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Bevezetés

Az 6ssejtek korlatlan szamu sejtosztodasra, ezaltalatkam o©nmegujulasra képes
specializalatlan sejtek, amelyek megféléiziologias vagy laboratériumi) kdrtlmeények koot
szoOvetspecifikus sejtekké differencialédnak.

A huméan embriondli$ssejt vonalak blasztociszta allapotd embridk dealsjtcsomabjabadl
létrehozott sejtvonalak, amelyek barmely testi d@fherithetetlen forrasaul szolgalhatnak
korlatlan dnmeguijulasi és differenciacios képeskeeki (pluripotencia) koszontign. Annak
érdekében, hogy a differencialédott utddsejtiekgypaerek tesztelésére alkalmas rendszerek
vagy terapias alkalmazésok alapjaul szolgalhassalyak modszerekre van sziikség, amelyek
lehetvé teszik a célsejtek nagy mennyiségben és nagiaségban torténeléallitasat. Az
eléallitani kivant sejttipus mennyisége novethet célsejt differenciacios tenyészeten beldli
feldusitasaval (irdnyitott differenciacidos protdkél alkalmazésa), mig a sejtpreparatumok
tisztasaga a célsejtek differenciacidés tenyéséieirténs kivalogatasaval javithatd. Ezért
szikséges az olyan mdédszerek kidolgozasa, amedpelvé teszik a kulonbdztipusu sejtek
egymastol valé megkulonboztetését, és ezaltal @nkidls) célsejtek kivalogatasat.

El6 sejteket kivalogatni genetikailag moédositott tdtajsagok vagy a sejt felszinén
megtalalhato fehérjék alapjan lehet. Genetikailaglositott tulajdonsagokra leginkdbb akkor
van szikség, ha a célsejtre jellémzmert fehérjék nem a sejt felszinén talalhat@dltal
kimutatasukhoz a sejt membranjanak roncsolasarazizség.

A szivizomsejtek esetében is csak a kdzelmultbkeressilt azonositani olyan sejtfelszini
fehérjéket (SIRPA, VCAM1 és ALCAM), amelyek a sziminsejtekre jellentz transzkripciés
faktorokkal (SL1, TBX5, NKX2.%2s GATA9 és szarkomer fehérjékkel (troponin | és T)
egyszerre fejegainek Ki.

Egy masik lehéiség a szivizomsejtek mennyiségének noveléséredbblepéses folyamat,
melynek soran ébkzo6r a szivizomsejtek dlakjait, az ugynevezett progenitor sejteket
valogatjak ki a differenciacios tenyész@tbA progenitor sejtek — ellentétben a teljesen
specializalédott szivizomsejtekkel - még képesektdaki, igy differencialodasuk atmeneti
felfiggesztésével novellteta mennyiségik. A differenciacié folytatasaval dsZaporitott
progenitor sejteklil szivizomsejtek allithatok &l Az igy eballitott szivizomsejt preparatum
tisztasaga azonban nagy meértekben flugg attél, laodifferenciacio mely stadiumaban éév
progenitor sejteket (kardiogén mezoderma-jéllegardiovaszkularis, szivizom progenitor)
valogatnak ki, hiszen minél éretlenebb egy progersejt, annal tdbbféle sejttipus keletkezhet
belble. Ezért olyan progenitor sejttipus kivalogatast & célunk, amely amellett, hogy képes

osztodni, kelben nagy tisztasagu szivizomsejt preparatuiali@asat teszi lehéve.
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Célkitiizés
A disszertacioban bemutatott kutatbmunka célja ebgan Uj in vitro modszer
létrehozédsa volt, ami lelate teszi a human embriondliéssejtekibl differencialddo

szivizomsejtek és azokdalakjai, a szivizom progenitor sejtek kivalogatagakitiizott cél

elérése érdekében szikséges volt:

1. bizonyitani, hogy a CAG promoter letet teszi a szivizomsejtek azonositasat spontan
maodon differencialdodéssejt tenyészetekben

differencialtatdsi modszer bedllithsaval a szivizpnogenitor sejtek tenyészetben valo
feldusulasat éidézni

3. bizonyitani, hogy a CAG promoter letv teszi a szivizom progenitor sejtek azonositasét
és kivalogatasat iranyitottan differencialGissejt tenyészetekben

4. bedllitani azt az idealis tenyésztési korulmgaptely leginkabb tamogatja a kivalogatott
5. bizonyitani, hogy a differencialédé human eméits 6ssejt tenyészeth kivalogatott
szivizom progenitorokbdl szivizomban tiszta tengésiz allithatok &

6. a kivalogatott szivizom progenitor sejtek aggm@s és tulélési képességeibselgit

tenyésztési korilményt beallitani és ezaltal a éihgd szivizomsejt mennyiségét novelni

Modszerek

Human embriondligssejtek tenyésztése és differencialtatdsa

Az eredeti HUES9 human embrionalissejt vonalat Dr. Douglas Meltontdl, a
Harvard Egyetem professzoratdl kaptuk egy nemzet&gyittmikodés keretében, mig a
BGO1V éssejtvonalat az ATCGst szereztik be.

A HUES9 és a BGO1V sejtvonalak genetikai modoski@isa CAG promotert és az
irdnyitasa alatt kifejezni kivant EGFP fluoreszcdebérjét kddolé cDNS-t tartalmazo
plazmidot (CAG-EGFP konstrukcio)Sleeping Beautytranszpozon alapu génbeviteli
mobdszerrel jutattuk a sejtekbe. A CAG promoter lafta hasznalt verzidja egy CMV
enhanszer regiobdl, két csirgeaktin promaoter szekvenciabdl és egy rovid ngdiglobin

promoter szekvenciabdl all.



A HUES9-CAG-EGFP és BG01V-CAG-EGFP human embri@nasisejtvonalakat
mitomycin C-vel mitotikusan gatolt egér embriondiisroblaszt sejteken tenyésztettik. A
spontan differenciacié meginditdsahozdéasejtekibl embrioid testecskéket (EB) képeztiink
szuszpenzios tenyésztési korilmények kdzoétt, bogpisn jelenlétében, majd 6 nap utan az
EB-ket killtettik egy zselatinnal bevont felllet(adherens tenyészet). Az iranyitott
differenciacio soran a borjuszérum helyett a ddfeiacios szignédlokat meghatarozott
sorrendben adagolt névekedéi faktorok biztositottak

Sejtek mérése aramlasi citométerrel

A differencidlatlan HUES9-CAG-EGFP kolonidkat azéegmbrionalis fibroblaszt
sejtréteghl enzimatikus emésztés segitségével valasztottukhlirez 0,05%-0s trypsin-EDTA
oldatot hasznaltunk, mig a HUES9-CAG-EGFP aggregakbol 0,25%-0s trypsin-EDTA-
val tudtunk egysejtes szuszpenziot Iétrehozni. Aémébkeszitése soran 0,5% borjuszérum
albumint (BSA) tartalmaz6 PBS oldatban jeloltik ejteket. A direkt jel6lt monoklonalis
antitestekkel 30 percen keresztil, 37 °C-asmérsékleten inkubaltuk a sejteket. Intracellularis
jelolés esetén a sejteket 4%-o0s paraformaldehiffle”) fixaltuk és permeabilizaltuk az
indirekt ellenanyaggal valo jelolésodl A jeldlés 2% BSA és 0,75% Saponin (Saponin)
jelenléte mellett, PBS-ben tortént. A megfélakotipus- vagy masodlagos kontrollok
fluoreszcenciajat meghaladé jelintenzitasokat teliilk csak pozitiv fe§tlésnek. A halott
sejteket 7AAD (Sigma) jeldlés segitségével kildtiiteel és az analizis soran nem vettik
figyelembe. A mintak analizalasat a FACSCalibumdléessi citométerrel (Beckton-Dickinson,
San Jose, CA) és a BD CellQuest programmal, vagi@SAria High Speed Cell Sorterrel
(Beckton-Dickinson, San Jose, CA) és BD FACSDivagpeimmal végeztik.

Sejtek kivalogatasa aramlasi citométerrel

Miutan enzimatikus emésztéssel egysejtes szusapemzztunk létre a transzgenikus
6ssejtcsomokbol, a sejteket aramlasi citométer seggtvel kilonbdy az EGFP intenzitasuk
alapjan meghatéarozott frakciokba (gyenge, kbzepexsg) gyijtottik. Ennek az ugynevezett
szortolasi eljarasnak a pontossagat, azaz a dzsejtftakciok tisztasagat az adott populaciok
EGFP jelintenzitasanak detektalasaval éltentiik, kdzvetlenlil a szortolast koven. A
kilonb6d frakciokba gyijtott sejteket vagy tovabbtenyésztettiik, vagy TIR2&Reagensben

(Invitrogen) taroltuk a génexpresszios vizsgalahiégzeséig.



Fluoreszcens detektalas

A fluoreszcens plate olvasé rendszerrel végzettéseet a kivalogatott sejtakb
létrehozott aggregatumok tenyésztésének 3. és &fjam végeztik a VICTORX3 2030
Multilabel Reader (Perkin Elmer) ni&eszilék segitségével. Az EGFP jel detektalasa
erdekében 490 nm-es gerjesztetést és az F535 amifiiert hasznaltuk. A propidium jodid
(PI) jelolés ebtt az agregatumokat metanollal jégen fixaltuk 15cige A Pl-vel valo
inkubalas utan az aggregatumokat friss PBS-bettiikt&i 96 lyuku tenyésaedényekbe. Az

Pl jel detektalasa érdekében 540 nm-es gerjeszést@s F660 emisszios filtert hasznaltuk.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunfestéskor az EB-ket és az aggregatumokat 4%pasaformaldehiddel
szobaldmeérsekleten 15 percen keresztul fixaltuk. Egy DPBES8sasi |épés utan, a nem-
specifikus antitest kétdést 1 oran keresztll szolsamérsékleten blokkoltuk egy olyan
oldattal, amely 2mg/ml BSA-t, 1% halzselatint, 5&c&keszérumot és 0,1% Triton-X 100-at
tartalmazott. A mintdkat mind az éteges, mind a masodlagos antitestekkel 1-1 éran
keresztil szobdmeérésekleten inkubaltuk. A magfestésekhez DAPIiwi(logen, Madison,
WI) hasznaltunk. A mintakat vagy az Olympus FV580Konfokalis mikroszkoppal, vagy
egy fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk.

Valos-ideji kvantitativ PCR analizis

A TRIzol™ Reagensben (Invitrogen) eltett sejiélkd gyartd ebirasainak megfelél
maodon izolaltunk teljes RNS-t. A cDNS-t 0,2 teljes RNS-8I irtuk &t a Promega Reverse
Transcription System Kit segitségével. A valdsiidejantitativ PCR (QPCR) analizishez az
Applied Biosystems Pre-Developed TagMan® esszég$zimgltuk, és az analizist a
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems)szerrel végeztik. A
génexpresszids eredményeket ALt modszerrel, a PO bél&kontroll génre vonatkoztatva
adtuk meg. A relativ mRNS szintek harom fliggetléséket eredményeinek atlagat (+
S.E.M.) mutatjak.



Eredmények
1. A CAG promoter lehété teszi differenciaclodé human embrionébsejt tenyészetekben a
szivizomsejtek azonositasat

Az EGFP fluoreszcens fehérjét kifejeHUES9 és BGO1lV human embrionalis
6ssejtek letrehozasakor a CAG-EGFP konstrukcidbleeping Beautyranszpozon alapu
génbeviteli moddszerrel jutattuk a sejtekbe. A tegewikus human embrionalis
6ssejtvonalakat (HUES9-CAG-EGFP és BGO1V-CAG-EGFP)E&FP-t kifejed ssejtek
feldusitasaval hoztuk létre. Ezek @sejt vonalak hosszas laboratoriumi tenyésztés gssra
megdrizték pluripotencialjukat, spontan differenciacibj soran mindharom csiralemzre
jellemzs sejtek keletkeztek. A szivizomsejtek keletkezéspontan kontrakciot mutato
terlletek megjelenése jelezte a differenciacio reofdspontan kontrakciot mutatoé teriletek
esetében kilondsen magas EGFP expresszio volt gyeljfe, mig a differenciacios
tenyészetekben megtalalhatd mas tipusu sejtekoalgalsb EGFP jelintenzitast mutattak. Ez
a szivizomspecifikus 8s EGFP expresszié az altalunk hasznélt CAG prom@ereredeti
konstitutiv. CAG promoter modositott verzidja) kiéges tulajdonsagabdl fakad, ami
lehetvé teszi a szivizomsejtek EGFP expresszio-alapekti@ésat és kivalogatasat. A CAG
promoéterre épil rendszer “ketis arcd” rendszer, mivel letiete teszi mind a transzgeént
expresszalosssejtek, mind az azokbdl differencidlodd szivizopege felismerését és
kivalogatasat.

2. A CAG-EGFP-t kifejéz human embrionaliséssejtek kardiogén mezoderma iranyu
irAnyitott differencialtatdsa

Annak kimutatasa érdekében, hogy a CAG promoteetdeh teszi szivizom
progenitorok azonositasat is, a spontan differencifelyett egy iranyitott differenciacios
protokoll alkalmazéasara volt szikség, ami a difierécios tenyészetekben a mezoderma
eredel sejtek feldusulasahoz vezetett. Az alkalmazottgiallt az irodalombdl vettik at és
moédositottuk annak érdekében, hogy az Altalurddli@btt transzgenikussssejtvonalak
esetében is hatékonyanukddjon. Az iranyitott differenciacié szinkronizélta sejtek
dsszehasonlité vizsgalataink alapjan elmondhatgy laospontan differenciaciohoz képest az
irdnyitott differenciaciéo hatasara #@ssejtek nagyobb aranyban valasztottak a mezoderma
irAnyu elkotelegdést. A nagyobb mennyiségben keletkegpontan kontrakciot mutato
terlletek (és a nagyobb aranyu troponin | expré¥sgiaz iranyitott differenciacio hatékony

mikodését igazoltak.



3. A CAG promoter lehété teszi szivizom progenitor sejtek azonositas&iv@sogatasat
differencialéddé human embrionalissejt tenyészeteilb

Annak bizonyitasa érdekében, hogy a CAG-EGFP giitasbeli kilonbségek
lehetivé teszik szivizom progenitorok azonositasat ésal@gatasat, aramlasi citométer
segitségével szétvalogattuk a differencialoddé HUEBG-EGFP tenyészet sejtjeit és a
kivalogatott sejtpopulécidk transzkripcios profi@PCR moddszer segitségével eblertik.
Kiderilt, hogy a legéisebb EGFP jelintenzitasu frakcibban (CAG-EGEP a
szivizomspecifikus gének expresszioja jaebseh meghaladta az alacsony EGFP jelintenzitast
mutaté frakcié (CAG-EGFP®"Y expresszios szintjeit, mig a korai ekto- és eedwndlis
gének expresszidja jelleen a CAG-EGFP®"® mintdkban volt magasabb. Kivételt
képezett a korai szivizom éllapotra jellgmgKX2.5transzkripcios faktor, aminek az mRNS
expresszibja szignifikdnsan alacsonyabb volt a &P frakciékban, mint a CAG-
EGFPY*"%mintakban

Annak érdekében, hogy a CAG-EGEPprogenitor sejtek érettségi (elkotaleesi)
fok&t azonosithassuk, megvizsgéltuk a CAG-EGFP sastl olyan sejtfelszini fehérjék
expresszioja szempontjabdl, mint a SIRPA, a VCAMlag ALCAM. Ezek az irodalom
alapjan szivizomspecifikus fehérjéknek szamitanaleXpresszidjuk alapjan korai és &és
szivizomsejtek valogathatéak ki a differenciaciéayészetekdl. Megfigyeléseink alapjan
elmondhatd, hogy a CAG-EGFEP sejtek korabban megjelennek a differenciéacié sarént
a SIRPA-t kifeje# sejtek, de a differenciacio éeéhaladtaval a CAG-EGE® progenitor

sejteken is megjelennek ezek a szivizomspecifighériék.

4. A kivalogatott CAG-EGFP* szivizom progenitorok tenyésztési kérilményeiizskalata

A CAG-EGFP™* sejtek tovabbi vizsgalata annak kideritésére infinfiogy melyik az
a tenyeésztési korulmény, amely leginkabb alkalmaskivdlogatott progenitor sejtek
tenyésztésére és tovabbi szivizom iranyu diffeddtatasara. Két kiulonbdézgysejtrétet) és
egy harom dimenziés szuszpenziés tenyésztési middeasonlitottunk dssze, melyeket
kétféle tenyéssfolyadékkal kombinaltunkQPCR analizis segitségével kimutattuk, hogy a
CAG-EGFP™ progenitorokszivizomképzési képessége a sejtek aggregaltasdaahérom
dimenzios aggregdtumok szuszpenzids tenyeszetbEmstdlifferencidltatasa sorabrzédik

meg leginkabb

5. A CAG-EGFF’ szivizom progenitorokbdl szivizomsejtekben disszet allithato é
A szivizom progenitor sejtek tovabbi vizsgalataedében a differenciacio 10. és 12.

napjan kivalogattunk CAG-EGEF és CAG-EGFP*"% sejteket és az ezekblétrehozott
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aggregatumokat szuszpenzios kultiraban tenyédetdtiiabb. Spontan kontrakcio a
tenyésztés 25. napjan voltstor megfigyelhét és koriibelill a CAG-EGEP® aggregatumok
30%-anal volt tapasztalhaté, mig a CAG-E&FP® aggregatumok egyike sem mutatott
spontan aktivitdst. Ennek megféleh a CAG-EGFP* aggregatumok szignifikansan
magasabb mértékben expresszaltak a vizsgalt smispecifikus géneket, mint a CAG-
EGFPY®"% aggregatumok. Tovabba a szivizomspecifikus géneastkripcidja joval
magasabb szintet mutatott ezekben az érett szigejtekben, mint a kivalogatott CAG-
EGFP™ progenitorokban, ami szintén a szivizom progeokaszivizomsejtté torténérését

bizonyitjak.

6. A CAG-EGFP” aggregatumok novekedését és szivizom iranydatifféciojat ebsegit
tenyésztési kérilmény beallitasa

Tapasztalataink azt mutattdk, hogy a kivalogatejtek aggregalodasi és tulélési
képessége rendkivil gyenge, hiszen egy nappakazasi citometrias sejtkivalogatas utan a
formalédé CAG-EGFP aggregatumok koriil jelets sejttdrmelék fekh volt megfigyelhet.
Ha egy ROCK gatloszerrel, a Thiazovivinnel kezeltlikissen kivalogatott progenitorokat,
akkor az aggregaciés és ezaltal a tulelési képessegavult a sejteknek. Hasonlo hatast
értiink el akkor is, ha END-2 sejtekkel kondiciont@hyészifolyadékban (médiumban)
aggregaltattuk a kivalogatott sejteket. Az END-% egér viszkeralis endoderma sejtvonal,
6ssejteket END-2 sejtrétegen (ugynevezett kokulamab differencialtatjgk. A mi
rendszeriinkben az END-2 szivizom irdnya differecidia elbsegit hatdsa nem volt
tapasztalhatd, ugyanakkor ennek a tenyésztésirkériynek az alkalmazasakor tapasztaltuk
az aggregatumok esetében a legnagyobb méretbedkmi@nyt. A beta-adrenerg agonista
|zoproterenol hosszl( tavon valé rendszeres adapahsa CAG-EGFP* progenitorok
szivizom iranyu differenciacioja végbe tudott meaniEND-2 kondicionalt médiumban valé

tenyésztés soran is.



Kovetkeztetések

1. A CAG promoter altal meghajtott EGFP fehérjeejaftidése lehéivé teszi a
transzgénikus human embrionalisssejtek kivalogatasat. Ugyanakkor a CAG-EGFP-t
expresszalo 6ssejtekidl differencialdédott szivizomsejtek is kdnnyen azeititatéak a
kifejezetten afs EGFP expressziéo alapjan, ami annak a kovetkezmémygy a CAG
promoéter szivizomsejtekben kilondserbsertranszkripcios aktivitdst mutat. Ez a CAG
promoéter altalunk hasznalt verzigjat jelletnketios tulajdonsag vezetett a “ké&it arca”
promoéter elnevezéshez.

2. A human embrionaliséssejtek kardiogén mezoderma irdnyd iranyitott
differenciacidja a CAG-EGFP® progenitor populécié feldusulasat eredményezi.

3. A CAG-EGFP rendszer segitségével olyan szivipoygenitor sejtek valogathatdéak
ki, amelyekben kezdetben alacsony MKX2.5 mRNS szintje. A differenciacio kéksbi
szakaszaban a CAG-EGYP populacié sejtiein megjelennek a szivizomsejtgktemzs
SIRPA, VCAM1 és ALCAM fehérjék.

4. A kivalogatott CAG-EGFP* progenitorok harom dimenziés aggregatumok
formajaban differencialédva képesek szivizom irdeldteleddésiket megyizni.

5. A CAG-EGFP™ progenitor sejtekii spontan kontrakciét mutaté 3D
aggregatumok hozhatdk létre, amelyekben a sejtelitak mint 90%-a érett szivizomseijt.
Az aggregatumoknak magas BKX2.5és MYL7 mMRNS expresszidja, ami atrialis tipusu
szivizomsejtek keletkezésére utal. A CAG-EGEPpopulacié sejtiei a kordbban leirt
kardiovaszkularis progenitor populacioknaliilszbb differenciaciés potenciallal birnak,
hiszen a CAG-EGFP® progenitorokbdl simaizom sejtek és atridlis tipssiivizomsejtek
differencialédtak, mig a kardiovaszkularis progerokra jellem# endotél utddsejtek nem
keletkeztek béllik.

6. A CAG-EGFP™ progenitorok aggregacios és tulélési képességatisen javult
ha egy ROCK gatloszerrel, a Thiazovivinnel lettedzddve, illetve az END-2 sejtekkel
kondicionalt médiumban valo differencialtatasuk hasonl6 eredménnyel zéarult. Ez a
jotékony hatas az aggregatumok méret- és sejtszamideckedésében is megnyilvanult,
kilénosen az END-2 kondicionélt médiumban valéedéhcialtatds esetében. Ugyanakkor az
END-2 sejtek irodalombdl ismert szivizom iranyu feienciaciot élsegité hatdsa a mi
kisérleti korulményeink kdzott nem volt tapasztédhaEgy beta-adrenerg agonistaval, az
Isoproterenollal toréh kezelés hatasara azonban az END-2 kondicionaliuméean valo

------

mikozben a tenyésztési korilmény sejtmennyiségaga@ylt pozitiv hatdsa meg@dott.
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A “kettés arcu” CAG promoter egyedulallo lebséget biztosit a korai szivizom
progenitoroktdl az érett szivizomsejtekig tartd vezim iranyu differenciacio
nyomonkdvetésére, valamint ezeknek a kulodbstadiuma sejteknek a kivalogatasara és

sejtfelszini fehérjé mintazataiknak a vizsgalatéara.
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