhato, ahol a zona
pellucida eltavolitasa eredményeként bekdvetkezd mechanikai stressz valdban okozoja lehet az
észlelt kiilonbségnek a PGA embriok két csoportja kozott, még azonos genotipus mellett is
(Fulka et al., 2004; Sayaka et al., 2008).

A létrehozott ESC sejtvonalak teljes szamat Osszehasonlitva jelentds kiilonbség volt
megfigyelhet6 a PEM ¢és a zoma pellucida-mentes NT-modszer kozott. A megfigyelt
kiilonbségek a sejtmagdonor sejtek tipusanak, és nem maganak az NT-modszernek a hatisara
vezethetdk vissza, mivel a PEM-NT kisérletekben csak kumulusz sejtek kertiltek felhasznalasra
sejtmagdonor sejtként, mig a ZF-NT kisérleteknél pedig harom kiilonboz6 sejttipus (kumulusz,
embriondlis fibroblaszt és embriondlis dssejt), amelyek hatékonysaga sejttipusonként eltérést
mutatott.

Eredményeim szerint a ZF-NT holyagcsira embriokbol valtozo hatékonysaggal (1,2%-28,6%)
lehet ntESC sejtvonalakat 1étrehozni, ¢és ez a folyamat szoros Osszefliggést mutat a
sejtmagatiiltetés soran hasznalt sejtmagdonor sejttipussal. A kumulusz és ESC sejtmagdonor
sejtekbdl szarmazd 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
eredetli fibroblaszt sejtekhez (MEF) képest hatékonyabban tdmogatja a késobbi Ossejtek
létrehozasat (Wakayama et al., 2006). Az eltérés egyik lehetséges oka, hogy a MEF sejtek a
manipulacié eldtt hosszabban vannak in vitro tenyészetben és egy fagyasztasi/olvasztasi
cikluson, majd letapad6 (adherens) sejtekként tripszines kezelésen esnek at, mig a kumulusz
sejtek frissen, enyhe manipulécio utan keriilnek felhasznaldsra. Habar mindkét sejt szomatikus
sejttipus, azonban a kumulusz sejtek feltételezhetden betoltott szerepiiknél fogva (a granuloza
sejtekbdl differencidlodnak, koriil veszik a petesejtet €s alapvetd szerepet jatszanak a petesejt
metabolikus és taplalkozasi tamogatasdban, az oocita meidzisanak, az ovulacionak, a petesejt
fejlédési kompetencidjanak és a megtermékenyiilésnek a szabalyozasaban) elképzelhetd, hogy
jobban képesek alkalmazkodni a sejtmagatiiltetés sordn a petesejt kornyezethez.
Eredményeimmel 6sszhangban egy korabbi tanulmany az ntESC létrehozdsanak szignifikdnsan
magasabb aranyrdl szdmolt be, amikor frissen izolalt kumulusz sejteket hasznéltak donor
sejtmagként, mint felndtt egyedekbdl izolalt tenyésztett fibroblasztokat (Wakayama et al.,
2005b). Vizsgalataim megerdsitik ezeket az eredményeket egy eltérd eredetii fibroblaszt (MEF)
¢és egy eltérd sejtmagatiiltetési technika (ZF-NT) alkalmazésaval. Egyes fajoknal a kumulusz
sejtek sejtmagdonorként vald haszndlata lényegesen magasabb megsziiletett utod aranyt
eredményezett a fibroblasztokhoz képest (Meng et al., 2009). Megjegyzendd, hogy a kumulusz
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sejtek tobb mint 80%-a a sejtciklus GO/G1 fazisdban megall, igy alkalmas donorsejtek, amelyek
szelekciods kritériumok nélkiil felhasznalhatok, és nem igényelnek tovabbi in vitro tenyésztést a
sejtciklus szinkronizacidjahoz a genetikai Gjraprogramozas soran (Kishigami et al., 2006).
Tovabbi tanulmanyok az ESC sejtek sejtmagdonorként valé alkalmazasa esetén is magasabb
sikerességi aranyt publikaltak a megsziiletett klonozott egerek szamat tekintve a
fibroblasztokhoz képest (Wakayama et al., 1999; Rideout et al., 2000), ami arra utal, hogy az
ESC sejtmagok differencidlatlan stadiuma és a szomatikus sejtekétol eltérd sejtciklus
szabalyozasa kedvezhet az atprogramozasnak és novelheti az NT hatékonysagat.

A 1étrehozott sejtvonalak elsddleges jellemzése a f6 ESC pluripotencia markerek (ALP,
SSEA-1, POUSF1, NANOG) tekintetében azt mutatta, hogy az ntESC sejtvonalak (4 ZF-NT és
11 PEM-NT sejtvonal) nagyon hasonloak voltak a hagyomanyos, fertilizalt embriokbol
létrehozott ESC  sejtvonalakhoz az immuncitokémiai vizsgalatokban. A spontan
differencialodasi vizsgalatok soran képesek voltak embriotesteket (EB) 1étrehozni, ahol spontan
0sszehuzodo szivizom iranyu differencidciot, neurondlis rozettakat és cisztikus EB csomokat
egyarant megfigyeltem. Az ESC-k azon képessége, hogy egyszerli és Osszetett EB-ket
képezzenek, a pluripotencia fontos ismérve. Azon ESC sejtvonalak, amelyek csak egyszerii EB-
ket képesek létrehozni, korlatozott pluripotenciaval rendelkeznek (Sukoyan et al., 2002) és nem
tekinthetk pluripotensnek. Eredményeim az ntESC sejtvonalak pluripotens mivoltat erdsitik,
amelyek nem mutattak eltérést azonos koriilmények kozott a kontroll ESC sejtvonalaktol.
Korabban hasonl6 eredményekrdl szamoltak be mas laboratoriumok is a PEM-NT modszerrel
eldallitott embriokbol alapitott ESC vonalak vizsgalata soran (Wakayama et al., 2001;
Wakayama et al., 20006).

Osszefoglalva eredményeimet elmondhaté, hogy célkitiizésemnek megfelelden sikeresen
hoztam létre ntESC sejtvonalakat sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozassal eldallitott egér
holyagcesira embridkbol. Kimutattam, hogy az NT embridk sejtmagdonor sejttipusa
befolyasolta az ntESC létrehozasanak hatékonysagat. Bizonyitottam, hogy pluripotencidjuk
nem tér el a fertilizalt embriokbol létrehozott ESC vonalaktol spontan differencidcios
modellben. Tanulmanyom volt az els6, amely bizonyitotta, hogy a szomatikus €s embrionalis
egér sejtek sejtmagjabol zona pellucida-mentes sejtmagatiiltetési (ZF-NT) technikéval
pluripotens ntESC sejtvonalak nyerhetdk.

5.2 Az ntESC vonalak pluripotenciajanak részletes vizsgalata

Annak ellenére, hogy az ESC sejtvonalakat szovetjavitasra, szovet potlasra lehetne hasznalni,
ezek a sejtek transzplantacio esetén differencialddasuk vagy neoplasztikus transzformacidjuk
soran valoszinilileg immunvalaszt és kilokodési reakciot valthatndnak ki. A testi sejtes
sejtmagatiiltetéses Ujraprogramozas (somatic cell nuclear transfer, SCNT) részben athidalhatja
ezt a nehézséget azaltal, hogy donor-specifikus, szovettanilag kompatibilis sejtforrast biztosit
sejtterapias célokra (Lanza et al., 1999; Yang et al., 2007; Loi et al., 2016; Wolf et al., 2017).
Ekkor nem az embri6 beiiltetés és ¢l6 utdd létrehozésa a sejtmagatiiltetés célja, hanem az
embriokat pluripotens Ossejt vonalak eldallitdsdhoz hasznaljak. Munkdm megkezdésekor
keveset tudtunk az ntESC sejtvonalak viselkedésérdl, tulajdonsagaikrol, kompetencidjukrol. A
korabbi publikacidk csak néhany genetikai hattérb6l szdrmazo sejtmagdonor sejttipust
hasznaltak egérben ¢és vizsgaltdk a létrehozott ntESC-k differencialodasi képességét
(Brambrink et al., 2006; Wakayama et al., 2006). Az altalam eldéallitott egér ntESC sejtvonalakat
ezért tovabb vizsgaltam, hogy meghatdrozzam az ntESCs és a kontroll ESC vonalak kozotti
kiilonbségeket sejtes €s molekularis szinten, és tovabbi betekintést nyerhessiink a sejtvonalak
kozotti funkcionalis kiilonbségekbe. Vizsgalataim a korabban 1étrehozott ntESC vonalak nagy
felbontasti génexpresszios ¢és in vitro differencialodési potencidljanak felderitésére egyarant
iranyultak.
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5.2.1 Fehérje expresszios vizsgalatok

A pluripotenciaért illetve annak fenntartasaért felelds transzkripcios szabalyozo rendszer pontos
kifejez6dése alapvetd fontossagh az ESC sejtek megujulasanak ¢és differencialodasi
potencidljuk fenntartasa szempontjabol. Ahogy azt az irodalmi attekintésben bemutattam, a
pluripotencia kialakitasaért, a differenciacios képesség fenntartasaért tobb szabalyozasi utvonal
is felelds egyszerre, amely a kiilonb6zd fajok kozott szamos ponton eltérést mutat. Azonban
harom f0 transzkripcios faktor fehérje kritikus szerepet jatszik az egér ESC sejtek
pluripotenciajanak fenntartasaban: a POUSF1, a NANOG és a SOX2. A POUSFI-SOX2

crer

crer

pluripotencia szempontjabol (Okumura-Nakanishi et al., 2005). A NANOG fehérjével egyiitt
(Mitsui et al., 2003) alapvetd szerepet jatszanak a korai fejlédésben, és sziikségesek a
fontos gén (mint példaul a Tdgfl, Dnmt3b, Gabrb3, Gdf3, Utfl és Zfp42) is kifejezddik a
differencialatlan ESC sejtekben, bar a pluripotencia és az onmegujulas fenntartasaban betoltott
szerepik nem minden esetben volt egyértelmii vizsgalataim kezdetén (Ivanova et al., 2002;
Ramalho-Santos et al., 2002; Tanaka et al., 2002).

Kezdeti elemzéseim soran a legfontosabb in vitro pluripotencia markereket (POUSFI,
NANOG, SSEA1-, SOX2 és ALP) és a korai embrionalis differencialodas egyik szabalyozo
faktorat, az FGF4-et sejtszinten vizsgaltam immuncitokémiai és 4aramlasi citometria
modszerével. Kisérleteimben nem figyeltem meg jelentds kiilonbségeket a kontroll és az ntESC
sejtvonalak kozott. Azonban a kumulusz- és MEF-sejtekbdl szarmazo B6D2 ntESC és néhany
esetben a B6D2 kontroll ESC jelentds kiilonbségeket mutatott a HM1 kontrollhoz képest
(1290Ila genotipus) az dramlasi citometrias vizsgalatokban. Tovabba a B6D2 hatterti ntESC
sejtvonalak, fliggetleniil a sejtmagdonor sejt tipusatol, tobb dsszehasonlitasban is jelentdsen
kiilonbozott a HM1 NT-tél. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a megfigyelt valtozasok
inkabb az ntESC genetikai hatterével (B6D2 vs. 1290la), mint a felhasznalt sejtmagdonor sejt
tipusaval korrelalhatnak. Az egyetlen kivétel a HM1 ESC-bdl szarmazo ntESC vonal volt, ahol
erds korrelacid volt megfigyelhetd a sziild6i HM1 ESC és annak NT szarmazéka kozott: a
vizsgalt pluripotencia markerek egyikében sem mutattam ki szignifikans kiilonbséget, sem
egyszeres, sem tobbszorods jeloléssel fehérjeszinten. Ez a megfigyelés arra utalhat, hogy az
embrionalis 6ssejtek hatékonyabban atprogramozhatok, mint a szomatikus sejtek (Azuara et al.,
2006), amely nyitottabb kromatin struktarajukkal és epigenetikai statuszukkal is 0sszefiiggésbe
hozhat6 (Long et al., 2014; Srirattana et al., 2022).

A két NT-moédszer Osszehasonlitdsa kumulusz sejtmagdonor eredetli sejtvonalak
felhasznalasaval nagyon hasonld eredményeket mutatott az 4dramléasi citometria és az
immuncitokémiai vizsgalatok soran, ami arra utalhat, hogy a két sejtvonal (B6D2 CUM NT és
B6D2 CUM NT (PEM)) kozott kisebb a tavolsag, mint az azonos genotipusu ESC vonalak
(HM1 vs HM1 NT) kozott (Wakayama et al., 2006; Tong et al., 2007; Srirattana et al., 2022).
Amikor a sejtvonalakat tovabb elemeztiik egy kdvetkezd tanulmanyban az un. iTRAQ proteom
analizis médszerével (LC-MS/MS elemzés nano-folyadékkromatografids rendszerrel) 1650
fehérjét kvantifikaltunk a sejtvonalak osszehasonlitdsakor. Az elemzés megmutatta, hogy igen
csekély a kiilonbség, csupan 44 fehérjében taldltunk eltérést a fertilizalt egér embridokbol
szarmazo ESC sejtvonalak ¢és az ntESC vonalak ko6zott. Rdadasul, az eltérés nem érintett
pluripotencia gént (Frohlich et al,, 2013). Ezek az eredmények igazoljak korabbi
megfigyeléseimet, amelyet tovabbi, fiiggetlen vizsgalatok is aldtdmasztottak (Ding et al., 2009).
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 allo
mechanizmusok arra utalnak, hogy a sejtciklus maga is fontos szerepet jatszik az dssejt allapot
fenntartasaban. Elsé alkalommal irtam le az ntESCs sejtvonalak ndvekedési sebességét
tanulmanyomban. A sejtvonalak populacio dupldzodasi ideje (PDT) leginkdbb a két genotipus
1290la (HM1 és HM1 NT) és B6D2 kozott kiilonbozott, az ntESC-k kdzott azonban szinte nem
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volt kiilonbség. A minimalis eltérések és az igen hasonlod profil a sejtek pluripotencidjara utal,
sejtciklusuk felgyorsult, rovid sejtciklus jellemzi azokat.

Az ESC sejtvonalak kariotipusdnak elemzése lehetdvé tette szamomra, hogy megallapitsam a
sejtvonalak nemét, és megfigyeljem, hogy ezek a vonalak tartalmaznak-e kromoszoma-
rendellenességeket. A FISH-analizisek alapjan a legtobb sejtvonalban eltérések voltak
azonosithatok, azonban ezek az eltérések random jelentkeztek a sejtvonalakban és a mintakban,
nem korrelaltak sem a sejtmagdonorral, sem az alkalmazott NT technikaval. Az ESC
sejtvonalak euploidia ardnyainak tovabbi elemzése és dsszehasonlitdsa megerdsitette a FISH-
eredmények megfigyeléseit. Az irodalom alapjan az 50%-nal nagyobb euploiditdsu ESC
sejtvonalak képesek részt venni az in vivo embri6 fejlédésben (pl. az ESC sejtek kiméra embriod
létrehozasa holyagcesira allapoti embrio blasztocoelbe torténd injektalaskor) és sikeresen
kolonizalhatjak a csiravonalat is (Longo et al., 1997). Eredményeim alapjan elmondhato tehat,
hogy az ntESC sejtvonalak kariotipus és ploiditas vizsgalatanak eredményei Gsszhangban
vannak a megtermékenyitett embriobdl szarmazé ESC sejtvonalakrol kozzétett korabbi
adatokkal (Suzuki et al., 1997; Nagy 2003). Ugyanakkor meg kell jegyeznem, hogy a tenyésztés
soran tapasztalhatd kromoszoma vesztések (X0) és kromoszéma aberraciok a terapias
alkalmazasi lehetdség értékelésekor fontos figyelembe venni, a laboratériumi sejttenyésztési
gyakorlatban pedig rendszeres vizsgalat ald vetni a sejtvonalakat a kromoszéma aberraciok
kiszlirése érdekében. Ez azonban minden Jssejtvonal esetén igaz, az ntESC vonalak e
tekintetben sem kiilonboztek a fertilizalt embriokbol eldallitott vonalaktol.

5.2.2 Nagy felbontdisu génexpresszios vizsgdalatok ntESC sejtvonalakon

A kovetkezOkben nagy felbontdsti transzkripcids profilalkotast (macro- €s microarray)
hasznaltam az ntESC sejtvonalak és a megtermékenyitett embriobol szarmazd ESC sejtvonalak
kozotti génexpresszios kiilonbség meghatarozasara. A vizsgalatok kiilonbségeket mutattak ki
az ntESC sejtvonalak ¢és a referencia ESC (HMI) sejtvonal kozott. Ahogyan azt masok
kordbban mar leirtdk (Brambrink et al., 2006; Wakayama et al., 2006) az expresszios
profilelemzés eredményei a kiilonbozd genetikai hatterek kozott szembetlindbb kiilonbségeket
jelezhetnek, mint az NT-folyamat (PEM vagy ZF-NT). Tovéabba, a fertilizalt embriobol
létrehozott Ossejtvonalak Osszehasonlitasakor a kiillonb6zd forrasokbol szarmazo pluripotens
vonalak (ESC vs. EGC) kozatti kiilonbségek kisebbek voltak, mint a kiilonb6z6 egértdrzsekbdl
szarmazo6 sejtvonalak (129 vs. C57BL/6) kozotti kiillonbségek (Ibanez et al., 2005; Sharova et
al., 2007). Az irodalmi adatok alapjan levonhato kovetkeztetések 6sszhangban vannak a sajat
eredményeimmel. Megfigyelhetd volt azonban, hogy a két genotipus (HM1 és B6D2) kozott
mindkét genetikai hattérbdl szarmazo NT folyamatot kdvetden csokkent az eltérden expresszalt
gének szdma (B6D2 MEF NT vs. HM1 NT ¢s B6D2 CUM NT vs. HM1 NT).

A tovabbiakban a szignifikansan eltérd expressziot mutatd géneket (171 gén) 6sszehasonlitva
az egér ntESC vonalakrol korabban publikalt tanulmanyokkal (Brambrink et al., 2006;
Wakayama et al., 2006) csupan harom gén fedett 4t a tanulmanyok kozott. Tovabbi fajok kdzotti
Osszehasonlitds a rézuszmajom ntESC sejtekkel (Byrne 2011) tovabbi harom olyan gént
azonositott, amelyek mindkét fajban eltérdéen fejezddtek ki. A kozzétett microarray
adathalmazok hidnya azonban megnehezitette az eredmények tovabbi elemzését, a
publikacidkhoz sokszor nem volt elérhetd az eredeti adatforras, igy csak a mar feldolgozott
adatokra tamaszkodva végeztem az Osszehasonlitdst. Ezért kiszélesitve az elemzést, sajat
ntESC sejtvonalainkon meghatdrozott eltéréen expresszaldo géneket kiilonbozé fajok
sejtmagatiiltetéssel 1étrehozott embridin publikalt adatsorokkal 1is Osszehasonlitottam.
Felhasznaltam az akkor elérhet6 egér NT embriokra vonatkozo publikalt adatsorokat (Jincho et
al., 2008; Fukuda et al., 2010), a szarvasmarha (Pfister-Genskow et al., 2005; Smith et al., 2005;
Somers et al., 2006; Aston et al., 2009; Rodriguez-Osorio et al., 2009) valamint a sertés (Tian
et al., 2009) NT embridok adatait egyarant. A fajok kozotti kiilonbségek miatt az eltérd
expressziot mutatd gének Osszehasonlitdsa valtozatosabb képet mutatott. A fajok kozotti

91



Osszehasonlitasokban k6zos génkészletet azonositottam, amely a kotéfehérjék, a transzlaciot
indito fehérjék és a riboszomalis fehérjék fontossdgat mutatta a sejtek szabalyozasaban és a
pluripotenciaban, amelyek az NT soran megvaltozhatnak (Laurincik and Maddox-Hyttel 2007;
Sanges and Cosma 2010). A publikaciok és adatok 0sszehasonlitasakor a sejtmagatiiltetéshez
hasznalt protokollok (Wrenzycki et al., 2001), a genetikai hattérbeli kiilonbségek, valamint a
microarray elemzési modszerek is jelentdsen befolyasoltdk a génexpresszids vizsgalatok
eredményét. Ez a tény kiilondsen megnehezitette, hogy a fajok kozotti 0sszehasonlitasokbol
pontos listat adjak az eltéréen szabalyozott NT-specifikus génekrdl. Kordbban publikalt
tanulmanyok azt jelezték, hogy az NT-eljaras szamos gén eltérd expresszidjat eredményezheti
NT-embridkban (Pfister-Genskow et al., 2005; Smith et al., 2005; Somers et al., 2006; Jincho
et al., 2008; Aston et al., 2009; Rodriguez-Osorio et al., 2009; Fukuda et al., 2010), ez azonban
ugy tlinik, hogy az NT-embridbol szarmazo ntESC sejtvonalak esetén lecsokken (Brambrink et
al., 2006; Wakayama et al., 2006; Byrne 2011) amire a sajat vizsgalataimbdl is kovetkeztetni
lehet. Ugy tiinik, hogy az egér sejtmagatiiltetés esetén az embriok megvaltozott génexpresszios
profilja erdsen fiigg a felhasznalt donorsejt tipustol (Gao et al., 2003; Smith et al., 2005), ami
az ntESC sejtvonalak esetében is megfigyelhetd, de kisebb mértékben (Smith et al., 2005). Ez
a jelenség azt mutatja, hogy az ntESCs teljes nuklearis atprogramozason ment keresztiil, és a
kiilonbségek csokkenhetnek, vagy akar el is tlinhetnek, ha az ntESCs ¢és a megtermékenyitett
embriobol szarmazd tarsaik kozotti Osszehasonlitast nézziik. Tovabba, a DNS-mikroarray-
profilok és a HiCEP-kisérletek azt mutattdk, hogy ez a "tavolsadg" sokkal szembetin6bb a
megtermékenyitett embriobol szdrmazd ESC-k kozott, mint mas ntESC sejtvonalak esetében
(Smith et al., 2005; Brambrink et al., 2006; Wakayama et al., 2006). Ezek a megfigyelések arra
utalnak, hogy az ntESC sejtvonalak olyan NT embriokbdl szarmazhatnak, amelyekben a
nukledris atprogramozas sikeresebb volt (Brambrink et al., 2006; Wakayama et al., 2006;
Whitworth and Prather 2010; Byrne 2011; Wilmut et al., 2015; Gouveia et al., 2020). Mas
szavakkal, lehet, hogy csak az embrionalis fejlddés szempontjabdl kompetens NT embriok,
amelyek "teljesebb" epigenetikai atprogramozason mentek keresztiil, lehetnek alkalmasak az
ESC sejtvonalak létrehozasahoz. A MEF NT embrioknal tapasztalt ESC alapitasi nehézségek
(lasd 4.1.3 fejezet) szintén ezt a narrativat latszanak alatdmasztani. Ennek bizonyitasara
azonban a kiilonb6zd embrionalis stddiumokban embrid szekvenalasi adatok és dsszehasonlitas
lenne sziikséges, a sejtmagatiiltetéses és kontroll embriok kozott, amely szintén komoly
forrasigénnyel rendelkezik, figyelembe véve a sejtmagatiiltetés tovabbra is igen alacsony
hatékonysagat. Nem beszélve a génexpresszios profil mellé sziikséges epigenetikai mintazat
Osszevetésérdl 1s, amely technikai szempontbdl is tobb nehézséget jelent. Itt kell
megjegyeznem, hogy az iPSC technika térhoditasaval a sejtmagétiiltetésen alapuld genetikai
ujraprogramozas kutatasa kissé hattérbe szorult, igy az eredményeim publikéalasa 6ta eltelt
idében az e tém4ju publikaciok szadma jelentdsen lecsokkent. Ez a tény tovabb hatréltatja a
felvetett kérdések egyértelmi, kisérletes tisztazasat.

A korabban kozzétett, differencidlisan expresszald gének listajan az egyetlen kivétel a DNS-
metiltranszferdz 3a (Dnmt3a) és szabalyoz6 faktoranak, a DNS-metiltranferaz 3-like protein
(Dnmt3L) génje volt. Mindkét gén sziikséges az imprintalt gének de novo DNS metilacidjahoz
a korai egér embrionalis fejléddés soran (Hu et al., 2008) és az ESC-k differencidlodasanak
elinditasahoz (Jackson et al., 2004). E két gént gyakran irjak le a kiilonb6zd fajok NT
embridiban eltérden kifejez6do génekként (Wrenzycki et al., 2001; Chung et al., 2003; Kumar
et al., 2007; Giraldo et al., 2008; Ju et al., 2010). Vizsgalataimban mindkét gén emelkedett
szintet mutatott a B6D2 ntESC mintdkban, 6sszehasonlitva a 1290la genotipusi ESC-kkel
vagy a B6D2 kontrollal a microarray expresszios kisérletek soran. Arrol is beszamoltak, hogy
az imprintalt gének DNS metilaciés mintdzata valtozé az ESC-kben (Humpherys et al., 2001;
Chang et al., 2009). Az imprintalt gének a vizsgalatomban azonositott eltéréen expresszalt
gének kozott is jelen voltak (Dcn, Nnat és Peg3), azonban alacsony szamuk az ntESC-k sikeres
atprogramozasanak jele lehet a donor NT embriokban. Ezek a megfigyelések megerdsitik a

92



korabbi feltételezést, miszerint az ESC alapitdshoz az NT embriok teljes epigenetikai
atprogramozasa sziikséges (Whitworth and Prather 2010; Wilmut et al., 2015).

Sajat késobbi vizsgalataink, amelyeket az imprintalt gének tekintetében allél-specifikus RNS
szekvenalassal végeztiink pluripotens stadiumban, megmutattdk, hogy az ESC sejtek
hajlamosabbak az imprinting mintazat elvesztésére az in vitro tenyésztés soran. Ez
egyértelmiien bizonyitja, hogy az ESC sejtek sejtmagdonorként vald alkalmazasakor a késdi,
passzazs 20 feletti sejtekben mar jelentdsen csokkent az epigenetikai mintazat, amely
Osszefiiggésben allhat a sejtmagatiiltetés sikerességével. Az ESC-k differencidldsa, valamint az
ESC-k pluripotens alapallapotba (naiv) vald visszaforditasa nem allitja vissza az imprintalt
gének monoallelikus expresszidjat, ami arra utal, hogy az ESC-kben az imprinting elvesztése
visszafordithatatlan. Ennek fontos kdvetkezményei vannak e sejtek tovabbi alkalmazasara,
mivel a helyes imprinting kritikus fontossagi a teljes fejlodési potencidl megdrzéséhez.
Elemzéseink egyiittesen atfogd képet nyljtanak a pluripotencia fenntartasaban szerepet jatszo
imprintalt gének kifejezddésérdl, és viszonyitasi alapot biztositanak az imprintalt
génexpressziot fenntartd pluripotens sejtvonalak azonositasdhoz (Dirks et al., 2019).

Az ESC-vonalakat in vitro spontan vagy iranyitott differencialtatasi protokollal szivizom- és
idegsejtekké differencialtattam. Bar az expresszids profilelemzés szamos eltéréen expresszalo
gént azonositott az elemzett ESC-vonalak kozott, beleértve a fejlédé magzati szivben (Colla3,
Colla2, Tpml és Thx3) vagy a kdzponti idegrendszerben (Dhcr7, Gria4, App, Casp9, Nnat és
Crabpl) aktiv géneket, az iranyitott in vitro differencialodasi vizsgéalatok nem mutattak ki
jelentds kiilonbségeket az ntESC-vonalak kozott. Korabbi az ntESC sejteken végzett in vitro
differencialodasi vizsgalatok (Munsie et al., 2000) alatimasztjak a megallapitdsaimat a neuralis
vagy a szivizom differenciacidban megfigyelt kiilonbségek hidnyéaval kapcsolatban. Tovabba,
sajat késObbi proteomikai vizsgalataink is ezt tamasztottdk ald, csupan kis szamu fehérje
esetében talaltunk expresszios eltérést az ntESC ¢és kontroll ESC vonalak kozott
(Frohlich et al., 2013).

5.2.3 Kitekintés

Vizsgalataim publikalasa Ota napvilagot latott tanulmanyok hasonld eredményeket kozoltek.
Mind az alkalmazott sejtmagatiiltetési protokoll, mind az alkalmazott sejtmagdonor sejt tipusa
¢és genetikai hattere okozhat jelentds eltéréseket. Azonban a sikeresen Ujraprogramozott ¢és
fejlédésnek indult NT-embriokbol alapitott sejtvonalak Osszehasonlitdsakor a sejtvonalak
komoly egyezést mutatnak, ami az Ujraprogramozas soran lezajlo epigenetikai valtozasok
szamlajara irnak tobben is (Whitworth and Prather 2010; Long et al., 2014; Wilmut et al., 2015;
Gouveia et al., 2020). Mindazonaltal fajok kozotti kiilonbségek is megfigyelhetéek a
transzkripcids és epigenetikai Ujraprogramozéas folyamatidban, ezek azonban inkabb az
embridbeiiltetési kisérletekb6] vonhatoak le. fgy példaul a szarvasmarha-klonok hajlamosabbak
az elhizasra, mig a sertés-klonok alulfejlettek és fejletlen placentaval rendelkeznek (Estrada et
al., 2007; Whitworth and Prather 2010). Az egerek klonjai viszont a vemhesség korai
szakaszaban alulfejlett placentaval (Jouneau et al., 2006; Wakisaka-Saito et al., 2006), vagy a
vemhesség kozepétdl a sziiletésig a placenta hiperplazidval tarsultak (Wakayama and
Yanagimachi 1999; Tanaka et al., 2001). Egerekben a kloénozott embridkban abnormalis
epigenetikai modositasokat, koztiik rendellenes DNS-metilaciot €s hiszton modosulasokat
mutattak ki (Dean et al., 2001; Kang et al., 2001; Ohgane et al., 2001). Tovabba, a rendellenes
placentan kiviil (Wakayama and Yanagimachi 1999; Tanaka et al., 2001), szamos
rendellenességet talaltak a kifejlett egér utodokban, amelyek 1égzési elégtelenség vagy mas
deformitasok (Renard et al., 1999; Wakayama et al., 1999), elhizas (Tamashiro et al., 2002),
majnekrozis, tumorok és tiidégyulladas (Ogonuki et al., 2002) miatti korai elhaldlozashoz
vezettek.

Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy vizsgélataim tobb szinten is feltartak kiilonbségeket az
ntESC vonal és a megtermékenyitett embriokbdl szarmazé ESC vonalak génexpresszios
mintdzataban, i) a sejtmagatiiltetett és a megtermékenyitett embridobol szarmazo ESC-k kdzotti
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kiilonbségeket, i1) a genetikai hattérrel kapcsolatos kiilonbségeket, valamint iii) a kiilonb6z6
sejtmagdonor sejtekkel 0Osszefliggésbe hozhatd kiilonbségeket. Mindazonaltal a feltart
génexpresszids kiilonbségek nem voltak 1ényegi befolyassal a pluripotencia fenntartdsaban és
a differencidcios képesség megdrzésében szerepet jatszo kaszkddokban, minden vizsgalt
sejtvonal fehérje expresszids mintazata €s in vitro spontan €s indukalt sziv- és idegrendszeri
differencialodasi potencialja nagyon hasonlo volt. Késdbbi proteomikai (Frohlich et al., 2013)
majd epigenetikai (Dirks et al., 2019) vizsgalataink tovabb erdsitették a levont konkluziok
helyességét. Eredményeim hozzajarultak annak megerdsitéséhez, hogy a sejtmagatiiltetéses
genetikai ujraprogramozassal eldallitott embridk fontos forrdsai lehetnek a donor-specifikus,
szovetazonos (hisztokompatibilis) &ssejtvonal eldallitasnak (somatic cell nuclear transfer,
SCNT), amely a regeneracios medicina fontos eleme lehet. Human kisérletekben az SCNT az
adott egyén szomatikus sejtjeib6l specifikus ESC-ket 1étrehozo technika, végsd soron a
betegség mechanizmusdnak megértéséhez vezethet, valamint javithatja a degenerativ
betegségek kezelésére szolgalod sejtalapt terapidk hatékonysagat, az immunrejekcié alacsony
kockazata mellett (Lanza et al., 1999; Yang et al., 2007; Loi et al., 2016; Wolf et al., 2017).
Biztonsagos terdpias sejtforrasként vald alkalmazasuk azonban tovabbi vizsgéalatokat és a
protokollok intenziv fejlesztését koveteli meg.

A nagyallatokat célz6 SCNT kisérletek egyik célja, amikor nem a haszonallat genotipusanak
megolrzése a cél az NT révén, hanem 0Ossejtek 1étrehozasa, a human betegségek modellezése
lehetne. Korlatja azonban tovabbra is az alacsony hatékonysag, amely a haziallatok genetikailag
modositott sejtjei esetén alig 0,5%-1,0% kozzé tehetd (Tan et al., 2016). A dolgozatomban
bemutatott masik genetikai Gjraprogramozasi eljaras, az iPSC sejtek 1étrehozésa €s alkalmazasi
lehetdségei azonban 0j kontextusba helyezik az SCNT eljarast és annak megitélését, amelyet a
késobbi fejezetekben értékelek.

5.3 Nyul POU5F1 gén regulator régidéjanak és expresszidjanak vizsgalatai

5.3.1 A promédter szekvencia nagyfoku hasonlosdagot mutat human ortolégjaval, eros
domén konzervacio mellett

Publikaciom volt az elsd tanulmany, amely leirta a nytl POUSFI gén teljes szabalyozo
szekvenciajat, és elemeztem az expresszids mintdzatot preimplanticios stadiuma nyul
embriokban. Ezenkiviil azonositasra keriilt egy pszeudogén, amely nagyfoki hasonlosagot
mutat a teljes POUSFI szekvencidval. Eredményeim megmutattdk, hogy mind a POUSF]
geénszerkezete, mind a szekvencidja rendkiviil konzervalt a kiilonb6z6 fajok kozott, nyul, egér,
ember, szarvasmarha és kutya DNS szekvencidkat 6sszehasonlitva. Mas fajokhoz hasonldan a
POUSF1 az MHC régiohoz kozel térképezddik a nyul kromoszoéméan az un. hatarolo6 DNS
régidk elemzése révén. A gén 5 exont tartalmaz, hosszabb elsd intronnal és 3' UTR régidval. A
feltételezett fehérje szekvencidja (a DNS szekvencia alapjan prediktalva) szinte teljesen
megegyezik mas fajokéval. A vizsgalatok tehat igazoltdk, hogy a POUSF'I rendkiviil konzervalt
szerepet jatszik a korai gerincesek fejlddésében, amely kulcs szerepét tovabb hangsulyozza a
korai nyul egyedfejlédésben.

szarvasmarha, egér és kutya szekvencidival, az Osszes funkciondlisan fontos régid nagy
pontossaggal meghatarozhat6 volt a transzkripcios starthelytdl upstream szakaszon. Az egérrel
szakaszok, de a funkcionalis régiok mind a négy vizsgalt fajban majdnem azonosak voltak
szekvencia szinten. Tobb konzervalt ismétlédé szekvencia, E-boxok, a Pem, Pax3 ¢és Spl
transzkripcids faktorok kotohelye (Pugh and Tjian 1991) azonosithatoak voltak. Tovabba
azonosithat6 volt az in. HRE kd&t6hely is, amelyrdl korabban kimutattak, hogy fontos szerepet
jatszik a retinolsav (all-trans-retinoic acid, RA; CAS: 302-79-4) altal indukélt POUSFI
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expresszio szabalyozasban, az expresszio csokkentése (downregulation) révén. Ugyanakkor az
ujonnan azonositott CCC(A/T)CCC motivumok, amelyeket csak a nyulban volt megtalalhatd,
jelentdségre tehet szert a PouSf1 génszabalyozas emlds fajokban tapasztalhato kiilonbségeinek
vizsgélatakor.

A CR4 régi6 kiilondsen érdekes a pluripotens Ossejtek kutatasa szempontjabol (Hubner et al.,
1996). Korabban mas emldsok (sertés, kutya, patkdny) Osszehasonlitdé szekvenciaclemzése
egyértelmiien kimutatta, hogy a CR4 régioban harom konzervativ szakasz taldlhat6 (Chew et
al., 2005). A nytulban mindhdrom szekvencia azonos; ez a funkcionalis jelentdségre és az
emldsdkben erdsen konzervalt szabalyozé szerepre utal. Osszehasonlito szekvenciaelemzéssel
megfigyeltem, hogy a vizsgalt négy faj koziil a nytl €s a human POUSF'] szabélyoz6 régidja
rendelkezik a legnagyobb homolédgiaval, amely funkcionalis hasonlosagot jelezhet eldre.

Az egér ESC-ken végzett funkciondlis vizsgalataim igazoltdk a szekvenciaelemzés
eredményeit. Kisérleteimben a nyal POUS5SF1 promoéter CR4 régidja mutatta a legmagasabb
expresszios szintet egér ESC sejtekben. Ez arra utal, hogy a nyal CR4 promdter régidja
ugyanazt a transzkripcios szabalyozo aktivitast biztositja, mint az egér CR4 szekvencia az egér
ESC sejtekben. Emellett a nyal konstrukcid6 nem mutatott szignifikdns kiilonbséget
kisérleteimben az egér Pou5f1 promoterét tartalmazd konstrukcid expresszidjahoz képest, ami
szintén ezt a megallapitast erdsiti.

5.3.2 Anyul POUSFI1 ICM és trofoblaszt sejtekben is expresszal

A gPCR kimutatta, hogy az anyai eredetli POU5SFI mRNS szintje magas az oocitdkban és a
zigdtakban, amely fokozatosan csokkent a 8-16 sejtes stadiumig. Az atmenetileg csokkent
transzkriptum szintek az embriondlis genom aktivalasat kovetden folyamatosan emelkedtek.
Ezek az adatok 0sszhangban vannak a kordbban publikalt egér génexpresszids mintazatokkal
(Pan et al., 2002). Mivel azonban a nyulban az embrionalis genom aktivalasa késébb kezdddik,
mint az egérben, az endogén POUSF I expresszio idozitésében eltérés volt észlelhetd az egér és
a nyul kozott. Egérben az expresszid a morula stddiumot kdvetden az ICM-re korlatozodik, a
primitiv ektodermaban fokozodik, és végiil a primordialis csirasejtekre korlatozodik (Yeom et
al., 1996). Nyul embriokon végzett kisérleteim megmutattdk, hogy a POUSFI mind a
trofoblasztban, mind az ICM-ben mRNS-szinten kifejez6dott. Szarvasmarha, sertés,
rézuszmajom €s human preimplanticios stadiumti embriokban a POUSF1 fehérje szintén
mindkét sejttipusban lokalizalhat6 az irodalmi adatok alapjan (van Eijk et al., 1999; Kirchhof
et al., 2000; Mitalipov et al., 2003; Cauffman et al., 2005). Szarvasmarhdban a POUSF1 fehérje
jelenléte a trofoblaszt sejtekben az extraembrionalis vonal-specifikus génexpressziod
szupresszoraként miikodhet a preimplantacids fejlddés soran, ami lehetdvé teszi a trofoblaszt
Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az expresszid térbeli mintazata a holyagesira stddiumban
fajspecifikus (Kirchhof et al., 2000).

5.3.3 Pszeudogén azonositdisa

A vizsgalatok soran azonositasra keriilt a nyal POUSF1 egy retrotranszponalt pszeudogénje. A
retrotranszponalt gének mRNS-bdl keletkeznek, és a reverz transzkripciot kovetden
visszaintegralodnak a genomba. Ennek a folyamatnak koszonhetden az ilyen tipusu
pszeudogéneknek altalaban nincs miikodd promoteriik, vagy valamilyen modositason esnek at,
ami miatt nem képesek a funkciondlis vagy teljes hosszusagu fehérjék koddolasara. Tovabbi
vizsgélatokra lesz sziikség annak tisztdzasara, hogy a tovabbi fejlédési szakaszokban és
differencialt szovetekben kifejezddik-e a pszeudogén, mivel egyes pszeudogénekrdl ismert,
hogy bizonyos szabalyozo szereppel rendelkezhetnek (Korneev et al., 1999; Bellingham et al.,
2003; Hirotsune et al., 2003). A bioinformatikai elemzés kimutatta, hogy az dssejt specifikus
gének retrotranszpozicios gyakorisaga messze meghaladja a nem Ossejt specifikus génekét, és
valoszintlileg tobb, nagymértékben homolog pszeudogén Iétezik az 6sszes dssejt specifikus gén
esetén a genomban (Pain et al., 2005; Elliman et al., 2006). Ez jellemz6 az emberi (Takeda et
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al., 1992) és az egér pszeudogénekre is (Okamoto et al., 1990; Scholer et al., 1990; Okazawa et
al., 1991). Még nem vilagos, hogy a pluripotencia pszeudogének egerekben ¢s emberekben vald
nagyszamu jelenléte ismeretlen funkciokra is utal-e. Emberben a POUSFI-PI pszeudogén a
POUSF1 1-es izoformahoz hasonl6 feltételezett fehérjét kodol, amely szdmos human malignus
betegségben az amplifikalt régio kozelében lokalizaloédik (Panagopoulos et al., 2008). A human
POUSF1 pszeudogénekrdl sz616 kézlemények azt sugalltak - kiilonosen szomatikus sejtekben,
szovetspecifikus dssejtekben és nem csirasejtes daganatokban -, hogy a POUSFI expresszios
adatainak bizonyos mértékii ujraértékelésére lehet sziikség, mivel olyan primereket hasznalnak,
amelyek nem tudjak megkiilonboztetni a pszeudogéneket a kodold géntdl (Liedtke et al., 2007;
Liedtke et al., 2008; Monk et al., 2008). Mas fajokban - tobbek kdzott az egérben és a nytlban
- a POUSFI pszeudogének funkcionalis szerepe még mindig feltaratlan.

Osszefoglalva eredményeimet elmondhatd, hogy tanulminyom a nytl POUSFI szabalyozé
domének elsé atfogd elemzését nyujtotta. Az izolalt nyal POUSFI promodter részletes
szekvenciaelemzése magas szekvencia konzervaltsagot mutatott ki az azonositott enhancer
doménekben. A szabalyoz6 domén szekvencidk erds konzervaltsdga a POUSFI expresszid
szabalyozasanak fontossagat mutatja a korai emlésok fejlédésében. Kimutattam, hogy az
enhancerek legnagyobb homologiaja az ember és a nyul kozott azonosithat6. Ez ndvelheti a
nyul Osszehasonlitd funkciondlis genomikai eszkozként vald felhasznalasanak fontossagat a
human orvosi kutatasokban. A nyal embrioldgiai kutatasok teriiletén, a pluripotens embrionalis
Ossejtek 1étrehozasara tett erfeszitéseket pedig kozvetleniil segiti, megmutatva, hogy a hasonlo
szabalyozas révén a human dssejteknél alkalmazott, nem pedig az egérre jellemzd modszertan
kovetése javasolt.

5.3.4 Kitekinteés

Eredményeimre épitve a nyal POUSFI promoéter alapt zold fluoreszcens fehérjét (EGFP)
expresszalo transzgenikus nyUl magzati fibroblasztokat allitottak eld, majd azokat
donorsejtként hasznaltdk szomatikus sejtmagatiiltetéshez (SCNT). Az EGFP-expressziot
kimutattdk az SCNT-magzatokban, neuralis dssejteket izolaltak, illetve Ossejttenyészeteket
hoztak létre a fibroblasztok iPSC sejtekké torténd atprogramozésaval, habar €16 utodot nem
sikeriilt eléallitani az SCNT soran. A kifejlesztett nyul riporterrendszer azonban a sejtek
differencialodasi allapotanak nyomon kovetésére jol hasznalhatd (Yin et al., 2013; Quan et al.,
2014). Eredményeimet tovabbi génexpresszios és embriologiai vizsgalatokban is felhasznaltak
mind nyul (Chen et al., 2012; Henderson et al., 2014), rézuszmajom (Mtango et al., 2011), mind
szarvasmarha (Madeja et al., 2013; Simmet et al., 2018) vizsgalatokban, amely tovabbi
bizonyitek az altalam is megerdsitett fajok kozotti konzervalt szerepet illetden a korai
preimplantacios embrio fejlddés majd az epiblaszt determinécio és a pluripotencia fenntartasa
soran. Eredeti célkitlizésem, amelyet munkam kezdetén fogalmaztam meg, hogy a nyul
pluripotens &ssejtek 1étrehozasanak hatékonysagat novelni tudjam és valoban pluripotens, utdéd
létrehozasara is alkalmas sejtvonalakat lehessen eldallitani részben kozelebb jutottunk. A nyul
embriok trofoblaszt sejtjeiben kimutatott POUSFI expresszid bizonyitotta, hogy a nyul a
human embrionalis expresszidos mintazathoz all kozelebb, és nem az egérnél alkalmazott
modszerek és médium kiegészitések alkalmazésa sziikséges (Tancos et al., 2012). Mésrészt,
ezekre a vizsgalatokra épitve Osteil ¢és munkatarsai nyul ESC és 1PSC sejtek
Osszehasonlitdsakor, megmutattak, hogy a POUSFI promoter metilacids allapota és a CR4
enhanszer régid kiillonb6zoképpen expresszal nyul ESC és iPSC sejtekben (Osteil et al., 2013).
Publikaciojuk masik nagyon fontos eredménye, hogy atfogod analizist adtak annak lehetséges
okairdl, hogy a kordbbi nylul ESC-szerii sejtvonalak miért nem tekinthetok valddi pluripotens
sejtvonalaknak, a nyal iPSC sejtvonalaktél miben térnek el. Ez lehetdséget biztositott a
kutatasok és a protokollok 0j iranyba torténd fejlesztéséhez (Osteil et al., 2013; Ptusa and
Piliszek 2020; Bou et al., 2022).

96



5.4 Pluripotencia szabalyozas haziallatok korai embridiban

5.4.1 Konzervilt gének kis csoportja kiilonbozteti meg a korai és a késoi epiblaszt
stadiumokat az emlosok fejlodésében

Az elézbéekben ismertetett nyul kisérletek jol bizonyitjak, hogy a fajok kozotti génexpresszids,
és gén szabalyozasi kiilonbségek jelentdsen befolyasoljak egy-egy tulajdonsag kialakulasat. igy
a pluripotencia kialakitasaban szerepet jatszo gének kaszkadja és azok expresszio szabalyozésa
is jelentOsen eltér. Habar az egérben az ESC vonalak 1étrehozasa évtizedes gyakorlat, szamos
fajban komoly nehézségekbe litkozik a pluripotens Ossejtek izolalasa és fenntartasa. Ezért
kovetkezd vizsgalataimban tovabbi, olyan fajok embridinak 6sszehasonlitdsaban vettem részt,
ahol a pluripotens dssejtek eldallitdsa nehézségekbe iitkozott a vizsgalatok megkezdésekor. A
valasztas a sertés €s szarvasmarha embriokra eset, amelyeket egér embridkkal és Ossejtekkel
hasonlitottunk Ossze tobb megkozelitéssel. Egyrészt Osszehasonlitottuk az egér sertés ¢€s
szarvasmarha ICM, ERSE ¢és APE stadiumban 1év0, az extracmbrionalis szovetektol mentes
embrid szoveteinek transzkriptomjat. A harom faj génortologjaira 6sszpontositva konzervalt és
nem konzervalt génexpresszids mintdzatok keriiltek feltdrdsra az egér és a patas fajok
(Ungulata) ko6zott. Ezutan az in vivo stadiumok kozott eltéréen kifejez6dd konzervalt gének
halmazat hasonlitottuk 6ssze azokkal, amelyek az egér pluripotens sejtek in vitro naiv vagy
primed allapotat jellemzik. Ez azért is fontos, mert a vizsgdlatok megkezdésekor csak az
egérben volt egyértelmili génexpresszids mintazat az in vitro naiv és primed allapothoz rendelve.
Ez lehetdvé tette szamunkra, hogy azonositsunk egy sor 0j gént, amelyek fontosak a naiv vagy
a primed allapot fenntartasa szempontjabol, és hozzajarulnak a két pluripotencia allapot fajok
kozotti eltéré szabalyozasanak megértéséhez.

Az egér, szarvasmarha ¢és sertés ICM, ERSE és APE embriok 6sszehasonlitdsa minden fajnal
jelentds atfedést mutatott a génexpresszidban az egyes stddiumokban. Ugyanakkor csak kis
szamu olyan eltéréen expresszalodod gént azonositottunk, amely mindharom fajban k6zos volt.
Az elemzés azt is kimutatta, hogy az ICM/ERSE fejlédési atmenet a legkritikusabb, mig az
ERSE ¢s az APE stadium kozott végbemend valtozasok vagy kevésbé dramaiak, vagy kevésbé
konzervaltak. Ez allhat annak hatterében, hogy - legalabbis az egérben - az ICM-rdl az ERSE-
re torténd atmenetet egyszerre jellemzi a primitiv endoderménak az epiblasztbdl valo
elkiiloniilése és a naivbol a primed pluripotencialis allapotba vald atmenet (Brons et al., 2007;
Tesar et al., 2007; Nichols and Smith 2009). Az ilyen folyamatok emldsok kozotti
konzervalodasat jelzi, hogy a leszabalyozott, vagyis alacsony expressziét mutatd, de nem
teljesen elcsendesiilt (ICM-ERSE) gének kozott jelen van néhany naiv pluripotencialis gén,
példaul a Tfcp2l1, Kif4 és KIf5, vagy a primitiv endodermaban expresszalodoé gének csoportja,
példaul a Pdgfra, Gata6 és Sdc4 (Nichols and Smith 2009).

5.4.2  Uj, naiv és primed pluripotencidval kapcsolatos gének azonositisa

Az in vivo adatok és az egér pluripotens dssejtvonalak expresszios adatait 6sszehasonlitva 10j, a
pluripotencidhoz kapcsolodd géneket azonositottunk. Ezek kozott voltak olyan gének, amelyek
expresszioja feldusult az ICM stadiuma embridkban €s a naiv egér ESC-kben (szérum+LIF-
ben vagy 2i+LIF tdpoldatban tenyésztett), és voltak olyanok, amelyek mind az ERSE és APE
stadiumu embriokban, mind az egér EpiSC sejtekben kifejezddtek. Az eltéréen expresszalddo
gének kozott a varakozasoknak megfelelden ismert pluripotenciaval kapcsolatos gének, példaul
a Kif4 és a Lin28b is megtalalhato volt. Korabban kimutattdk, hogy a KIf4 a LIF/STAT
utvonalon aktivalodasa az ESC-k oOnmegljuldsdhoz (sef-renewal), az EpiSC-k naiv
pluripotenciajanak helyreallitdsdhoz (Guo et al., 2009; Hall et al., 2009), valamint az egér iPSC
sejtek jraprogramozashoz (Wei et al., 2009) is elengedhetetlen. A LIN28B-7 szintén hasznaltak
ujraprogramozasra, de a KLF4-gyel ellentétben hiPSC-k atprogramozasara (Yu et al., 2007),
amelyek jobban hasonlitanak a mEpiSC-kre expresszios profiljuk tekintetében (Brons et al.,
2007; Tesar et al., 2007). Tovabba a LIN28B negativ regulatora a differencidlodast elésegitd
Let7 miRNS-eknek, amelyek a mEpiSC-kben erdteljesen expresszalnak (Viswanathan et al.,
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egérembriokban irtdk le (Vogt et al., 2012). Vizsgalataink megerdsitették kifejezddését egér
holyagcsira embriok sejtjeiben, de azonositottuk azt is, hogy egér, szarvasmarha és sertés ERSE
¢s APE stadiumt epiblasztokban is aktivan expresszal.

Az elemzésiink altal kiemelt egyéb géneket a pluripotenciaval kapcsolatos génekként irtak le
korabban, azonban a pluripotencia kaszkadban betoltott szerepiiket nem hatdroztak meg. Ezek
kozé tartozik a Dusp6, egy olyan gén, amelynek expresszidja feldusult az ERSE/APE
stadiumokban, valamint a szérum mellett tenyésztett mESCs-ben és a mEpiSCs-ben. A DUSP6
fehérje a MAP-kinaz foszfataz csaladba tartozik, és kimutattdk, hogy a differencialodas korai
szakaszaban visszafogja (represszdlja) az ERK-jelatvitel aktivitdsat (Yang et al., 2012).
Tovabba, promoterérdl kimutattak, hogy egy pluripotencia-fiiggd enhancert tartalmaz (Zhang
et al., 2009). Vizsgalataink soran megmutattuk, hogy a Dusp6 kiiitésekor (knock-down kisérlete
ESC sejtekben) a sejtek differencidlédasnak indulnak a pluripotencia kaszkadban szerepld
gének expresszidja lecsokken (Bernardo et al., 2018). Igy a Dusp6 a pluripotencia
megdrzésében fontos szerepet tolt be. Megfigyeléseinket késébb masok is megerdsitették
Ossejtek transzkriptomikai 0sszehasonlitd vizsgalatakor (Ghimire et al., 2018; Taei et al., 2020;
Yoo et al., 2023).

Olyan konzervalt géneket is talaltunk, amelyeket eddig nem hoztak Osszefliggésbe a
pluripotenciaval. Erdekes modon néhany ICM-hez és mESC-hez kapcsolodod gént a retinolsav
anyagcsere utvonalaval hoztak osszefliggésbe. A GJBS egy un. gap junction fehérje, amelyrol
korabban kimutattak, hogy retinolsav hatdsara expresszidja lecsokken (Hatakeyama et al.,
2011). Ezzel szemben az SCPEP1 egy retinoid-indukalhaté szerin-karboxipeptiddz, amelyet
eldszor simaizomsejtekben fedeztek fel (Chen et al., 2001). Tovabba a Kif4 expressziojat
szintén retinolsav indukalja simaizomsejtekben (Shi et al., 2012a). Ezért ésszert a feltételezés,
hogy a retinolsav konzervalt szerepet jatszhat az ICM-ben a Kif4 és a Scpepl gének
indukalasaval és a Gjb5 gén expressziojanak szabalyozasaval. Erdekes modon az in vitro knock-
down kisérleteink azt mutatjak, hogy mind a Scpepl, mind a Gjb5 elcsendesitése knock-down
kisérletben sejtdifferencialodashoz vezet, igy szerepet jatszik a pluripotencia fenntartasaban
(Bernardo et al., 2018). Azonban a kapcsolddd utvonalak tisztazasahoz tovabbi kisérletek
sziikségesek.

A Semaba, a Jakmip?2 és mas ERSE/APE- és mEpiSC-asszocialt gének fiziologiai funkcidi még
mindig nagyrészt ismeretlenek. Ezek az Gn. primed pluripotencia allapothoz kapcsolodd gének
olyan markerek lehetnek, amelyek segitségével meghatarozhatd, hogy a nem ragcsalé fajokbol
szarmaz6 ICM tenyészetek a késoi epiblaszt allapot felé sodrédnak-e. Ezért nagyon érdekes
lehetne az O'Leary és munkatarsai altal leirtakhoz hasonld elemzést végezni tobb allatfaj
embridin, ahol a szerzOk az emberi embrido ICM sejtjeinek valtozasat kovették nyomon az
embrionalis Ossejtek izolaldsa sordn, €és a naiv és primed pluripotencidhoz tarsuld gének
expressziojat vizsgaltdk nagy felbontassal (O'Leary et al., 2012). Ehhez azonban arra lenne
sziikség, hogy az adott allatfaj esetén is ismert legyen a naiv és primed pluripotencia allapot és
annak in vitro tenyészetben valo fenntartdsa, ami jelenleg csak egéren adott.

Az 6ssejtvonalak és az in vivo mintdk sszehasonlitdsa révén szamos evollicidsan konzervalt
utvonalat figyelhettink meg az ICM az ERS ¢és APE staddiumok fajok kozotti
Osszehasonlitdsdval. Eredményeink arra utalnak, hogy a 2i-mESCs vagyis naiv ESC
"pluripotencia statusza" az ICM és az ERSE stadiumu epiblaszt kozott van, mig a szérumban
tartott ESC az ERSE stadiumu epiblaszthoz hasonlit, ami 0sszhangban van a masok altal
leirtakkal (Boroviak et al., 2014). Az mEpiSC-k statusza kevésbé volt egyértelmii, mivel ezek
a sejtek korrelaciot mutattak mind a gasztrulacié eldtti (ERSE), mind a korai gasztrula epiblaszt
sejtjeivel (APE). Megfigyeltiik azonban, hogy a mEpiSC-kben tobb olyan gén mutatott erdteljes
expressziot, amelyek kizarolag az APE stddiumt embridkban voltak aktivak (de az ERSE
stadiumt embridkban nem), ami arra utal, hogy ezen sejtek fejlodési szempontbol jobban
hasonlitanak a gasztrula stddiuma embriokhoz, amely feltevést més laboratoriumok vizsgalatai
1s megerdsitenek (Kojima et al., 2014).
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A naiv pluripotenciat in vitro szabalyozo sejtszignal-kaszkadok két kulcsfontossagu "centrikus"
modult aktivalnak az egér ESCs-ben, koztiikk a POUSF1 és a MYC modulokat (Ng and Surani
2011). Ezeket a modulokat szérum kiegészitett médiumban tenyésztett mESC sejtekben mi is
meghataroztuk, és megfigyeltiik, hogy in vivo mindkét modul teljesebb az egér ERSE-ben, mint
az ICM-ben. Ugyanakkor a sertés €és szarvasmarha ICM-ben is kozel teljes a modulokban
résztvevd gének expresszidja. Ez 0sszhangban van azzal a ténnyel, hogy az egér ICM mas fajok
ICM-jétdl tavolabb klaszterezodik, és hogy az ERSE-stadium a pluripotencia szabalyozasat
tekintve kozelebb all a szérum-ESC sejtekhez. Ezzel szemben, a patas fajokban a pluripotencia
szabalyozasa az ICM-ben kozelebb all az ERSE-stadiumhoz (mas szavakkal a génexpresszios
mintazat jobban hasonlit a két stadium kozott) (Bernardo et al., 2018). A naiv stadiumhoz
kapcsolodo kulcsgének, mint példaul az Esrrb, Tfcp2ll és Kif4 a késébbi ERSE- és APE-
stadiumban fajonként elcsendesiiltek, expressziojuk nem volt detektalhatd, ami egyértelmi naiv
jellegzetességet jelez a harom faj ICM sejtjeiben. A fentebb részletezett irodalmi adatokat és
sajat eredményeinket dsszevetve a két pluripotencia allapotot fenntartd génexpresszids kaszkad
két £6 moduljat a kovetkezd abran szemléltetem (38. dbra).

Naiv pluripotencia Primed pluripotencia
ICM stadium ERSE APE
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38. abra: A naiv és primed pluripotencia allapot fenntartasaban szerepet jatszo transzkripcios modulok. A fajok
kozott konzervalt géneket, amelyek mindharom vizsgalt faj ICM-ERSE atmenetben szerepet jatszanak vastagitott
betiivel emeltem ki (Bernardo et al., 2018 kézleménye alapjan modositva).

Az embridadatokban megfigyelt molekularis valtozasok egyiittesen lehetové tették szamunkra,
hogy azonositsunk: 1) konzervalt j markereket mind a naiv, mind a primed pluripotenciat
illetden; 2) kiilonbozo kiilonbségeket az egér- €s patés fajok kozott a pluripotencia-markerek és
a jelatvitelben szerepet jatszo gének expresszidja tekintetében, valamint 3) a jelenlegi ESC-
rendszerek szamos olyan jellemzdjét, amelyek in vivo megfeleldikben nincsenek jelen. Ami
még fontosabb, megerdsitettilk, hogy az altalunk Ujonnan azonositott naiv és primed
pluripotencia gének kozil néhany invitro is aktiv a pluripotencia fenntartdsaban.
Eredményeink hozzajarulhatnak az ESC sejtvonalak sikeres izolalasdhoz azon fajokon, ahol ez
eddig nem jart sikerrel.

99



5.5 Betegségmodellezés iPSC sejtekkel

A definici6 szerint az egyes ritka betegségek a népességnek csak egy kis hanyadat érintik, de
egylittesen a vilag népességének tobb mint 6%-at teszik ki. Az egyes betegségekben érintett
betegek kis szama és széles fenotipusos heterogenitasuk miatt nagyon kevés tanulmany deritette
fel egy-egy ritka betegség patofiziologiai mechanizmusait, igy még mindig nincs elérhetd
kezelés a ritka betegségek tobb mint 60%-4ara. A lizoszomalis tarolasi rendellenességek (LSD)
a ritka betegségek egyik olyan csoportja, ahol fontos lenne a patofiziologiai vizsgalatok
intenzivebbé tétele a lehetséges gyogymodok fejlesztése érdekében.

Az emberi 1PSC-k felfedezése (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi et al., 2007)
lehetdséget nyitott az egyes betegségek kialakulasadnak tanulményozasara az érintett sejttipusok
differencialodéasanak vizsgalata altal, betegségspecifikus iPSC sejtek eldallitasa révén. Jelenleg
11 LSD esetén hoztak létre iPSC sejteket a betegekbdl, ami kiemeli a teriilet fontossagat és a
technologidban rejld lehetdségeket (Borger et al., 2017). Tolar és munkatéarsai Hurler-szindroma
(MPS IH) specifikus hiPSC-ket hoztak 1étre, és demonstraltak a génkorrigalt autolog vérképzo
Ossejtek eldallitasanak lehetdségét (Tolar et al., 2011). MPS 1II betegségben csak egy beszamolo
jelent meg tanulmanyom elkészitéséig hiPSC izolalasarol, azonban sem a citopatologiat, sem a
neurodegeneracid mechanizmusat nem vizsgaltak a szerzOk (Reboun et al., 2016).

Munkénk sordn az 0j terapias utak és a pathomechanizmus pontosabb feltarasa érdekében egy
uj iPSC-alapu sejtmodellt hoztunk 1étre kiillonbozé mutacidkat hordozéd betegekbdl szarmazo
vérsejtek genetikai Gjraprogramozasa révén (Varga et al., 2016a; Varga et al., 2016c; Varga et
al., 2016b; Varga et al., 2016d).

5.5.1 AziPSC alapu MPS II betegség modell GAG és tarolo vakuolumok felhalmozodasat
rekonstrudlja neurondlis sejtekben

A lizoszomalis taroldo vakuolumok intracellularis felhalmozddasa a legtobb LSD egyik
citopatoldgiai jellemzdje. A vakuolumok ultrastrukturalis morfoldgidja néhany LSD-ben az
érintett sejttipusokban is kimutathat6, valamint a GAG-felhalmozddas és a tarold vezikuldk
jelenléte kozotti korrelacio is ismert (Platt et al., 2012). Bar a neurodegeneracio citopatologiaja
az MPS II betegségben ismeretlen, mas LSD betegségekben csokkent IDS enzimaktivités,
GAG felhalmoz6das, valamint az ELS, ER, Golgi és mitokondriumok diszfunkcioja kozotti
kapcsolatot dokumentéltak korabban (Platt et al., 2012). Amikor a sejtek GAG szintjét
vizsgaltam, fokozott GAG-akkumulaciot taldltam az MPS I iPSC sejtekben és az azokbol
differencialtatott neurondlis sejtekben. Ezen tulmenden a beteg sejtekben fokozott tarolo
vakuolum felhalmozddast észleltem. Ezek az adatok egylittesen azt mutattak, hogy az iPSC-
felhasznalhat6 az MPS 11 tovabbi tanulményozésara.

Az MPS II mutacidt hordozé NPC-kultirakban az elsédleges tarold vezikuldk emelkedett
szintje volt megfigyelhetd, amint azt az elektronmikroszkdpos vizsgalatok és a lizoszoma-
asszocialt membran glikoprotein 2 (LAMP2) fehérje expresszio is igazolta. Ugyanakkor nem
volt kimutathatd szignifikdns GAG-felhalmozddas az NPC-stadiumban, a kontrollokhoz
képest. Tobb lizoszomalis taroldsi betegségben leirtak a betegek fibroblasztjaiban alacsonyabb
endocitozis aranyt (Cardone et al., 2008; Rappaport et al., 2016). Ismert, hogy mind az
endocitotikus, mind az autofag utvonalak anyagokat szallitanak a lizoszomalis kompartmentbe.
Tovabba, a proliferacio és a sejthalal megfeleld lehetdséget biztosithat az intracellularis GAG
molekulak és a sériilt sejtorganellumok szdveti szintli felhalmozodasanak kezelésére, ezért ez
egy adaptiv vélasz lehet a lizoszomalis tarolasi betegségekben, még akkor is, ha ez 1d6 eldtti
differencidlodashoz vezet egyes sejttipusokban. Vélhetden az alacsonyabb GAG szint az NPC
sejtek azon képességével fiigghet 6ssze, hogy képesek az intracellularis GAG-ok exocitalasara.
Ismert, hogy mind a kés6i endoszoémak (multivezikularis testek), mind a lizoszomék képesek a
plazmamembrannal fuzionalni, hogy tartalmukat az extracellularis térbe juttassak. Bar a
szekrécionak ez a nem hagyomanyos moddja kevéssé ismert, ennek az utvonalnak az aktivitasat
jelzi a transzkripcids faktor EB (TFEB) megemelkedett expresszidja. Irodalmi adatok alapjan

100



megemelkedett TFEB expressziot irtak le a Pompe-koér egérmodelljében (Spampanato et al.,
2013), az MPS IIIA (Sanfilippo szindroma) egérmodelljében és egy multiplex szulfatazhianyos
(MSD) modellben is (Medina et al., 2011), ami 6sszhangban volt a TFEB immunlokalizacids
eredményeimmel. Ez a mechanizmus egyben magyardzatot adhat arra, hogy a CNS-ben a
gerincveldi folyadék hogyan koncentralhatja a GAG-okat és a GAG-fragmentumokat, amely
korjelz6 a betegekben. Tudomasom szerint tanulmdnyom az elsd, amely a neuronalis
szovetekben a betegség fejlodési aspektusaira mutat ra, feltarva egy Ilehetséges
patomechanizmus kialakulasi utvonalat.

5.5.2 Autofagoszoma-képzodés szerepe az MPS II neuropatologidjaban

Kisérleteimben az LC3-I szignifikdnsan megndvekedett szintjét mutattam ki az 6sszes MPS 11-
vel érintett TD35 kultardban, ami 6sszhangban van az irodalommal, miszerint a fokozott
(mammalian target of rapamycin) szerin-treonin kinaz szerepe az autofagia szabalyozasaban
jol dokumentalt. A kéarosodott lizoszomalis funkciok gyengitik az mTOR-aktivitast, ami a
TFEB jelatvitel aktivaloddsdhoz vezet, mind a lizoszémalis utvonal (Sardiello et al., 2009;
Settembre et al., 2011), mint az autofagia tekintetében (Settembre et al., 2011). Masok a TFEB
tulnyomodan nuklearis lokalizacidjat mutattak ki tenyésztett sejtekben (Schultz et al., 2011) és
egy MPS II egérmodellben is (Sardiello et al., 2009; Biever et al., 2015). Vizsgalataimban a
TFEB fehérje hasonlo lokalizacidjat figyeltem meg, egyértelmli dominanciaval az MPS II
betegek sejtjeinek sejtmagjaban. Az autofigia részvétele a neuralis progenitor sejtek
onmegujulasaban és differencidlodasaban jol ismert (Chen et al., 2018). A megndvekedett
LC3-I szint alapjan feltételezhetd, hogy mind az AMPK, mind a TFEB utvonalak
aktivalodhattak az MPS II neuronokban és asztrocitakban, ahol az autofagoszéma képzddés
indukalddott.

A LAMP2 szintje minden MPSII érintett sejtvonalban megndvekedett. A LAMP2
kompartment névekedése minden bizonnyal a lizoszomalis rendszer részvételét feltételezi az
GAG-okra utal. Ez a kovetkeztetés egyiitt a LAMP2 pozitiv kompartmentek azon
tulajdonsagaval, hogy exocitozison keresztiill képesek kiliriteni a raktirozott anyagot,
aldtdmasztja Spampanato ¢és munkatarsai eredmeényeit, akik Pompe-korban az exocitalt
vezikuldk LAMP1- és LC3-pozitiv voltat azonositottak (Spampanato et al., 2013).

5.5.3 Golgi deformaciok és ER-stressz is része az MPS 11 citoplatologiajanak

crer

(NAG) mutacioja altal okozott MPS IIIB (Sanfilippo szindréma) esetében Vitry és munkatarsai
irtdk le egérmodellben (Vitry et al., 2010). Golgi membran deforméciokat figyeltek meg,
beleértve a szélesebb ciszterndkat, belsd bulbusokat ¢€s kitagult 6bloket az MPS IIIB agykérgi
neuronokban, és a Golgi-komplex dezorganizacid hatisat feltételezték a citopatoldgia
kialakulasadban (Vitry et al., 2010). Nagyon hasonlo deformécidk voltak megfigyelhetoek az
iPSC-bdl szarmazdé MPS II modellben a Golgi membranban. Annak megéllapitdsa, hogy a
Golgi stressznek van-e szerepe a tarold vakuolumok kialakuldsdnak elinditasdban, vagy ez a
lizoszomalis és/vagy ER kompartment zavarainak kovetkezménye, tovabbi részletes
vizsgalatot igényel.

Az ER stresszel kapcsolatos, tagult ER-ciszternak gyakori eléforduldsa volt megfigyelhetd
mind az MPSII NPC sejtekben, mind a TD35 kultirdkban elektronmikroszkopos
vizsgalatokban. Stresszhelyzetekre, mint példaul a hibas fehérjék felhalmozdodasa vagy a Ca®*
raktarak kimertilése az ER ciszternakban az XBP1 (X-box binding protein 1) mRNS (XBP1(U))
transzkripcids faktor alternativ splicingjdhoz vezet. Vizsgalataimban az XBP1 splice-olt
formajanak szignifikdnsan emelkedett szintjét mutattam ki MPS II NPC-kben, amely az ER

crer

betegségekben leirtakkal, habar mas sejttipusok esetében (Platt et al., 2012).
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5.5.4 Az MPS II neurondlis kulturakban az asztrocitik az elsodlegesen érintett sejtek

Az egyik LSD-ben, a multiplex szulfatdz deficiencia (MSD), amelyet a szulfatdz modositd
faktor 1 (SUMF1) gén mutécidi okoznak (Di Malta et al., 2012) a SumfI mutans egerek agyaban
a GFAP-pozitiv asztrocitdk massziv vakuolizaci6jarol szamoltak be. A vakuolumok ubikvitin
pozitiv aggregatumokkal egyiitt lokalizalédtak mind a neuronokban, mind a mikroglia
sejtekben, ami megfelel a P62/SQSTMI1 citoplazmatikus ndvekedésének (Di Malta et al.,
2012). Vizsgalataimban a betegek TD35 mintaiban a GFAP pozitiv asztrocitakban fokozott
LAMP2+ vakuolizaciot figyeltem meg. Erdekes médon ez a fenotipus megfigyelheté volt a
mutaciot hordozo anya (Ctrl-M.1) néhany neurondlis mintajaban is, ami arra utal, hogy 6t is
érintette a betegség sejtszinten, azonban fenotipusos jeleket nem mutatott a mintavétel
idopontjaig. Az MPS II neurontenyészetekben massziv tarolovakuum-felhalmozodas volt
megfigyelhetd, fokozott sejthaldllal, ami az asztrocitdkban jobban érvényesiilt. Ez a sejttipus-
specifikus kiilonbség Osszefligghet az asztrocitaknak a kdzponti idegrendszerben betoltott
szerepével, mivel energiaval latjdk el a neuronokat, tobbszordés dinamikus egyensulyi
valtozéasok és Gjrahasznositas révén fenntartjak az agyi homeosztazist, és védik a neuronokat az
oxidativ stresszel szemben (Chandrasekaran et al., 2016). Az asztrocitak diszfunkcidja szamos
LSD-ben megfigyelhetd, és feltételezhetd, hogy hatassal van a neurodegeneraciora (Rama Rao
and Kielian 2016), akarcsak szdmos mas neurodegenerativ rendellenességben (Chandrasekaran
et al., 2016). Ezek alapjan kézenfekvd a kovetkeztetés, hogy ha az asztrocitak karosodnak a
kérgi neuronok differencidlodasanak ¢és talélésének tadmogatasaban, az szoveti szinten
sejthalalhoz ¢és neurodegeneraciohoz vezethet. Vagyis az MPSII asztroglia karosodas
kozvetleniil hat a neuronok ¢életképességére és noveli a neurodegeneracié kockazatat. Abban az
esetben, ha a neuronok metabolizmusa és energia haztartasa a mutacié kovetkeztében sériil —
vakuolumok felhalmozodésa, sériilt ECM metabolizmus, Golgi- és ER-stressz — a két hatés,
vagyis a sériilt asztroglia funkcioval egyiitt exponencialis hatast eredményezhet szdveti szinten,
amely jelentds degeneraciot és diszfunkciot okoz.

Tudoméasom szerint tanulmdnyom volt az elsé atfogd jellemzés az MPSII 4ltal érintett
neuronalis sejtekrdl in vitro. Létrehoztam és széleskdriien jellemeztem egy iPSC-alapti in vitro
jutottam, hogy az NPC-kultardk jo modellrendszert nyujthatnak az MPS II alapvetd
citopatologiai eseményeinek vizsgalatara. Ezzel szemben a TD35 kultarak hatékony in vitro
modellt biztositanak a kiilonboz6 sejttipusoknak (pl. kiilonbdzd neuron tipusok, asztrocitak,
oligodendrocitak) a betegség citopatologiai jellemzdiben valo részvételének vizsgélatara. Bar a
iIPSC  sejtek  pluripotens jellege azt jelenti, hogy eszkozként szolgalhat a
gyogyszerkisérletekhez, génterapias vizsgalatokhoz és a betegség sejtek szintjén torténd
megértésének tovabbi tanulményozéasahoz, szamos olyan sejttipusban, amelyeket stilyosan érint
ez a betegség (példaul porcszovet), amelynek jelenleg nincs hatékony kezelése. Tanulmanyom
ujszerli informaciokkal szolgal a betegség eldrehaladasarol, ami megnyitja a betegség minél
korabbi felismerését segitd biomarkerek megtalalasanak lehetdségét is.

Eredményeim publikélasa ota hasonld iPSC alapt rendszerben a differencialtatott neuronalis
tenyészetekben hasonlo fenotipust és citopatologiat irtak le mas genetikai hatterti és fliggetlen
1PSC modellen, amely eredményeim ¢€s a levont kovetkeztetések helytallosdgat bizonyitjak. A
differencialtatott sejteken IDS enzimpo6tld terapiaval és 6-tokoferol kezeléssel jelentds javulés
volt el6idézhetd, amely a modellrendszer alkalmassagat és felhasznalési lehetdségeit tamasztja
alda (Hong et al., 2022). A patomechanizmus kapcsan feltart ER- és Golgi stresszt tobb
tanulmany is kiemeli és a lehetséges terapias fejlesztések soran figyelembeveenddként emliti
(Matsuhisa and Imaizumi 2021; Leal et al., 2023; Carvalho et al., 2024).
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5.6 Ossejtek felhasznalasa toxikolégiai vizsgalatokban
5.6.1 Neurotoxikoldgiai alkalmazasok: 2D és 3D in vitro sejtes rendszerek

A neurotoxikoldgiai sziirést lehetévé tévo in vitro platformok fejlesztését a vegyipar, az
¢lelmiszeripar, a kozmetikai ipar és a gyogyszeripar slirgetd igényei vezérlik. A legtobb
neurotoxikologiai vizsgalatot ragcsalokon vagy ragesalobol szarmazo primer sejteken végzik,
ami viszonylag magas koltségeket és a faji kiilonbségek miatt az eredmények alacsonyabb
transzlacios értékét eredményezi (Hartung 2008; Baumann et al., 2016), valamint komoly
koltség és idobeli igénnyel rendelkezik. Jelentés nemzetkdzi kezdeményezések indultak a
hagyomanyos, allatokon végzett neurotoxicitasi vizsgalatok in vitro vizsgélatokra valo
atallitasara, amelyekben emlésok neuralis szovetébdl szdrmazd sejteket és emberi sejteket
hasznalnak a kémiai veszélyek kimutatasara €s eldrejelzésére (Tukker et al., 2016; Tukker et
al., 2018). Azonban csak korlatozott szam(i humén neuronélis sejtvonal all rendelkezésre (pl.
karcindma sejtvonalak, mint az SH-SYSY; BE2-M17 vagy immortalizalt sejtvonalak, mint a
LUHMES), ugyanakkor a neurotoxikoldgiai vizsgalatokhoz primer kdzponti idegrendszeri
sejtek beszerzése erdsen limitdlt, a post-mortem sejtforrds mindsége sokszor kérdéses, nem
megfeledkezve az etikai kérdésekrol. A kiilonb6z6 iPSC-k athidalhatjak ezt a problémat, és azt
az elényt kinaljak, hogy tobbféle, de azonos genetikai hattérrel rendelkez6 sejt €s szovettipus
(pl. vese, maj, sziv, idegsejtek, bél) is létrehozhatd specifikus differencialtatdsi protokollok
segitségével, megismételhetd modon, amely nagyon hatékony in vitro eszkozt jelenthet a
toxikologusok szaméra (Fritsche et al., 2018a). Igy példaul a 2D neurotoxicitasi sziirés soran
dinamikusan novekszik az iPSC-kbdl szarmazo neurontenyészetek, kiilondsen a kereskedelmi
forgalomban kaphatd QC-ellendrzott neuron- és asztrocitakultirak hasznélata, ahol mar az
iPSC-k differencidlasa nem sziikséges a "felhasznalok" szamara, igy kisebb koltség és
egyszerlibb felhasznalés tarsul hozzajuk (Tukker et al., 2018).

Az elmult években szdmos in vitro modellt hoztak 1étre a CNS fiziologiai vizsgalatara. A 3D
neuronszoveteket hasznald neurotoxicitds és fejlodés-neurotoxicitas (DNT) teriilete mégsem
fejlodott olyan gyorsan, mint a betegségek vagy a sejt- és szovetdifferencialodas modellezés.
Ennek oka, hogy nehéz kompromisszumot taldlni a bioldgiai komplexitas és a technikai
reprodukalhatosadg kozott, amelyek a gyogyszer- vagy toxicitasszliréshez elengedhetetlenek
(Pamies et al., 2017). A neuronalis betegségek modellezésében példaul jelentds, 1j tavlatokat
nyito 1épés volt az agykérgi rétegek szervezddéséhez hasonlatos elrendezddést mutatd 3D agyi
mikroszovetek kifejlesztése, amely huméan PSC-kbdl in vitro koriilmények kozott kialakuld
komplex rendszert biztosit (Kadoshima et al., 2013; Lancaster et al., 2013). A toxikoldgiai
vizsgéalatokhoz azonban jelenleg az ilyen komplex rendszerek nagyon alacsony
ateresztoképessége €s a mintak kozotti jelentds variancia komoly korlatozé tényezo.

A kozelmultban iPSC-bdl szdrmazd agykérgi neuronokat ¢&s asztrocitdkat 3D
szovettenyészetben egyiitt tenyésztettek (kokultura), hogy kimutassak egy kémiai vegyiilet
hat4séat a Ca-homeosztazisra, a kalcium-oszcillaciéo mérésével (Sirenko et al., 2019). Egy masik
tanulmany egy ) 3D heterotipikus modellt mutatott be 1j glioblasztoma-ellenes szerek
szlirésére (Plummer et al., 2019). Ez az 0j alkalmazas ravilagitott az iPSC-bdl szdrmazé
platformok rugalmassagara a betegségmodellezés, a gyogyszerkisérletek és a toxikologia
teriiletén.

Az eddig felsorakoztatott irodalmi adatok megmutatjak, hogy milyen széleskorii felhasznalasi
lehetdségek rejlenek az iPSC technoldgia toxikoldgiai alkalmazasaiban. Ezért kézenfekvd
valasztas volt, hogy tanulmanyomban elemezzem a hiPSC-eredetli 3D neuroszferoidok
neurotoxikologiai alkalmazasanak lehetdségét. Kisérleteim soran vizsgéaltam differencialodas
komplexitasat, a kiilonb6zd sejttipusok megjelenését és az intenziv glialis-neuron kdlcsonhatast
a szferoidokban jelen 1évé asztrocitdk és oligodendrocitdk révén. A komplex jellemzést az
immuncitokémiai vizsgéalatokkal Osszhangban 1év0 génexpresszios ¢és fehérjeszintli
elemzésekkel végeztem. Eredményeimet értékelve elmondhatd, hogy a létrehozott
differencialodési rendszer hasonlé morfologiat és érési tulajdonsdgokat mutatott, mint egy

103



korabbi tanulmény, amelyben 3D organoidokat hoztak 1étre és jellemeztek nyolc héten keresztiil
(Pamies et al., 2017). Az éltalam felallitott rendszerben azonban nem volt sziikség BDNF,
GDNF vagy specialis elektrofiziologiai érést eldsegitd kdzeg hasznalatara; egy alapkdzeg
elegendd volt a komplex szferoidok differencidloddsanak eldsegitéséhez hathetes tenyésztésen
beliil. Bar a szferoidok folyamatos novekedést és fejlodést/érést mutattak, a 96-lyuku
tenyésztdedények egyes mintdi kozott mind a szferoidok atmérdje, mind a teljes fehérjetartalom
nagyon alacsony eltérést mutatott egy adott idépontban. A mintak alacsony variabilitdsa és a
magas homogenitds dont6 fontossagul, ha a cél egy megbizhato HTS kifejlesztése a fejlodés
neurologiai toxicitas vizsgalatokhoz.

Vizsgalataimban egy kozepes ateresztOképességli, 96 minta/tenyésztéedény vizsgalatot
végeztem 3D neuroszferoidokon, hogy kimutassam a kivalasztott vegyliletek citotoxikus
hataséat. A neuronalis differencialodas kiilonb6z6 szakaszaiban tobb kiillonb6zd neurotoxikus
vagy neurotoxikus hatdssal nem rendelkezd vegyiiletet (gyogyszerek, novényvédo szerek,
ismert hatast vegyi anyagok) vizsgaltam, mint teszt vegyiilet a modell validalasa céljabol.
Eredményeim révilagitottak a vizsgalt anyagok vegyiilet-specifikus ¢és differencialodasi
stadiumhoz kotott hatasara, ami lehetséget adott a vegyiiletek hatasos ECso és ECio értékeinek
meghatarozasara. A Colchicine példaul erds toxikus hatast fejtett ki a neuroszferoidokra és az
ECso-értékek nagyon hasonldak voltak minden differencialodasi stddiumban. A vegyiilet
egyszerre gatolja az alapvetd sejt- (fehérje-0sszeszerelddés, endocitdzis, exocitdzis, sejtmozgas
stb.) ¢és neurondlis funkciokat (tubulin filamentumok Osszeszerelédése a neuritok
mikrotubulusaiban), ami feltételezhetéen minden differencialédasi szakaszban megtorténik a
neurondlis sejtekben. Hasonld neurotoxikus hatast irtak le NSC-k, neuronok és asztrocitak
1iPSC-bdl szdrmazo 2D kulturdin (Pei és mtsai. 2016) és LUHMES-sejteken is (Delp et al.,
2018). Az ECi0 és ECso értékek 0sszehasonlitasaval egy masik példa a doxorubicin, ahol a D42
mintdk voltak a legérzékenyebbek a kezelésre, amikor intenziv fehérjeszintézis torténhetett
mind a neuronokban, mind a gliasejtekben (pl. neurotranszmitter szintézis, axonalis novekedés,
oligodendrocita érés), ezért a transzkripcids gépezet esetleges blokkolasa jelentds hatdssal lehet
a sejtek életképességére. Folytatva a sort az elektronszallité lancot gatlé Hexaclorophene
vegyiiletével, a GLUDI1-re hatva befolyasolja egy neurotranszmitter, a glutamat forgalmat. Ez
a hatds magyardzatot adhat a neuroszferoidok differencialodasi stddiumhoz kapcsolodo,
megfigyelt érzékenységi kiilonbségeire, még akut expozicidos séma mellett is (72 Orés
expozicios 1d0).

A valproat DNT toxikus vegyiiletként ismert. A sejtek életképességét vizsgalo tesztben azonban
nincs kimutathato6 hatasa a vizsgalt koncentraciotartoméanyban, ami 6sszefiigghet a kezelt sejtek
érettségével. Ugyanis a 3D neuroszferoidok nem a korai idegfejlddés (idegcsd stadium), hanem
az €ér6 neuronokat €s asztrocitdkat tartalmaznak foként. Meg kell jegyezni, hogy a citotoxicitasi
értekek Onmagukban nem alkalmasak a DNT eldrejelzésére, bar alkalmasak a vegyiiletek
neurotoxikus hatdsanak eldrejelzésére vagy a nekrozis kimutatasadra differencialodo
kultirdkban, egy vegylilet DNT-hatasanak értékeléséhez relevansabb végpontokat (pl.
proliferacid, migracid, apoptdzis, halozatképzddés, szinaptogenezis, neuritok ndvekedése)
sziikséges vizsgalni (Bal-Price et al., 2018b).

A Rotenone egy peszticid, amely gatolja az elektrontranszportlanc mitokondrialis komplex I-
et, jelentds sejtpusztulast eredményez, az expozicid hatdsat széles korben vizsgaltdk. Az iPSC-
bdl szarmazo neuron-asztroglia 2D sejtkultirakban a Rotenone altal kivaltott oxidativ stressz
hatasara az Nrf2/ARE utvonal aktivalodasat dokumentaltak, ami az asztrocitak aktivalodasahoz
¢s a neuronok sejthalalahoz vezetett (Pei et al., 2016; Pistollato et al., 2017; Zagoura et al.,
2017). Kisérleteimben a Rotenonnak kitett 3D neuroszferoidokban fokozott sejthalalt és
mitokondrialis diszfunkcidt észleltem, hasonléan mésok eredményeihez (Pamies et al., 2018),
amely tovabb erdsiti a 1étrehozott tesztrendszer helytallosagat. Ezzel szemben az ibuprofénnek
nem volt hatasa a neuronalis sejtek életképességére a vizsgalt koncentracidtartomanyban, ahogy
az ismert in vitro €s in vivo adatok alapjan varhat6 volt.

104



Eredményeimet 6sszefoglalva elmondhato, hogy létrehoztam és értékeltem egy hiPSC-alapu
3D invitro sejtmodellt kiilonb6zé vegyiiletek neurotoxikus hatasanak vizsgalatara. A
kiilonboz6 differencialédasi stadiumokban meghataroztam a vegyiiletek sejtek életképességére
gyakorolt koncentracio-fiiggd hatasat. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az ismert
toxicitasu vegyiiletek a korabban publikalt hatdsokat mutattak a 3D neuroszferoid rendszerben.
Egy neurotoxikus vegyiilet, a Rotenone esetében apoptdzis, ER-stressz és ultrastrukturalis
vizsgalatot végezve a vegylilet sejtszintli hatasat detektaltam, hogy bizonyitsam a vegyiilet-
specifikus hatést, ezzel a modellrendszer toxicités tesztelésre vald alkalmassagat. A jol ismert
vegylilethatasok vizsgalata, az iPSC-alapu tesztrendszer validalasanak feltétele. A validalt
tesztrendszer lehetdséget biztosit arra, hogy hiPSC-eredetti sejtek felhasznalasaval uj, CNS-
relevans adatokat hozzunk létre mas vegyiiletekrdl is. A tovabbiakban egy DNT-relevans
gyakorld vegyiiletkészlet alkalmazdsaval a 3D neuroszferoidok DNT-sziirésre vald
alkalmassaganak értékelését sziikkséges majd elvégezni, hogy a vizsgélati rendszer
kiterjeszthetd legyen. A létrehozott tesztrendszer elemeit a 39. Abran mutatom be.

NPC sejtek neuroszferoid toxicitas vizsgalat
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39. abra: Neurotoxikologiai modellezés 3D pluripotens Gssejt alapu sejttenyészetekben. A hagyomanyos 2D
sejttenyészetben iPSC sejtekbdl differencialtatott NPC-k 3D sejttenyészetben aggregaltatva kiilonb6zo
idépontokban eltérd fejlodeési stidiumoknak feleltethetoek meg és alkalmasak az adott stadium modellezésére,
kémiai anyagok hatasanak tesztelésére. A kiilonboz6 molekularis vizsgalatok révén eltérd read-out készlettel
(pl dozishatas, génexpresszio, fehérje expresszid, jelzogén aktivizalodasa) kiilonbozo kovetkeztetések vonhatdak
le a vizsgalt anyagok tekintetében, amely fontos, alternativ toxikologiai vizsgalati rendszert biztosit (kobolak et
al., 2020 alapjan modositva).

Mindazonaltal a hiPSC sejtek pluripotens természete miatt ez a modell kivalo eszkozt kinal a
gyogyszer-teszteléshez, génterdpids vizsgdlatokhoz ¢és toxikologiai  vizsgalatokhoz
parhuzamosan ugyanazon a genotipuson, mas sejt- vagy szovettipusok egyidejl
felhasznalasaval. Ezenkiviil a génmanipulécié 0 fejlesztései, mint példaul a CRISPR/Cas9 éltal
kozvetitett génspecifikus moddositas lehetdve teszik, hogy specifikus Utvonalakat célozzunk
meg, és riporter sejtvonalakat hozzunk létre toxikologiai vagy egyéb alkalmazasokhoz. Ezen 1j
megkozelitések ¢és a 3D sejtkultura-alapu vizsgalatok kombinaldsa a kozeljovoben
forradalmasithatja a toxikoldgia teriiletét, beleértve a DNT-vizsgélatokat is.

Habar a tesztrendszer létrehozasa egy kozOs eurdpai program részét képezte €s human
toxikologiai vizsgélatokat célzott, alkalmas iPSC sejtek révén barmely fajban eldallithatd
hasonlé 3D sejttenyészet toxikologiai célu vizsgalatokhoz — akar gydgyszerek, hatdanyagok,
akar kornyezettoxikologiai vizsgalatok céljara. Ez a lehetdség 1j felhasznalasi lehetdségeket
hordoz akér a nagyallatok, akar a laborallatok esetén a pluripotens Ossejttenyészetek szélesebb
korti felhasznalasara, mivel tovabbra is olcsobb alternativ emlOs in vitro rendszereket
jelentenek a human Ossejttenyészetek igen komoly forrasigényével szemben. Az elmult néhany
é¢vben e téren elindult valtozasok remélhetdleg egy szélesebb korli és jobb predikciods
hatékonysaggal rendelkezd kornyezettoxikologia alternativ  tesztrendszer 1étrejottét
eredményezhetik. Az alternativ toxikoldgiai rendszerek az un. NAM-ok (new approach
methods) térhoditasa is ebbe az iranyba mutat, igy, ha a kiilonb6z6 eredetti és fajokbol szarmazo
Ossejt-alapu tesztrendszerek protokolljai elfogadotta vallhatnak, az komoly eldrelépést
eredményezhet a toxikologiai kutatasok €s alkalmazasok terén.
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6 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

1.  Kidolgoztam az un. zona pellucida-mentes (zona-free) sejtmagatiiltetéses genetikai
ujraprogramozassal 1étrehozott egér embriokbol torténd embriondlis dssejtvonalak
eléallitdsanak modszertanat, kiilonbozo sejtmagdonor sejttipusok felhasznalasaval. Az
eldallitott ntESC sejtvonalakat széleskoriien jellemeztem.

2.  Bizonyitottam, hogy a sejtmagatiiltetéses Gjraprogramozassal 1étrehozott embridokbol
eldallitott embriondlis Ossejtvonalakat (ntESC) Gsszehasonlitva pluripotencidjukat,
valamint a gének expresszidjanak microarray technikaval torténd vizsgalatat tekintve
nem mutatnak jelentds eltérést a hagyomdnyos, megtermékenyitéssel eldallitott
embriokbol 1étrehozott embrionalis dssejtekhez képest.

3. Az dssejt dllapot, mas néven pluripotens staddium vizsgalata sordn, a POUSF1, mint {6
megmutattam, hogy e gén regulacidja fajspecifikus és elsének irtam le annak
trofoblaszt specifikus expresszidjat nyul embridban. Tovabba, az Gssejt allapot
vizsgalataval tobb allatfaj (egér, szarvasmarha, sertés) embridinak €és embriondlis
Ossejttenyészeteinek — Osszehasonlitdsa soran 1) pluripotencia  markergének
expressziojanak leirdsaban vettem részt.

4.  Bizonyitottam, hogy egy genetikai eredetii betegség in vitro modellezése lehetséges a
betegek sejtjeibdl 1étrehozott indukalt pluripotens Gssejtek megfelelé szoveti iranyt
differencialtatdsa révén, példaul egy lizoszomalis tarolasi betegség, az MPS II
neurologiai fenotipusa (neuropatologiaja), a betegséget kodold mutaciot hordozo
idegsejtekben a lizoszomalis Gtvonal diszfunkcionalitasa miatt kovetkezik be.

5. 3D szovettenyésztési modszer alkalmazasdval tobb sejttipusbol allo szovetszeri
struktarara jellemzé neuralis tenyészeteket differencialtattam iPSC sejtekbdl,
amelyeket toxikoldgiai vizsgalatokban elemeztem és ismert teszt-vegyiiletekkel
validaltam. Ezzel bizonyitottam, hogy az 0ssejt alapu invitro 3D neuralis
szovettenyészetek alkalmas tesztrendszert biztosithatnak mind toxikoldgiai mind
pedig gyogyszerjelolt-vegyiiletek vizsgalatdhoz.
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10 MELLEKLETEK

1. melléklet: A vizsgalatban hasznalt elsddleges ¢s masodlagos antitestek

Markerek Ellenanyag neve H,as'z?alt Gyarté (Katalégusszam)
higitas
Pluripotencia Mouse anti-E-CADHERIN 1:1000 TFS Inc. (13-1700)
Goat anti-hNANOG 1:50 R&D (AF1997)
Goat anti-NANOG 1:100 Santa Cruz (sc-30328)
Mouse anti-SSEA-1 1:100 Hybridoma Bank (MC-480)
Rabbit anti-POUSF1 1:200 Santa Cruz (sc-9081)
Goat anti-FGF4 1:200 Santa Cruz (sc-1361)
Mouse anti-SOX2 1:100 Merck (S1451)
Uj naiv/primed Goat anti-Oct-3/4 (N19) 1:400 Santa Cruz (sc-8628)
pluripotencia marker  Rabbit anti-KIf4 1:500 Merck (09-821)
jeloltek Rabbit anti-Scpepl (N3C3) 1:300 GeneTex (GTX103381)
Rabbit anti-Trip6 1:500 GeneTex (GTX111504)
Rabbit anti-Lin28 1:500 Abcam (ab63740)
Goat anti-Sema6a 1:200 R&D Systems (AF 1615)
Rabbit anti-Follistatin 1:200 Santa Cruz (sc-30194)
Rabbit anti-Gjb5 1:300 Novus Biologicals (NBP1-84333)
Csiralemezek Rabbit anti-B-III-TUBULIN 1:2000 Covance (PRB-435P)
Rabbit anti-BRACHYURY T 1:50 Santa Cruz (sc-20109)
Mouse anti-GATA4 1:50 Santa Cruz (sc-25310)
Kardialis Mouse anti-Troponin T 1:200 Hybridoma Bank (CT3)
differenciacio Rabbit anti-alfa-aktinin 1:100 Merck (A7811)

- Mouse anti-NESTIN 1:1000 Merck (MAB5326)
Neurondlis Rabbit anti-NESTIN 1:50 Abcam (ab105389)
differenciacié Rabbit anti-PAX6 1:250 Covance (PRB278P)

Goat anti-SOX1 1:50 R&D (AF3369)
Rabbit anti-MAP2 1:1000 Merck (MAB3418)
Chicken anti-MAP2 1:2500 Abcam (ab5392)
Anti-NF200-KD 1:1500 Abcam (ab8135)
Mouse anti-TUBB3 1:500 Santa Cruz (sc-58888)
Rabbit anti-SYNAPTOPHY SIN 1:100 Abcam (ab8049)
Rabbit anti-VAMP2 1:250 Cell Signalling (13508)
Rabbit anti-Vglut1/2 1:500 Synaptic Sytem ( 135 503)
Rabbit anti-GFAP 1:1000 Abcam (ab7260)
Goat anti-GFAP 1:50 Santa Cruz (sc-6170)
Rabbit anti-AQP4 1:100 Santa Cruz (sc-20812)
Egyéb Rabbit anti-Ki-67 1:200 Abcam (ab16667)
Mouse anti-LAPM2 1:100 Abcam (ab25631)
Rabbit anti-RAB5 1:200 Cell signalling (C8B1)
Rabbit anti-GRP78 1:400 Abcam (ab21685)
Mouse anti-GM 130 1:200 BD Biosciences (610823)
Rabbit anti-Calreticulin 1:400 Abcam (ab92516)
Rabbit anti-TFEB 1:250 Abcam (ab220695)
Masodlagos Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG 1:2000 TFS Inc. (A-11055)
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG 1:2000 TFS Inc. (A-21202)
ellenanyagok Alexa Fluor 488 donkey anti-rabbit IgG 1:2000 TFS Inc. (A-21206)
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgM 1:2000 TFS Inc. (A-21042)
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 1:3000 TFS Inc. (A11008)
Alexa Fluor 594 donkey anti-mouse IgG 1:2000 TFS Inc. (A21203)
Alexa Fluor 594 donkey anti-rabbit IgG 1:3000 TFS Inc. (A10039)
Alexa Fluor 594 donkey anti-goat IgG 1:3000 TFS Inc. (A11058)
Alexa Fluor 594 goat anti-chicken IgG 1:2000 TFS Inc. (A11042)
Alexa Fluor 647 goat anti-chicken IgG 1:2000 TFS Inc. (A21449)
Alexa Fluor 647 donkey anti-goat IgG 1:2000 TFS Inc. (A21447)
Alexa Fluor 647 donkey anti-mouse IgG 1:2000 TFS Inc. (A31571)
Alexa Fluor 350 donkey anti-mouse IgG 1:3000 TFS Inc. (A21203)
Konjugalt Anti-Ki-67-FITC 1:20 Miltenyi Biotec (130-100-340)
ellenanyagok PE mouse anti-human PAX6 1:20 BD Bioscience (561552)
AF-647 mouse anti- NESTIN 1:50 BD Bioscience (560393)
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2. melléklet: TagMan Mouse Stem Cell Pluripotency Array relativ génexpresszios (=SEM)

értékei
Relativ génexpresszi6

Sejtvonal | HW1 | HMANT B6D2 | B6D2 MEF NT | B6D2 CUM NT BGD(ZPEW NT | BeD2PGA

Gén SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
Actb 1 010 200 011 2,13 0,08 1,90 0,07 1,76 0,17 1,35 0,01 1,05 0,07
Actc1 1 042 0,15 0,26 0,19 007 0,19 0,00 025 061 0,19 0,00 064 034
Afp 1 010 1,00 0,09 0,94 0,00 15,74 0,00 084 017 0,96 0,00 1,06 0,05
Bxdc?2 1 011 1,16 0,09 091 001 1,09 0,01 1,28 0,17 1,00 0,03 0,73 0,05
Cd34 1 016 064 013 2,09 0,02 964 001 534 017 6,40 0,03 1,10 0,13
Cd9 1 012 1,28 0,09 0,74 0,02 1,04 0,01 1,28 0,17 1,30 0,01 090 0,05
Cdh5 1 025 420 025 117 0,24 285 0,11 0,71 0,26 288 0,05 0,67 0,05
Cdx2 1 010 16,96 0,13 36,08 0,14 747 0,20 351 072 8,82 047 6,33 047
Coltat 1 011 1498 0,09 20,58 0,01 30,72 0,01 20,59 0,17 13,27 0,02 417 0,07
Col2at 1 061 556 0,26 18,46 0,00 565 0,08 266 017 1,79 029] 12,715 0,15
Commd3 1 012 1,50 0,09 2,29 0,00 346 0,01 2,37 0,17 1,51 0,03 1,06 0,06
Crabp2 1 010 096 0,12 298 0,02 340 006 127 0,17 0,72 0,03 1,15 0,06
Ddx4 1 010 1,03 0,10 0,84 0,03 0,67 007 086 017 0,59 0,09 0,72 0,13
Des 1 010 084 0,11 1,70 0,10 146 0,10 159 0,24 0,93 0,08 097 0,05
Eeftat 1 010 1,00 0,13 0,78 0,00 0,87 001 1,02 0,17 0,72 0,02 0,77 0,06
Fgf4 1 011 0,50 0,09 0,20 0,08 061 001 121 0,18 0,92 0,00 162 0,05
Fit1 1 010 2422 0,09 55,40 0,01 22,32 0,00 3406 0,17 13,28 0,04 328 0,15
Fn1 1 010 1,80 0,13 1,97 0,05 2,16 0,04 200 0,18 1,02 0,06 096 0,05
Foxd3 1 010 224 0,19 112 0,16 2,19 0,05 0,74 0,19 1,84 0,13 0,30 0,33
Gabrb3 1 013 122 0,11 381 0,00 314 003 393 0,19 2,05 0,02 556 0,11
Gal 1 048 933 0,13 531 0,10 1,50 0,10 1,36 0,20 1,94 0,18 479 0,11
Gapdh 1 010 1,03 0,09 0,79 0,05 0,83 0,03 094 017 0,77 0,08 055 0,05
Gatab 1 013 032 0,12 065 002 043 0,21 0,52 0,20 0,79 0,05 0,38 0,11
Geg 1 010 1,00 0,09 0,94 0,00 1,04 0,00 084 0,17 095 000 1714 0,05
Gdf3 1 010 1,16 0,09 0,89 0,04 1,88 0,01 1,31 0,18 1,24 0,02 069 0,05
Gfap 1 024 045 0,23 043 0,38 0,33 0,01 065 017 0,23 0,21 0,48 0,44
Grb7 1 010 1,00 0,09 092 002 065 003 145 0,17 0,97 0,00 0,39 0,08
Hbb-b2 1 010 1,00 0,09 0,94 0,00 1,04 0,00 084 0,17 0,95 0,00 1,06 0,05
Ifitm1 1 013 0,82 0,09 0,34 0,04 0,55 0,03 044 0,17 0,26 0,03 0,42 0,05
Ifitm2 1 011 1,23 0,09 0,70 0,02 1,10 0,03 1,32 0,18 119 0,02 1,26 0,07
Igfbp2 1 010 0,75 0,09 0,72 0,00 066 0,05 090 0,17 063 0,02 0,99 008
l16st 1 010 1,52 0,09 1,20 0,01 1,59 0,02 167 017 1,05 0,04 0,50 0,09
Krt1 1 049 232 0,21 372 045 1,16 0,12 332 027 1,22 0,00 427 0,33
Lama1 1 014 097 012 56,45 0,03 62,83 0,01 051 017 317,77 0,08 0,42 0,06
Lamb1-1 1 012 1,68 0,09 1,88 0,04 1,81 0,05 226 0,18 090 0,04 1,11 0,09
Lamc1 1 010 0,09 0,09 051 003 054 0,06 085 0,17 097 0,04 0,56 0,05
Lefty1 1 010 0,39 0,10 058 0,03 053 0,12 037 0,17 0,15 0,01 012 0,05
Lefty2 1 011 062 0,10 043 0,06 1,83 0,03 030 0,17 0,34 0,02 017 0,05
Lin28 1 011 1,88 0,09 201 002 1,14 0,00 202 0,17 1,14 0,04 0,82 0,06
Myod1 1 010 057 0,16 0,72 0,08 064 0,70 053 0,81 026 0,34 356 0,05
Nanog 1 010 091 0,09 053 007 0,79 0,03 089 0,18 0,58 0,01 123 0,12
Nes 1 010 862 0,10 22,33 0,01 554 0,05 353 0,17 1,73 0,01 1,63 0,09
Nppa 1 010 26,63 0,10 26,47 042 45,35 0,00 13,70 0,18 095 0,00 53,71 0,05
Nr5a2 1 010 1,93 0,09 0,35 0,10 1,25 0,02 091 0,19 1,29 005 0,27 0,06
Nr6a1 1 008 1,02 005 1,54 0,10 093 008 1,34 005 059 0,16 0,86 0,08
Olig2 1 014 005 006| 609,26 0,70| 256,68 0,63 1517,86 0,03 191,11 0,09 391 0,11
Pax6 1 007 1,06 003 040 022 1,13 0,17 140 007 0,18 0,10 0,31 007
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0,00
0,06
0,11
0,06
0,00
0,01
0,10
0,11
0,09
0,09
0,09
0,09
0,13
0,10
0,14
0,09
0,09
0,09
0,15
0,13
0,11
0,09
0,12
0,09
0,09
0,10
0,10
0,09
0,10
0,09
0,12
0,00
0,00
0,12
0,06
0,09
0,09
0,13
0,09
0,10
0,09

0,09
2,28
0,85
1,74
1,06
0,59
7,80
0,00
0,93
0,69
0,24
15,91
1,65
0,07
0,74
1,52
0,03
0,94
2,93
46,88
0,60
87,10
14,78
0,25
0,29
5,81
29,24
0,90
0,94
0,12
0,19
0,50
0,28
0,38
0,66
0,13
1,19
1,79
7,83
0,58
8,62
0,07
513,84
0,24
0,55
0,63
0,02
11,26

0,10
0,11
0,10
0,10
0,11
0,14
0,10
0,13
0,10
0,11
0,11
0,10
0,14
0,07
0,07
0,02
0,03
0,05
0,01
0,03
0,08
0,02
0,02
0,12
0,07
0,06
0,58
0,09
0,00
0,00
1,10
0,50
0,01
0,04
0,09
0,05
0,03
0,09
0,10
0,10
0,15
0,10
0,00
0,01
0,08
0,00
0,09
0,03

0,42
0,98
0,87
1,83
1,45
0,87
17,21
0,07
0,55
0,08
0,65
1,04
0,34
1,27
1,02
2,63
0,07
1,19
1,64
2,25
1,38
9,78
0,07
0,10
0,60
9,49
152,77
0,36
8,65
0,13
0,55
0,61
0,33
0,67
0,24
0,20
1,11
0,76
1,04
0,62
36,49
0,02
1,37
0,73
0,46
0,58
0,42
47,18

0,06
0,05
0,06
0,05
0,08
0,05
0,12
0,05
0,07
0,17
0,06
0,05
0,22
0,04
0,07
0,05
0,01
0,04
0,05
0,11
0,03
0,13
0,07
0,19
0,02
0,06
0,03
0,23
0,00
0,00
0,19
0,19
0,05
0,01
0,33
0,07
0,04
0,23
0,05
0,26
0,12
0,06
0,05
0,02
0,04
0,00
0,09
0,00

0,51
1,64
1,36
1,73
1,37
1,50
7,39
0,00
1,34
0,12
0,92
0,84
0,65
0,06
2,49
5,32
0,10
1,24
3,23
1,72
1,18
6,90
0,04
0,46
1,88
2,40
38,97
2,80
0,84
0,11
0,43
2,75
0,48
1,16
1,01
0,69
1,09
0,60
37,03
0,03
23,33
0,11
243
0,69
0,78
1,61
0,78
24,56

0,07
0,01
0,02
0,01
0,01
0,04
0,34
0,00
0,03
0,01
0,01
0,00
0,20
0,17
0,18
0,17
0,17
0,17
0,17
0,17
0,17
0,18
0,38
0,18
0,18
0,17
0,17
0,17
0,17
0,17
0,27
0,17
0,17
0,17
0,31
0,18
0,17
0,27
0,00
0,00
0,02
0,03
0,17
0,17
0,17
0,21
0,18
0,17

0,29
1,12
1,22
1,08
1,13
0,89
5,48
0,00
0,45
0,82
0,79
0,95
0,20
1,39
1,53
3,21
0,09
0,97
1,27
1,70
0,74
0,44
0,41
1,10
3,91
0,33
0,12
1,77
0,95
17,97
2,13
1,72
0,25
0,73
0,24
0,40
0,53
0,51
0,95
0,49
16,06
0,04
0,47
1,20
0,60
1,02
0,02
10,26

0,09
0,09
0,12
0,09
0,13
0,09
0,09
0,19
0,09
0,21
0,09
0,09
0,17
0,07
0,02
0,05
0,03
0,09
0,01
0,02
0,06
0,13
0,27
0,05
0,02
0,15
0,00
0,16
0,00
0,00
0,15
0,05
0,01
0,01
0,26
0,02
0,05
0,34
0,09
0,09
0,11
0,09
0,00
0,01
0,08
0,00
0,00
0,01

0,82
0,90
0,92
0,68
0,66
0,61
0,94
0,00
0,80
0,50
0,69
1,06
1,04
1,83
0,60
0,38
0,05
0,59
0,42
0,89
0,69
0,31
0,07
0,77
0,10
2,35
70,87
3,96
1,06
0,13
0,96
0,84
0,60
0,44
0,15
0,65
0,87
1,13
1,06
1,74
4,76
0,26
2,04
0,88
0,28
1,22
0,65
12,19

0,07
0,08
0,09
0,10
0,07
0,07
0,08
0,15
0,90
0,08
0,20
0,07
0,07
0,06
0,05
0,06
0,07
0,05
0,05
0,14
0,05
0,37
0,29
0,11
0,06
0,46
0,10
0,06
0,05
0,05
0,06
0,16
0,06
0,07
0,35
0,07
0,06
0,17
0,07
0,07
0,07
0,07
0,08
0,06
0,06
0,44
0,40
0,10

A szignifikansan eltérd értékek, amelyek a kontrollhoz (HM1) képest 2,5-szeres relativ expresszios kiillonbséget
mutattak, félkovér betlivel vannak szedve. A kék hattérrel jelolt gének nincsenek jelen a microarray-en.
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3. melléklet: Microarray eredmények validalasa qPCR kisérletben

Geén
Sejtvonal Tagln Gas5 Ktnl S100a6 S100al0 Sparc Peg3 Femlb Dppa5
HM.1 Mean 049 080 164  0.73 062 145 196 449  0.96
SE 0.04 007 013  0.06 0.06 013 017 034  0.09
HM.1 NT Mean 564 221 1.89  3.26 258 523 484 351 051
SE 046  0.08 017  0.18 012 031 022 021  0.0]
B6D2 Mean 2172 130 135 926 411 837 1210 500  0.23
SE 129  0.03 002  0.39 013 043 020 039  0.03
B6D2 MEF Mean 381 065 076  8.01 239 672 1499 215 040
NT SE 017  0.05 005  0.64 0.09 040 037  0.04  0.03
B6D2CUM Mean 256  1.00 068  6.15 191 539 2042 350 0.7
NT SE 016  0.08  0.04  0.32 020 046 130 020  0.03
B6D2CUM Mean 137  1.13 061  6.03 1.58 563 1153 352  0.60
NT (PEM) SE 0.11 011  0.06 045 017 055 094 028  0.04
BeD2PGA  Mean 515127 132 722 340 633 2403 652  1.82
SE 012 004 010  0.09 013 016 063 048  0.26

A microarray-eredmények megerdsitése érdekében kilenc véletlenszertien kivalasztott gént valds idejii qPCR
modszerrel vizsgaltunk. A kisérletek atlagértékei (Mean) + SE szerepelnek a tablazatban.
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4. melléklet: A nyal cDNS és a pszeudogén szekvencia illesztése

coding -----ccseceercetiiiaann g c 49
T PR E
coding 124
coding 199
coding 274
coding 349
vy S S
coding A 424
coding T 499
S R S S AR -
coding T 574
coding A 649
v N B R N
coding T 724
coding U 799
v A R e -
coding 874
;R SRS S
coding AC A 949
;SO SRR W ERI I
coding A 1024
coding T 1099
coding c agg a -@ 173
coding g .- 1245
coding a [e] t 1320
coding CHg--------=---=---- 1366
A cDNS kodol6 szekvenciaja nagybetiivel, mig az UTR régi6 kisbetiivel van jeldlve, az iniciacios helyet nyil jelzi.

A pszeudogént 5' és 3' iranyban is kozvetlen ismétlddések szegélyezik (aldhuzott kisbetiis). A pszeudogén
szekvenciaban 1évé deléciot bekeretezés jeldli.
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5. melléklet: A toxikologiai vizsgalatokban felhasznalt vegyiiletek és ismert hatasaik

Vegyiilet neve
(CAS-szam)

A vegyiilet ismert toxikolégiai hatasa

vizben o0ldodo kristalyos amid, amely gyorsan polimerizalodik;széles korben hasznaljak a vegyiparban
(pl. vizkezeld ipar, papiripar, textilkezel6 ipar) és a kozmetikai iparban,
Akrilamid az élelmiszerekben hokezeléskor - mind az otthoni f6zés, mind az élelmiszerek ipari feldolgozasa soran
79-06-1 - jelentkezik (Mottram et al., 2002); neurotoxikus: foglalkozasi expozicio; atjuthat a placentan és
megjelenhet az anyatejben is (Sorgel et al., 2002).
LDso: 50-500 mg/k (humén)
kotédhet a tubulinhoz és gatolhatja a tubulin polimerizaciojat, ami a mitdzis gatlasahoz vezet,
Colchicine ké!csénhatésba lép a P-glikoproteir} transzporterrel (MDRI/ABCBI) és a CYP3A4 enzimmel
64-86.8 (mindkettd részt vesz a toxin metabolizmusaban) (Goldschmidt and Steward 1989; Mundy and Tilson
1990); koszvény és Behget-kor kezelésére hasznalt gyogyszer.
LDso: 5 mg/kg (humadn, szajon 4t); in vitro citotoxicitasi hatarérték: 0,02 uM
Doxorubicin interkalél() .lfemoterél?ié}s gyogyszer; gatolja a topoizomeraz II mozgasat, ami a replikicid és a
25316-40-9 transzkripci6 blokkolasahoz vezet.
LDso: 21,8 mg/kg (patkany, bor ala)
fert6tlenitdszer; blokkolja az elektrontranszportlancot a szukcinat-dehidrogenaz (SDHD) és a glutamat-
Hexaklorfen dehidrogenaz 1, mitokondrialis (GLUD1) membranhorgonyz6 alegységén keresztiil.
70-30-4 a valdsziniisithetd halalos oralis dozis emberben nem meghatarozott;
LDso: 66 mg/kg (patkany, szdjon at). in vitro citotoxicitdsi hatarérték: 1,86 uM
gyogyszer (fajdalomcsillapitd); hatékonyan csokkenti a 1azat, mivel nem-szteroid gyulladascsokkentd
Ibuprofen (NSAID), a ciklooxigenaz (COX) enzimek (COX-1 és 2) gatlasan keresztiil hat.
15687-27-1 a taladagolas tiinetei 99 mg/kg-nal nagyobb mennyiségben fogyasztott egyéneknél jelentkeznek;
LDso: 636 mg/kg (patkény, szdjon at)
Higany(II)- a peszticidek dsszetevdje, mard, mérgezd; felhalmozodhat a vesében.
klorid a valdszintisithetd halalos oralis dozis 5-50 mg/kg.
7487-94-7 in vitro citotoxicitasi hatarérték: 1,37 uM
Paracetamol gy’(?gys.ze.r,(féj dalomcsillapito); a}tﬁladagolés méjt'oxicitést' okozh,at. )
103-90-2 majtoxicitas emberekben 10 g-na} nagyobb akut tuladagolas esetén fordult eld;
LDso: 2400 mg/kg (patkany, oralis)
Paraquat gyomirto szer; neurotoxikus: a Parkinson-koérhoz vezetd foglalkozasi expoziciok (Tanner et al., 2011)
75365-73-0 széles kdorben vizsgalt neurotoxikus mechanizmus (Rappold et al., 2011; Kanthasamy et al., 2019).
LDso: 35 mg/kg (human, szajon &t)
Rifampicin antibiotikum; leéllitja az RNS-szigtézist a baktériumokban, majtoxicitast okozhat.
13292-46-1 valdsziniisithet6 halalos oralis dozis emberben 14-60 g
LDso: 1570 mg/kg (patkany); in vitro citotoxicitasi hatarérték: 4,37 uM
rovarirtd; gatolja az elektrontranszportlanc mitokondrialis 1. komplexét; patkanyokban Parkinson-
Rotenone kérhoz hasonlé tlinetek alakultak ki, — a Parkinson-kor kormyezeti kockazati tényezdjének tekintik.
83-79-4 (Betarbet et al., 2000).
LDso: 0,3-0,5 g/kg (humén, szdjon at); in vitro citotoxicitasi hatarérték: 0,22 pM
epilepszidban, bipolaris zavarokban és a rohamok megel6zésére hasznalt gyogyszer,

. ismert, hogy blokkolja a fesziiltségkapcsolt natriumcsatornakat és ndveli a gamma-aminovajsav
Valproinsav L L lm o losox . A A o
1069-66-5 (GABA) agyi szintjét; a jol ismert teratogén kiilonboz6 velesziiletett rendellenességeket és neuralis

defektusokat okoz.
LDso: 670 mg/kg (patkany, szajon at)

Megjegyzés: az Un. median halalos adag (lethal dose, LDsy) vonatkoz6 adatokat a PubChem adatbazisabol
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), az in vitro multicellularis citotoxicitasra vonatkozé adatokat az EPA

Chemical dashboard adatbazisabodl (https://comptox.epa.gov/dashboard) gytijtdttem.
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