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Nobelforsamlingen
The Nobel Assembly at Karolinska Institutet

"for the discovery that
mature cells can be
reprogrammed to become
pluripotent”



Ossejtek tulajdonsagai

Az ossejtek ket jellemzo tulajdonsaga:

- Onmeguijitasi képesség

Aszimmetrikus sejtosztodassal képesek a differencialatlan allapotuk
fenntartasara: az egyik sejt elkételezetlen marad, a masik differencialodik
(statisztikusan igaz).

- Differencialodasi potencial: képesek tébbféle differencialt sejt |étrehozasara
Totipotens/omnipotens: embrionalis es extraembrionalis szdvetek sejtjeit
Pluripotens: a 3 csiralemez sejtjeit, de extraembrionalis széveteket nem
Multipotens: egy leszarmazasi vonalon bellli sejtekkeé képes differencialédni




Ossejtek, differenciac

A zigota, korai morula sejtjei totipotensek. Beldluk
barmilyen sejt, szdvet kialakulhat, egyed fejlédhet.

A hélyagcsira embridocsomo (ICM: inner cell mass)
sejtjei pluripotensek. Beléluk barmely az embriét
alkotd szdvet kialakulhat, de az extraembrionalis
szdvetek (trophektoderma) nem.

A sejtek tovabbi
differencialdodasa soran

kulénféle eldalakok alakulnak
ki. Ezek a szdveti 6ssejtek
multipotensek, sokféle, de
korlatozott szamu sejttipussa
kepesek atalakulni.
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http://stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter1.asp
http://stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter1.asp

Szoveti Ossejtek szamos
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beldlik kinyerhetéek.
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Ossejtek, differenciacio

Embrionalis éssejt (ES) kultdrakat Pluripotent Stem Cells

a blasztociszta allapotu embrid
embriécsomo (ICM) sejtjeibdl
hoznak létre.

( Totipotent )

In vivo
fertiized egg
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Ossejtek, differenciacio

Az ES kultura sejtjei megfeleld faktorok jelenlétében kiilénbdzé tipusu
sejtekké differencialtathatéak.
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Differencialodott sejtek ujraprogramozasa

A differencialddott szomatikus sejtek altalaban nem képesek sejtsorsuk
megvaltoztatasara.

pl. neuronok nem alakulnak at spontan hepatocitakka.

Mi magyarazhatja ezt a berdgzult allapotot?

- A differencialédas soran a sejt elveszit genetikai anyagot?
(Weismann, 1893)

- A differencialédas soran megvaltozik a gének transzkripcios mintazata?
(Epigenetikai tajkep, Waddington 1957)




Differencialodott sejtek ujraprogramozasa

Epigenetikai tajkép (Waddington, 1957)

A sejtek a differencialdédasi utakon olyan stabil differencialédott allapotokba
kerlilnek, amelyekbdl sem a visszafelé, sem egymas kdzétt nem lehetséges az
atmenet.

Ez olyan domboldallal szemléltethetd, ahol a sejteknek megfelelé golydk a
differencialéodas soran meélyebben fekvd, stabil allapotokba keriilnek. Sem a
domboldalon felfelé, sem a gerinceken at a vélgyek kézétt nincs atjaras.

~—

‘ \ §&——— unused attractors - not optimzed by
- — avolution; can be cccupied after mutations

Epigenetic Landscape

developmental trajectory from
immature to mature regions
- streamlined by evolution
fo avoid unused attractors

Quasi-potential U

.....................

........................



Differencialodott sejtek ujraprogramozasa

Vagy mégis lenne atjaras?

Hogyan valésithaté meg?
Totipotent
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Differencialodott sejtek ujraprogramozasa
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Ez bizonyitja, hogy a differencialédas soran (altalaban) nem ve
anyag.




Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

A sejtmag transzfer soran egy differencialt testi sejt magjat transzplantaljak egy
enuklealt petesejtbe.

Ebbdl a petesejtbdl a magot szolgaltatd szomatikus sejttel genetikailag azonos
egyed = klon fejlédik.
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Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

1952. Briggs és King:

Rana pipiens korai blasztocisztabdl szarmazd sejtmag klénozasaval sikerult
letrehozniuk ebihalakat.

Differencialodott sejtekbdl szarmazd sejtmagokkal a kisérletet nem sikerilt
megismetelni.

1962. John B Gurdon

Xenopus levis ebihal bélsejthdl szarmazd magot lltetett UV-val enuklealt
petesejtekbe, amelyekbdl ebihalak és felndtt békak is fejlédtek.

=> A sejt specializacio nem jar irreverzibilis genetikai valtozasokkal.

Sokaig kételkedtek Gurdon eredményeiben, mert
- Nem sikerllt mas fajban megismételnitk

- Kis gyakorisaggal (<1%) fejlédtek bekak, lehet hogy ezek a ¢
pluripotens szubpopulacidéjabdl szarmaztak?




Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

Emlosok klonozasa (SCNT - Somatic Cell Nuclear Transfer)

1983. McGrath and Solter
Egér létrehozasa zigotikus donor mag enuklealt zigétaba juttatasaval.

1997. Wilmut

Differencialt sejtbdl elsékent sikeresen klonozott emlds: Dolly a birka.
Stratégia: a klonozni kivant emld sejteket szérum megvonassal GO0 fazisba
juttattak, majd elektromos impulzussal fuzionaltattak petesejttel.

2002. Jaenisch

Klénozott egér Ig atrendezddesen atesett B limfocitakbdl.

=> Ezzel végeleges bizonyitast nyert, hogy a klén differencialt sejtbdl
szarmazik, nem egy szdveti dssejthdl.

=> A terminalisan differencialt sejtek minden gént tartalmazna
egyedfejléddeshez és ezek reaktivalhatok.

=> A petesejt tartalmaz olyan citoplazmatikus faktorokat, ame
ujraprogramozast vegrehajtjak.
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Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

Dolly
(1996.VIL5. — 2003.11.14.)




Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

1997 o6ta szamos emlds fajt klonoztak (egér, kutya, macska, nyul, stb).

Capra pyrenaica pyrenaica
(Pireneusi készali kecske)

Az elsd kihalt fajbol szarmazé klénozott allat.

1999-ben vettek szdévetmintat Celiabdl, a faj
utolsd példanyabadl.

2009-ben sziletett meg az elsd klén (7 percig

élt), béranyanak hazi kecskét hasznaltak. R Nt
439 embrid Celia, az utolsé Cpp
57 implantacié béranyaba 1999-ben a mintavételkor
7 vemhesség

1 utéd




Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

A klonozas hatasfoka és huséege

A klonozas altalaban alacsony (<1%) hatasfoku (lasd a készali kecskés adatokat
az elézd dian).

Emellett a klonozott allatok gyakran szenvednek hasonlo tlinetektdl
(génexpresszios es telomer zavarok, immunolégiai problemak, obezitas,
tumorok, roévid élettartam).

A klénozas hatasfoka nagy mertékben ndvelhetd (egér esetében ~1%-rél ~20%-

ra), ha a szomatikus sejtmagot nem kdzvetlenll klonozzak, hanem ES allapoton
keresztul.

Ez arra utal, hogy a mag ujraprogramozasa legtébbszér nem telj
jelek (DNS metilacid, hiszton moédositasok, sth) maradhatnak ha



Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

Genetikai elterések a szomatikus klon és a klonozott egyed
kozott

Mitokondrialis genom:
a mitokondriumok sajat érékitéanyaggal (cirkularis DNS) birnak
human mitokondrialis genom: 16 kb, 37 gén (2 rRNS, 22 tRNS, 13
fehérje kddold)
a mitokondriumokat a béranya petesejtje adja 1!

Telomerek:
a szomatikus sejtek kromoszomainak vege a sejtosztodasok soran
megrévidil (nincs telomeraz aktivitas)

Szomatikus mutaciok:
a magot adoé testi sejthen felhalmozddott szomatikus mut
minden sejtjet erinteni fogjak
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ENSZ 2003: a human klonozas minden olyan formajanak tiltas:
osszeegyeztethetoek az emberi meltosaggal es az emberl elet
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Ujraprogramozas sejtmag transzferrel

A klénozas célja szerint lehet

- reproduktiv
- terapias

Emberek esetében etikailag
mindkettd problémas.

Etikus-e klonozassal
utédokat létrehozni?

A klénozott embridkbal
kinyert genetikailag azonos
ES sejtek hasznosak
lehetnek terapias célbal.

De etikus-e azért embriokat
létrehozni, hogy
szdvetpotlasra hasznaljak fel

6ket?

Az azonos genetikai allomanyu egyedek
nem azonos szemel. iegek [szeme E:
(Gondoljunk az ikrekre!)



Ujraprogramozas sejtfazioval

A sejtfuzid soran a két genom és citoplazma egymasra gyakorolt hatasa
megfigyelhetd. Ez a mddszer igy hozzajarult a transz hatasu transzkripcios
faktorok és tumor szuppresszorok felfedezéséhez.

A sejtfuzidval |étrejéhet:

- heterokarion (a magok nem fuzionalnak, nem osztodik)
- hibrid (a magok fuzionalnak, osztodik)

b Cell fusion matic cell
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Ujraprogramozas sejtfazioval

A hibridek kézo6tt kdnnyebb valtozasokra szelektalni (mivel osztédnak), de
kromoszéma atrendezddések, eltérd fajok hibridje esetén aneuploidia esélye
fennall.

1983-ban mutattak ki elészér eltérd fajokbdl képzett heterokarionban, hogy
kikapcsolt gének ujra aktivalédhatnak. => djraprogramozas

pl. egér izom sejtek és emberi fibroblaszt sejtek heterokarionjaban emberi
izomra jellemzé gének aktivalodtak

Ezzel a mddszerrel mindharom csiralemezbdl szarmazo sejtféleségben sikerult
izomra jellemzé géneket aktivalni.




Ujraprogramozas sejtfazioval

Az ujraprogramozas iranyat a sejtmagok aranya (azaz a gendaézis) hatarozta
meg.

=> szabalyozo faktorok dinamikus egyensulya tartja fent az adott
differencialédott allapotot

Directed reprogramming and gene
discovery by fusing cells of different
species in heterokaryons

Heterokaryon

Directed reprogramming of

somatic cell A to somatic cell B J ‘
" Fusion g4

Directed reprogramming of
somatic cell B to ES cell or iPS cell

Somatic cell B
phenotype

ES-cell or iPS-cell
phenotype

3INEN

Directed reprogramming of
ES cell or iPS cell to somatic cell A




Ujraprogramozas sejtfazioval

Szomatikus sejtek és ES sejtek fuzidjaval sikerllt pluripotencia gének
indukcidjat kimutatni a szomatikus sejtbdl szarmazo genomban.

pl. Mus musculus
domesticus ES sejtek
eés Mus musculus
colossinus timusz
sejtek fuzidja utan a
szomatikus eredetu M.
m. colossinus
genomban

- H3 és H4 hisztonok
hiperacteilacidjat

- H3K4 lizin fokozott di-
és triemetilaciojat
tudtak kimutatni

Reprogramming

Reprogrammed
Somatic genome somatic genome

Pluripotent-
specific
gene

Tissue-specific :
gene Decondenced

chromatin

& ] :1 -
Activation

E_E H3/H4 Lysine acetylation

Kame H3 Lysine 4 methylation
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Ujraprogramozas sejtfazioval

Szomatikus sejtek és ES sejtek fuzigjaval létrehozott hibridek felhasznalhatdak
a pluripotencia kialakitasahoz / fenntartasahoz szikséges faktorok
azonositasara.

1. Transzkriptomikai analizissel (cDNA microarray, RNA-seq) a szomatikus
sejtmagban indukalddé ill. represszalédé genek azonosithatdak.

2. Kromatin analizissel (ChlIP, meDIP, sth) a kromatin szerkezethen
bekévetkezd valtozasok vizsgalhatdak (lasd el6zé dia).

3. Mutacids analizissel megallapithato, hogy egy gén szerepet jatszik-e a
pluripotens allapot kialakitasaban.

pl. Oct4 mutans eger ES sejtek €s human B sejtek fuzidja nem eredmenyez
pluripotens sejteket => az Oct4 gen terméke sziikséges az atggaaramozacha=




Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

A sejtmag transzfer és sejtfuziés eredmeényekbdl mar lathattuk, hogy az ES
sejtek citoplazmaja tartalmaz olyan faktorokat, amelyek képesek a szomatikus
sejt ujraprogramozasara.

Totipotent

De melyek ezek a faktorok?




Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy
egyedi transzkripcids faktorok is
képesek a sejtsors megvaltoztatasara.

1987. Schneuwly: Antennapedia gén
tultermelése D. melanogasterben

(a) Normal fly (b) Mutant fly

Yamanaka és munkatarsai 2007-ben kimutattak, hogy 4 faktor transzdukcidja
elegendd indukalt pluripotens ossejtek sejtek (iPS) |étrehozasahoz.

¢ Transcription-factor transduction
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Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

Culture of Addition of Selection and ) n
somatic cells ‘pluripotency’ expansion of Patient-specific cell therapy
— factors iPS cells v
L ) - \ i [ .I\; ‘ i : » Drug screening
OCT4 SOX2 iPS cells “~ Human disease models
Somatic cells @ @
c-MYC KLF4

Yamanaka 24 a pluripotenciaban feltételezetten szerepet jatszd gent vizsgalt.

Egér fibroblaszt sejteket transzdukalt szimultan a 24 faktort tartalmazé mini
cDNS kényvtarral (retrovirus vektorban).

Riporterként a csak pluripotens sejtekben expresszalodd Fbx15 genbe inszertalt
neomicin rezisztencia gént hasznaltak => G418 (geneticin) tartalmu taptalajon
csak a pluripotens sejtek éltek tul.

A 24 faktor egyitt letrehozott pluripotens sejteket, amelyek ege
(mind a 3 csiralemeznek megfeleld sejtet tartalmazd tumor) kép

A faktorok sorozatos eliminacidjaval azonositotta az ujraprogra
minimalisan szikséges kulcsfaktorokat: OCT4, SOX2, KLF4,c-



Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

OCT4:

ES sejtekben, korai embridkban és ivarsejtekben expresszalddd, POU csaladba
tartozo transzkripcios faktor.

Egér Oct4 null mutansok korai embridként elpusztulnak, csak trofoblaszt
sejteket hoznak létre. Human ES sejtekben Oct4 siRNS csendesitese
trofoblaszt sejtekke differencialja dket. Tultermelése endodermalis és
mesodermalis differenciaciot eredményez.

SOX2:

ES sejtekben, korai embridkban, ivarsejtekben és idegi dssejtekben
expresszalodo, Sox (SRY-related HMG-box) csaladba tartozé transzkripcios
faktor.

Sox2 null embridk koran elpusztulnak, ektoderma nem alakul ki.
In vitro kulturalt Sox2 null blasztocisztak trofektodermalis és enc
szdvetekke differencialédnak.




Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

KLF4:

Kruppel-like transzkripcios faktor, expresszalodik eger ES sejtekben.
Tumor szuppresszor de onkogén hatas is: deletalt gasztrointesztinalis

tumorokban: tultermelt mellrakban.
Ektopikus expresszidja szuppresszalja a sejt proliferaciot.

C-MYC:

Helix-loop-helix/leuzin zipper transzkripcids faktor, proto-onkogen.
Tultermelve fenntartja ES sejtek pluripotens allapotat, dominans negativ c-Myc
expresszioja differenciaciét eredmeényez.




Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukcioval

Az igy eldallitott iPS sejtekbdl szarmazd egerek sterilek volt.
Elterd szelekcios gen valasztasaval (Fbx15 helyett Nanog) ez a hiba

orvosolhatd volt.

Késébbi kisérletekben mas, részben atfedd faktorokkal is sikerilt iPS
sejteket létrehozni.

Yamanaka Gﬂyc @ Nan} Thomson
2006 wﬂr gtﬂfz L|n2/ 2007




Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

A négy transzgénnek csak a pluripotencia kialakitasa soran kell jelen lennie
(az eredeti kisérletben hasznalt MMLV vektorok inaktivalodtak), a
szerepliket ez utan az aktivalédé endogén gének atveszik.

Uj médszerek, mivel a D \

retrovirusok: Testi sejtek A

- integralédnak \'\ S § K\ w? \aiF

- tumort okozhatnak e = )

- leaky expresszié 7 Ujraprogramozo faktorok
~0C_ 00, o
oY% Y %o O

A P |
<) & &)

Integralodo Nem-integralodo Kivagodo
virus vektor vektor



Ujraprogramozas transzkripcios faktor transzdukciéval

A differencialt allapot megvaltoztatasanak harom tipusa van:

- Ujraprogramozas: differencialt sejtbdl pluripotens sejt
- Transzdifferenciacio: egyféle differencialt sejtbdl masféle differencialt sejt
- Dedifferenciacié: terminalisan differencialdédott sejt visszaalakulasa azonos

differencialédasi vonalon bellli korabbi allapotba

Potency @)

Pluripotent

.

Reprogramming . Reprogramming ¢
IOCT4. SOX2, ?;
KLF4and MYC[ | Neural stem cell

and MAFA

a! l b
N
Fibroblast Neuron Exocrine cell

Trarsdifferentiation
PDX1, NCN3

Immature cardomyocyte

>
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Ossejtek, iPS sejtek felhasznalasa

A leggyakoribb, rutin éssejt terapia a
csontveld atlltetés

(HSCT, Hematopoietic stem cell
transplantation)

Leukémia, thalasszémia stb kezelésére.

Elsd alkalmazas: 1959, George Mathe,
5 sugarfertd6zétt jugoszlav banyaszon
(mind kilokddott)

1990 E Donnall Thomas: élettani Nobel
(megosztva JE Murray-vel)

"organ and cell transplantation in the
treatment of human disease”

A graft-versus-host reakcio (kildkddés)
leklizdésében/vel értek el attérest

Recipient Healthy donor

Anficancer
drug

Hezlthy bone
marrcw cells
injecied

1 \\ Healthy bone
|\ marrow cells
+ removed
®®
A
\@@
Allogeneic bone marrow transplant

[ 3. Stem cells stored
2. Stem cells are or frozen
coliected A —
th’m nthr*ra Dy dr*s1 roys Ly

bane marrow

1. Bone marrow
removed or blood
is drawn



Ossejtek, iPS sejtek felhasznalasa

SCID (Severe Combined ImmunoDefficiency)
,bubble boy disease”

T limfocitak hianya, a legsulyosabb
velesziletett immundefektus

Bacterium carrying . & [Klug & Cummings 1937)
plasmid with cloned normal  Genetically disabled
human ADA gene retrovirus
) &8 -@
Az elsd ge api ‘ | l | J ’ /%
génterapia, 1999 é6ta / >
. . Cloned ADA i
17 beteg immunrendszerét — 'Limf’r',‘,f,raxm?ﬁfﬁaﬁu
gz P wi led
allitottak helyre. A S(';DD"pgﬁ‘c‘f;t s‘ Genetically altered
é cells are reimplanted,
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A transzplantalandé sejtek eléllithatdéak iPS ujraprogramozassal, vagy
transzdifferenciacidval is.

A pluripotens sejtek veszélyt is rejtenek magukban, mivel nem teljes
differencialédas esetén a transzplantacio utan teratomakat képezhetnek.

IPS reprogramming ; Transdifferentiation

Purify & | Purify &

3 neuronal
IPS G s transcription
ce factors

Four Yamanaka
transcription
factors

Fibroblast Fibroblast
culture ' culture




Ossejtek, iPS sejtek felhasznalasa

Sarlossejtes verszegenysegben
szenvedo egér

Egy gyakorlati 8
példa: ¥ et 7.
¥ Hamsejtek ; ’%lzanszplantécié
Sarlosejtes >
vérszegénység , : 200 6.
ben szenvedo ' // Vérképzo dssejtekke valé
egér kezelése Gyogyult egér differencidlodas
autoldg f -\\
bérsejtekbdl / i
szarmazo iPS o8 r
sejtekkel > /f O 5
Transzforméns sejtek
Octd, Sox2, KIf4, c-Myc szelekcidja
Ojraprogr RERERE géneket hordozé /
Hanna et al, ES sejt-szer] s s e ~ S
2007 iPS sejtekke 3. :

Transzforméns sejtek szelekciéja _ M utaci
(genetikusan megegyezo iPS sejtek) bevite




Ossejtek, iPS sejtek felhasznalasa

Sokrétld funkcidjanak megfeleléen a bér legalabb negyféle szomatikus éssejt tipust
tartalmaz:

epidermisz &ssejtek, hajhagyma follikularis éssejtek, melanocita dssejtek,
mesenchimalis éssejtek.

Laboratériumi kérialmények kézétt keratinocitak differenciacidjaval mesterséges bor
képezhetd.
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Tumor éssejt modell

The cancer stem cell model The stochastic model
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