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Az embrionalis fejlodés fazisaban az idegrendszer gyakran valik xenobiotikumok, a
szervezettdl idegen kémiai anyagok célpontjava. Ugyanakkor az emberi sziiletést megel6z6
toxicitas eldrejelzése nem egyszerii feladat, mivel a toxikologiai valasz még a kiilonbozd
laboratoriumi kisérleti allatfajok kozott is eltérd lehet. Ezért a fejlédés-toxikologia terén olyan
tesztek kifejlesztésére van sziikség, amelyek lehetové teszik a fajok kozotti kiillonbségek
okozta problémak kikiiszobolését, javitva az emberi egészség e pontjdval kapcsolatos
biztonsagossagi értékelés lehetéségét. Az emberi pluripotens dssejtek alkalmazasan alapuld in
vitro tesztek amellett, hogy ravilagithatnak toxikoldgiai mechanizmusokra - igy elésegitve a
xenobiotikumok veszélyességének megitélését, - egyben csokkentik a sziikséges
allatkisérletek szamat is, ami a teriilettel kapcsolatos eurdpai torvényhozas egyik f6 céljaként
fogalmazddott meg mostanaban.

Emberi embriondlis ¢ssejt (hESC) vonalak izolalasa vagy a szedercsirabol (morula),
vagy a holyagcesira (blastociszta) allapoti embrid belsd sejttomegébdl torténik az
egyedfejlodés 5.-6. napjan. Ezek a sejtek - komoly etikai megfontoldsokat kdvetden -
alkalmazhatéak gyogyszerfejlesztési célokra kihaszndlva két kiilonleges képességiiket: a
készséget arra, hogy osztddas utjan onmagukkal megegyezd masolatokat allitsanak eld,
vagyis az On-megujitast, valamint azt a potencialt, hogy mas sejt-formakka
differencialodjanak. A mas, in Vitro toxicitas tesztekben alkalmazott sejtvonalakhoz képest
mutatott atiitd elényeik kozé sorolhatd viszonylag magas stabilitdsuk, kontrollalt genetikai
hattertik, irdnyithaté genetikai modosithatosaguk, korlatlan proliferacios készségiik, és a
valtozatos sejttipusokkd vald differencialodasi potencidljuk. Ez utdbbi révén gyorsan
rendelkezésre 4llo forrasai lehetnek emberi szomatikus sejteknek, igéretes ¢€s gyors
alternativat nyljtva nagyszdmu sejttdmeg sziiksége esetén. Mindezeken tul az Ossejt
technologia 0j eszkozt kindl a gyogyszerek okozta nemkivanatos reakcidkban szerepet jatszo
mechanizmusok megértéséhez is, lehetdve téve az emberi szervezetre gyakorolt esetleges
toxikus hatdsok eldrejelzését.

E dolgozat egy olyan hESC alkalmazason alapul6 tesztrendszert mutat be, amelynek
célja, hogy hozzajaruljon a fejloddé idegrendszerre gyakorolt karos hatasok detektalasdhoz,
mint amilyen példaul az idegcsdé hibas fejlodése, mely az egyik leggyakoribb sziiletéskori
idegrendszeri rendellenesség. A disszertacid egy olyan emberi Gssejt alapa in vitro teszt
kifejlesztését irja le részletesen, amelynek célja a fejlodd idegrendszerrel kolcsonhatd
vegyiiletek azonositdsa. Munkank sordn kiilonds figyelmet forditottunk sejtvonalra vonatkozo

mindségi standardok kialakitasara és a sejtes modellek elfogadasi kritériumainak teljesitésére,



melyeket az illetékes hatdsagok a szabalyozas kialakitasakor a biztonsagossagi értékelésben
alkalmazott toxikolodgiai tesztek esetében igényelnek.

Az irodalomban fellelhetd szdmos protokoll koziil, melyek neurondlis sejttipussa
tortén0 sikeres differencialodasrol szamolnak be, azt a modszert valasztottuk és
optimizaltunk, amely alkalmasnak bizonyult idoben stabil médon megfeleléen nagyszamu
toxikologiai célsejt eldallitasara. A differenciacidos protokoll reprodukalhatosdgat egy
mindharom csiralemezt reprezentdlé markergén-készlet segitségével kovettiik kvantitativ PCR
(qPCR), immunfluoreszcencia ¢s flow citometrids analizis segitségével. A differenciaciot
sikeresnek tekintettiik, amennyiben a pluripotens sejtek jellemzoéjeként szamon tartott OCT4
elérehaladtaval kovetkezetes moddon megjelend overexpressziot detektaltunk ismert
idegrendszerre jellemzd gének esetén, mint a NESTIN, PAX6, MAP2, NCAM1, NEFM ¢s az
OTX2. A differenciacios protokoll tobbszori megismétlése lehetdvé tette az adatok
Osszehasonlitdsdt megengedd szik tartoméany definidlasat a génexpresszios szintek (ACt
értékek) szaméra. Osszefoglalva, a megbizhatd irodalmi forrasbol szarmazé modellt az
emberi idegrendszer kialakulasanak 1épéseit kdvetve és iddablakat figyelembe véve robusztus
€s megbizhato in vitro teszt modszerré alakitottuk.

A sejtes modell kémiai stresszhatasra valo valaszanak vizsgalata céljabodl a sejteket hat
kiilonboz6 toxikus anyag hatdsanak tettiik ki, melyeket kordbban az embrionalis fejlédésre
hatonak talaltak in vivo. Valasztott molekuldink az 5-fluorouracil, 6-aminonikotinamid,
methotrexate, retinolsav, valproinsav és a warfarin voltak. Negativ kontrollként D-mannitolt
alkalmaztunk. Az idegsejt-differencialédasra gyakorolt specifikus hatasok elemzését
megeldzdéen meghataroztuk a hatékony koncentracio tartomanyt abbol a célbol, hogy
elkeriiljiik az értékelést a citotoxikus koncentracio tartomanyban, hiszen a citotoxikus hatas
torzithatja, vagy elfedheti a vizsgdlni kivant gén-expresszidos profilt. A neuralis
differencialodas 10 napjat kovetden a kivalasztott anyagok jelenlétében az egyes anyagok
citotoxicitdsat a resazurin redukcids moddszerrel hataroztuk meg. A D-mannitolon ¢és
methotrexaton kiviil 6t anyag mutatott koncentracio fliggd resazurin redukcid gatlast a
differencialodd neurdlis prekurzor sejtekben. Mivel az alkalmazott citotoxicitds teszt nem
nyujt informacidt az idegrendszeri prekurzor sejtekre gyakorolt specifikus hatisokrol, az
egyes vegylletek okozta valtozast a kivalasztott, neuralis prekurzor marker gén készlet qgPCR
analizisével is jellemeztiik. Az mRNS expresszios szint profilokban bekdvetkezett mennyiségi
valtozadsok bizonyitottdk sejtes modelliink alkalmassagat a fejlodé magzatot fenyegetd

veszélyes anyagok azonositasaban.



Ezen felill, a toxikus anyagok hatdsmechanizmusanak megértéséhez hozzajarulva
referencia vegyliletként vizsgaltunk egy kdrnyezetszennyezo toxikus anyagot, a metilhigany-
kloridot (MeHgCl), amely ismerten felelds agyszerkezeti fejlddéstani rendellenességek
okozasaért. Annak ellenére, hogy jelentds mennyiségli adat all rendelkezésre allatkisérletekbol
¢s Japanban illetve Irakban bekovetkezett mérgezéses esetekbdl, a MeHgCl
hatdsmechanizmusa az emberi egyedfejlodés sordn még mindig nem teljesen tisztazott €s
tovabbi elemzésre érdemes.

MeHgCl-t alkalmazva 10 napon keresztiil a neurondlis prekurzorsejtek differencacidja
soran, 0,27 uM — 3,3 nM Kkoncentracio-tartomanyban az idegrendszeri differenciacidval
Osszefiiggd gének, mint a MAP2, NCAM1 ¢és NESTIN jelentés, koncentracid fiiggd
tanusdga szerint. Eredményeink arra utalnak, hogy a MeHgCl a kdzonséges citotoxicitastol
eltérd mechanizmus révén zavarja a korai idegrendszeri differenciacialodést, az egyszerl
sejthalalnal specifikusabb hatast fejtve ki a fejlédo idegrendszeri sejtekre.

A jellemz6 hatasmod felderitése érdekében transzkriptomikai analizissel elemeztiik az
expresszios valtozasokat a MeHgCI jelenlétében 10 napos idegrendszeri differencidlodason
atesett hESC-k teljes genomjan. A MeHgCl kezelés hatdsdra megvaltozott mértékben
kifejezett gének koziil a leginkdbb upregulalt transzkriptek kozé olyan gének tartoztak,
amelyek a neurogenezisért, idegsejt fejlodésért, idegsejtté torténd differencialodasban
résztvevd morfogenezisért, neuron- és mas sejtvandorlasért, a kdozponti idegrendszer, az agy,
az agykéreg (pallium) és az eldagy fejlodésért feleldsek. A leginkabb downregulalodott gének
a vérerek, az érrendszer, sziv, bor, tido és vese fejlodéséért, a ducléc sejtek fejlodésért és
differencialodéasaért, valamint az idegcsé keletkezésért és zarodasaért felelosek. Ezenfeliil
olyan, - in vivo kisérleti eredményekkel figyelemre méltd sszefliggést mutatd - , MeHgCl
altal érintett mechanizmusokat azonositottunk, mint a kalcium jelatviteli utvonal, sejtadhézios
molekulak, sejtciklus, daganatos betegségekben érintett jelatvitel, p53 és Wnt signaling
utvonalak. A két leginkdbb upregulalt illetve downregulalt gén, RELN, NPPB, CDKNZ2B, ¢és
SAMD3 tovabbi vizsgalata megerdsitette a MeHgCl koncentraciofiiggd hatdsat a neuralis
differencialodas alatt all6 hESC sejteken.

Osszegezve a MeHgCl kezelés modositotta a neurdlis differencialodas alatt 4116 hECS
sejtek sejtciklusat a cyclin D1 stimulalasdval a RELN magas expresszios szintje révén €s a
CDK4/6 inhibitor CDKN2B gatlasa kovetkeztében, a poly-comb fehérjek kozé tartozod
PRC1/2 vagy a TGFp utvonalon keresztiil. Ez a sejtek allandd sejtciklusba vald belépését

okozta, megakadalyozva ezzel a neuralis prekurzor sejtek tovabbi érését es differencidlodasat.



Altalanossagban elmondhatjuk, hogy vizsgalataink igazoltak, hogy jol leirt standard
eljarasok és szigoru mindségi szabvanyok bevezetése tamogathat minket a differenciacios
protokollok instabilitdsa révén eldérelathatd kihivasok legy6zésében. E munkaban egy olyan
Ossejtes modell kifejlesztését irtuk le, amely alapjaul szolgalhat emberi fejlodési
rendellenességeket okozo toxikus anyagok azonositasara alkalmas prediktiv in vitro
eljarasoknak. Tudomasunk szerint az itt kozolt kisérletsorozat az elsd olyan munka, amely
neuralisan differencialodd hECS sejteket kombinalt “omics” technikaval abbdl a célbdl, hogy
fényt deritsen a MeHgCl hatdsmechanizmusara. Miutan sejtes rendszeriinket megfeleléen
érzékenynek talaltuk az mRNS szinteknek qPCR-rel még alacsony MeHgCl koncentracioknal
is mérhetd valtozasai alapjan, a sejteket tovabbi transzkriptomikai elemzésnek vetettiik ala.
Azonositottunk tovabba olyan lehetséges biomarkereket, amelyek a MeHgCl toxicitasnak a
neuronalis prekurzor indukcidval vald Osszefiiggésére utalnak. Elséként taldltunk
Osszefiiggést a MeHgCl emberi idegrendszer fejlédésére gyakorolt in vitro mérhetd
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kothetok és az in vivo tapasztalt hatasok kozott, mint a neuralis migracio és sejt ciklus zavarai.
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