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BEVEZETES

Jelenleg nem all rendelkezésre olyan sejtterapids eljaras, amely a
kardiovaszkularis rendszer karosodasait kovetden a sériilt sejtek
funkcigjat potolna és a sejtek fizioldgias mikodését helyettesitené. Az
elmult évtizedben szamos sejttipust vizsgaltak jovébeni terapias
felhasznalas reményével. A Korai kutatasok endothelialis progenitor
sejtek, csontvel6i eredeti mononuklearis sejtek és a mesenchymalis
Ossejtek terapias alkalmazasat céloztak. Az elsé klinikai vizsgalatok
mérsékelten pozitiv eredményekkel zarultak, azonban a késébbi meta-
analizisek szerint szamos kétes adatot publikaltak. A kardiovaszkularis
regenerativ medicinaban kiemelked6en fontos szerepe lehet a human
pluripotens &ssejteknek. A human embrionalis 6ssejtek (hESC) a
blasztociszta stadiuma embri6 belsé sejtcsomdjabol szarmaznak, mig a
huméan indukalt pluripotens &ssejtek (hiPSC) felndtt testi sejtek
genetikai visszaprogramozasaval hozhatéak létre. A két pluripotens
Ossejttipus mindharom csiralemez szarmazékaiva képes
differencidlodni. A regenerativ sejtterapia szamara az idealis sejttipus
konnyen, kelld6 mennyiségben izolalhato, stabil kariotipussal ¢és
fenotipussal rendelkezik, hatékonyan €s biztonsagosan
differencialtathat6 a kivant sejttipussd, nem immunogén €s in Vvivo is
rendelkezik funkcionalis aktivitassal. A hiPSC alkalmazasanal nem
meriilnek fel a hESC-nél relevans etikai  problémdk; a
visszaprogramozas soran azonban olyan genetikai és epigenetikai
modosulasok johetnek 1étre, amelyek befolyasolhatjak a preklinikai
vizsgalatok eredményeit és késébb terapias alkalmazhatosagukat is.

PhD munkdmban a human pluripotens 0Ossejtek endothelsejt
szarmazékaival (hESC-EC, hiPSC-EC) foglalkoztam. Az endothelsejtek
kiemelt szerepet toltenek be a kardiovaszkularis rendszer mitkddésében.
Megfeleld funkciojuk elengedhetetlen a vaszkuladris tonus és a
mikrocirkulaci6é szabalyozasaban. Befolyasoljak tovabba a véralvadasi
kaszkadot és olyan medidtorokat termelnek, melyek szabalyozzdk a
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vérlemezkék aktivaciojat és Osszecsapzodasat. Az endothelium
diszfunkcioja fontos patologias 1épés a kardiovaszkularis betegségek
kialakulasaban, igy hypertoniaban, atheroszklerézisban ¢és diabetes
mellitusban is.

Az endothelium sokrétii miikodését mutatja, hogy az artérias és vénas
endothelsejtek  nem csak a  keringési rendszeren  beliili
lokalizaciojukban, hanem egyéb tulajdonsagaikban is kiilonboznek. Az
artérids endothelsejtek {6 feladata a prekapillaris rezisztencia erek
tonusdnak szabalyozasa, ezaltal a teljes periférids vaszkularis
rezisztencia meghatarozasa. A vénas endothelsejtek vazoaktiv, értonust
meghataroz6 szerepe kevésbé jelentds, de a bal kamrai eldterhelést a
vénas  visszadramlds valtozasan  keresztil  befolydsoljak. A
posztkapillaris venulakban és vénakban zajlanak a lokalis gyulladasos
folyamatok, példaul a fehérvérsejtek kitapadasa és extravazacidja. A
mikrokdrnyezeti hatdsok (igy a parakrin mediatorok és a fali nyiroerd)
az artérids ¢és vénas sejtek fenotipusat, funkcionalis hatasait is
befolyasolhatjdk: véna saphena graftok példaul jo angioldgiai és
funkcionalis eredménnyel transzplantalhatoak koronaria artéria athidalo
mitétek soran. A felnétt endothelsejtek specifikacioja a kornyezeti
hatasok mellett, azonban transzkripciés szinten is szabalyozott
mechanizmus. Az embrionalis vaszKulogenezis soran az artérids és
vénds endothelsejtek fejlddnek ki els6ként, mig a nyirokér
endothelsejtek a vénas endothelsejtek kés6bbi atalakulasabol jonnek
l1étre. Az artérias fejlodésért felelds jelatviteli utak koziil a VEGF és
Notch a legfontosabbak. Az artérias endothelsejtek fejlodését a Notchl,
Notch2, EphrinB2 és DLL4 jelatvivd molekuldk egyarant indukaljak.
Az EphB4 és FLT4 els0sorban a vénak fejlodését szabalyozza, utdbbi a
f6 szabalyozo a lymphatikus sejtek kifejlédésében is. Egy friss
tanulmany kimutatta, hogy a FOXO1 transzkripcios faktor (a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) jelatviteli ut tagja) a Notchl
aktivalasan keresztiil artérids endothelsejtek kialakuldsat aktivalja. A
PI3K egy lipid kindz, amely fontos szerepet jatszik a
sejtproliferacioban, sejtadhézidban, DNS javitasban, a sejtek
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oregedésének kontrolljaban és az 0Ossejtek pluripotens allapotanak
fenntartasaban is. A PI3K jelatviteli ut szamos helyen befolyasolhatd
aktivalo- és gatloszerek alkalmazasaval, igy fontos 01 farmakoterapias
célpontként szolgal malignus megbetegedésekben ¢és diabetes
mellitusban is. A rendszer kozponti eleme az emlitett FOXO
transzkripciés ~ faktor  csalad, egyes tagjai  szabalyozoi a
kardiovaszkularis rendszer embrionalis fejlodésének. Allatkisérleti
modellben kimutattak, hogy a FOXO1A-deficiens embridk 11 naposan
elpusztulnak, a sziv és az erek fejlédésének hianyaban. A FOXOI1A az
endothelsejtek differenciacijaban és proliferaciojaban is fontos
szerepet jatszik. Egér embriondlis 0Jssejt-eredetli endothelsejtek
FOXO1A hidanydban nem reagalnak a VEGF altal kozvetitett,
érképzésért  felelds  jelatviteli  utakra. Az  Ossejt-eredetii
endothelsejtekben a PISBK-FOXO1A jelatviteli ut pontos megismerése
és a szabalyozé molekuldk azonositasa elésegitheti a sejtterapids és
szovetépitési felhasznalasukat.

1. abra Endothelse;jt differencidcio human pluripotens dssejtekbdl
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CELKITUZES

Munkam célja az volt, hogy human pluripotens 0Ossejtekbol
endothelsejteket hozzak 1étre 1étrehozasa, majd azok in vitro és in vivo
tulajdonsagait jellemezzem. Az &ssejt-eredetli endothelsejtek in vitro és
in vivo viselkedésének részletes megismerése és preklinikai vizsgalata
closegiti a  késObbi  terapias  felhasznalasukat  iszkémias
kardiovaszkularis megbetegedésekben.

Részletes célok:

1. Endothelsejt differenciaciés protokollok optimalizalasa. A
l1étrehozott endothelsejtek in vitro tulajdonsagainak jellemzése,
kiilonos tekintettel az érképzéshez kapcsoloddo markerekre és az
artérids és vénds szubpopulaciokra.

2. A PIBK/FOXO1A jelatviteli 1t szerepének vizsgalata az
endothelsejtek differenciaciojaban, proliferacidjaban,
sejthaladlozésban €s az érképzéshez kapcsolddo tulajdonsagaikban.

3. Héaromdimenzios endothelsejt kultira 1étrehozasa vaszkularis
szovetépitési céllal sertés ¢és humén extracellularis matrix
alkalmazasaval, bioreaktorban.

4. Az endothelsejtek funkciondlis vizsgélata: thrombocyta aggregacio-
gatlo hatés jellemzése.

5. Az 6ssejt-eredetli endothelsejtek érésének vizsgalata in vivo.



MODSZEREK

I. Sejttenyésztés

A sejtek tenyésztése steril koriilmények kozott, sejttenyésztd flilkében
tortént. A sejtkultarak fenntartasat sejttenyészté szekrényekben, 37°C-
on, 5% CO, és 21% O, jelenlétében végeztikk. A Varosmajori Klinika
Ossejt Laboratériuma minden sziikséges etikai és miikodési engedéllyel
rendelkezik pluripotens 6ssejtvonalak vizsgalatahoz. A hESC koziil a
WAO007 (H7) human embrionalis &ssejtvonalat vizsgaltuk (WiCell
Research Institute Bank, Madison, USA). A hiPSC-ket az Osaka
Egyetem kutatocsoportja biztositotta kisérleteinkhez (ReproCell,
Kanagawa, Japan), illetve a WiCell cégtdl vasaroltuk (IMR-90-4). A
feln6tt  fibroblasztokbol altalunk létrehozott pluripotens Ossejtek
(episzomalis plazmid, transzfekcié pluripotencia génekkel) a kisérletek
tovabbi fazisaiban nem keriiltek felhasznalasra. Minden pluripotens
Ossejtvonalat  dajkasejtek  nélkiil, mTeSR1  tapfolyadékban
tenyésztettiink. Kombinalt mechanikus és enzimatikus passzalas 4-10
naponta tortént. Az Ossejt-eredetli endothelsejtek ¢és  kontroll
endothelsejtek (HUVEC: human umbilikélis véna, HCAEC: human
koronaria artéria, HAEC: human aorta, BOEC: vérbdl izolalhatod
progenitorok) zselatin felszinen, EGM2 tapfolyadékban ndttek.
Kisérleteinkben 2-6 kozott passzalt endothelsejteket vizsgaltunk.

A haromdimenzids sejtkultira létrehozasahoz az endothelsejteket
sertésbél extracellularis matrixon vagy decellularizalt human aorta
matrixon vizsgaltuk. Az aorta decellularizaciot detergens oldattal
végeztiik. Az endothelsejteket extracellularis matrixokon tenyésztettiink
(50000 sejt/ 0.5cm? biomatrix) kis bioreaktor rendszerben (Corning
spinner flask).

Az érfali nyirder6 in vitro modellezése soran a tapfolyadék standardizalt
aramoltatasa laminaris vagy turbulens aramlast hozott 1étre a
sejttenyésztd edény meghatarozott pontjain. A nyiréerd hatdsara az
vizsgaltam. A sejtkultarak  morfologiai  valtozasait  inverz
fénymikroszkopban kovettem.



I1. Endothel differenciacio

Az endothel differencidcios protokollok koziil az un. embrionalis
testecske (EB) és monolayer modszereket egyarant alkalmaztam. Az
embrionalis testecskéket a pluripotens Ossejt kolonidk mechanikus
passzalasa soran hoztuk létre. A pluripotens Ossejtek mezodermalis
morfogén molekuldk serkentették (Activin A, FGF-2, VEGFgs és
BMP4). A differencialddo progenitor sejtek Stemline II tapfolyadékban
néttek. Az EB-ket szuszpenzidban normoxias és hypoxids koriilmények
kozott, alacsony adherenciaju tenyésztdedényben tartottuk négy napig.
Négy nap utan az EB-ket zselatin boritasu tenyésztélemezekre tettiik és
13 napon at differencialtattuk, EGM2 tapfolyadékban. A CD31-pozitiv
endothelsejteket ezt kdvetden fluoreszcencia aktivalta sejt szeparacios
(FACS) technikaval valogattuk ki a sejtkultirabol.

1. Sejtkezelések

A differencialodd  Ossejteket ¢€és a  létrehozott, differencialt
endothelsejteket PI3K gatlo/FOXO1A aktivaldo LY294002 molekulaval
kezeltem (10uM, 24h). A FOXO1A gatlasat FOXO1A SiRNS kezelés
(10nM, 6 h és 24h) hozta létre a differencialodo és az endothel
populacioban. Non-targeting (NT) siRNS (10nM) kezelés szolgalt
kontrollként. A FOXOLA overexpressziojat FOXO1A-eGFP plazmid
kezeléssel hoztam Iétre. A plazmidot elektroporézissel juttattam a
sejtekbe. A PI3K/FOXOI1A jelatviteli at szerepét a H,O, kivaltotta
sejthalalozasban is vizsgaltam. A sejthalalozast H,O, indukalta (magas
doézis: 900uM, kozepes dozis: 600uM, alacsony dézis: 300uM; 12h).



IVV. Endothelsejtek jellemzése

Matrigél tubulus képzés

A kontroll, LY294002, NT és FOXO1A SsiRNS elOkezelt
endothelsejteket Matrigél extracellularis matrixon 24 o6rat tenyésztettem
(50000 sejt/lyuk). A sejtmagok Hoechst-33342 festését kovetden a
sejtkultirakat és a kialakult tubulus halozatokat automatizalt
mikroszképon (Cellomics ArrayScanner) vizsgaltam. Az alkalmazott
képfeldolgozd algoritmus lehet6séget adott a létrejott tubularis
struktarak kvantifikalasara.

Immuncitokémia és immunhisztokémia

Az endothelsejtek  jellemzésére immuncitokémiai vizsgalatokat
végeztem. A sejteket anti-human CD31, anti-human vWEF, anti-human
DLL4 ¢s anti-human FOXOI1A antitestekkel jeldltem. Szekunder
antitestként AlexaFluor 546-ot hasznaltam. A sejtmagokat Hoechst-
33342-vel jeloltem. A sejthaldlozasi kisérletekben vitalis festékként, a
nekrozis kimutatasara TOTO-1-et vagy TO-PRO-3-at hasznaltam. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokban paraffinba agyazott
haromdimenziés sejtkultura mintdkat vizsgaltam. A hisztoldgiai
szekvencidk a 3D-HisTech rendszerben késziiltek. A szdvettani
vizsgalatok sordn az endothelsejteket anti-human CD31 antitesttel
jeldltem. Az endothelsejtek lokalizdcioja ¢és proliferacioja a
haromdimenzi6s biomatrixokon jellemezhetd.

Génexpresszios vizsgalatok

A sejtekbdl az RNS extrakciot kovetden kvantitativ, valos idejii,, PCR
vizsgalatokat és PCR array vizsgalatot végeztem. RNS-bOl reverz
transzkriptaz enzim komplement DNS széalakat szintetizalt. Az
endothelialis gének koziil a Notchl, Notch2, EphrinB2, EphB4, FLT4,
ve-Cadherin, Angiopoietin-2, Tie-2, CD31 és NOS-3 mRNS szinteket
vizsgaltam. Kontroll, housekeeping génként human gliceraldehid 3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) szolgalt. A relativ génexpresszidkat
AACt moddszerrel hataroztam meg.



Fehérjetermelés, ELISA vizsgalatok

Endothelsejt szekrétumok ¢és sejtlizatumok fehérje mintazata is
azonositasra keriilt. Az endothelsejtek fehérjetermelését angiogenezis és
hematopoietikus szolubilis receptor fehérje vizsgalati assay-kben
tanulmanyoztam. Az assay-k membran pixel denzitasat ImageJ
szoftverrel kvantifikaltam. ELISA vizsgalatokban a sejtek human IL-6,
IL-8 és endothelin-1 termelését hataroztam meg. A hESC-EC ¢és hiPSC-
EC thrombocyta aggregacié gatldé tulajdonsdgait Rantes assay
segitségével vizsgaltam: a haromdimenziés vaszkuléris struktarakat
thrombocyta-dis  plazmaval  inkubaltuk, ezutan az  aktivalt
thrombocytakbol felszabadul6d Rantes szintjét mértiik.

V. In vivo kisérletek

A hESC-EC, hiPSC-EC és kontroll HUVEC in vivo talélését, szoveti
beépiilését ¢és érképzéshez kapcsolodd tulajdonsagait athymias,
patkanyokban (Crl:NIH-Foxn1™, Charles River) vizsgaltuk. Elézetes
engedélyek birtokaban az allatok mikrobamentes allathazban voltak
tartva; az operacio elott Ketamin-Xylazin szedato-analgéziaban (80-100
mg/kg és 5-10mg/kg) részesiiltek. A szubkutan implantalt sejtcsomagok
10° endothelsejtet, extracellularis matrix Matrigélt (250ul), tovabba
heparint (64U/ml), rekombinans egér fibroblaszt novekedési faktort
(80ng/ml) és EGM2 tapfolyadékot (70ul) tartalmaztak. Az implantaciot
kovetd két hét mulva A CD31 pozitiv sejteken génexpresszios
vizsgalatokat végeztem.

VI. Statisztika

A statisztikai elemzéseket GraphPad Prism 5 szoftverben végeztem. Az
eredményeket atlag + atlag szorasa (SEM) formaban mutatom be. A
statisztikai elemzések soran Student t-tesztet, egy utas variancianalizist
¢és Tukey utolagos tesztet alkalmaztam. Szignifikancia: * p<0.05,

** < 0,01, *** p< 0.001.



EREDMENYEK
|. Human pluripotens 6ssejt-eredetii endothelsejtek jellemzése

A hESC-EC és hiPSC-EC utcaké rajzolatot mutattak in vitro (2. abra
A). Immunocitokémiai vizsgalattal a hESC-EC és hiPSC-EC von
Willebrand faktor, CD31 ¢és DLL4 (artérias endothel marker)
pozitivitast mutattak (2. abra B-D).

A vizsgalt endothelsejtek (HAEC és BOEC) utcakd rajzolatot hoztak
létre in vitro (3. abra A). A fali nyirderé hatasara a HAEC és BOEC
sejtek megvaltoztattdk morfologidjukat: megnytltak ¢és sorba
rendezOdtek laminaris aramlas hatasara; de a sejtkultrak megtartottak
utcakd rajzolatukat turbulens aramlas mellett is (3. abra B). Human

ESC-EC nyiréer6 hatasara nem valtoztattak morfologiajukat (3. abra
B).

2. abra Humén embriondlis és indukalt pluripotens &ssejt-eredetii
endothelsejtek morfoldgiai és immuncitokémiai jellemz6i in vitro

hESC-EC vVWF hESC-EC CD31 hESC-EC DLL4

hiPSC-EC vVWF hiPSC-EC CD31 hiPSC-EC DLL4
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3. abra Az endothelsejtek morfologiai valtozasai a nyirderd
modellezése soran in vitro

A hESC-EC BOEC hESC-EC

Kozép

Szél

Kvantitativ, valos idejii PCR vizsgalattal az érképzésehez kapcsolodd
gének fokozott expresszidja volt kimutathatd hESC-EC és hiPSC-EC-
ben. Szignifikans emelkedés volt az artérias (EphrinB2, Notchl,
Notch2) és vénas (EphB4) marker-gének mRNS szintjében az endothel
differenciacio soran. Az endothel szubpopulaciok markereinek mMRNS
szintjei kozott szignifikans kiilonbségek nem voltak. Az érképzéshez
kozvetleniil kapcsolodd marker gének, igy a CD31 és a ve-cadherin,
szignifikansan magasabb mRNS expressziot mutattak hESC-EC és
hiPSC-EC-ben, mint a pluripotens Ossejtekben (4. abra).

4. abra hESC-EC és hiPSC-EC endothelialis génexpresszioés mintazata
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1. PIBK/FOXO1A jelatviteli ut szerepe az endothelsejtek
szubpopulaciéiban,  angiogenezisében, proliferaciojaban  és
tulélésében

FOXO1A overexpresszio hatasara a vizsgalt endothelialis marker gének
mRNS szintje szignifikdnsan csokkent. Az érképzéshez kapcsolodo
CD31 ¢és ve-cadherin mRNS szintek érdemi csokkenést mutattak;
tovabba, az artérias és vénas marker gének szintjei parhuzamosan
szintén  csokkentek (5.abra). Az artéridas fenotipusra utalo
EphrinB2/EphB4 ardny csokkend tendenciat mutatott FOXOI1A
overexpressziot kovetéen hESC-EC és hiPSC-EC sejtekben.

5. abra FOXO1A overexpresszio hatasa a vizsgalt gének expresszidjara
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A CD31 és angiopoietin-2 mRNS szintek megemelkedtek FOXO1A
aktivator LY?294002 hatasara; viszont FOXO1A siRNS kezelés
szignifikansan csokkentette az expressziojukat (6. abra). Az
angiopoietin-2 receptor, Tie-2 mMRNS szintjei az angiopoietin-2
expressziojaval forditott valtozasokat mutattak. LY294002 csokkentette
a Tie-2 mRNS szintet, mig FOXO1A siRNS novelte (6. abra).
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6. abra PI3K/FOXO1A jelatviteli ut befolyasolja az érképzéshez
kapcsolodo gének expresszidjat hESC-EC-ben
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tubulus képzé aktivitast in vitro (8. abra). A Matrigél tubulus assay
értékelésekor a teljes tubulus hossz és tubulus csomodk szama kertilt
meghatarozasra.

FOXOLA SIRNS 7. abra Matrigél tubulus
képzd assay

Kontroll, LY294002 ¢és
FOXO1A siRNS
elokezelés.

kontrol LY294002
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8. abra PI3K/FOXO1A jelatviteli ut szabalyozza a hESC-EC tubulus
képzését in vitro
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A hESC-EC proliferativ aktivitasat Ki67 festéssel és kolonia képzd
assay-ben vizsgaltam. A Ki67" sejtek aranya és kolonia formalod
képessége csokkent a 3 napos LY 294002 kezelés hatasara (9. abra); mig
a FOXO1A csendesitése siRNS kezeléssel enyhén emelte a Ki67" sejtek
aranyat, de nem volt hatassal a sejtszamra (9. abra).
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9. abra PI3K/FOXO1A jelatviteli ut befolyasolja a hESC-EC
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A PIBK/FOXOL1A jelatviteli Gt az endothelsejtek életképességére és a
sejthaldlozdsra gyakorolt hatasat is vizsgaltam. A reaktiv oxigén
szarmazék, HyO,, nekrdzist és sejtmag szerkezeti atrendezodést hozott
létre dozis-fiiggdé moédon hESC-EC-ben (10. abra). A FOXO1A
csendesitése siRNS-sel nem befolyasolta a nekr6zis marker TOTO-1
szintjét és nem volt kozvetlen hatdssal a sejtmag szerkezeti valtozasaira
sem (10. abra). LY 294002 kezelés hatasara H,O, pro-nekrotikus hatasai
fokozodtak (600 uM dozis esetén).

10. abra PI3K/FOXO1A jelatviteli ut befolyasolja a H,O; altal kivaltott

sejthaldlozést
25 *kk 1.5+
*kk
"(E 20- *:* *kk *kk
N ©
5 5 1.0-
@ 15+ e
= 1S
- g
) 104 c
= T 0.5
o o
P 5 i ’l‘
0- i 0.0-

3
ST AR ,50%%00\ SRS <~°;§”év AR AR SARS

SRS S PO RS S PO

SO S < O C

AR ,,/o',”g)%o ,Lo'}:o",’,/o q/o";,/é’;/o Wy q/o“,’bé%o ,Lo%é'}bé* q/o“,’béko
g\_o RIRIRQYT QIQIRYT QIR g\_o IR RQIRQIQE QI

& &

LY294002 FOXO1A siRNS LY294002 FOXO1A SiRNS

15



I11. Thrombocyta aggregacio gatlas, 3D sejtkultiras kornyezetben

Az 6ssejt-eredetli endothelsejtek életképesek
maradtak 3D sejtkultiraban. A thrombocyta
aggregacio gatlo assay eredményei kontroll
¢és  biomatrixtkontroll  mintdk  esetén
azonosak voltak, jelezve, hogy a biomatrixok
onmagukban nem thrombogének. Az
endothelsejtek  csokkentették a  Rantes
szekréciot, ami a thrombocyta aktivacid
csokkenését  jelzi. Az  endothelsejtek
antithrombogén hatdsa fokozodott a 3D
sejtkultaras kornyezet hatasara (12. abra).

e (2 e

Figure 11. Thrombocyta
aggregacio gatlo assay

1.Endothelsejtek+plazma
2.Biomatrix+sejtek+plazma
3.Biomatrix+plazma
4.Plazma (kontroll)

Figure 12. Thrombocyta aktivacid gatlo hatas 3D sejtkultiiraban
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IV. Az 6ssejt-eredetii endothelsejtek érése in vivo

A human ESC-EC, hiPSC-EC és kontroll HUVEC szoéveti beépiilést
mutatott in vivo transzplantacio soran. A transzplantaciot kovetéen PCR
vizsgalatot végeztlink. A transzplantalt sejteken szignifikans emelkedés
volt kimutathatd az altalanos, artérias és vénas endothel markerek
szintjében. Minden vizsgalt endothelsejten szignifikansan emelkedetta
CD31, NOS3, artérias (EphrinB2, Notchl és Notch2) és vénas (EphB4)
endothel markerek mRNS szintjeiben (13. abra).

Figure 13. A hESC-EC, hiPSC-EC és HUVEC érése in vivo
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KOVETKEZTETESEK

A human pluripotens Gssejtekbdl hatékony differenciacios protokollok
segitségével endothelsejtek hozhatoak 1étre. A hESC-EC és hiPSC-EC a
kontroll endothelsejtekhez hasonld fenotipussal, immuncitokémiai
tulajdonsdgokkal és  endothelidlis  génexpressziés  mintdzattal
rendelkeznek. Az altalanos endothelialis marker gének expresszidja
mellett az artérias és vénas markerek expresszidja is magas volt. A
hESC-EC ¢és hiPSC-EC sejtek thrombocyta aktivaciot gatld
tulajdonsaggal rendelkeztek 3D sejtkultiiraban.

A PIBK/FOXO1A jelatviteli ut fontos szabalyozo az endothelsejtek
differenciaciojaban, milkodésében ¢és tulélésében (14. abra). A
FOXOI1A aktivalasa novelte az endothel differenciacid hatasfokat, de
angiogenetikus  aktivitasat. A PISK/FOXO1A befolyasolja az
endothelsejtek reaktiv oxigén szarmazékokra adott valaszat és thlélését.
A PIBK/FOXOIA jelatviteli at szerepének részletes megismerése
fontos a pluripotens Ossejt-eredetii endothelsejtek jovébeni sejtterapias
felhasznalasaban.

14.abra Endothel differenciacio, artérias és vénas fejlodés, szabalyozo

mechanizmusok

Endothel
differenciacié

Differenciacios Stressz vélasz Proliferatié \.‘ l
hatékonység Apoptosis %

Endothel B VEGF

specifikacié L

> Gatlés Dll4 — > Notchl
N

EphrinB2/EphB4 ardny
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