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Ossejtek, indukalt éssejtek

1. A sejtek osztodasi és differenciacios képességei.

Mitdl 6ssejtek az Ossejtek? A Homo sapiens sapiens is az ,,0semberbdl” fejlodott, az
Osembert tekintjiik a mai modern emberek ,,el6alakjanak™, amibdl tobb 1épésen keresztiil a mai
huméan populacié minden rasszaval egylitt kialakult. Az dssejt is ugyanilyen 6snek tekinthetd,
hiszen egy ereddbdl szarmazik az Gsszes testi sejtiink. Az dssejteknek tehat az dsemberhez
hasonldan két nagyon fontos tulajdonsaggal kell rendelkeznie, ezek a differencialédasi-, illetve
a szaporodas, onmegujitas képességei.

A testiinket felépitd sejtek kiilonb6zo differenciacios tulajdonsagokkal rendelkeznek. A
korai embri6 (morula) sejtjei totipotensek, azaz a bel6liik szarmazo sejtekbdl lesznek a majdani
teljes organizmust felépitd és az extraembrionalis — példaul placenta — szovetek egyarant. Ezzel
szemben né¢hany osztddassal késdbb a blasztociszta (holyagcesira) Un. belsd sejttomege (Inner
Cell Mass, ICM) mar pluripotens. A pluripotens sejtekbdl csak az embriondlis szdvetek
fejlédnek, azaz minden olyan szdvet, amely a 3 csiravonalbol — endoderma, mezoderma és
ektoderma — szarmaztathatd. Az ICM sejtek utdd sejtjei mar nem differencidlodhatnak
szabadon barmivé, hanem elkotelezettek a 3 csiravonal sejttipusai 1étre hozéasara. Még tovabb
haladva az egyedfejlédés folyamatan jutunk el a multipotens sejtekig, amelyekbdl mar csak
egy leszarmazasi vonalhoz tart6z6 specializalt szovetek erednek, tehat sokféle, de korlatozott
szamu sejttipussa képesek atalakulni. Ezek az un. eldalakok, vagy szoveti Ossejtek, mint példaul
a haemeopoetikus dssejtek, amelyekbdl a vér alakos elemei differencialédnak. Ezek a sejtek
szdmos szovetben megtalalhatok — példaul csontveld, zsirszovet, hajhagyma — és abbol
kinyerhetok, terapidsan felhasznalhatok. A differenciacios plaszticitasa a terminalisan
differencialodott, a specialis funkciokat ellatdo szoveteket alkotd sejteknél mar teljesen
elvesznek. Hal Waddington az Gn. epigenetikai tajkép modelljével a plaszticitas besziikiilését
egy heggyel, a differencialodo sejteket pedig golyokkal szemléltette (1. abra). Minél szélesebb
differencidcids potenciallal rendelkezik egy sejt, annal kdzelebb van a hegy csucsahoz, ami a
totipotens allapotot jelenti. A hegyen lefel¢ haladva megéllok vannak, ahol a sejtek eldonthetik,
hogy merre ,,gurulnak” tovabb. A megallok stabil differencialodasi allapotokat jelentenek. A
hegy volgyei a leszdrmazasi Gtvonalakat jelenitik meg. Az egyes volgyek kozott, a gerincen

B

1. dbra: A Waddington féle epigenetikai tajkép.
(http://jeb.biologists.org/content/218/6/816)
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alakulhat ki mas vonalakhoz tartozd szovet, €és a hegyoldalon felfel¢, tehat kevésbé
differecialodott allapotokba sem lehet visszajutni. Az dssejtek dnmegujitasi képessége abban
rejlik, hogy osztddasuk soran fenn tudjak tartani differencialatlan allapotukat. Statisztikusan
igaz, hogy a keletkezd utddsejtek egyike elkdtelezetlen marad, mig a masik differencidlodik.
Ezt a mechanizmust aszimmetrikus sejtosztédasnak nevezziik.

2. A differenciacié mechanizmusa és ujraprogramozas.

kromoszomakat veszitenek, vagy kikapcsoljak azokat a génjeiket, amelyek muiikodésére mar
nincs sziikségiik, azaz megvaltozik a transzkripcidos mintazatuk (lasd Waddington féle
epigenetikai tajkép). Hiszen miért is tartand fenn egy specialis sejt annak a lehetdségét, hogy
egy mas sejttipusra jellemzd géneket kapcsolhasson vissza? Ez magéaban rejtené annak a
veszElyét, hogy egyes gének nem megfeleléen aktivalodnak.

Az 1960-as években Hadorn és Gehring Drosophila melanogaster modellorganizmussal
végeztek sejt transzplantacids kisérleteket, amelyek soran a larvalis imagd korongokbol
szarmazo6 sejteket kifejlett allat potrohaba helyezték at egymast kovetden tobb alkalommal. Az
eredetileg a genitalis strukturak létrehozasara determindlt imaginalis diszkusz sejtek ritkan
ugyan, de ,transzdeterminalodtak”, 1dbakka ¢és a fejen taldlhatd szervekké, esetleg szarnnya
alakultak. Hasonl6o eredményre jutott Le Lievre és Le Douarin is, akik fiirjek ducléc sejtjeit
transzplantaltak csirkékbe. Az explantalt ducléc sejtek csonttd, porcca és kotdszovetekké
alakultak, ami nem az eredeti madarembrioban val6 lokalizaciojuktdl fliggott, hanem hogy az
atiiltetést kovetden milyen sejt kornyezetbe keriiltek. A kisérleti elrendezés azt is lehetdve tette,
hogy az eredeti embrionalis sejtek sorsat kovessék, hiszen hisztoldgiailag eltértek a csirke
sejtjeitdl. Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy az embrio elkdtelezett, stabil allapotu sejtjei
tehat plasztikusak maradtak, hiszen sorsuk megvaltozott, amikor egy, az eredetitdl eltéro
extracelluliris mikrokérnyezetbe keriiltek.

A kovetkez6 pontokban olyan kisérleti megkozelitéseket tekintiink at, amelyek a sejtmagok tjra
programozasan keresztiil a sejtek plasztikussaganak megismeréséhez vezettek.

2.1. Sejtmag transzfer.

Az eljarast hétkdznapibb néven klonozasnak hijuk. Definicio szerint a klonozas soran
egy differencialt szomatikus sejtbdl (donor) sejtmagjat transzplantaljak egy sejtmag nélkiili
petesejtbe (recipiens). Ebbdl a petesejtbdl pedig a sejtmagot szolgaltatd testi sejttel
genetikailag megegyez0 utdd, azaz klon fejlodik.

Az els6 klonozasi probalkozasok az 1950-es években Briggs és King nevéhez
flizédtek, akik Eszaki leopardbéka (Rana pipiens) ebihalakat klonoztak korai blasztocisztabol
szarmazoé sejtmagok enukledlt (sejtmag nélkiili) oocitdkba vald bejuttatdsaval. Az eredményt
nem sikeriilt differencialt szovetekbol szarmazo sejtmagokkal reprodukélni. Ugy gondoltak,
hogy a sejtek plaszticitdsanak elvesztése all a sikertelenség hatterében. Az 1960-as években
Gurdon Afrikai karmosbéka (Xenopus laevis) bélsejtbdl szarmazo sejtmagokat iiltetett UV
fénnyel enuklealt petesejtekbe, amelyekbdl ebihalak és kifejlett békak is kifejlédtek. Gurdon
kisérletei bizonyitottdk, hogy a sejtek specializacidja nem jar irreverzibilis genetikai
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valtozasokkal, hiszen differencialt testi sejtek sejtmagjai minden olyan gént tartalmaznak, ami
egy egész ¢ldlény kifejlodéséhez sziikségesek. Mi tobb, egy ilyen sejtmag aktivalhatd olyan
ujraprogramozo faktorokkal, amelyek a petesejtben jelen vannak. Tehat sejt differencidciod
sordn nem a gén Osszetétel, hanem gén expresszio valtozas kovetkezik be, igy maga a folyamat
teljesen visszafordithat6. Gurdon eredményei azonban nemcsak figyelmet €s izgatottsagot
valtottak ki a tuddstarsadalombol, hanem kritikékat is megfogalmaztak. Sokan ugy gondoltak,
hogy a klonok kontamindlo, szoveti Ossejtekbdl fejlodhettek ki, amelyek nem terminalisan
differencialtak, hanem elkdtelezettek. Ezt a nézetet erdsitette az is, hogy mas fajokkal nem
tudtak reprodukalni ezeket az eredményeket. 30 évig nem sikeriilt ezt az akadalyt lekiizdeni.

Az 1980-as években McGrath és Solter egerekkel kisérletezett. Sikeriilt klonokat
eléallitani zigotabol szarmazo sejtmagok enuklealt zigotikus sejtekbe vald juttatasaval. Mivel
azonban a donor sejtmag nem specializalt szomatikus sejtbdl szdrmazott és a recipiens sem
oocita volt ezeket az utddokat nem tekinthetjiik definicié szerint klonoknak.

Az elsé igazi klonozott emlds 1997-ben sziiletett meg. Dollyt, a birkat, egy emléhamse;jt
A fzidt Un. fuzogén elektromos impulzussal valtottak ki. A stratégidjuk abban allt, hogy a
klonozni kivant sejteket szérum megvonassal kiléptették a sejtciklusbol Go fazisba. Ugy
gondoltak, hogy ez a 1épés a kromatin szerkezet megvaltozasat okozhatja, ami eldsegiti a
sejtmag Ujraprogramozasat. Egy évvel késobb Wakayama ¢és munkatarsai kifejlesztettek egy
specialis enukledcios pipettat, amely un. piezoelektromos impulzust is leadott. Ennek
alkalmazésaval sikeresen enuklealtak a birkaénal joval torékenyebb egér petesejteket, ami a
klonozas sikerességének kulcsa volt. Az eljarast, amit szomatikus-sejt sejtmag transzfernek
(somatic-cell nuclear transfer, SCNT) nevezték el, és szdmos laboratdériumban sikerrel
alkalmaztak.

Azt a jogos kétséget, miszerint a sejtmagok Ujraprogramozddisa mégiscsak
kontamindld szoveti Ossejtek, vagy stem sejtek miatt kovetkezik be Jaenisch és kollégai
oszlattdk el 2002-ben. Egereket klonoztak immunglobulin lokusz atrendezédésen atesett B
limfocitdkbol. A donor sejtekben tehat ténylegesen végbement genetikai atrendezddés, ami
mégsem akadalyozta meg a teljes ujraprogramozddast, tehat barmennyire specializalt egy sejt,
abban minden genetikai informaci6 jelen van, ami egy teljes élolény kifejlodéséhez sziikséges.

Az SCNT nemcsak oocitdkkal, hanem fertilizalt petesejtekkel is sikeresen
végrehajthatdo, ami azt bizonyitja, hogy az ujraprogramozashoz sziikséges faktorok az
egyedfejlédés ezen stadiumaban, a fertilizaciot kovetden, még mindig jelen vannak. Meg kell
jegyezni, hogy a sejtmag transzfer egyik kisérleti eljdrdsa soran sem az intakt sejtmagot
tavolitjak el a recipiens sejtekbdl. Valdjaban a kondenzalt kromoszomak és mitotikus orsok
komplexét vonjak ki a meiotikus petesejtekbdl, vagy metafazisos zigotikus sejtekbdl, hiszen a
sejtciklus ezen fazisaiban a sejtmag hartya mar lebomlott. Igy a normalisan a sejtmagban
lokalizal6do ujraprogramozoé faktorok a citoplazmaba keriilnek és a donor sejtmagot képesek
aktivalni. Emldsok klonozéasakor ugyanakkor a sejtmag recipiens sejtbe valo injektalasa csak a
kezdet. A klon elso sejtje belép az egyedfejlodési programba azzal, hogy osztodni kezd. Amikor
eljut a blasztociszta allapotig, akkor implantaljak al vemhes ndstényekbe (,,béranya’), ahol
az klon teljes kifejlodése megtorténhet (2.4abra).
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2. &bra: A sejtmag transzfer folyamata.
(Yamanaka S, Blau HM. Nat (2010) 465:704-712.)

A klénozas hatasfoka altaldban nagyon alacsony, kevesebb, mint 1%. A klonozas
hatasfoka nagyban novelhetd — akar 20%-ra is egerek esetében — ha a szomatikus sejtmagot
nem kozvetleniil klonozzék, hanem un. embrionalis stem sejt (ES) allapotokon keresztiil.
Ilyenkor nt-ES sejteket (nuclear-transfer derived ES cells) hoznak 1étre, tehat a klon fejlodése
soran kialakulo blasztocisztakbol izolalnak ES sejteket és Gjra sejttenyészetként ndvesztjiik. Ezt
tobb alkalommal is elvégzik, igy vélhetdleg a differencidlt sejtekre jellemzd epigenetikai
jellegek, amelyek azok génkifejezddési mintazatat fenntartjak nagyobb hatékonysaggal tlinnek
el (epigenetikai memoéria torlédése), ami pedig a teljes sejtmagi ujraprogramozddas
alapfeltétele.

A klon és donor kozti genetikai identikussdg mennyire teljes? A vélasz 100% a sejtmagi
genom tekintetében. A klonok gyakran szenvednek sulyos tiinetektél, mint példaul
immunologiai problémak, talsuly, gén expreszidos €s telomer zavarok, tumorok, révid
¢lettartam, ennek tobb oka is lehetséges. A donor sejtmag genomjaban fellelhetd Osszes
szomatikus mutacid jelen lesz a klon Osszes sejtjében, hiszen az eljaras soran Iényegében
csirasejt mutaciokka valnak. A genetikai instabilitas pedig arra vezethetd vissza, hogy a testi
sejtek kromoszdmainak végei, a telomerek, a sejtosztodasok soran rovidiilnek, igy a klon az
egyedfejlodését rovidebb telomer hosszal kezdi meg. A telomerek hossza egy hataron til nem
rovidiilhet normadlis esetben tovabb, de a tumor sejteknél példaul ez nem gatja a
sejtosztodasnak. A klonok mitokondrialis genomja azonban nem egyezik meg a donoréval,
hiszen a mitokondriumok anyai 6roklédést mutatnak. fgy a klonok mitokondriumai nem a
donor, hanem a recipiens sejtbdl szarmaznak. A genetikai egyezés tehat szigoruan a nuklearis
genomra korlatozodik.

SCNT-vel nemcsak egereket és birkdkat klonoztak, hanem haziasitott allatokat — példaul
lovakat, kutydkat — azok hibridjeit (6szvér), illetve afrikai nagymacskakat és farkasokat is, sot
probaltak kihalé félben levé fajokat is (Pireneusi kdszali kecske). Ezek a példdk mind Un.
reprodukcios klénozasok. Az SCNT eljarast sikeresen alkalmaztdk fagyasztott szovetekbdl
szarmaz6 donor sejtekkel is. Utobbiak alkalmazésa terapids alkalmazasokban igéretes lehetne
(terapias klonozas). Megjegyzendd, hogy a kloénozas kapcsan szamos etikai probléma mertilt
¢s meriil fel. Példaul, hogy a klonozott embridkbdl kinyert, genetikailag azonos embriondlis
Ossejtek ugyan hasznosak lehetnek terapias célbol, de etikus-e szovetpotlas céljabol embridkat
létrehozni? 2003-ban az ENSZ hatarozatot hozott a klonozasrol, miszerint a human klonozas
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minden olyan formédja tilos, ami nem Osszeegyeztethetd az emberi méltésaggal és az emberi
élet védelmével.

2.2. Sejtfuzio.

A sejtfuzio soran két, vagy tobb tipusu sejt Osszeolvadasaval egy 1j, egyedi entités
keletkezik, amelyeken jol tanulmanyozhat6 egy genom és citoplazma masik genomra
gyakorolt hatasa. Az 1960-as ¢években a transz-hatdsu represszorokat ¢€s tumor
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3. abra: A sejtfuzio.
(Yamanaka S, Blau HM. Nat (2010) 465:704-712.)

szuppresszorokat is sejtfizids kisérletekben azonositottak. Egy évtizeddel késébb hasonlo
tanulméanyok szolgaltattdk az elsé bizonyitékot arra, hogy az emlds szomatikus sejtek
differencidlt allapota nem fixalt és irreverzibilis, sokkal inkabb regulatorok kozti egyensuly
iranyitja és fenntartdsa folyamatos regulaciét kivan. A sejtfuzié soran un. hibridek és
heterokarionok keletkeznek. A hibridek képesek osztodni, mivel az eredeti sejtek sejtmagjai
keletkezésiik soran Osszeolvadnak. Ezzel szemben a heterokarionok nem osztdédnak és tobb,
kiilonbozo sejtmagot tartalmaznak (3. abra).

Az 1970-es években egér fibroblasztot fuzionaltattak horcsog melanocitaval, vagy patkany
hepatocitaval. A kisérlet eredményeképpen az egér fibroblasztbol szarmazo sejtmagban Gjra
aktivalédnak az egyébként melanocitdkra, illetve hepatocitdkra jellemz6 melanin €s tirozin-
aminoxiddz gének. Tehat a gének kifejezddését nemcsak cisz-hatdsu DNS elemek, de transz-
hatast represszorok is befolyasoltak. Néhany évvel késobb ugyancsak hibridek eldallitasaval
fedezték fel a transz-hatdsu tumor szuppresszor fehérjéket. Néhany esetben, amikor nem
tumoros- és tumoros sejteket fuzionaltattak, a ,,normal allapot” dominans volt a transzformalt
allapottal szemben ¢és a hibridekbdl nem alakult ki tumor. Kimutattdk, hogy ez nem onkogén
vesztés eredményeként kovetkezett be, mert sokaig kulturaban tartva ezek a hibrideket ujra
transzformaltta valtak (sok sejtosztodason estek at). Mindazonaltal a hibridek tanulmanyozasa
nehézkes, mivel szelektdlni kell Oket a fhzidt kovetden, amihez elengedhetetlen, hogy
osztddjanak, kolonidkat képezzenek egy kultirdban. Ehhez a fizids partnerek sejtmagjanak
0ssze kell olvadnia, ami kromoszoémavesztéshez és —atrendezddésekhez, az osztdodasok soran
pedig aneuploididhoz vezetnek abban az esetben, ha tobb fajbol szdrmaztak a kiindulasi sejtek.

Szegedi Tudomanyegyetem

Cim: 6720 Szeged, Dugonics tér 13.
www.u-szeged.hu
www.szechenyi2020.hu



SZECHENYI

EFOP-3.4.3-16-2016-00014

” 1y g
Upomaet®

1983-ban mutattak ki ténylegesen eldszor, hogy a korabban inaktivalodott gének ujra
aktivalhatéak emlds sejtekben. Blau és tarsai rovid életidejli, nem-oszt6do, sok sejtmagos
heterokarionokat allitottak eld. Posztmitotikius, sok sejtmagos egér izomsejteket és human
fibrobalszt sejteket hasznaltak és azt tapasztaltdk, hogy a hetrokarionban emberi izomra
jellemz6 gének aktivalodtak. Ez bizonyitotta, hogy a sejtek differencialt allapota nem fixalt és
visszafordithatatlan, hanem a géneket az adott sejtben megtaldlhatd szabalyoz6 faktorok
dinamius egyensulya alland6 szabalyzas alatt tartja. A heterokarionok alkalmazésa tobb
szempontbol is eldnydsnek bizonyult, hiszen a sejtmagok intaktak maradtak, igy még ha
kiilonbozd fajokbol szarmazd sejteket fuzionaltattak sem alakult ki aneuplodia és egyéb
kromoszdémalis problémak. Ugyanezen okbdl sejtmag specifikus folyamatok megfigyelését is
lehetdvé tették, azaz az egyes faj specifikus transzkripteket és a sejtmag ijraprogramozodasat
konnyen lehetett kovetni. Az ujraprogramozddas iranyat — a heterokarion fenitipusat — a
sejtmagok relativ aranya, a géndézis hatarozza meg (4. abra). A heterokarion azon sejttipus
fenotipusat veszi fel, amely sejtmagjai nagyobb szamban voltak a fzid soran reprezentalva.
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P R
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" E 5 ,
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Sejt fuzids eljarassal természetesen a pluripotencia kivaltasat és az azt fenntarto

4. dbra: A heterokarionok fenotipusat a géndozis hatarozza meg.
(Yamanaka S, Blau HM. Nat (2010) 465:704-712.)
mechanizmusokat is lehetett tanulmanyozni. Tada, Surani és munkatérsai osztddo hibridekben
figyelték meg szomatikus sejtek sejtmagi Gijraprogramozasat, gy, hogy him nemii ES sejteket
fuzionaltak nénemi felnott egerekbdl szarmazo timusz sejtekkel. Mivel a sejtek azonos fajbol
szarmaztak, az aneuploidia  kialakuldsat  kikiiszobolhették. A timusz  sejtek
ujraprogramozodasat ES sejtekké egy riporter gén kovetésével oldottdk meg. A riporter
konstrukcioban a GFP kodolo szekvencidja egy csak pluripotens sejtekben kifejez6do
transzkripcios faktor (Oct4) promoterének szabalyzasa alatt allt, ezaltal ha a timusz sejtek ES
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jelleget vettek fel a GFP fluoreszcens jelet képesek voltak detektalni. A himek inktiv X
kromoszoémajan talalhatd gének promoter régidinak vizsgalataval azt is kimutattdk, hogy az
ujraprogramozott genomban a H3 és H4 hisztonok hiperacetilalodtak, mig a H3 hisztonok 4-es
szamu lizinjei globalisan hiper-di- és —tri-metilaltta valtak. Mivel ezek epigenetikai markerek,
valtozasuk azt jelezte, hogy nemcsak egyedi gének kifejezddése valtozott meg, hanem az egész
epigenom pluripotens allapotba konvertalodott. Ezzel a megkozelitéssel mas pluripotens
allapothoz kothet6 transzkripcios faktort, p¢ldaul Nanog, is azonositottak transzkriptomikai
(sejtmagban indukalodd ill. represszalodd gének), kromatin (kromatin szerkezetben
bekovetkezd valtozdsok) ¢és mutacidos (gének szerepe a pluripotencia kialakitasdhoz)
analizisekkel.

2.3. Transzkripcios faktor transzdukcio.

1987-ben Gehring és kollegai Drosophildbdl szarmazo6 eredményei megmutattak, hogy
egy szovet specifikus transzkripcios faktor mesterséges expresszioja képes egy sejt sorsat
megvaltoztatni. Az Antennapedia gént, ami normdlisan a labak kifejlodéséért felelds,
ektopikusan Kkifejeztetve olyan allatok fejlédtek ki, amelyek fején, a csap helyén labak voltak.
A sejtfuzids kisérletek eredményi bebizonyitottdk, hogy az ES és korai embriondlis sejtek
tartalmaznak olyan faktorokat, amelyek ujraprogramozodast és pluripotenciat képesek kivaltani
szomatikus sejtekben (Tada és Surani kisérlete, lasd fent). Szamosan probalkoztak sikertelentil
az ES allapot mester regulatorainak azonositisara. Ugy gondoltak, hogy a pluripotens
allapotba valod Ujraprogramozas egy rendkiviil komplex folyamat, ami koézel 100 faktor
egylittmikodésével valosul meg. Yamanaka ¢és munkatarsai azonban kimutattdk, hogy
minddssze négy transzkripciés faktor kombinacidoja elégséges ahhoz, hogy egér
fibroblasztokbol ES-re hasonlitd, pluripotens sejteket hozzanak 1étre. Retroviralis vektorokat
alkalmazva egy kisebb, 24 gént expresszaldo mini DNS konyvtarat hoztak 1étre és juttattak be
differencialt sejtekbe, ahol ezek a faktorok szimultan termelddtek. Ezek a gének ES sejtekben
kifejez6dnek ¢és eldzetes tanulmdnyok alapjan, egyiittesen képesek voltak pluripotenciat
kivaltani. A pluripotens allapotot egy olyan riporter segitségével allapitottak meg, amely az
Fbx15 gén promoterének kontrollja alatti neomycin rezisztencia gént tartalmazott. Azok a
sejtek, amelyekben az Fbxl5 promotere aktivalédott neomycin rezisztens koldénidkat hoztak
l1étre, amelyek morfologiaja, novekedési sajatossagai €s gén expresszios mintdzata az ES
sejtekével megegyezett. SOt, ezek a sejtek egérbe injektalva teratdmakat — olyan daganatok,
amely mindharom csirasejtbdl szarmazo sejteket tartalmaznak — képeztek, ami a kiindulasi
sejtek pluripotens jellegét igazolta. A faktorokat a kisérleti rendszerbdl sorozatosan elimindlva
azonositottak az ujraprogramozashoz minimalisan sziiksége kulcsfaktorokat, ezek az OCT4,
SOX2, KLF4 ¢és a ¢-MYC voltak. Az ezek alkalmazasaval létrehozott sejteket indukalt
pluripotens sejteknek (inuced pluripotent cells, iPS) nevezziik (5.4bra). Késdébbi kisérletekben
mas, részben atfedd faktorokkal is sikeriilt indukalt pluripotenciat kivaltani, a c-MY és Klf4
helyett a Nanog ¢s Lin28 alkalmazasaval. A négy faktort kédolo transzgéneknek csak az iPS
sejtek létrehozasdhoz sziikségesek. Amikor a sejtek pluripotenssé valnak a retroviralis
transzgének inaktivva valnak és a négy faktort kodold, a genomban levd, endogén gének
aktivalédnak. Az iPS sejtek pluripotenciajat tehat nem kell mesterséges, szelekcios eszkozokkel
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fenntartani, mivel az 6nfenntartova valik a sejtek gyakorlatilag teljesen ujraprogramozodnak.
Mivel a retrovirusok a genomba intergralddnak ezzel tumor képzdédést valthatnak ki az iPS
sejtek 1étre hozasdhoz modszereket is alkalmaznak, példaul nem-integralodo -, kivagododo
vektorokat is alkalmaznak.
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5. abra: Az iPS sejtek 1étrehozasanak folyamata.
(Yamanaka S, Blau HM. Nat (2010) 465:704-712.)

Transzkripcios faktor trandukcidval azonban nemcsak Gjraprogramozast lehet kivaltani.

A megfeleld faktorok alkalmazéasaval transzdifferencidlt ¢és dedifferencialt sejtek is

létrehozhatok. A transzdifferenciacié sordn egyféle differencialt sejtbdl mas leszarmazasi

vonalba tartozo sejt keletkezik, példaul egy exokrin sejtbdl B-sejt lesz. Dedifferenciacié akkor

kovetkezik be, ha egy terminalisan differencidlodott sejt visszaalakul egy azonos leszarmazasi

utvonalon beliili, kordbbi allapotba, példaul érett kardiomiocitakbol éretlen kardiomiocitak
jonnek 1étre (6. abra).
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6. abra: Ujraprogramozas, transzdifferenciacio és dedifferenciacio.
(Jopling C, Boue S, Belmonte JCI. Nat Rev Mol Cell Biol (2011) 12:79-89.)

Az indukalt éssejtekbdl differencialt és ndvesztett szovetek terapidsan alkalmazhatok, mivel a
donor szervezettel immunologiailag kompatibilisek, am annak genetikai rendellenességeit is
hordozni fogjak. Ossejt terapidban felhasznalhaté sejtek is eldallithatoak iPS
ujraprogramozassal, vagy transzdifferenciacioval is. A pluripotens sejtek veszélyt is rejtenek
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magukban, mivel nem teljes differencialédds esetén a transzplantacié utan teratomakat
képezhetnek (7. 4bra).
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7. abra: Az iPS Gjraprogramozas és transzdifferenciacio alkalmazasa Gssejt terapiaban.
(http://www.eurostemcell.org/cell-replacement-therapies-ips-technology-or-transdifferentiation, Thomas Graf)
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