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Attorések és kihivasok az Gssejt-kutatasban

A probléma felvetése

Az elsé human embriondlis dssejt vonalakat 1998-ban allitottak el mesterséges
megtermékenyités utjan létrehozott embridkezdeménybdl. Ezek a korlétlan osz-
tédasi és differencidlodasi képességgel rendelkezd, ugynevezett pluripotens sej-
tek, melyek a napjainkban egyre nagyobb szereppel bir6 sejtterdpia Uj eszkdzévé
valhatnak. Felfedezésiik 6ta ugyanakkor folyamatosan napirenden vannak az
embrionalis Ossejtek felhaszndldsaval, kutatdsdval kapcsolatos jogi és etikai ag-
gilyok. Az elmult évtizedben azonban olyan forradalmi technoldgia sziiletett,
ami lehetévé teszi szinte barmilyen testi sejt visszaprogramozdsat pluripotens
allapotba embridk felhaszndldsa nélkiil. Az igy létrehozott sejteket nevezziik
indukélt pluripotens Ossejteknek. Ennek a tanulmdnynak a célja attekinteni a
pluripotens Ossejtek eldallitdsanak mddozatait, tovabba felvdzolni e mindentud6
sejtek jelen és jovObeli szerepét a kutatdsban és a sejtterapidban.

Bevezetés

Napjainkra egyre ismertebbé valnak a kiilonféle szerveket, szoveteket felépitd
sejttipusok. Arrdl is egyre tobb informdcidnk van, hogy egy adott sejttipus mi-
lyen eld-alakokbdl (progenitorokbdl) és milyen kezdeményez6 jelzések hatdsara
jon 1étre az embriondlis és posztembriondlis fejlodés sordn. Ha ismerjiik a szer-
vezetiinket mitkodtetd sejtek fejlodésének belsé szabdlyzoit, akkor megvan a
remény arra, hogy mesterséges koriilmények kozott is 1étre tudjunk hozni ilyen
sejtféleségeket. Ezeket visszajutatva a beteg szervezetébe lehetségessé vilik a
hibés szerv regeneraldsa, funkcidjdnak helyredllitdsa. A jovo orvosldsdnak egyik
igéretes fokuszteriilete a regenerativ medicina (helyredllité gy6gydszat), mely a
karosodott szervek helyredllitdsit/regenerdldsat célozza. A regenerativ medici-
nan alapuld sejtterdpids eljardsokhoz legigéretesebbnek jelenleg az Ossejtek,
vagy a beldliik irdnyitottan létrehozott érett sejtek tlinnek.

Az 6ssejtek olyan differencidlatlan sejttipusok, melyek képesek adott szdvet
vagy szerv, sOt az embridgenezis sordn akdr az egész szervezet 1étrehozdsdra,
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illetve regenerdlasara. Az Ossejtek két legfontosabb tipusa a pluripotens és a
szoveti Ossejtek csoportja. A szoveti Ossejtek a kifejlett él6lény szerveiben is
fellelhetdk. Ez az Ossejt-tipus behatdroltabb fejlddési potencidllal rendelkezik
(multipotens vagy unipotens), tehit csak az adott szovet vagy szerv létrehozasa-
ra, regenerdldséara képes. Péld4ul az izom dssejtek a vdzizmot hozzédk 1étre vagy
potoljék; a vérképzo Ossejtek a vér alakos elemeit termelik; a bOrhdm Ossejtjei a
hamréteg sejtjeit regenerdljadk. A masik csoportba a szélesebb fejlddési képes-
séggel rendelkezd, pluripotens Ossejtek tartoznak, ezek legismertebb tipuscso-
portjat az embriondlis dssejtek alkotjak. A pluripotens jelleg azt jelenti, hogy
ezekbdl a kiindulé sejtekbdl a szervezet szinte minden sejt- €s szovettipusa létre-
johet, igy beldliik idegsejtek, izomsejtek, vagy akar méjsejtek is kifejlddhetnek.
Ebben a kozleményben elsOsorban a pluripotens Ossejtek lehetséges szerepét
mutatjuk be a sejtterdpidban, illetve az orvos-bioldgiai kutatasokban. Ismertetjiik
azokat a felfedezéseket is, melyek lehetdvé tették az ilyen sejtek hatékony 1étre-
hozasat.

Az embriondlis dssejtek felfedezése

Az embriondlis Ossejteket angolul ,,embryonic stem” sejteknek, roviden ES sej-
teknek nevezik. Egér ES sejteket elsOként Martin Evans és Matthew Kaufman,
illetve ezzel pdrhuzamosan Gail Martin 4llitott el8 t5bb mint 30 évvel ezeldtt.'
Egér embriondlis Ossejteket bedgyazddds eldtti (pre-implantdcids) embridkez-
deménybdl lehet 1étrehozni, a fejlddésnek ezt a stddiumdt blasztociszta (hdlyag-
csira) allapotnak nevezziik. A blasztociszta kiilsé sejtrétegét trofektodermédnak
nevezziik, e sejtek nem vesznek részt a késobbi magzat kialakitdsdban, viszont
ebbdl fejlodik ki a méhlepény nem anyai eredetli rétege. A blasztociszta belsejé-
ben talalhato, belsé sejttomeget embricsoménak nevezik. A késdbbi magzat az
embriécsomé pluripotens sejtjeibdl fejlodik ki, de ugyanezekbdl hozhaték 1étre
az ES sejtek is.

Az egér Ossejtek létrehozdsat kovetden emberi embriondlis dssejteket csak
tobb mint egy évtizeddel késébb, 1998-ban sikeriilt eldéllitani James Thomson
munkacsoportjdnak. A humédn ES sejtek 1étrehozdsa sordn a blasztocisztabol
izolaltdk az embridcsomot, és ezeket novesztették tovabb sejttenyészetben. A
human embriondlis dssejtek 1étrehozdsa hatalmas publicitast kapott. Sokan mér-
foldkonek tekintették ezt a felfedezést mivel itt mar nem ,,egyszeril” egér sejtek-
rdl volt sz6, hanem humén pluripotens sejtekrdl, ami 4j lehetdséget nyitott a
regenerativ medicina teriiletén.

Humdn embriondlis ossejtek létrehozdsa sejtmag transzferrel

A human ES sejtek felfedezését kovetden azonnal felmeriilt e pluripotens sejtek
terapids hasznositdsanak lehetdsége. Gyogyitd célu felhaszndldsukkal kapcsolat-
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ban ugyanakkor tobb probléma is felmeriilt. Kiemelkedd ezek koéziil annak kér-
dése, hogy kinek a sejtjét hasznaljak fel. Természetesen olyan Ossejteket lenne
legcélszerlibb létrehozni, melyek a beteg genetikai tulajdonsdgait hordozzak.
Ennek az az eldnye, hogy az ilyen dssejtekbdl szdrmazo differencidlt sejtekkel
autoldg transzplanticiét lehet végrehajtani, s kozben nem kellene tartani a sejtek
kilokddésétdl/gyors eliminéldsitdl a genetikai kiillonb6z6ség miatt. J61 ismert,
hogy adott él6 szervezetben a genetikai informacid, néhany kivételtdl eltekintve,
minden sejtben azonos. A sejtek kozotti kiillonbség nem genetikai hanem
epigenetikai kiilonbségekre vezethetd vissza, ami leegyszeriisitve azt jelenti,
hogy a kiilonféle sejtekben mas-mds gének illetve DNS szakaszok vannak aktiv
allapotban. A pluripotens Ossejtekre is jellemzd egy sajatos epigenetikai allapot;
a kérdés sokdig az volt, hogy a differencidlt sejteket vissza lehet-e programozni
ebbe az alapallapotba.

Mair az 6tvenes-hatvanas években vizsgdlni kezdték, mi torténik akkor, ha
testi sejtek magjat visszajuttatjak a fejlodés kiindulasi pontjat jelentd petesejtbe,
amibdl rdaddsul eldzetesen eltavolitottdk a sajat sejtmagjat (enuklealt pete). John
Gurdon brit tud6s megfigyelte, hogy Xenopus laevis békafajban ebihalak bélham
sejtjeit visszajutatva a megfeleld fejlddési fazisban 1évd enuklealt petébe azok
életképes békava fejlodtek. Ez az eredmény arra utalt, hogy mar viszonylag dif-
ferencidlt (érett) sejtek is képesek visszaprogramozédni Gssejt dllapotba.’ E fel-
ismerés fontossigat jelzi, hogy 2012-ben John Gurdon-t, Shinya Yamanaka-val
kozosen (lasd késobb) orvosi Nobel-dijjal jutalmaztdk a sejtek visszaprogramo-
zasanak felfedezéséért. A kétéltiieken végrehajtott sikeres sejtmag-transzferek
alapjan szerzett ismeretek régdta részét képezik a fejlédésbioldgiai tankonyvek-
nek, ugyanakkor a kutaték tilnyomd tobbsége szkeptikus volt a tekintetben,
hogy a sejtmag-visszaprogramozds megvaldsithat6-e emlds sejtekben. A tudo-
manyos vildgnak 1997-ig kellett varni, amikor is Ian Wilmut és munkatarsai
létrehoztak az elsé klénozott emldst, a Dolly baranyt.* A juhokon végzett sikeres
sejtmagtranszfert kovetéen mds emlds fajoknal — példaul teheneken, kecskéken,
sertéseken és egereken is — sikeriilt alkalmazni ezt az eljarast és megsziilettek a
kiilonféle klénozott dllatok.” A klénozott emlésallatok eldallitasaval parhuzamo-
san természetesen felmertiilt az emberi kl6nozas lehetdsége is. Lényeges hangsu-
lyozni, hogy mind a kutat6 k6zosség, mind a tdrsadalom tilnyomoé része ellenzi
a human reproduktiv klénozéast. Az emberi reproduktiv klénozas helyett ugyan-
akkor felmeriil egy masik lehet0ség, amit terdpids klonozasnak neveznek. Itt a
cél implanticié eldtti embridkezdemény létrehozédsa sejtmagtranszferrel, majd
ebbdl pluripotens embriondlis sejtek kinyerése és esetleges terdpids felhasznala-
sa. Emberi sejtekkel sokdig sikertelen volt a sejtmagtranszfer megvaldsitasa. A
legtijabb eredmények szerint viszont valéban lehetséges a petesejt sajat sejtmag-
janak az eltavolitdsa mellett, mas testi sejtbdl 1étrehozni életképes blasztocisztat
és ebbsl humdn ES sejtvonalakat.’ Ezek a sikeres kisérletek még megerdsitésre



86 SZATMARIISTVAN

varnak, mindenesetre az eredmények arra utalnak, hogy a biotechnolégia elébb-
utobb képes lesz pluripotens ES vonalak eldallitdsara humdn sejtmagtranszferrel.

Ha eltekintiink ennek az eljardsnak az etikai vonatkozésaitdl (a létrehozott
blasztocisztakat fel kell dldozni), akkor is van egy komoly praktikus akadaly,
ami korldtozza a petesejt alapd technoldgidk elterjedését. Kisérleti dllatokbol
viszonylag egyszerli tetszdleges szamu és megfeleld fazisban 1évd petesejtet
kinyerni, ugyanakkor emberek esetében ennek korlitai vannak. Az Egyesiilt
Allamokban nemrégiben onkénteseket prébaltak toborozni petesejt gyiijtéshez,
79 megfeleld jelentkez6 koziil végiil csak egy holgy vallalkozott kutatdsi céld
petesejt adoményozdsra.” A sejtmagtranszferen alapul technolégia megkeriilhe-
tetlen kérdése a human petesejt limitdlt mennyisége és hozzaférhetosége. Mind-
ezek miatt a sejtmagtranszferen alapuld sejtprogramozds csak korldtozottan al-
kalmas emberi pluripotens 6ssejtek eldallitasara.

Szomatikus sejtek visszaprogramozdsa
pluripotens dssejtekké transzkripcios faktorokkal

A kétezres évek kozepén viszont valéban kifejlesztésre keriilt egy olyan techno-
l6gia, ami forradalmasitotta a human pluripotens sejtek eldéllitdsat. Shinya
Yamanaka japan kutaténak tdmadt az az otlete, hogy a differencidlt testi sejtek
talan nem csak petesejttel, hanem ES sejt specifikus génjeivel is visszaprogra-
mozhaték embriondlis allapotba. Takahashi és Yamanaka 2006-ban publikalt
kisérletiik sordn 24 embriondlis dssejtre jellemzd genetikai tényezdt vizsgaltak
meg egér kotdszoveti sejtekben. Szisztematikus analizissel feltartdk, hogy a dif-
ferencialt kotdszoveti sejtekben az Ossejtszerii dllapot eléréséhez a kivdlasztott
24 koziil elegendd 4 transzkripcids faktor (Oct4, Sox2, Klf4 és a c-Myc) egyide-
jli bekapcsoldsa.® Ma mar ezeket a szabilyozé fehérjéket Yamanaka-
faktorokként emlegeti a tudomany. E négy faktorral 1étrehozott sejteket indukalt
pluripotens Ossejteknek nevezték el, az angol elnevezés roviditése alapjan iPS
(;,induced pluripotent stem”) sejteknek hivjuk 6ket. A késdbbiekben igazolast
nyert, hogy nemcsak egér, hanem humadn sejtek is visszaprogramozhatdak, to-
vabba a kotdszoveti sejteken kiviil a legtobb osztéddsra képes testi sejt is vissza-
alakithat6 a négy Yamanaka-faktorral. Vitathatatlan, hogy a bioldgiai tudomé-
nyok terén az elmult években ez a felfedezés kapta a legnagyobb publicitast. A
téma fontossdgdt jelzi, hogy 2012-ben John Gurdonnal megosztva Shinya
Yamanaka kapta az orvosi-élettani Nobel-dijat.

A transzkripcids faktorok segitségével 1étrehozott dtprogramozas lehetdvé te-
szi pluripotens sejtek generdldsdt humédn embridk elpusztitdsa nélkiil, s ehhez
elegendd akdr egy bordarabbdl szarmazd, néhany életképes sejt. Az iPS techno-
l6gia lehetOséget teremt pluripotens sejtek hatékony létrehozdsara betegbdl
szdrmazd sejtekbdl is. Az indukalt pluripotens Ossejtek felfedezését kovetden
azonnal elindult a taldlgatds, hogy ezek a sejtek mennyire hasonlitanak az emb-
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riondlis Ossejtekre, illetve mennyiben egyenértékiiek azokkal. Az ES-iPS azo-
nossag napjainkban is erdteljesen vitatott kérdéskor, s valdszintlileg a jovoben is
lesznek pro és kontra érvek. George Daley az embriondlis Ossejt kutatds egyik
legismertebb képviseldje ugy véli, hogy az ES és az iPS sejtek kozott nincsenek
jelentds killonbségek. Valdjdban 6nmagukban az ES, illetve az iPS sejtek sem
tekinthet6k homogénnek, hiszen ezek kozott a sejtvonalak kozott is lehetnek
eltérések, tehat e kétféle pluripotens sejttipus egy kontinuumnak is felfoghato.’

Pluripotens sejtek felhaszndldsa a sejtterdpidban

A pluripotens Ossejtek eldallitasa tehit forradalmi 4talakuldson ment keresztiil az
elmult években. Adddik a kérdés, hogy e sok kutatdsi eredménybdl mi haszno-
sult eddig a klinikai sejtterdpids kezelések sordn. A huméan embriondlis 6ssejtek
terdpids alkalmazasdnak kiakndzasdban 1ttord szerepet jatszott a Geron Corpora-
tion nevil amerikai biotechnoldgiai véllalat. A human ES sejtek felfedezését
kovetden e cég szdmtalan protokollt dolgozott ki kiilonféle funkciondlis sejtek
létrehozasara ES sejtekbdl. Tobbek kozott sikeriilt eldallitaniuk oligodendrocita
progenitorokat (GRNOPCI1), melyek terdpids célra is bevezetésre Kkeriiltek.
Ezeknek a sejteknek fontos szerepiik van a kdrosodott idegrostok regenerdlasa-
ban. Gerincsériilt patkdnyokon végzett kisérletek tanulsdga szerint helyileg bein-
jektalt human ES eredetti oligodendrocita-progenitor sejtek jelentdsen javitottak
az dllatok motoros funkciéit.'” Tobb fiiggetlen pozitiv preklinikai vizsgélatot
kovetéen 2010-ben a Geron engedélyt kapott human embriondlis Ossejt alapi
sejtterdpidra. 2011-ben a cég mar eldzetes eredményekrdl is beszdmolt, két ge-
rincsériilt beteg adatait felhaszndlva kideriilt, hogy a sejtes kezelésnek mellékha-
tdsai nem jelentkeztek. Ezt kovetOen sokkoléan érte a tudomanyos kdzosséget,
hogy a Geron 2011-ben felfiiggesztette az ES alapu sejtterdpiat. Az indok szerint
a biotechnoldgiai véllalat til dragdnak taldlta a sejtterdpids kezeléseket, ezért
tigy dontott, inkdbb més gydgyszerfejlesztésekre csoportositja 4t forrasait.''

A gerincsériilések mellett a masik ES sejt alapu klinikai gydgydszati technika
a szemideghdrtya, a retina degenerdlddédséat okozd betegségeket probalja gyogyi-
tani embriondlis Ossejt eredetli produktumokkal. Ezekhez a vizsgdlatokhoz hu-
man ES sejtekbdl létrehozott pigment epithel sejteket (retinal pigment
epithelium, RPE) hasznaltak. Ha az RPE sejtek degenerdlédnak, akkor az adott
szemfenéki teriileten a retina elhaldsa is bekovetkezik, mivel ezek taplaljak az
ideghartyat. Eddig két betegnél torténtek publikélt vizsgalatok: négy honappal a
kezelés utdn mindkét személynél a latds javulasat figyelték meg, s6t az egyik
betegnél egyértelmiien bizonyitast nyert, hogy az dssejt eredetii RPE sejtek ki-
mutathatéak a szemfenéken.'> Ezek a megfigyelések biztatéak, de lényegesen
hosszabb iddperiddust feldleld és nagyobb szamu vizsgélatra lesz sziikség annak
eldontésére, hogy valdban biztonsdgosak és hatékonyak-e az ilyen tipusu kezelé-
sek.
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Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni e korlatozott szamu klinikai vizsga-
latbol? Fontos kiemelni, hogy az ES sejt alapu sejtterdpia még kisérleti fazisban
van, mivel nehéz teljesen tiszta sejtpopuldciét megfelelé mindségben és repro-
dukdlhat6 moédon létrehozni humén pluripotens 6ssejtekbdl. Figyelembe kell
venni az ilyen vizsgdlatok horribilis koltségeit is. Humdn vizsgalatok céljara
sejteket nem lehet szokvanyos sejttenyésztd laboratériumban létrehozni, hanem
ehhez dgynevezett GLP (good laboratory practice) koriilményeket kell biztosi-
tani. Mégis a legfontosabb korlétja a pluripotens sejtek alkalmazasédnak a félelem
a nem vért sejtburjdnzds, daganatképzddés miatt. Ismert tény, hogy ha differen-
cidlatlan ES/iPS sejteket visszainjektdlunk kisérleti dllatokba, az Ossejtekbdl
daganatok, dgynevezett teratomak fejlédnek ki. Ezzel szemben, ha a pluripotens
Ossejteket valamilyen fejlodési irdnyba atalakitjuk, elvesztik tumorképzo sajat-
sagukat. A legtdbb vizsgilat eredménye szerint az ES sejtek differencidlédasa-
nak hosszitdl és hatékonysagatol fiigg, hogy megmarad-e vagy sem a sejtek
daganatképz0 sajitossdga. Ugyanakkor nagyon nehéz eldonteni, hogy a terapids
célbdl haszndlni kivant ES eredetli sejtek 100%-a atalakult-e, nem tartalmaznak-
e daganatképzd formdkat. Mindezek a kétségek jelentésen hozzdjarultak ahhoz,
hogy mindeddig csak korldtozottan indultak el pluripotens dssejtek felhasznala-
sdn alapul6 sejtterdpids kezelések. A jelenleg futd tobb mint szdz sejtterdpids
klinikai vizsgélat koziil csak hdromnal alkalmaznak ES eredett sejteket. A vizs-
gdlatok dontd részéhez a biztonsdgosabbnak tekintett, bar korlatozottabb fejlodé-
si képességli szoveti Gssejteket hasznaljak."

Pluripotens dssejtek mint kutatdsi eszkozok

A pluripotens sejtek klinikai kiprébéldsa tehdt jelenleg csak néhdny vizsgdlatra
korlatozédik, s valdszintileg az elkdvetkezd években sem lesznek tomeges
ES/iPS alapt sejtterapidk. A klinikai kezelésekkel ellentétben, a kutatdsban vi-
szont val6ban gyokeret vert ezeknek a sejteknek a haszndlata. Napjainkban mér
nem csak az Ossejt-kutaték, hanem szinte minden sejtbiolégidval foglalkozé
laboratérium tenyészt pluripotens Ossejteket. Ezek a sejtek fontos eszkozok a
korai embridgenezis megértéséhez; segitségiikkel nyomon lehet kovetni a fejlo-
do sejtek 4talakuldsit. A fejlodésbioldgiai vizsgalatokon tilmenden az egér ES
sejteknek a transzgenezisben betdltott szerepe jelenti a masik teriiletet, ahol e
sejtek széles korben hasznositdsra keriilnek. A transzgenezis lehetdvé tette a
kisérleti allatok — foleg egerek, de ma mar patkdnyok — genetikai atalakitasat is,
ami megnyitotta az utat génhidnyos allatmodellek 1étrehozasara. Ezzel lehetdvé
valt szdmtalan emberi betegségmodell 1étrehozasa kisérleti allatokban.

Az iPS sejtek bevezetésével viszont a human pluripotens sejtek felhasznéldsa
is mind szélesebb korben terjedt el. Az utébbi években mind tobb és tobb labora-
tériumban hoznak létre iPS sejteket a legkiilonb6z6bb betegségekben szenvedd
betegek sejtjeibdl. Feltételezhetd, hogy az igy létrehozott iPS sejtek tilnyomo
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része nem keriil sejtterdpids bevezetésre, de a betegspecifikus dssejtek olyan
lehetdséget biztositanak, amirdl kordbban a kutaték dlmodni sem mertek. Mivel
az indukalt pluripotens 8ssejtek minden irdnyba atalakithatok, igy mindenki 1étre
tudja hozni az altala vizsgalni kivant sejttipust iPS sejtekbdl, és lehetové vilik az
adott betegségben érintett sejtféleségek tiizetes tanulminyozésa. Példaul szivbe-
tegeknél szivizomsejteket, az idegrendszert érintd betegségeknél neuronokat,
izomsorvadasban szenvedd betegeknél pedig izomsejteket lehetett 1étrehozni
olyan iPS sejtekbdl, melyek genetikailag azonosak az adott beteg sejtjeivel. Az
igy elddllitott betegség- modellek lehetdvé teszik kiilonféle gyégyszerek teszte-
1ését, illetve az adott betegség pathomechanizmusanak jobb megértését. Mindez
Uj tavlatokat jelent a betegségek megismerésében, illetve a gyogyszerek tesztelé-
sében.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a pluripotens dssejtek szinte mar nélkiiloz-
hetetlenek a modern molekuldris sejtbioldgiai kutatdsokban, illetve egyre kiter-
jedtebben hasznalhat6k betegségmodellek kialakitdsa sordn. Ugyanakkor tovdbbi
ismeretekre kell szert tenniink, hogy kell6en ellendrizni tudjuk e sejtek 4talakita-
sanak a folyamatat, ami majd lehetdvé teszi a kiilonféle altipusd és aktivitasu,
differencialt sejtek elddllitdsat ezen Ossejtekbdl. Az dssejt-kutatok reményei
szerint a jovoben az igy létrehozott sejtek sejtterdpids célbdl is egyre inkdbb
bevezetésre keriilhetnek.
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