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1. Bevezetés

A human bér kotészovete (dermisz) szamos 6ssejt-mikrokornyezetet tartalmaz,
amelyek a bér magas regeneracios képességet biztositjak [1]-[3]. Noha a dermisz sejtes
Osszetétele igen valtozatos, annak minden rétegében (papillaris, retikularis, szubkutan)
megtalalhatéak a fibroblasztok, amelyek kozponti szerepet jatszanak a dermalis
kot6szovet fenntartasaban, valamint az szubkutan zsirszovet, a szOrtliszé6 és az
epidermalis sejtek homeosztazisaban [4]. A fibroblasztok heterogén populacidjaban
6ssejtes alpopulacidkat azonositottak, igy példaul a dermalis mezenhimalis 6ssejtek [5],
es a pluripotens MUSE (multilineage differentiating, stress enduring) sejtek [6]
alpopulacioit. Ezek az Ossejtek figyelemre méltdé multipotenciaval jellemezhetfek,
valamint szamos mechanizmus Utjan részt vesznek a gyulladasos immunfolyamatok
szabalyozasaban [7], [8]. Noha a szOveti regeneracidban jatszott szerepuket mar
vizsgaltak, a dermalis &ssejtek el6fordulasarol és funkcidjar6l a daganatos

betegségekben, igy a rosszindulatd melanémakban kevés ismeretiink van.

A tumormikrokdrnyezetben megjelené fibroblasztok a daganat ndvekedését szamos
mechanizmus utjan befolyasoljak, mint példaul a daganatellenes immunvalaszok
gatlasaval [9], [10], vagy a daganat terjedésének citokinekkel [11], kemokinekkel [12],
exoszomakkal [13], extracellularis matrix molekulakkal [14] és novekedesi faktorokkal
[15] valé elémozditasa. Ezeket a kotészoveti sejtek a tumorral vald 0Osszetett
kdlcsOnhatasaik utan tumor-asszocialt fibroblasztoknak (TAF) nevezzik. A TAF-ok a
daganat mikrokodrnyezetében valtozatos eredetuek, pericitakbol, lokalis fibroblasztokbdl,
epitelialis sejtekbél és adipocitakbdl valtozatos mechanizmusok utjan keletkezhetnek
[16]. A TAF-ok sejtpopulaciés heterogenitasat emlérakban [17], gasztrointesztinalis
daganatokban [18], prosztatarakban [19] és leukémiakban [20] mar jellemezték,
ugyanakkor a TAF alpopulacidk fenotipusarol és funkcioikrél az agressziv, metasztatikus

melandmakban jelenleg kevés ismeretiink van.

A rosszindulatu melanoma egy rendkivil agressziv, terapia-rezisztens bérdaganat,
amelyet alacsony tulélési rata és kedvez6tlen progndzis jellemeznek [21]-[23]. Noha az
elsédleges tumor sebészeti uton konnyen eltavolithato, orvosi beavatkozas nelkul a
melanomak rovid idé -altalaban 2-6 hdénap- alatt metasztatikus stadiumba léphetnek. A

melandmak mikrokdrnyezetében szamos sejttipus talalhaté, mint példaul a tumor



infiltraldé makrofagok, immunoszuppressziv T-sejtek, endotél sejtek, tumordssejtek és a
melanoma-asszocialt fibroblasztok (MAF) [24]. Annak ellenére, hogy a MAF-ok
jelent6ségét a daganat novekedésében és terjedésében igazoltak, a MAF-ok molekularis
markereirél és sejtes alpopulacidinak fenotipusairdl jelenleg korlatozott ismereteink
vannak. Még kevesebbet tudunk a MAF-ok forrasaként szolgald kotészoveti éssejtekrol,

azok differenciacios képességérél és melanomat tamogato funkcidikrol.

Kutatdmunkam soran a MAF-ok specifikus sejtes markereit — beleértve a mezenhimalis
stromasejt markereket és kotészoveti 6ssejt markereket -, valamint harom csiravonal
okat felhasznalva. Mivel az SSEA3-pozitiv MUSE sejtek fontos funkciokat toltenek be a
szoveti regeneracid [25] és immunomodulacié folyamataiban [26], valamint
melanocitakka differencialédnak [26], ezért az in vitro kisérletes vizsgalataimat a MAF-ok
kdzott azonositott SSEA+ sejtpopulacidra, annak pluripotenciajanak és in vitro melanocita

differenciaciojanak jellemzésere is kiterjesztettem.



2. Célkitlizések

A rosszindulatd metasztatikus melandmak a leghalalosabb bdérdaganatok,
kdszonhetéen a melandma sejtek gyors terjedésének és drog-rezisztenciajanak. A
melandma sejteknek rendkiviill magas differenciaciés plaszticitasa van, ezért képesek
genetikailag heterogén tumoréssejt populacidkat létrehozni. Ugyanakkor a MAF-ok stabil
genotipusuk miatt a daganatellenes terapiak igéretes célpontjaiva valnak. Azonban
Llimitalt informacio all rendelkezésre azon sejtes molekulakrol, amik a MAF-ok specifikus
azonositasat és targetalasat biztosithatjak. S6t, a MAF-ok differenciaciés plaszticitasarol

es annak a melandma ndvekedésre gyakorolt hatasrol még kevesebb ismeretiunk van.

Doktori kutatomunkam soran a MAF-ok molekularis fenotipusat és &ssejt
tulajdonsagait jellemeztem. A MAF-ok sejtfelszini markereirél és differenciacios
készsegukrdl rendelkezésre allé limitalt informacié miatt az alabbi kérdésekre kerestem

valaszt.

1. Milyen mezenhimalis és kotészoveti éssejt markerek talalhatdéak a MAF sejteken?
2. Milyen kiilonbség van a MAF-okban talalhato 6ssejtek és a normal bér kotészoveti

6ssejtjeinek harom csiravonal iranyu differenciaciojaban?

Habar SSEA3+ stromalis fibroblasztokat a dermiszben mar azonositottak, ezeknek a
sejteknek a MAF-okban vald jelenléte, mennyisége és differenciacids plaszticitasa még

nem ismertek. Ezért valaszt kerestem arra a kérdésre is, hogy

3. Pluripotens MUSE sejtek vajon a MAF-ok kézétt is talalhatéak-e? Es ha igen, akkor
4. A melandomabdl szarmazé MUSE  sejtek  kepesek-e  melanocitakka

differencialédni?



3. Kisérletes Modszerek

Etikai Nyilatkozat

A kisérletekhez felhasznalt szoveti mintakat a Semmelweis Egyetem Bér-, Nemikdrtani
és Boéronkoldgiai Klinikajan kaptuk. A sebészi uton eltavolitott tumorokhoz és
anyajegyekhez a paciensek tajékozott beleegyezése utjan jutottunk. Kutatomunkankat a
Helsinki Nyilatkozat alapelveivel 6sszhangban, az Egészségligyi és Tudomanyos Tanacs
(ETT) Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaganak (TUKEB) jovahagyasaval végeztuk, (ETT
TUKEB; 32/2007 szamu rendelet, 32-2/2007 és 32-3/2007 kiegészitései).

Fibroblaszt Izolalas Egészséges és Melanémas Borbdl

Dermalis fibroblaszt (DF) sejteket nem daganatos b6rbél szarmazé szoveti mintakbol
izolaltunk. A szoveti darabokat 2 6ran keresztil diszpaz oldatban (Gibco, Gaithersburg,
MT), 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetéen a diszpaz altal emésztett epidermiszt a dermiszrél
csipesszel eltavolitottuk, a dermalis szovetet pedig -15 percenkénti vortexelés mellett-
tovabbi 2 éraig kollagenaz-diszpaz oldatban (Gibco), 37 °C-on emésztettik. A szoveti
aggregatumok eltavolitasahoz az emésztett szovetet tartalmazéd oldatot 70 pm szlrén
(Greiner Bio-one Ltd, Mosonmagyardvar, Magyarorszag) atbocsajtottuk. Az igy kapott
sejtszuszpenziot centrifugaltuk (400 rpm, 5 perc), majd 20% FBS-t (fetal bovine serum,
Corning, Tewksbury, MA), 1% GlutaMax-ot (Gibco) és 1% penicillin/streptomycin-t
(Pen/Step) tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO) mediumban reszuszpendaltuk és a sejtszuszpenzidt sejttenyeszté flaskakba
pipettaztuk. A sejteket 37 °C-on, 5% CO, mellett ndvesztettik, a sejtes médium feléet

minden harmadik napon friss médiumra cseréltik.

MAF-okat sebészi uton eltavolitott melandéma mintakbol, a paciensek tajékozott
beleegyezését kovetden izolaltunk. A tumoros szovetet szikével levalasztottuk a nem-
tumoros dermiszt, epidermiszt és szubkutan zsirszOvetet tartalmazo- bértél, majd
kollagenaz-diszpaz oldatban, 2 o6ran keresztul -15 percenként a mintat vortexelve-
emésztettuk. A nagy méretld sejtes aggregatumokat 70 pm-es sejtes szlrével
eltavolitottuk, az igy kapott sejtszuszpenziot pedig 400 rpm-en 5 percig centrifugaltuk. A

sejteket ezutan 10% FBS-t, 1% GlutaMax-ot és 1% P/S-t tartalmazé DMEM médiumban,



25 cm?-es flaskaban szélesztettiik, majd 37 °C-on (5% CO, mellett) 30 percig inkubaltuk
6ket, hogy a MAF-ok letapadasat biztositsuk. A teljes fellluszét a benne marado
tumorsejtekkel egyitt egy Ujabb 25 cm?-es sejttenyészté flaskaba athelyeztiik, mig a
letapadd MAF-okat tartalmazé flaskahoz friss, 20% FBS-t tartalmazd médiumot adtunk. A
MAF-okat 37 °C-on, 5% CO; mellett novesztettik, a sejtes médium felét minden harmadik

napon friss médiumra cseréltuk.

In vitro Karakterizaciés modszerek

Immunocitokémia

Immunocitokémiai jeloléshez a sejteket 4%-os paraformaldehid (PFA) oldatban, 15
percig fixaltuk, majd 0.2% Triton-X100 (Sigma) permeabilizalé oldattal 15 percig
inkubaltuk es 2%-os borju szérumalbumin (bovine serum albumin: BSA) oldatban egy
oraig blokkoltuk. Ezt kovetéen a sejteket a primer ellenanyagokkal egy teljes éjszakan
keresztul -4 °C-on- inkubaltuk. Masodlagos antitest jeloléshez Cy3 fluoroforral konjugalt
anti-eger (kecske eredetd) vagy anti-nyul (szamar eredetl) ellenanyagot hasznaltunk,

(Sigma). A sejtmagokat DAPI-val (4',6-diamidino-2-fenil-indol) megfestettik.

Az ektodermalis, mezoermalis és endodermalis markerek antitest jelolesének
optimalizalasahoz olyan immortalizalt és tumoros eredetll sejtvonalakat hasznaltunk,
amelyek a sejtvonal-specifikus markereket nagy mennyiségben expresszaljak,
sejtkulturaban pedig gyorsan osztodnak. Az ektodermalis csiravonal markerek (MAP2,
ENO2, Nestin) festésének optimalizalasahoz az A172 glioblasztoma sejtvonalat, mig a
melan-A melanocita marker immunfestéséhez az SKMEL-28 és MALME-3M melanéma
sejtvonalat hasznaltuk. A HEP3B hepatocellularis karcindma sejteket hasznaltuk pozitiv
kontrollként az endodermalis markerek (alfa-fetoprotein (AFP), albumin (ALB))
immunocitokémia jelolésehez, mig a pluripotencia markerek immunfestéséhez (OCTs,

NANOG, TRA-1-60) az NTERAZ2 teratokarcindma sejtvonalat valasztottuk.



Valds Idejii Kvantitativ PCR Tagman Prébakkal:

500.000-2000.000 fibroblaszt izolalasahoz a Qiagen RNeasy mini kit-et (Hilden,
Németorszag) hasznaltuk. A kit eléirasainak megfeleléen a sejtes mintakat RLT-pufferrel
feltartuk, a nukleinsavakat etanollal precipitaltuk. A genomikus DNS eliminalasahoz a
mintakat DNaz | enzimmel, szobahémérsékleten, 30 percing inkubaltuk, majd a mintakat
az RW és RPE pufferekkel RNS-koté szlrdéoszlopon atmostuk. Az RNS molekulak
elualasahoz a szlréoszlopot nukleazmentes desztillalt vizzel mostuk. Mintanként 1 ug
RNS-t irtunk at cDNS-sé az MMLYV reverz-transzkriptaz enzim (Promega, Madison, USA)
felhasznalasaval, oligo-dT primerekkel. A gPCR méreésekhez FAM-MGB fluoroforral
konjugalt Tagman prébakat (Thermo Scientific) hasznaltunk. House-keeping kontrolként
a GAPDH-ra (glyceraldehide 3-phosphate dehidrogenase) specifikus Tagman prébat
alkalmaztuk. A reakcio elegyeket 50 °C-on, 2 percig inkubaltuk, majd 95 °C-on, 10 percig
denaturaltuk. A cDNS amplifikaciohoz 40 ciklust inditottunk, amelyek 95 °C, 15 masodperc
denaturaciot, 60 °C 1 perc, valamint 72 °C, 1 masodperc inkubaciot tartalmaztak. A
differencialatlan sejteket hasznaltuk belsé, normalizaciés kontrolkent a C; eértékek

kiszamitasahoz.

Aramlasi Citometria és Fluoreszcencia-aktivalt Sejtszortolas

Aramlasi citometrias mérésekhez mintanként 200.000 sejtet helyeztiink PBS-ben
(phosphate-buffered saline) citometrias csovekbe, majd a mintakat centrifugaltuk (1000
rpm, 5 perc) és aramlasi citometrias pufferben (2% FBS PBS-ben) reszuszpendaltuk. A
MAF-okat 10 percig Fc-receptor blokkoldval (Thermo Fisher), majd 30 percig FITC-
konjugalt CD90, APC-konjugalt CD271 és PE-konjugalt SSEA3 antitestekkel (eBioScience,
USA), valamint a 7AAD (7-amino-actinomycin-D) viabilitasi festékkel inkubaltuk. Az
antitest jelolést kovetéen a mintakat aramlasi citometrias pufferrel mostuk, a mérésekhez
minden mintat 500 ul aramlasi citometrias pufferben reszuszpendaltunk. A kompenzacios
(single color) mintakat CD90-PE, CD105-APC és CD90-FITC ellenanyagokkal
(eBioScience) jeloltik, a 7AAD-kontrolhoz 100% metanolban inkubalt sejteket

hasznaltunk. Negativ kontrolként a festetlen sejteket alkalmaztuk.

Az SSEA3+ sejtek fluoreszcencia aktivalt szortolasahoz (fluorescence-activated cell
sorting: FACS) a MAF és DF sejtket SSEA3+ biotinialt ellenanyaggal jeloltik meg, amelyhez
7



a biotint nagy affinitassal koté PE-streptavidint adtunk, (1.abra). A FACS-hoz 5-10 millié
MAF-bol készitettlink sejtszuszpenzidt. A sejteket PBS-ben mostunk és fixalhaté nIR
viabilitasi festékkel (PE-Cy7) festettliik (Thermo Fisher) a gyarto eléirasainak megfeleléen.
A sejteket FACS pufferben (0.5% BSA, 2mM EDTA) mostuk és Fc-receptor blokkoléval 10
percig inkubaltuk. Ezt kdvetéen a mintakat 10 ng/ul biotin-konjugalt SSEA3-antitesttel és
4 ng/pl FITC-konjugalt antitesttel jeloltik 30 percig, 4 °C-on. A sejteket FACS pufferben
mostuk, majd 30 percig 750 ng/ml PE-streptavidinnel jeloltuk. Ezt kdvetéen a sejteket
ismét FACS pufferben mostuk, majd a méréshez minden mintat 500 ul FACS pufferben
felvettink. A mérésekhez és a szortolashoz az MA900 szortert hasznaltuk (Sony
Biotechnology, San Diego, USA). Az FSC/SSC (forward scatter/side scatter) plot-on f6 sejtes
populacion belil az élé6 (nIR-negativ) sejtekre kapuztunk, ezen populacién pedig a

CD90+SSEA3+ kettds pozitiv sejtekre allitottunk szorter kaput.

SSEA3+ MAF/DF
anti-CD90-

MAF anti-SSEA3- FITC

Viability (PE-Cy7) Biotin

FACS
staining + FcR blocking )( } /
F \ N 4 (\ i
Y ﬁ“ — |0 ..DMNA SSEA3- MAF/DF
DF .
SSEA3  CD90

- 3

Streptavidine-PE

1. dbra: a CD90+SSEA3+ sejtekhez haszndlt jelolési modszer. MAF és DF sejteket a nIR
(PE-Cy7) viabilitdsi festékkel, majd Fc-receptor blokkoldval inkubdltunk. A blokkoldst
kovetden a CD90-et és az SSEA3-at FITC-konjugdlt anti-CD90 és biotin-konjugdlt
anti-SSEA3 ellenanyagokkal megjeldltiik. Az SSEA3 ellenanyaghoz kétott biotin
molekuldkhoz a PE-konjugdlt streptavidin nagy dffinitdssal kotddik, igy elésegiti az
SSEA3-festésbdl eredd szigndl amplifikdcidjdt. A FACS sordn az SSEA3+CD90+ és
SSEA3- MAF/DF sejteket szortoltuk, és a szortoldssal kapott SSEA3+ és SSEA3-

sejtpopuldcidkat tovdbbi kisérletekhez felhaszndltuk.



In Vitro Differenciacids Esszék:

Ektodermalis Differenciacio:

In Vitro Neuralis Differenciacio:

Neuralis differenciacio indukalasahoz 100.000 sejt/cm?sejtstriiséggel tettlink ki sejteket
non-adherens sejttenyészté edényekbe (ultra-low attachment plates’, Corning), B27-tel
(1X), N2-vel (1X), 1% Pen/Strep-nel, 30 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor, Peprotech,
London) és 30 ng/mL bFGF-fel (basic Fibroblast Growth Factor, Peprotech) kompletalt
neurobazalis médiumban (Gibco), (2. abra). A médiumot minden masnap csereltik a 14.
napig, majd a kialakult neuroszferoidokat poli-D-lizinnel kezelt sejttenyésztd edenyekbe
helyeztik at. A neuralis differenciacié indukalasahoz a letapado6 sejteket 10 napig 2% FBS-
sel, 1% Pen/Strep-nel, 25 ng/ml EGF-fel és 25 ng/mlL BDNF-fel (Brain-derived
Neurotrophic Factor) kiegészitett a-MEM médiumban ndvesztettiuk. Az indukcié végen a
neuralis markerek expressziojat a sejtekben immunocitokémiai festessel és qPCR

méréssel vizsgaltuk.

PSCs

EBs

Neural rosettes PSC- NPCs

Seeding

Neural
NTERA2 cells Neural rosette :
(ultra-low formation progenitoresli
i plates’ , eseton
Neurobasal medium, Poly-D-lysine BFGF, BDNF
B-27, EGF, bFGF coated plates

2. dbra. A neurdlis differencidciora kidolgozott protokoll, amelynek optimalizdldsdhoz
NTERAZ2 sejteket haszndltunk. A sejtekbdl nem-letapadd sejttenyésztd flaskdaban szferoidokat
novesztettiink 14 nap alatt B27-tel, N2-vel, EGF-fel és bFGF-fel kiegészitett neurobazdlis
médiumban. A 14. napon poli-D-lizinnel kezelt flaskdkban a szferoidokat letapasztottuk. A
neurdlis differencidcio indukdldsdhoz a sejtket 10 napig 2% FBS-t, bFGF-et és BDNF-et

tartalmazo a-MEM médiumban tartottuk.



A neuralis markerek expresszidjanak jellemzéséhez pozitiv kontrolként az A172
glioblasztoma sejteket hasznaltuk. A Nestin immunfestés atlagos intenzitasat a
differencialatlan MAF-okban, differencialtatott MAF-okban és A172 sejtekben az Imagel

szoftverben kiszamoltuk, majd a DAPI festés atlagos intenzitasara normalizaltuk.

In vitro Melanocita Differenciacio:

In vitro melanocita differenciaci6hoz Yamauchi és munkatarsainak modszerét
hasznaltuk, [28], (3. abra). Szortolt SSEA3+ és SSEA3- sejteket a szortot kovetd napig
fibronektinnel boritott sejttenyészt6 edényekben tartottunk MAF mediumban, (20% FBS,
1% Pen/Strep, 1% GlutaMax). A kdvetkezé napon a mediumot differenciacios médiumra
cseréltik, amely 50% magas glukdz tartalmu DMEM-béL és 30% alacsony glikdz tartalmu
DMEM-bé6l és 20% MCDB201 médiumbdl all, valamint 0.05 M dexametazont, 100 uM L-
aszkorbinsavat, 1 mg/ml linolénsav-BSA-t, inzulin-transzferrin-szelénium oldatot (1X), 50
ng/ml SCF-et (Stem Cell Factor), 10 ng/ml endothelin 3-at (ET-3), 50 ng/ml Wnt3a-t, 20
pM kolera-toxint, 50 nM 12-O-tetradekanoil-forbol 13-acetatot (PMA) és 4 ng/ml bFGF-et
tartalmaz. A sejteket ebben a médiumban 42 napig differencialtattuk, majd a 42. napon a

mintakban a melanocita markerek expresszidjat immunocitokémiaval és gqPCR mérésekkel

vizsgaltuk.
SSEA3+ MAF/DF
MCDB-201 Neural Crest Melanoblast Melanocyte
[ Specification induction
medium P
g r_—
MITF
’ 42 Days DCT
SSEA3- MAF/DF YRR
Fibronectin- GP100
coated Plates Whnt3a, MelanA
Endothelin-3,
cholera-toxin,
SCF, PMA

2. dbra: in vitro melanocita differencidcio MAF/DF sejtekbdl szortolt SSEA3+ és SSEA3-
sejteken. A sejteket fibronektinnel boritott sejttenyészté edényekben szélesztettiik, a
melanocita differencidciot pedig Wnt3a, ET-3, SCF, PMA és kolera-toxin
hozzdaddsdval stimuldltuk. A 42. napig a differencidcios médiumot minden mdsnap
cseréltiik, majd a 42 napos mintdkban a melanocita markerek (Melan-A, DCT, MITF,

GP100, TYRP1) expresszidjdt jellemeztiik.
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In Vitro Mezodermalis (oszteocita és Adipocita) Differenciacio

Oszteocita differenciacio indukalasahoz 1000.000 MAF sejtet szélesztettiink 6-luku
sejttenyészté edényekben, 10 nM dexametazonnal, 100 puM aszkorbinsavval, 2mM
glicerofoszfattal, 20% FBS-sel, 1% GlutaMax-szal és 1% Pen/Strep-nel kiegészitett DMEM
médiumban. A differenciacié 21. napjaig a médiumot minden harmadik nap cseréltiik. A
21. napon a sejteket 4% PFA-val, 15 percig fixaltuk, majd a differenciacié soran képzédé
kalcium-foszfat komplexeket Alizarin Red S (ARS) festékkel, 30 percig megfestettik. A
festett mintakat desztillalt vizzel négyszer mostuk. A kalcium-foszfat komplexekhez
kotott ARS-t 20 mM ecetsavval extrahaltuk, a kivont festék koncentracidjat OD4soméréssel
meghataroztuk. Az OD.so mérés mellett a az oszteocita markerek expressziojat

immunocitokémiaval és gPCR méréssel vizsgaltuk.

Adipocita differenciaciohoz 1000.000 MAF-ot szélesztettiink 6-luku plate-ekben, 0.5
mM 3-izobutil-2-metilxantint (IBMX), 50 uM indometacint, 0.5 uM hidrokortizont, 10 uM
rekombinans human inzulint és 10 uM troglitazont, valamint 20 % FBS-t, 1% GlutaMax-ot
€s 1% Pen/Strep-et tartalmazé DMEM médiumban. A differenciacios médiumot minden 3.
napon cseréltuk. A 21 napos mintakban a lipidcseppek megfestésehez a sejteket 4% PFA-
val 15 percig fixaltuk, 60%-os izopropanollal mostuk, majd 15 percig az Oil-Red O (ORO)
lipofil festékkel inkubaltuk. Az ORO-t a lipidcseppekbél 60% izopropanollal extrahaltuk,
az intracellularis ORO koncentraciot ODsps meréssel meghataroztuk. Az adipocita

markerek expressziojat immunocitokémiaval és gPCR méréssel jellemeztik

In Vitro Endodermalis (Hepatocita) Differenciacio:

Hepatocita differenciaciéhoz kétféle mddszert teszteltiink, amelyeket Mallana és
munkatarsai [29], valamint Wakao és munkatarsai [30] publikaltak. Az elsé mddszer
alapjan 2x10* sejt/cm? sUrliségben a sejteket borju kollagén-I-gyel kezelt sejttenyésztd
flaskaban szélesztettik, hepatocita differenciacios médiumban, (HDM: 10% FBS, 1X
inzulin-transzferin-szelénium (ITS), 10 nM dexametazon, 0.6 mg/ml nikotinamid), (4.
abra). A differenciacié elsé két napjaban a HDM-hez 10 ng/ml BMP4-et (Bone-
morphogenic Protein-4, RnD), 50 ng/ml FGF4-et (Fibroblast Growth Factor 4) és 100 ng/ml
aktivin-A-t (RnD) adtunk. A 2. és 5. napok kozott a sejteket 100 ng/ml Aktivin-A-val
kiegészitett HDM-ben tartottuk. Az 5. és 10. napok kozétt a HDM-hez 20 ng/ml BMP4-et,
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50 ng/ml FGF4-et adtunk, ezt a médiumot minden masodik napon friss médiumra
csereltik. A 10. és 15. napon a HDM-et 100 ng/ml HGF-fel (Hepatocyte Growth Factor,
Peprotech) egészitettuk ki, a médiumot a 15. napig minden masnap cseréltuk. A 15. és 20.
napok kozott a HDM-hez 20 ng/ml OSM-et (Oncostatin-M) adtunk. A 20 napos mintakban
a hepatocita marker expressziét immunocitokémiaval és gPCR méréssel vizsgaltuk, pozitiv
kontrolként a Hep3B hepatocellularis karcinoma sejtvonalat hasznaltuk. Az AFP és
albumin immunfestések atlag intenzitasainak kiszamolasahoz a differenialatlan MAF,
differencialtatott MAF és HEP3B sejtekben az Imagel szoftvert hasznaltuk. Az atlag

intenzitas értékeket a DAPI festés atlag intenzitasara normalizaltuk.
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ITS, Nicotinamide, Activin A,BMP4, FGF-4
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3. dbra: in vitro hepatocita differencidcio. A sejteket kollagén I-gyel kezelt sejttenyésztd
edényekben szélesztettiik HDM-ben, amely ITS-t, nikotinamidot és dexametazont
tartalmaz. A definitiv endoderm-szerii sejteket aktivin-A, BMP4 és FGF4
hozzdaddsdval differencidltattuk. A hepatocita specifikdciot HGF-fel stimuldltuk, a
maturdcict pedig OSM-mel serkentettiik. (Az egyes citokinek hozzdaddsdnak

idézitéséhez ldsd a modszer részletes leirdsadt).

A Wakao és munkatarsai altal publikalt médszer alapjan [30] a sejteket kollagén I-el
kezelt sejttenyészté edényekben szélesztettiik 2x10* cells/cm? strliségben. Hepatocita
differenciaciéos médiumként ITS-t, 10 nM dexametazont, 10% FBS-t, 100 ng/ml HGF-et és
50 ng/ml FGF4-et tartalmazé6 DMEM médiumot hasznaltunk, amelyet minden harmadik
napon cseréltink. A 14 napos mintakban a hepatocita markerek expressziojat

immunocitokémiaval és gPCR méréssel vizsgaltuk.
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3.5. Statisztikai Analizis

Statisztikai analizishez a GraphPad Prism szoftvert (5. verzié) hasznaltuk. A relativ
mMRNS expressziok statisztikai 6sszehasonlitasahoz a kontrol és differencialtatott mintak
kozott két-utas ANOVA tesztet hasznaltunk Bonferroni korrekcios (post-hoc) teszttel.
Ugyanezt a tesztet alkalmaztuk a (CD146, (D271 és SSEA3 expresszidk
0sszehasonlitasahoz a MAF és DF sejtek kozott. Parositott Student T-probat alkalmaztunk
az oszteocita és adipocita differenciaciénal az ORO és ARS koncentraciok
0sszehasonlitasahoz a kontrol és differencialtatott MAF/DF sejtek kozott. Az ALPL, CEBPa,
Nestin és albumin immunocitokémiai festéseib6él kapott normalizalt atlag intenzitasok
0sszehasonlitasanal Kruskal-Wallis tesztet hasznaltunk a Dunn féle post-hoz teszttel. A

statisztikai elemzésekhez 95%-o0s konfidencia intervallumot valasztottunk.
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4. Tézisek

Tézis 1: A MAF-ok a Csontveléi Mezenhimdlis Ossejtek Fenotipikus Tulajdonsagait

Mutatjak

A szubkutan melandma metasztazisokbol izolalt MAF-ok a mezenhimalis &ssejtekre
(Mesenchynal Stem Cell: MSQ) jellemz6, orsé alaku morfoldgiat mutattak, illetve a
mezenhimalis &ssejtekhez hasonléan a plasztik sejttenyészté flaska feliletéhez
letapadtak. A MAF-ok tovabbi MSC tulajdonsagainak vizsgalatahoz az MSC-specifikus
sejtfelszini markerek expresszidjat aramlasi citometriaval kvantitaltuk, (5. abra).
Megmutattuk, hogy a MAF-okon a kanonikus MSC markerek, mint a CD73, CD90 és CD105
kifejez6dnek. Annak megvalaszolasahoz, hogy a MAF-ok az MSC-k differenciacids
képességeit mutatjak-e, a MAF sejtek mezodermalis iranyu differenciaciojat (oszteocita és
adipocita differenciacio) in vitro esszékben vizsgaltuk, (6. abra). A differencialtatott MAF
kulturakban ARS festéssel kimutathatd kalcium-foszfat komplexek jelentek meg
oszteocita differenciacio soran (6/A abra), az adipocita differenciaciéos mintakban pedig

ORO festéssel kimutattuk a lipid cseppeket, (6/B abra).
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5. dbra. A MAF-ok a csontveldi MSC-kre jellemzé fenotipust mutatjak. A CD73, CD90 és
CD105 kanonikus MSC markerek expresszidjat dramldsi citometridval mértiik. A mérésekhez
mintdnként 200.000-300.000 MAF-ot megjeléltiink a FITC-konjugdlt anti-CD73, anti-CD90 és
anti-CD105 ellenanyagokkal. (N=5 MAF és DF sejtet mértiink kiilonbdzd donorokbdl,

hdromszori ismétléssel).
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QPCR mérésekkel az oszteocita iranyba differencialtatott MAF-okban detektaltuk a BGLAP
és ALPL oszteocita markerek (6/C abra), illetve a PPARG és CEBPA adipocita markerek
kifejez6dését, (6/D abra). Tovabba az oszteocita differenciacios mintakban
immunfestéssel kimutattuk az alkalikus foszfataz (ALPL) enzim expressziojat (7/A, C abra),
az adipocita differenciaciéos mintakban pedig adipocita-specifikus markerként a CEBPa
(CCAAT enhancer binding protein a) transzkripcios faktor kifejez6dését, (7/B, D abra).
Eredményeink alapjan a MAF-ok az MSC-kre jellemz6 sejtfelszini markereket

expresszaljak, valamint képesek in vitro oszteocita és adipocita differenciaciora.
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6. dbra: a MAF-ok a csontvel6i MSC-kre jellemzé mezodermalis differencidciot mutatjdk. A
reprezentativ képeken ARS festéssel a MAF-eredetti oszteocitdk kalcium-foszfat komplexei
lathatdak (A), mig a MAF-eredetdi adipocitdkban ORO festéssel lipid cseppeket detektdltunk
(B). Az oszteocita és adipocita differencidcidt az oszteocita (BGLAP, ALPL) (C) és adipocita
markerek (PPARG, CEBPA) (D) expresszidjanak gPCR mérésével is jellemeztiik. (Housekeeping
kontrol génként a GAPDH-t haszndltuk. ***: p < 0.001. A kisérleteket N=5 kiilonboz6 MAF

donorbdl szdrmazo sejteken, hdromszori ismétléssel végeztiik).

15



A ALPL

_Control [o]] C
> 9
&

W

N
o

N
°

5:

DAPI/ALPL

o

3
<
2
B
2
£
s
z
®
E
s
z

1

1
0.
0.

°

=}

Control AD D CEBPu

& &
& &

7.dbra: az ALPL oszteocita marker és a CEBPa adipocita marker expresszioja MAF-eredetii
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oszteocita és adipocita sejtekben. (A) Az alkalikus foszfatdz oszteocita marker
immunocitokémiai festése differencidlatlan és oszteocita irdnyban differencidltatott MAF-
okban. (B) A CEBPa adipocita marker immunocitokémiai festése differencidlatlan és adipocita
irdnyban differencidltatott MAF-okban. (A képeken 100um skdla jelolés taldlhatd). Az ALPL
(C) és CEBPa (D) DAPI festésekhez szdmolt, normalizdlt dtlagos intenzitds értékek. (***: P <
0.01; **: 0.01< p < 0.05. A kisérleteket N=5 kiilonboz6 donorbdl szarmazo MAF-on,

hdromszori ismétléssel végeztiik).

Tézis 2: Az NTERA2 Sejtek Neuralis, Hepatocita és Oszteocita Iranyba Differencialédnak

Az NTERA2 sejtekben immunocitokémiai festéssel és gPCR mérésekkel detektaltuk a
pluripotens 6ssejt markereket (Oct3/4, NANOG, TRA-160, Sox2, 8. abra), [I]. Az NTERA2
sejtek felhasznalasaval optimalizaltuk in vitro neuralis (9. abra), hepatocita (10. abra) és
oszteocita differenciacios esszénket, (11. abra). Az A172 és HEP3B sejtvonalak pozitiv
kontrolként vald felhasznalasaval az NTERA2 sejtek neuralis és hepatocita iranyu
Ossejt markereket (Nestin, MAP2) és az ENO2 neuronalis progenitor sejt markert
expresszaltak. Az NTERA2-eredetly hepatocita sejtek a fetalis hepatocitakra jellemz6
markereket, igy az albumint, AFP-t és a Citokeratin 18-at (CK18) expresszaltak. Tovabba,

az NTERA2 sejtekbél differencialtatott oszteocitakban detektaltuk a BGLAP és ALPL
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oszetocita markerek expresszidjat. Eredményeink alatamasztjak az NTERA2 (clone D1)
sejtvonalban rejlé potencialt, hogy az embrionalis és felnétt pluripotens éssejtek (pl.
MUSE sejtek) vizsgalatahoz konnyen fenntarthatd, koltséghatékony pozitiv kontrolként

szolgaljanak.
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8. dbra: pluripotens dssejt markerek expressziojanak vizsgdlata az NTERAZ2 sejteken
dramldsi citometria, immunocitokémia és qPCR segitségével. (A) 200.000-500.000 NTERAZ
sejtet megjeloltiink biotin-konjugdlt anti-SSEA3 ellenanyaggal, majd a sejteket PE-konjugdlt
streptavidinnel inkubdltuk. Az SSEA3+ sejtek ardnydt (piros hisztogram) dramldsi citometrids
meéréssel jellemeztiik, negativ kontrolként (kék hisztogram) a primer antitest nélkiil -csak PE-
streptavidinnel- inkubdlt sejteket haszndltuk. (B) Pluripotens Gssejt markerek (Oct3/4,
NANOG, Sox2 and TRA-1-60) immunocitokémiai festése az NTERAZ sejteken. A sejtmagokat
DAPI-val festettiik meg. (Skala: 100 um) (C) A B dbrdn feltiintetett pluripotencia markerek
MRNS-szint( expresszidjanak gPCR-rel valo jellemzése. Housekeeping kontrolként a GAPDH
Tagman prébdjdt haszndltuk, normalizdcios kontrolként pedig dermadlis fibroblasztokbol

készitett cDNS mintdt. (Az eredmények hdromszori ismétlésbél szdrmaznak).
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9. dbra: az NTERAZ2 sejtek neurdlis irdnyu differencidcdja. (A) A neurdlis markerek relativ

Growth Ctr

Al172

mRNS expresszidja a differencidltatott NTERAZ sejtekhez viszonyitva szignifikdnsan
emelkedett, mig a POU5F1 pluripotencia marker relativ mRNS expresszidja csdkkent. (House-
keeping kontrolként a GAPDH Tagman prébdjdt, normalizdcids kontrolként a differencidlatlan
NTERAZ sejteket haszndltuk). A MAPZ2 (B) és Nestin (C) neurdlis markerek expresszidjdt az
NTERAZ és A172 sejtekben immunocitokémiai festéssel -fehérje szinten is- detektdltuk, ezek
a markerek a differencidlatlan NTERAZ sejtekben nem festddtek. (Skdla; 100um). (*: p < 0.05,
***:p <0.001, ns: nem-szignifikdns. A kisérleti eredmények hdromszori ismétlésbdl

szdrmaznak).
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10. dbra: az NTERAZ2 sejtek in vitro hepatocita differencidcioja. Az AFP (A) és albumin (B)

expressziojdt a ‘HEP2" mddszerrel elddllaitott sejtekben és a HEP3B setjekben

immunocitokémiai festéssel igazoltuk, a differencidlatlan NTERAZ sejtekben ezek a markerek

nem voltak kimutathatoak. (Skdla; 100um) (C) A hepatocita markerek (AFP, albumin, CK18,

CK?7) relativ mRNS expresszidja a pozitiv kontrol és HEP2 mddszerrel elddllitott sejtekben a

differencidlatlan kontrolhoz képest szignifikansan megemelkedett, a POU5F1 és SOX2

markereké szignifikdnsan csékkent. (D) Ezzel szemben a HEP1 mddszerrel elddllitott

sejtekben nem volt szignifikdns vdltozds az ALB, CK18 és POU5F1 markerek expresszidjdban.

(**:p <0.01, **: 0.01 < p < 0.05. A kisérleteket hdromszori ismétléssel végeztiik).
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11. dbra: az NTERAZ2 sejtek oszteocita differencidcidja. (A) gPCR mérésekkel az oszteocita
markerek (BGLAPZ, ALPL, TG2) relativ mRNS expresszidjdban szignifikdns ndvekedést
figyeltiink meg, mig a POU5F1 pluripotencia marker expresszidjdban szignifikdns csdkkenést
detektdltunk. (B) ARS festéssel a differencidltatott NTERAZ sejtekben a kalcium-foszfdt
komplexeket nagy mennyiségben kimutattuk, a differencidlatlan sejtek k6zott nem
detektdltunk kalcium-foszfdat komplexeket. (C) A kalcium-foszfdt komplexekbdl extrahdlt ARS
koncentrdcidjdnak OD4so mérésekkel valé meghatdrozdsa differencidlatlan sejtekben és
NTERAZ-eredetli oszteocitdkban. (Skdla: 50 um), (*: p < 0.05, ***: p < 0.001, ns: nem-

szignifikdns. A kisérleteket hdromszori ismétléssel végeztiik.)

Tézis 3: A MAF-ok Differenciaciés Potencialja Nagyobb a Normal Dermadlis

Fibroblasztokénal

A MAF-ok mezodermalis differenciacids potencialjat a DF-okéval in vitro oszteocita és
adipocita differenciacios esszékben oOsszehasonlitottuk. A MAF-ok a normal DF-oknal
lényegesen nagyobb mértékben differencialddtak mezodermalis fenotipusu (oszteocita és
adipocita) sejtekké, (12, 13. abra). Kovetkezé lépésként a MAF-ok ektodermalis
(neuronalis) és endodermalis (hepatocita) differenciacidjat jellemeztik a pluripotens

NTERA2 sejteken beallitott modszerek felhasznalasaval. Nagy mértéki mezodermalis
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differenciaciojuk mellett a MAF-ok MAP2+Nestin+ ektodermalis sejtekké (14/B, D, F abra),

valamint AFP+albumin+ endodermalis sejtekké (14/A, C, E abra) differencialodtak.
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12. dbra: A MAF-ok oszteocita differencidcios potencidlja lényegesen nagyobb a DF-okéndl.
(A) A BGLAP és ALPL oszteocita markerek relativ mRNS expresszidja, amelyet gPCR
mérésekkel hatdroztunk meg. Housekeeping kontrolként a GAPDH-t haszndltuk, az

expresszios értékeket a nem differencidltatott minta értékeire normalizdltuk. (B) A MAF és DF
sejtekbdl, valamint azok oszteocita irdnyba differencidltatott sejtjeibél kivont ARS
koncentrdcidi, (uM-ban megadva). A differencidlatlan, valamint oszteocita irdnyba

differencidltatott DF (C) és MAF (D) sejtek kalcium-foszfdt komplexeinek festddése
reprezentativ képeken. (Skdla; 50 um). (***: p < 0.01, **: 0.01 < p < 0.05. A kisérleteket N=5

kiilonbozé donorbdl szdrmazé MAF és DF sejteken, hdromszori ismétléssel végeztiik).
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13. dbra: A MAF-ok adipocita differencidcids potencidlja lényegesen nagyobb a DF-okéndl.

(A) A PPARG és CEBPA adipocita markerek relativ mRNS expresszidja, amelyet gPCR

mérésekkel hatdroztunk meg. Housekeeping kontrolként a GAPDH-t haszndltuk, az

expresszios értékeket a nem differencidltatott minta értékeire normalizdltuk. (B) A MAF és DF

sejtekbdl, valamint azok adipocita irdnyba differencidltatott sejtjeibdl kivont ORO

koncentrdcidi, (ug/ml-ban megadva). A differencidlatlan, valamint adipocita irdnyba

differencidltatott DF (C) és MAF (D) sejtek lipid cseppjeinek festédése reprezentativ képeken.

(Skdla; 50 ym). (***: p < 0.01, **: 0.01 < p < 0.05. A kisérleteket N=5 kiilonbézd donorbdl

szdrmazo MAF és DF sejteken, hdromszori ismétléssel végeztiik).
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sejtmagokat DAPI-val festettiik. Bal oldal: differencidlatlan MAF sejtek, kdzépen: neurdlis
irdnyba differencidltatott MAF sejtek, jobbra: A172 sejtek (pozitiv kontrol). (Skdla: 100 um).
(B) A MAF sejteket hepatocita irdnyba differencidltattuk, az albumin expressziojdt
immunocitokémidval vizsgdltuk. A sejtmagok festéséhez DAPI-t haszndltunk. Balra:
differencidlatlan MAF sejtek, kozépen: hepatocita irdnyba differencidltatott MAF sejtek,
jobbra: HEP3B sejtek, (pozitiv kontrol). (Skdla: 100 um). (C) Az albumin festés dtlagos
intenzitdsa differencidlatlan MAF-okon, hepatocita irdnyba differencidltatott MAF-okon,
valamint HEP3B sejteket. Az intenzitds értékeket a DAPI dtlagos intenzitdsdra normalizdltuk.
(***:p <0.01, **:0.01 < p < 0.05). (D) A Nestin festés dtlagos intenzitdsa differencidlatlan
MAF-okon, neurdlis irdnyba differencidltatott MAF-okon, valamint A172 sejteket. Az
intenzitds értékeket a DAPI dtlagos intenzitdsdra normalizdltuk. (***: p < 0.01, **: 0.01 < p <
0.05). (E) A Nestin, MAP2 és ENOZ neurdlis markerek expressziojdnak novekedését gPCR
meérésekkel is megfigyeltiik. (A mérésekhez a GAPDH haszndltuk housekeeping kontrolnak, a
mintdkat a differencidlatlan MAF-ok expresszids értékelire normalizdltuk.) (F) Az AFP,
albumin és CK18 expresszidjdat qPCR mérésekkel is meghatdroztuk. (A mérésekhez a GAPDH
haszndltuk housekeeping kontrolnak, a mintdkat a differencidlatlan MAF-ok expresszids
értékeire normalizdltuk (***: p < 0.01, *™*: 0.01 < p < 0.05, *: p <0.05, ns: nem-szignifikdns. A

kisérleteket N=3 kiilonbézd donorbdl szarmazd MAF-bdl, kétszeri ismétléssel végeztiik.)
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Tézis 4: A MAF-ok k6zott MUSE Sejtek, valamint a CD146+ és CD271+ Osseijt Populaciok

Megtalalhatéak.

Aramlasi citometrias mérésekkel megmutattuk, hogy a MAF-ok kdzott CD271+,
CD146+ és SSEA3+ alpopulaciék vannak, (15. abra). Az SSEA3+ sejteket a kulénboz6
stromalis allomanyokban (csontveld, bér, zsirszovet) multipotens, stressz-rezisztens
sejtekként irtak le, amelyek pluripotens 6ssejt markereket expresszalnak, a gyulladasos

immunfolyamatokat szabalyozzak, valamint melanocitakka differencialodnak, [6], [26].
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15.dbra: stromdlis dssejtmarkerek expresszioja normdl DF-okban és MAF-okban A DF-okon
(A-B) és MAF-okon (C-D) dramldsi citometrids mérésekbdl készitett dot-plotokon az SSEA3-
PE/CD271-APC fluoreszcencia értékek (A, O, valamint a CD73-APC/CD146-FITC (B, D)
fluoreszcencia értékek ldthatdak. (E) Az SSEA3-at, CD27-et és CD146-ot expresszdlo MAF és
DF sejtek %-os ardnyai. A MAF-ok a DF-okndl szignifikdnsan tobb CD146+ és SSEA3+ sejtet
tartalmaznak. (**; 0.01< p < 0.05, *; p < 0.05, ns: nem-szignifikdns. A kisérleteket N=5
kiilénbozd donorbdl szdrmazd DF és MAF sejteken, hdromszori ismétléssel végeztiik. Az

dramldsi citometrids mérésekhez mintdnként 20.000 eseményt detektaltunk.
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A MAF-ok kozott azonositott SSEA3+ sejtes alpopulacié karakterizalasahoz a MAF-

okbol SSEA3+CD90+ sejteket izolaltunk (16. abra), amelyekben a pluripotencia markerek

kifejez6dését jellemeztiik.
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16. dbra: A MAF-ok kozott MUSE sejtek vannak. (A) A MUSE sejtek FACS-szal valé izoldldsa.

A szortoldsi kapukat az élé (PE-Cy-7 festésre negativ) sejtekre dllitottuk, majd azokon bellil az

CD90+SSEA3+ alpopuldcidra. A szortoldsokhoz 5-10 millié MAF sejtet haszndltunk, N=3

kiilonbozd donorbdl, kétszeri ismétléssel. A piros hisztogram a festetlen kontrolt dbrdzolja,

mig a kék hisztogram a FACS el6tt az SSEA3+ sejteket. (B) A POU5F1, SOX2, NANOG és

PODXL pluripotencia markerek expressziéjadnak qPCR-rel valdé mérése. (Housekeeping

kontrolként a GAPDH-t haszndltuk, az expresszids értékeket az SSEA3- mintdk értékeire

normalizdltuk). (C) A szortolt SSEA3+ sejtekben az Octsués TRA-1-60 pluripotencia markerek

expresszidjdt immunocitokémiai festéssel kimutattuk, mig SSEA3- sejtekben ezek a markerek

nem festddtek. (Skdla: 200 um, a sejtmagokat DAPI-val festettiik). (***: p < 0.01, *: p < 0.05)

Immunocitokémiai festéssel (16/C, D abra) és gPCR mérésekkel (16/B abra)

megmutattuk, hogy az SSEA3+ MAF sejtek pluripotens 6ssejt markereket (Octss, SOX2,

NANOG and TRA-1-60) expresszalnak. A MAF sejtek kozott tehat MUSE sejtek vannak,

amelyek nem csak a kanonikus MSC markereket (CD90, CD105), de a pluripotens éssejt

markereket is kifejezik.
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Tézis 5: A MAF-eredetii MUSE Sejtek Melanocita Sejtekké Differencialédnak

Miutan a MAF-ok kozott a MUSE sejteket azonositottuk, a MAF-eredetl MUSE sejtek in
vitro melanocita differenciacidjat is megvizsgaltuk, (17. abra). A MAF-eredet(i MUSE sejtek
abra), amelyek a melan-A-t expresszaljak (17/C abra). Ezzel szemben az SSEA-, non-MUSE

sejtek nem differencialédtak melan-A-pozitiv sejtekké.
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17. dbra: a MAF-eredetii MUSE sejtek in vitro melanocitdkka differencidlodnak. A MAF
sejtekbdl a MUSE sejteket CD90+SSEA3+ sejtekként szortoltuk. A szortolt SSEA3+ és SSEA3-
sejteken, fibronektinnel kezelt sejttenyésztd edényekben 6 hetes melanocita differencidciot

indukdltunk. (A) gPCR mérésekkel igazoltuk, hogy a PMEL, MITF és DCT melanocita markerek
expresszioja megndtt a szortolt és melanocita irdnyban differencidltatott MUSE sejtekben.

Housekeeping kontrolként a GAPDH-t haszndltuk, az eredményeket a differencidlatlan

sejtekre normalizdltuk. (***: p< 0.01, **; 0.01< p < 0.05, *; p < 0.05). (B) Az SSEA3- sejtekkel
szemben az SSEA3+ sejtek a melanocita differencidcio sordn dendritikus morfoldgidt
alakitanak ki. (Fénymikroszkdpos képek a 42 napos mintdkon. Skdla: 50 um). (C) Az SSEA3-
sejtekkel (kozépsd oszlop/lent) szemben az SSEA3+ sejtekben (kozépsd oszlop/ fent) és a
pozitiv kontrol (SKMEL-28) sejtekben (jobb oldal) immunocitokémiai festéssel detektdltuk a
melan-A-t. (A sejtmagokat DAPI-val festettiik, skdla: 200 um). (N=5 kiilonbozé donorbdl

szdrmazd MAF-ot haszndltunk a kisérlethez).
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S6t, a MAF-okbdl szortolt SSEA3- sejtekkel szemben a MAF-MUSE sejtekbél
differencialtatott melanocitak expresszaltak az MITF (microphtalmia-associated
transcription factor), DCT (dopachrome-tautomerase) és TYRP1 (tyrosinase-related

protein-1) melanocita markereket, (17/A abra).
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5. Az Eredmények Alkalmazasai

A TAF-ok a tumormikrokornyezet leggyakoribb sejttipusai, amelyek a daganatok
sejtjeivel komplex kolcsonhatasban a daganat novekedését, immunoszuppressziv
aktivitasat, metasztazisat és drogrezisztenciajat szabalyozzak. Noha a TAF-ok tumor
promotald funkcidit gatlo terapias modszerek mar fejlesztés alatt allnak [31], a TAF-ok
specifikus targetalasat lehetévé tevé markerek azonositasa még folyamatban van. A
tumorsejtekkel szemben a TAF-ok proliferaciés rataja lényegesen alacsonyabb,
kovetkezésképpen a TAF-ok a konvencionalis kemoterapias mddszerekkel kevésbé
tamadhatoéak. A TAF-specifikus molekulak azonositasa nagyban eldsegitheti a tumor-
promotald TAF alpopulacidk szelektiv gatlasat vagy eliminalasat. Tekintve a TAF-ok
magas szintd fenotipikus heterogenitasat, a TAF-ok forrasaként szolgalé ssejtpopulacidk

feltarasa fontos lépés a tumorok stroma sejtes utanpoétlasanak célzott gatlasaban.

Annak ellenére, hogy a malignus melandma egy rendkivil aggressziv es drogrezisztens
daganat, a melanéma mikrokdrnyezetben Llétrejové MAF-ok fenotipusarol es funkcioirél
kevés ismeretunk van. Noha MAF-oknak a tumor-immunoszuppresszidban jatszott
szerepét tobb mas tanulmany mellett mar kutato laborunk is igazolta, [32], [I1], a MAF-ok
fenotipikus 0sszetétele, 6ssejt alpopulacioi és azok differenciacids plaszticitasasa kevesbé
ismertek. Doktori kutatdmunkam eredményeként megmutattam, hogy a MAF-ok a
csontveléi mezenhimalis éssejtek molekularis markereinek expresszidjat es mezodermalis
differenciaciojat mutatjak (5-7, 12, 13. abra), tovabba multipotens differenciacios készség
jellemzi ¢&ket, (14. abra). Eredmenyeink alapjan a MAF-ok ko0zo6tt multipotens
differenciaciora képes 6éssejtpopulaciok vannak. A MAF-ok magas differenciacids
potencialja egyuttal felveti az Ugynevezett differenciacios terapia lehetéségét is, melynek
soran a MAF sejteket kismolekulak és molekularis targetalasi stratégiak kombinalasaval
olyan differencialt sejtekké (pl. adioicitakka) alakitsuk, amelyek a daganat novekedését

tamogato funkciojukat a differenciacié soran elvesztik [33].

A MAF-ok differenciacidjanak vizsgalatahoz az NTERA2 sejteken olyan in vitro
maddszereket optimalizaltunk, amelyekkel a MAF-ok és 8ssejt populacidik ektodermalis
(melanocita, neuralis), mezodermalis (oszteocita, adipocita) és endodermalis (hepatocita)
differenciacioi vizsgalhatdak. Kisérleteink beadllitasa soran kihasznaltuk az NTERA2 sejtek

azon elényét, hogy a hagyomanyos pluripotens és indukalt pluripotens sejtvonalakkal
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szemben alacsonyabb reagens igény mellett noveszthetéek, pluripotens jellegliket tobb
passzazson keresztiil megérzik. Megmutattuk, hogy az NTERA2 sejtek pluripotencia
markereket expresszalnak, valamint képesek neuralis, oszteocita és hepatocita
diffferenciaciéra, (9-11. abra). Eredményeink alatamasztjak az NTERA2 sejtvonal azon
elényos tulajdonsagat, hogy a pluripotens sejtek harom csiravonal iranyu

differenciaciojanak modelljeként szolgalnak.

MSC tulajdonsagaik karakterizacidja mellett a MAF-ok kozott olyan stromalis éssejt
alpopulaciokat azonositottunk, amelyek differenciaciés potencialjuk és onmegujitd
képességuk altal a melandmaban a tumor stroma utanpotlasat biztosithatjak. A MAF-ok
kozott kimutattuk a CD146+ és CD271+ stromalis 6ssejtpopulacidkat (15. abra), amelyek
a normal dermiszben fontos szerepet jatszanak az immunomodulacio és az angiogenezis
szabalyozasaban [34], [35]. Tovabbi kisérletek sziikségesek annak tisztazasahoz, hogy
ezek a sejtpopulaciok a melanomak immunoszuppressziv és angiogenikus aktivitasaban
milyen szerepet jatszanak. A CD146+ és CD271+ 8ssejt populaciok mellett kimutattuk a
MAF-ok kozott a MUSE sejteket (16. abra), amely multipotens sejtek fizikokémiai stressz,
gyulladas és szoveti sériilés hatasara aktivalodnak. Tekintve, hogy a gyulladasos T-sejt
reakciokat is szabalyozni tudjak, a MUSE sejtek jelentésége a melanémak ndvekedésében,
immunoszuppresszidjaban és drogrezisztenciajaban egy fontos kérdés marad. S6t, a MUSE
sejtek melanocita differenciacidés potencialja felveti a kérdést, hogy a melanocita

képzéssel ezek az ssejtek mennyiben jarulnak hozza a melanéma megujulasahoz.

Osszegezve eredményeinket, a melanomakban a MAF-ok MSC-szer(i fenotipusanak
demonstracioja mellett, specialis MAF szubpopulacidkat mutattunk, mint példaul a MUSE,
CD146+ és CD271+ sejteket. Tovabbi kutatdbmunka szikséges annak tisztazasahoz, hogy
ezek a dermiszben is megtalalhaté stromalis éssejtek a melanémaban milyen funkcidkat
toltenek be, illetve mennyire alkalmas a targetalasuk a melandmak novekedésének és

terjedésének visszaszoritasara.
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