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2. BEVEZETO

Munkam elsddleges célja a human cerebellum pluripotens Ossejtekbdl eléallithatdé organoid
modelljének létrehozdsa ¢és karakterizdlasa volt. A human cerebellum szerkezetében,
Osszetételében és méreteiben nagy mértékben eltér barmely mas faj hasonld agytertiletétol, igy
elképzelésiink szerint a cerebellumot érintd ataxidk pathomechanizmusanak vizsgalatat és
ezaltal 0 terapias célpontok felfedezését segitheti el6 a humén cerebellaris organoidok

hasznalata ezen betegségcsoport modellezésére.

2.1. Human pluripotens 6ssejtek

Az Ossejtek olyan specidlis funkcioval még nem rendelkezd sejtek, amelyek korlatlan
onmegujulasra képesek azaltal, hogy osztddassal onmagukhoz hasonld sejteket hoznak létre.
Megfeleld szigndlok hatasara azonban az Ossejtek specifikus funkcioval rendelkezd szdveti
sejtekké képesek alakulni. Ezt a folyamatot nevezziik differenciacidnak. Az embrionalis
fejlédés soran kiilonbozd tipusu dssejtek figyelhetok meg, melyeknek a fejlédés elérehaladtaval
a differenciacios potencialjuk csokken.

A totipotens dssejtek még képesek az dsszes testi szovet kialakitasan kiviil az extraembrionalis
szoveteket is 1étrehozni (1), mig erre a pluripotens ¢ssejtek mar nem képesek, bel6liik csak az
Osszes testi sejt tud kialakulni. A multipotens dssejtek még kisebb potenciallal rendelkeznek,
csak szovetspecifikus sejtekké képesek alakulni.

A nyolcsejtes holyagcsira allapot egy sejtjebdl 1étrehozhatd human embrionalis dssejt (human
embryonic stem cell, hESC) vonalak pluripotens potencialuak, hasonldoan az indukalt
pluripotens Ossejtekhez (human induced pluripotent stem cell, human indukalt pluripotens
Ossejt, hiPSC), melyeket testi sejtekbdl allitanak eld visszaprogramozdssal. A
visszaprogramozas a pluripotens Ossejt allapotra jellemzd transzkripcids faktorok (OCT4,
SOX2, KLF4, c-MYC) testi sejtekbe torténd bejuttatasaval €s ott azok atmeneti, emelt mértékii
kifejeztetésével érhetd el (2).

A pluripotens allapot igazolasara szamos széles korben elfogadott marker 1étezik, melyek
lehetnek akar sejtfelszini molekulak (SSEA3, SSEA4, TRA1-60 TRA1-81, E-Cadherin), akar
transzkripcios faktorok (Nanog, OCT3/4 és SOX2) (3). Tovabbi bizonyitéka a kiindulasi sejtek
(ektoderma, endoderma, mezoderma) jellemzd sejttipusokat létrehozni. A differenciacio

folyamata megfelel6 novekedési faktorok alkalmazdsaval iranyithatéva valik, és ma mar
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képesek vagyunk gyakorlatilag korlatlan mennyiségben 1étrehozni olyan sejtkultarakat Petri-
csészében, amik egy adott szdvetre jellemzd sejttipusokat vagy akar nagy tisztasagban csak
egyféle sejttipust tartalmaznak (4). Azonban a hagyomanyos 2 dimenzidos (2D)
sejttenyészeteknek erds korlatjai vannak, mivel az adott szerv strukturalis komplexitasat (pl.:

agyszovet), igy a valos fiziologias kornyezetet nem képesek utdnozni.

2.2. Agyi organoidok

A human agy fejlodésének, mikodésének és elvaltozas esetén a betegség mechanizmusanak
megértéséhez fontos olyan modellrendszereket hasznalnunk, amik a lehetd legpontosabb
modon képesek lemasolni a human agy komplexitasat és struktarajat. Gyakran hasznalt modell
a ragcsalo, azonban amig az emberi agy tomege megkdzelitdleg 1300-1400 g és kortilbeliil 86
millidrd neuront tartalmaz, addig egy egér agy nagyjabol 0,4 g és koriilbeliil 71 millié neuront
tartalmaz (5). Kiilonosen nagy eltérést mutat a human és a ragcsaldo cerebellum, ami a
neuronban legstirlibb teriilete az agynak. A cerebellumban taldlhatd a human agy
neuronalloményanak 80%-a, mig egér esetében ez csak 60%, ezen kiviil pedig a neuronok
kiilonboz6 tipusainak eloszlasa is meglehetdsen eltér a két faj kozott (6). Példaul mig egérben
a szemcse sejtek és a Purkinje neuronok aranya 200:1-hez, addig a human cerebellumban ez
3000:1-hez (7), valamint az egyik cerebellaris progenitor zona, a ventrikularis zoéna (VZ) is
csak huménban valik szét ventrikularis és szubventrikuléaris zéndra (SZVZ), semmilyen mas
fajban ez nem figyelhetd meg (6). Ezek miatt fontos olyan modellrendszerek kidolgozasa,
amelyek az emberi agy Osszetettségét és szerkezeti felépitését az allatmodelleknél jobban
tiikkrozik.

Az agyi organoidok magukban foglaljadk a 2D humdan sejttenyészetek és az allatmodellek
pozitivumait: pluripotens Ossejt eredetliek, tehat elméletileg korlatlan mennyiségben
eldallithatok, tovabba az egyes agyteriiletekre jellemzd sejttipusok részben vagy egészben
onszervezOdo struktirakban alakulnak ki, ezéltal reprodukalva az agy bizonyos strukturalis és
sejtes aspektusait.

tengelyeken torténd szabalyzéas. A fibroblaszt ndvekedési faktor (fibroblast growth factor,
fibroblaszt novekedési faktor, FGF), a Wingless (Wnt) és a retinol sav az anterior-poszterior
iranyu fejlodést szabalyozzak. A dorzalis-ventralis iranyu fejlédést a Sonic Hedgehog (SHH),
Wnt ¢és a morfogenetikus csontfehérjék (bone morphogenetic proteins, morfogenetikus

csontfehérjék, BMPs) szabalyozzak (8). Ezeket a novekedési faktorokat az organoidon beliil a



crer

illetve aktivatorok és inhibitorok alkalmazasaval reprodukalhato in vitro a folyamat (9). Példaul
a CHIR99021 kismolekula aktivalja a Wnt jelatviteli utat, ami a neuroepithélium kialakulasast
dozisfiiggd modon szabalyozza.

Létezik organoid protokoll az eléagy (10), a kozépagy (11)(12) és az utdagy (13) modellezésére
is, bar leginkabb az eldagyat leképezd kortikalis organoid modellek hasznélata terjedt el, mivel
szamos neurodegenerativ betegség, mint példaul a frontotemporalis demencia érinti ezt a részét
az agynak (14). Ez a modellrendszer képes reprodukalni ventrikularis, kamraszeri struktirakat,
a felszini (SATB2), és a mélyebb rétegekben talalhaté neuronok (CTIP2) markereinek
expresszidjaval (14).

A cerebellum jellemz6en kevesebbet tanulmanyozott agyteriilet, mégis az els6 organoid modell
par évvel a kortikalis modellek megjelenése utan kidolgozasra keriilt (15). Ezen modell
esetében azonban a Purkinje sejtek éréséhez még sziikség volt egérbdl szdrmazd primer
sejtekkel ko-kultiraban tartani az organoidokat.

A hatékony cerebelléris indukciét mar azonban ez a protokoll is az SB431542, FGF2, FGF19
¢s SDF1 egymas utani hozzaadasaval valtotta ki. Az SB431542 gatolja a transzformalo
novekedési faktor-p (TGF-B) receptort, ezaltal gatolja a mezodermalis iranyu differenciaciot és
eldsegiti a neuroektoderma kialakulasat. Az FGF2 az FGF1 alcsaladba tartozik, az agyi fejlédés
soran alacsony szinten expresszalodik a kiilsé-, és belsé szemcse sejtek rétegében, és a
Purkinje-sejtekben. F6 funkcioja a neuroepitelialis szovet kaudalizacioja (16)(17). Ezekbdl az
okokbol ennek a két molekulanak az alkalmazasa elengedhetetlen a differencidlodas elsd
napjaiban, ugyanis ezek fogjak eredményezni a k6zEépso-, hatséagyi teriiletet, amibol a késdbbi
cerebellaris agyszovet fog kifejlédni (16). Az FGF19-et a kozéps6 hatso agyi struktarak
polarizacidjanak elésegitésére hasznaljak, ami ezaltal eldsegiti az agyi progenitor zonak
kialakulasat (18)(19), mig az SDF1 (stroma cell-derived factor 1) eldsegiti a neurogenezis soran
A Muguruma et al. protokollt két masik csoport is tovabbfejlesztette (21)(22). Nayler et al. 90
napig tartotta levegd-folyadék hatarfeliileten kialakitott tenyészetben az organoidokat, igy
elérve a Purkinje neuronok megfelel6 érését egy olyan rendszerben, ahol mar nem volt sziikség
egér primer sejtekre. Ezek az organoidok az érett Purkinje neuronokon kiviil a cerebellumra
jellemzd szemcse sejteket €s Bergmann glia sejteket is tartalmaztak mar a differenciacio 90.
napjan. Silva et al. egy bioreaktor segitségével alkalmassa tette a protokollt nagy mennyiségi
organoid egyszerre, jol reprodukalhaté modon torténd eldallitasara (16). A protokoll 50. napra

még nem, de 80. napra mar eredményez asztrocita (GFAP) és érett neuron (MAP2) sejteket,
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viszont érett Purkinje neuronokat csak 2 dimenzidsra szétdisszocialt organoidok esetében
tudtak eléallitani (23).

Egy harmadik csoport pedig kimutatta, hogy az altaluk eléallitott kortikalis organoidok a
cerebellumra jellemzd sejteket is tartalmaznak, és ezaltal a cerebellumot érintd patologias
elvaltozasok vizsgalatara is alkalmasak lehetnek (5). Ebben a modellben mar a differenciacio
25. napjan megjelent a MAP2 pozitivitds, és 50. napra mar GFAP pozitiv sejtek is
kimutathatéak voltak. Mivel azonban a kortikalis asztrocitdk és a cerebelldrisak nehezen
megkiilonboztethetdk, igy Bergman glia sejtek jelenléte nem volt kimutathatd. Mindenesetre
ez volt az els6 modell, aminél kihasznaltak a szerzék a hiPSC-kben rejld lehetdséget, €s az
egészségesen kivill egy oOrokletes betegségben, a Machado-Joseph korban (3-as tipust
spinocerebellaris ataxia) szenvedd pdaciensbdl visszaprogramozott sejtekbdl is létrehoztak

organoidokat.

2.3 A cerebellum fejlodésére jellemzo marker fehérjék

A cerebellum a GBX2" utdagybol két progenitor zona kialakulasaval kezd kifejlédni (21). Az
egyik a mar korabban emlitett VZ, a masik a rombikus ajak (rthombic lip, RL). Mindkét zona
sejtjei expresszaljak az altalanos neuroepitél markert, a SOX2-t (SRY-box Transcription
Factor, SRY-box transzkripcios faktor) (24). A RL glutamaterg neuronokat hoz 1étre, melyek a
szemcse sejtek, az unipolaris kefesejtek, és a glutamaterg kisagyi mélymagvak (9)(21). A PAX6
transzkripcios faktor a radialis gliasejtek markere a szemcse sejtrétegben (25). A VZ-bol
keletkezik az OLIG2" SZVZ, abbdl pedig a GABAerg neuronok, mint amilyen a Purkinje
neuron is és a legtobb glia tipus, mint példaul a radialis glia sejtek.

A Purkinje sejtek progenitorainak megjelenését a KIRREL2 (Kirre Like Nephric Family
Adhesion Molecule 2, Kirre tipust nefrikus csaladba tartozé adhézios molekula 2) fehérje
jeloli, mig a Purkinje sejtek érését egy késobbi marker fehérje, a Calbindin megjelenésével lehet
kimutatni (9)(21). Altalanos neuronalis marker a mikrotubulus-asszocialt fehérje 2 (MAP2),
ami érett neuronok dendritjét jelolo fehérje (5). Az érett neuronok tovabbi azonositasara a NeuN
fehérje is alkalmas, ami a gerincesek idegrendszerének minden részében megtalalhatd. Erdsen

konzervalt fehérje, festddése mas lehet bizonyos betegségek esetén (26).

crer

specifikus Bergmann glia sejtek is. Ezek kimutatasara az S100Beta markert alkalmazzak (29),
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mig asztroglia (asztrocita) sejtek altalanos kimutatasara a SOX9 vagy a GFAP fehérje markerek
hasznalhatok (5)(29)(30). Az asztrocitak f6 feladata a neuronok metabolikus és fizikai
tamogatasa (30)(31)(32), azonban ennck a timogatod funkcionak a sériilése révén vagy akar
karositd hatastiva valva szamos neurodegenerativ betegség patomechanizmusaban szerepet

jatszanak (29).

2.4. Cerebellaris ataxiak és modelljeik

Szamos tipusa létezik a cerebellumot érintd ataxidknak. Ezek lehetnek orokletesek vagy
szerzettek, példaul fertézéses megbetegedések, feji traumak, de akar alkohol, gyogyszerek és
méreganyagok is kivalthatjadk. Az oOrokletes ataxidk lehetnek autoszomalis domindns
(spinocerebellaris ataxia) vagy recesszivek (Friedreich's ataxia, RFC1-hez kotott ataxia, ataxia-
telangiectasia, Wilson’s disease).

A spinocerebellaris ataxia (SCA) egy heterogén betegség csoport, amely szamos
neurodegenerativ megbetegedést foglal magaban, és ma mar tobb, mint 40 génrdl ismert, hogy
annak mutacidja SCA-t okoz (33). A betegség f6 mechanizmusai kozé tartozik tobbek kozt a
nem-kodolo6 ismétlodo expanzios RNS-ek toxikussa valasa fontos fehérjék magukhoz kotése
révén (SCA 8, 10, 12, 31, 36 és 37), a mitokondrium hibas mikddése (SCA 2), az ioncsatornak
nem megfeleld miikddése (SCA 6, 13, 19, 41, 42 és 44), sériilt autofagia (SCA 3 és 7) €és anem
megfeleld transzkripcios szabalyzas (SCA 1, 2, 3, 7, 17 és 47) (34). Leggyakrabban feln6tt
korban jelenik meg. A betegeknél a motoros funkcidoban, mozgasban okoz tiineteket, egyensuly
¢és koordinacio vesztést, valamint zavart beszédet okoz. A legtobb SCA jelentds karosodast
eredményez a cerebellum Purkinje sejtjeiben, de mas koézpontiidegrendszeri rész is érintett
lehet, mint példaul: gerincveld, agytorzsi magok és a bazalis ganglionok. Sok esetben az SCA
korai haldlhoz vezethet, jelenleg sem a teljes gyogyuldsra, sem a betegség lassitasara nincs
megoldas. A mai terapidk leginkabb a tiinetek enyhitését célozza meg fizioterapids és
logopédias kezeléssel. A gyogymadd fejlesztését hatraltatja a betegség heterogenitas. A jovOben

egy esetleges megoldast jelenthet a személyre szabott egyedi terapias kezelés.(35)

Sokéig foleg a neuronalis sejttipusok érintettségére iranyultak a kutatdsok, igy hiPSC-kbdl
1étrehozott 2 dimenzids in Vvitro neuron, motor neuron és Purkinje neuron tenyészetek 1éteznek
szamos SCA tipusra (36). Ezek részben reprodukaljak az adott SCA-ra jellemz6 molekularis
patologiai elvaltozasokat, de nem szolgdlnak informacidval a cerebellum glia sejtjeinek
ataxidban vald szerepérdl, annak ellenére, hogy szdmos adat all rendelkezésiinkre azok

érintettségérdl is. Ilyen példaul, hogy az ataxids betegek autopszia mintdiban glidzist, a glia
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sejtek reaktiv elvaltozasat figyeltek meg (29). A cerebellaris cortex Bergmann glia és granularis
réteg asztrocitdi, valamint a cerebellum fehér dllomanyanak rostos asztrocitai akar egymastol
eltérd patologias elvaltozasoktol is szenvedhetnek, hiszen ezek mindegyike kiilonb6zo tipusu
neuronokkal van kapcsolatban, és funkciojuk a tamogatott neuron tipusara nézve specifikus. A
legismertebb ezen asztrocitdk koziil a Bergmann glia, amelynek szerepe a cerebellum
fejlodésében és a Purkinje neuronok szinaptogenezisének tdmogatasaban mar jol ismert. Arrdl,
hogy mekkora jelentdségiik lehet a Bergmann glidknak, egy nemrég sziiletett publikacio
arulkodik a leginkabb, ahol a boncolést kovetden kimutattak, hogy csak ezek a fajta asztrocitak
vannak gyulladasos allapotban SCA 1, 2 és 7 esetében (37). A gyulladasos folyamat a JINK
aktivacigjaval indul, ami a c-Jun transzkripcios faktor foszforildcidjadhoz vezet, ami pedig
Interleukin-1B (IL-1P) kivalasztasat idézi el a Bergmann glia sejtekben. Az IL-1p ataxia
indukal6 hatdsat mar szamos allatmodellben kimutattak. Receptora a Purkinje sejtek szoméjan
fejezodik ki, igy kiviilr6l beadva vagy a mikroglia és asztrocita sejtekbdl felszabadulva a
Purkinje sejtek karosodasahoz, vagy akar elhalasahoz is vezethet (38)(39)(40). A jelatvitel
gatlasaval csokkenthetd a gliaaktivacio, ezaltal csokkenthetd a Purkinje sejtek elhaldsa is. Ezen
cerebellum specifikus glia sejtek azonban nem vizsgalhatoak olyan rendszerekben, mint a
korabban emlitett kortikalis organoid modell, amit SCA 3 hiPSC-bdl hoztak 1étre a szerzok (5),
hiszen abban vagy ki sem alakulnak cerebellaris asztrocitak, vagy ha ki is alakulnak, a kortikalis
asztrocitaktol nem jol elkiilonithetdek, igy specifikus vizsgélatuk gyakorlatilag lehetetlen.
Ugyanez igaz a betegség specifikus hiPSC-kbdl 1étrehozott 2 dimenzids neurondlis
monokultardkra is. Tehat olyan cerebellum specifikus protokollok alkalmazasara van sziikség,
ami lehetévé teszi a Purkinje neuronokon kiviil a cerebellumra jellemzd egyéb sejtek
kialakulasat is, valamint strukttrajaban is tiikrézi az in vivo koriilményeket, reprodukalva ezen
sejtek egymashoz viszonyitott térbeli elhelyezkedését. Ezeknek a feltételeknek a Nayler et al.
¢s a Silva et al. cerebellaris organoid protokollok felelnek meg leginkabb, bar mindkét esetben

kozel harom honapig tart, mire az organoidokban érett asztrocitdk is kimutathatova valnak.



3. CELKITUZESEK

A dolgozat altalanos célja egy olyan in vitro haromdimenzids sejttenyésztési eljaras (organoid)
kidolgozasa volt, amely lehetové teszi a human cerebellumra jellemzd sejttipusok, mint példaul
a Purkinje neuronok és a Bergmann glia sejtek egyszerre torténd tanulmanyozasat annak
érdekében, hogy a cerebellum megbetegedéseit az Osszes patologiaban érintett szerepld
egymasra hatasat figyelembe véve vizsgalhassuk. Annak érdekében, hogy ez az altalanos cél

megvaldsuljon, a kovetkezod specifikus célokat tliztiik ki:
1. A kiindulési sejtvonal pluripotencidjanak ellendrzése.

2. Differenciacios protokoll bedllitdsa, ami lehetové teszi cerebellaris organoidok indukalt

pluripotens Ossejtekbol valo 1étrehozasat.

3. A létrehozott cerebellaris organoidok mindség-ellendrzésére egy immuncitokémiai vizsgalati

panel felallitasa.

4. Cerebellaris ataxia kivaltasara alkalmas kezelés beallitasa és sejttipus specifikus hatasanak

vizsgalata.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Human pluripotens dssejtek tenyésztése és differencialtatasa

Az altalunk hasznalt human indukalt pluripotens Gssejtvonal (hiPSC) egészséges 0jsziilott
koldokzsinorvérébol szarmazott. (1. tablazat).

A sejteket extracellularis matrixszal (Geltrex, Termo Fisher Scientifc, A1413302) bevont
tenyésztéedényekbe iiltettiik ki, és StemFlex médiumban tartottuk fenn (Termo Fisher
Scientifc, A3349401). A sejteken a médiumot naponta cseréltiik és 70-80% konfluencia
elérésekor passzaltuk 6ket. A passzalashoz 0,5 mM EDTA-t (Termo Fisher Scientifc,
Invitrogen, 15575038) hasznaltunk. Organoid differenciacié inditasahoz a sejteket egysejtes
allapotura emésztettiik Accutase segitségével (Capricorn, ACC-1B) és 10000 vagy 20000 sejtet
Stemflex médiumban olyan tenyésztdfeliiletre iiltettiink, ami nem tdmogatja a kitapadast (ultra
low attachment: Merck-Millipore, CLS7007-24EA), ezaltal eldsegiti a 3D szferoidok
kialakulasat. Az egysejtes allapotban vald tulélés elésegitése érdekében, illetve az iPSC
kolonidk fagyasztasbol vald visszavétele esetén IS Rock-Inhibitort (Tocris, Y-27632)

hasznaltunk 10 uM végkoncentracidban.

1. tablazat: Az dltalunk hasznalt ossejtvonal legfobb jellemzoi

Sejtvonal | Mutaciok Klinikai Sejt eredet Kariotipus

neve jellemzak kezdetben/
Passzalas
utan

EpiC Nincs Ujsztlott N6  Egészséges Koldokzsinorver 46,XX-100% Episzomalis Thermo Fischer
(100%) (A18945)

4.2.Altalunk hasznalt médiumok osszetétele

Elsének gfCDM (growth factor-free chemically defined medium, névekedési faktor mentes
ismert Osszetételi médium) tapfolyadékot hasznaltunk az organoidok differencialtatasahoz,
melynek Osszetevéi: Ham’s F12 (Gibco, 21765-029), IMDM (Gibco, 12440-046), lipid
koncentratum (1 v/v%) (Gibco, 11905-031), monothioglicerol (450 uM) (Sigma, M6145), apo-
transzferrin (15 pg/ml), BSA (5 mg/ml), inzulin (7 pg/ml) (Sigma, SLCF8083), P/S (0,5 v/v%,
penicillin/streptomicin).

A kés6bbiekben ezt N2B27 médiumra cseréltiik, amit 10% KnockOut Serum Replacement-tel
(KOSR) (Thermo, 10828010) egészitettiink ki. Osszetevéi: DMEM-F12 (Gibco, 31331-028),

11



fenolvoros mentes Neurobasal (Gibco, 12348-017), N2 supplement (Thermo, 17502048), A-
vitamin mentes B27 (Thermo, 12587010), NEAA (Gibco, 11140-035), Glutamax, Beta-
Merkaptoetanol (Gibco, 31350-010), inzulin, P/S.

A huszadik napon az N2B27 médiumot lecseréltiik IDM-re (Improved Differentiation Medium,
tovabbfejlesztett differenciacios médium) melynek Osszetevéi: DMEM-F12, Neurobasal
médium (Gibco, 21103-049), N2 supplement, A-vitaminos B27, NEAA, Glutamax, Beta-

Merkaptoetanol, inzulin, Hepes puffer, C-vitamin, P/S.

4.3. IL-1B Kezelés menete

A kezelést az 50. napon kezdtik el és 72 oraig tartott. 10 ng/ml-es koncentracidoban
alkalmaztunk IL-1B-t (PeproTech, 200-01B) cerebellaris organoidokon. 36 dra utan az I1L-13

lebomlasa elkeriilése érdekében lecseréltiik a tapfolyadékot a kezelt és a kontroll mintakon is.

4.4. Méretmeghatarozas

A differenciacié soran kiillonbozé iddpontokban meghataroztuk az organoidok atlagos
atmérojét, igy kovetve az organoidok novekedését. Az organoidokrol elészor Olympus CKX
41 mikroszkoppal felvételeket készitettiink az 1., 4., 6., 12., 16., 20., 28., és 35. napokon, majd
az atlagos atméro meghatarozasahoz az ImageJ szoftvert
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html) hasznaltuk: az organoid altal lefedett teriilet
kijel6lése utan (region of interest, ROI) a ,,Measure” funkcioval meghataroztuk az organoidok
altal lefedett pixelek szamat (Area) a kovetkezd képlettel alakitottuk pixelben megadott
atmeérove:
atméro [pixel] = \/F/n
x = lefedett pixelek szama

A pixelben megadott &tmérdt a kdvetkezd egyenlettel alakitottuk at pm-re:

200 pm = 230 pixel

y * 200
230

atméré [um] =

y = atméro pixelben megadva
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4.5. Aramlasi citometria vizsgalat

A vizsgalat sikeres elvégzéséhez a differencidlatlan Jssejttelepeket egysejtes allapotra
emésztettiik Accutase segitségével. Az igy kapott sejteket 0,5% marha szérum albumint (bovine
serum albumin, BSA) tartalmazo foszfattal pufferolt sooldat (Phosphate Buffered Saline, PBS,
Sigma, D8537) mostuk, és 30 percig 37°C-on inkubaltuk SSEA4-APC (R&D Systems,
FAB1435A-025) antitestet tartalmazd oldattal, ami a pluripotens sejtekhez képes kotédni.
Izotipus kontrollként IgG3-APC-t (R&D Systems, IC007A) hasznaltunk. A mar nem ¢él6
sejteket Zombie Violet (BioLegend, 423113) festékkel valo jelolédés alapjan kapuztuk ki és az
SSEAA4 pozitivitast kizarélag Zombie Violet negativ események esetében vizsgaltuk. A kisérlet

soran az Attune™ NxT Acoustic Focusing Cytometer késziiléket hasznaltuk.

4.6. Immunfestés

4.6.1. Konfokalis kamra

A sejteket Geltrexszel bevont konfokalis kamraba (Ibidi, 80826) iiltettiik ki, majd a megfeleld
konfluencia elérése utan 12 percig fixaltuk 4% paraformaldehidet (PFA) tartalmazo PBS-sel
(Sigma, D8662). A blokkolashoz 10% szamar szérumot (normal donkey szérum, Sigma,
D9663) és 0,3% Triton X-100-at (Sigma, T8787) tartalmazo PBS oldatot hasznaltunk. Két
elsédleges ellenanyagot hasznaltunk, melyek az OCT3/4 és Nanog fehérjéket jelolték. 1 orat
4°C-on a sejteken hagytuk, majd PBS mosas utan két masodlagos ellenanyagot alkalmaztunk:
szamarban termeltetett egér ellenanyag (DaM) melyet 488 nm hullamhosszon gerjesztettiink,
és szamarban termeltetett kecske antitest (DaG) amit 594 nm hullimhosszon tudtunk
gerjeszteni. Mosast kovetéen 15 percig 1 mM-os DAPI-val inkubalva festettik meg a
sejtmagokat. A dolgozatban hasznalt képeket Olympus CKX41 tipust mikroszkoppal, és az
ehhez tarsitott szamitogépen 1évd Cell A nevii szoftverrel készitettik el. Az igy kapott

eredményeket a CellProfiler nevii programmal (https://cellprofiler.org/) értékeltiik ki (41)(42).

4.6.2. Teljes organoid immunfestése

Az organoidokat a 16. napon lefixaltuk. Az organoidok kis mérete miatt a ,,whole mount”
technikat véalasztottuk az immunfluoreszcens vizsgalat modszeréiil. Ehhez az organoidokat 45
percre 4% PFA/PBS-be tettiik, majd PBS-sel mostuk. A kivalasztott ellenanyagnak
megfeleléen, 10%-0s szamar vagy kecske szérumot (Sigma, G9023) és 0,3% Triton X-100
tartalmazo PBS-ben 1 orat blokkoltuk, majd a kivalasztott elsédleges ellenanyaggal egyiitt a
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mintat 4°C-ra helyeztiik egy éjszakara. Masnap PBS-es mosast kovetden rahelyeztik a
megfeleld masodlagos ellenanyagot és 4 6rat inkubaltuk szobahén. Ezt kovette a DAPI festés.
A festéket 30 percig hagytuk a mintdkon 1 uM-os koncentracidban, amit egy mosasi 1épés
kovetett. Ezutan az organoidokat targylemezre (Epredia, Superfrost Plus Adhesion Microscope
Slides, JIB00AMNZ) helyeztiik. FluoSave (Merck, 345789) hasznalataval biztositottuk a
mintan 1évé masodlagos fluoreszcens ellenanyag stabilitasat, majd ratettiik a fedélemezt és
szaradni hagytuk. Az elkésziilt mintdkat Zeiss LSM 710 konfokalis mikroszkdppal €s Zeiss
LASOS RMC 7812 Z2 1ézer segitségével néztilk meg és fotoztuk le (szoftver: ZEN 2011). A
képeket a CellProfiler programmal értékeltiik ki.

4.6.3. Organoidok fagyasztva metszése

A 21. napos kort eléré organoidok immunfestésére nagyobb méretiik miatt a fagyasztva metszés

crer

modszerét alkalmaztuk, igy biztositva az ellenanyagok megfelelé penetraciojat.

2. tablazat: Immunfestéshez és western blot analizishez hasznalt ellenanyagok és higitdsuk.
Magyarazat a masodlagos jeloléshez hasznalt ellenanyagokhoz: D: szamarban termeltetett, G:

kecskében termeltetett, aG: kecske elleni, aRb: nyul elleni, oM: egér elleni, aCh: csirke elleni.

Els6dleges Hasznalt higitas | Elsddleges Masodlagos | Gerjesztéshez | Hasznalt | Masodlagos
jeloléshez ellenanyag jeloléshez hasznalt higitas ellenanyag
hasznalt katalogus- hasznalt hullamhossz katalogus-
ellenanyag szam ellenanyag [nm] szam
(termel6 allat)
egér OCT3/4 1:200 SC-5279 DoG 488 1:300 AB150133
kecske 1:200 AF1997-SP | DaG 568 1:300 ab175704
NANOG
kecske SOX2 | 1:200 AF2018 DaG 647 1:300 ab150131
nytl Nestin 1:200 N5413- 1:300 AB175693
100UG DoRb 568
egér PAX6 1:200 A249566 DoM 488 1:300 AB150109
egér KIRREL?2 | 1:200 MAB2564 | DoM 647 1:300 AB175693
nyul GBX2 1:200 A92048 DoM 568 1:300 AB150175
kecske 1:200 AF2930 GaRb 488 1:300 AB150081
KIRREL?2
nyul SOX9 1:200 A13994 GoM 568 1:300 AB175701
egér NeuN 1:200 A85405 GoaCh 647 1:300 AB150175
csirke 1:800 A85359 egér HRP 1:5000 | SA00001-1
Calbindin
csirke GFAP 1:800 A85307 nyul HRP 1:5000 SA00001-2
csirke MAP2 1:200 A85363 egér GFAP 1:5000 60190-1-1g
egér P62 ICC: | Western | AB56416 egér TUJ1 1:1000 | AB9354
1:200 | blott:
1:1000
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A metszéshez az organoidokat 45 percre 4% PFA/PBS-be tettiik, majd PBS-sel mostuk.
Harmasaval OCT-be (VWR Chemicals, 361603E) agyaztuk, majd szarazjégre tettiik
dermedésig. A metszéshez a Microm HM 505 N tipusu fagyasztva metsz6 késziiléket
hasznaltuk. A 12 um vastagsagu metszetekbol egy targylemezre harom kiilonb6zé sikbol
szarmazo metszetet tettiink, amik a 3 beagyazott organoid also, kozépsé és felsd részét
reprezentaltdk. A metszeteket -20°C-on taroltuk felhasznalasig. Felhasznalaskor PBS-sel
mostuk, majd a targylemezen a mintakat lipid tollal (Vector, H-4000) korberajzoltuk. A lipid
réteg megszaradasa utan parasito kamraba helyeztiik a metszeteket, ahol 45 percig 10%-0s
szamar vagy kecske szérumot és 0,3% Triton X-100-at tartalmazé PBS-ben blokkoltuk
szobahdmérsékleten a mintakat. Ezt kdvetden az els6dleges ellenanyagot 4°C-on inkubaltuk a
metszeten egy ¢jszakdn keresztiil. Mdasnap mosast kovetden ramértik a masodlagos
ellenanyagot, amit 1 Oradn keresztiil hagytunk a mintdkon szobahdn, szintén a parasito
kamraban. Ezutan kovetkezett a DAPI festés, amit 15 percig hagytunk rajta a mintakon, 1 uM-
os koncentracidban. Mosast kovetden a targylemezre FluoSave-vet cseppentve letakartuk a
fed6lemezzel. Szaradas utan konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk meg a kész mintékat, és a

szokasos modon értékeltiik.

4.7. Western blot

Az organoidokban 1évé fehérjék western blot méréséhez a mintdkat az adott napon
elkészitettiik. PBS-es mosas utan 10% foszfataz és proteaz inhibitort (Thermo Fisher Scientific,
A32961) tartalmazd RIPA lizis puffert (Sigma-Aldrich, R0278) mértiink az organoidokra, és
jégen hagytuk addig amig el nem emésztédtek (1-2 o6ra). Ezutan 4°C-on, 25 percig 13000 g-n
centrifugaltuk, majd a feliiluszot leszivtuk, -80°C-on taroltuk.

Annak érdekében, hogy a feldolgozott mintdk mindegyikébdl azonos mennyiségii fehérje
keriiljon a gélre, megmértiik azok fehérjetartalmat a BCA Protein Assay Kit (Thermo, 23227)
segitségével, annak a gyartd altal megadott hasznalati utasitasait kovetve. Az Osszemért
reakciot mikrolemez-olvasoval mértiik le, 550 nm hullamhosszi gerjesztést hasznalva (Perkin
Elmer Enspire). 10, illetve 20 pg fehérjét mértiink ki, amit 30, illetve 60 pl végtérfogatra
egészitettiink ki DNase és RNase mentes viz, NUPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) (Thermo,
NP0007) és NUPAGE™ Sample Reducing Agent (10X) (Thermo, NPO009) hozzaadasaval. A
mintékat 5 percig 95°C-on tartottuk, hogy a fehérjéink denaturalddjanak. A gélre (Thermo Fiser
Scientific, Invitrogen, NP0322BOX) 22 pl mintat vittiink fel zsebenként. A Thermo XCell
SureLock Mini-Cell elektroforézis késziilékében 100 V-on futtattuk a mintakat, amig elhagytak

15



a zsebet (30 perc), majd 150 V-ra emeltiik fel ¢s addig hagytuk futni, amig a felvitt mintak el
nem érték a gél aljat (80 perc). Ezutan a gélrél a metanolban aktivalt PVDF membranra vittiik
at a fehérjéket, 30 V-on 55 percen keresztiil.

A gél coomassi blue (Ferak Berlin, 81791) festésével ellendriztiik, hogy mennyi fehérje maradt
a gélben, és csak olyan membran jelolését végeztiik el, ahol a fehérjék gélr6l membranra térténd
atjutasa egyenletesnek mutatkozott.

A membranon az aspecifikus koétdhelyeket 5% zsirmentes tejpor pufferben blokkoltuk 1 6ran
at, az elsddleges ellenanyagot 1% tejpor pufferbe oldottuk be €s éjszakédra 4°C-on a membranon
hagytuk. A masodlagos ellenanyagokat 1 6rat hagytuk membranon szobahdmérsékleten. [3-
aktin jeloléséhez kozvetleniil konjugalt ellenanyagot hasznaltunk (Proteintech, HRP-60008), 1
oras inkubacios iddvel, 1:20000 higitasban. Az eldhivashoz Cytiva ECL Prime készletet
(RPN2232) hasznaltuk. A felhasznalt ellenanyagok tipusat és higitasat a 2. tablazat foglalja
0ssze.

A képek analizalasara az Imagel nevii szoftvert alkalmaztuk, ahol a fehérjesavok denzitasat f3-
aktin denzitdsara torténd normalizalas utan ugyanazon a blotton beliil a kontrollhoz mért

valtozasként fejeztiik ki.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Pluripotencia vizsgalata

5.1.1. Pluripotencia vizsgalata aramlasi citometriaval

A sejtek pluripotens allapotanak igazolasara az SSEA4 sejtfelszini markermolekulat
valasztottuk, kontrollnak pedig IgG3 molekulat hasznaltunk. A vizsgalat soran kizarolag a
Zombie Violet viabilitds festékre negativ, sejt méreti események SSEA4 jelét vettiik
figyelembe. igy az é16 hiPSC sejtek 99,9%-a volt SSEA4 pozitiv (1. dbra). A sejtek pluripotens
allapotat azonban érdemes tobbféle marker egyiittes vizsgalataval ellendrizni, igy tovabbi

immunfestési vizsgalatokat is végeztiink.

R7 - SSEA4-APC

R7-1gG3
1882
1000
1500
g z
5 5
- 1000 &
s & 500
500
o T 0
10 10 10 10 10’ 10° 10° 10°
RLI-H RLI1-H

1. abra: A hiPSC sejtek pluripotenciajanak igazolasa 1gG3 és SSEA4 jelolés dramlasi
citometriaval torténd vizsgalataval.

5.1.2. Pluripotencia vizsgalata immunfestéssel

A pluripotencia vizsgalatara az OCT3/4 és NANOG transzkripcios faktorokat valasztottuk (3).
A fluoreszcens mikroszkoppal készitett képeket (2. dbra A panel) CellProfiler szoftverrel
értékeltiik ki tigy, hogy a DAPI-t elsddleges objektumnak, az OCT3/4-et, illetve NANOG-ot
masodlagos objektumnak tekintettiik és igy a két pluripotencia markert a DAPI pozitiv magokra
normalizalva kvantifikaltuk (2. dbra B panel). A sejtek 100%-a lett OCT3/4 pozitiv és 95%-a

lett NANOG pozitiv. Az eredmények meger0sitették a korabban aramlasi citometriaval
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bizonyitottakat. Tehat megallapithaté, hogy az Aaltalunk hasznalt sejtvonal pluripotens

allapotban kertilt felhasznalasra.

A
IdentifyDAPI outlines

0 500 1000 1500 2000

2. abra: A hiPSC sejtek pluripotenciajanak igazolasa immunfestéssel. A panel: OCT3/4 és
NANOG fehérjék immunfestésének eredménye. Kék csatorna: DAPI, piros csatorna: NANOG,
zold csatorna: OCT3/4. B panel: Cell profiler szoftveres sejtfelismerés magi lokalizacioju
fehérje (DAPI) esetében.

5.2. Organoid inditasi sejtszam meghatarozasa

Munkam els6 1épéseként az irodalombol ismert Silva et al. protokol laborunkban torténd
beallitasat tliztem ki célul. Az organoid tenyészetek létrehozésa €s fenntartdsa egy hosszu és
koltséges folyamat, igy fontos olyan mindség-ellendrzési 1épések beiktatasa, amik mar korai
stadiumban eldre jelzik a differenciacié alakulasat. A Silva et al. protokoll esetében a szerzék
szerint a megfelel6 differencialodas akkor érhetd el, ha az FGF2 és SB431542 kezelést akkor
kezdjiik meg, amikor a 3D aggregatumok elérik a 200-250 mm-es atmérot és ha a differenciaciod
elsé 5-10 napjaban megteleléen ndvekednek.

Az aggregatumok megfeleld méretének beallitasahoz két kezdeti sejtszamot hasonlitottunk
Ossze. A tiz- és huszezres sejtszammal inditott csoportot tizennégy napig tartottuk fent a 3. abra
A paneljén sematikusan abrazolt protokoll szerint. A differenciacio soran felvételeket
készitettink az 1., 4. 6. és 12. napokon (3. Abra B panel), majd a kapott atmérdket
osszehasonlitottuk (3. Abra C panel). A kezdeti sejtszamot a kisérleteinkhez hiiszezer sejtre
allitottuk be, mivel a tizezres sejtszammal csak épphogy elértiik a Silva et al. protokoll altal
meghatarozott 200 pm-es atmérdt (3. dbra). A tovabbiakban ennek megfelelden minden
organoid differenciaciohoz huszezer sejtet alkalmaztunk. Mig az elsérél a 4. napra még
megfigyelhetd volt az aggregdtumok novekedése, onnantdél kezdve méretbeli stagnalas
kovetkezett be, a 6. napon pedig mar az aggregatumok szélén sejtelhalds jelei voltak

megfigyelhetok.
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3. dbra: Organoid tenyészetek létrehozasa. A panel: Kezdetben hasznalt kondicio sematikus
abrdja (eredeti Silva et al. protokoll) B panel: Felsé sor: tizezer sejtszammal inditott
organoidok, also sor: huszezer sejtszammal inditott organoidok IN-12N-on A lépték 200 um-
nek felel meg. C panel: Két eltérd sejtszammal inditott organoidok méretisszehasonlitasa 1N-
tol 12N-ig. Egy inditasbol szarmazo organoidok adatai keriiltek dabrazolasra, 10 ezer sejt
esetéeben n=8, 20 ezer sejt esetében n=35.

1IN

5.3. Az eredeti protokoll sejtelhalast okoz

A Silva et al. protokollt kovetve egy ismert Osszetételit médiumot, a gfCDM-et hasznaltuk (3.
abra A panel) (16). Mivel a 6. napon azt tapasztaltuk, hogy az organoidokat alkotd sejtek egy
része elhal, néhany organoid gfCDM tapfolyadékat lecseréltik N2B27 médiumra, amit
rutinszertien hasznal a csoportunk kortikalis és spinalis organoidok fenntartasahoz. A sejteket
ezutan a 14. napon megfestettiik propidium-jodid (PI) és aramlasi citométerrel (4. dbra A
panel), illetve fluoreszcens mikroszkoppal (4. abra B panel) ellendriztiik a halott sejtek aranyat.
A gfCDM tapfolyadék esetében a sejtek tobb, mint 92%-t, mig a 6. naptol N2B27-ben tartott
organoidok esetében a sejtek csupan 55%-at vesztettiik el. Tehat megallapithatjuk, hogy azok
a sejtek nagyobb aranyban éltek tl, amelyek esetében a médiumot gfCMD-rdl lecseréltiik
N2B27-re. Mivel az eredeti Silva et al. protokoll nem valtotta be a hozza fiizott reményeket,
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igy egy olyan 1j protokoll kidolgozasat tiiztiik ki célul, ami a mi keziinkben is megbizhatéan
mikddik.

A R2 - 10000 3 v2 R2 - 20000 2 v2 R2 - 20000 N2B27 2 v2
72
75
RB: 9}.379°/o RpB: 94.034%
50
g
S
ek g
10 10 10 10 10° 10" 10
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4. abra: A sejtpusztulas igazoldsa propidium jodidos festéssel. A panel: 4 propidium-jodidos
festés aramlasi citrometridas vizsgalatanak eredménye. B panel: Propidium-jodiddal jelolt
organoidok fluoreszcens mikroszkdpos képe.

5.4. Protokoll optimalizalas

Az optimalizalas érdekében tobbféle valtoztatast eszkozoltiink az eredeti protokollon és a
differenciaci6 els6 21 napjaban vizsgaltuk a valtoztatasok eredményességét. Monitoroztuk az
organoidok megfelelé novekedését, és kidolgoztunk egy immunfestésekre alapulé minéség-
ellendrzési 1épést, ami alapjan eldonthetd, hogy melyik kondicidt tartjuk a leghatékonyabbnak.
Az altalunk 6sszehasonlitott protokollokban k6z6s volt, hogy nulladik napon (ON) Stemflexben
lettek elinditva, amit Rock Inhibitor-ral egészitettiink ki, 1 pM koncentracioban. A neuronalis
indukciot a fibroblaszt novekedési faktor 2 (fibroblast growth factor 2, FGF2) hozzaadasaval
valtottuk ki, mig a mezodermalis utodsejtek visszaszoritasa érdekében SB431542-vel
egészitettiik ki a tapfolyadékot. A negyedik és hatodik napon lecseréltiik az organoidokon a
tapfolyadékot, de a hatodik napon mar 66%-ra csokkentettiik a negyedik napi koncentraciot és
a 12 napig nem cseréltiink tobbszor tapfolyadékot, igy elérve, hogy a ndvekedési faktorok
koncentracioja lecsokkenjen.

A cerebellaris progenitor zondk kialakulasanak folyamatat a tizenkettedik naptol 100 ng/ml

crer
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organoidok, ami mar tartalmaz A vitamint, az anterior-poszterior irdnyu fejlédést szabalyozo
retinolsav eldalakjat.

Az 6t altalunk alkalmazott protokoll azonban szdmos ponton Iényegesen eltért egymastol:

Az 1. kondicié abban tér el a korabbi eredeti protokollt6l, hogy a differenciacio 1N-tol 20N-ig
tartd idészakdban N2B27 médiumot hasznaltunk.

A II. kondicioban a kezdeti FGF2 koncentraciojat lecsokkentettiik a kiindulasi érték 40%-ara,
¢és N2B27 médiumot hasznaltunk 1N-t61, 20N-ig.

A TIV. kondiciéban az eredeti Silva et al. protokollt kovettiik, azzal a valtoztatassal, hogy nem
tettlink monothioglicerolt a médiumba, de tartalmazott apo-transzferrint.

A V. kondiciéban a négyeshez hasonloan, azt a protokollt vettiik alapul, mint Silva et al., annyi
eltéréssel, hogy a médium apo-transzferin mentes volt, de tartalmazott monothioglicerolt.

A VL. kondiciéban szintén gfCDM tapfolyadékot alkalmaztunk, viszont az eredeti FGF2 és
SB431542 faktorok mennyiségét 40%-ra csokkentettiik, hasonldéan, mint a II. kondiciéban
(5.dbra).
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5. abra: Az organoid differencidltatis protokolljanak optimalizdlasa. Kondiciok kozti
kiilonbségek sematikusan abrazolva, ON-t61 21N-ig.

A differenciéacio soran felvételeket készitettiink az 1., 4., 6., 12., 16. és 21. napokon, majd a
kapott atmérdket dsszehasonlitottuk (6.abra). Az aggregatumok folyamatos méretnovekedése

alapjan megallapitottuk, hogy az 6sszes modositott protokoll megfelelé mértékben tdmogatja
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az organoid formaciot. A tizenkettedik naprol a tizenhatodik napra megfigyelheté kisebb
méretbeli csokkenés az 1. és I1. kondicio esetében, illetve stagnalas a tobbi kondicio esetében
Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a 12N-on keriiltek az organoidok FGF19-cel kiegészitett
médiumba, ami a progenitor zonak képzddése altal a sejtek tomorebb elrendezdédéséhez vezet,
ezaltal kompaktabba téve az organoidokat.

Ahhoz, hogy megtudjuk melyik kondici6 lesz a legmegfelel6bb a tovabbi kisérletekhez, minden
kondiciobol megvizsgaltunk a 16. és 21. napon is organoidokat: DAPI, SOX2, Nestin és PAX6
fehérjék immunfestésével ellendriztiik, hogy kialakulnak-e a differenciacio soran a neuroepitél

(SOX2, Nestin) és vele egylitt a VZ (Nestin) és az RL (PAXG6) radialis glia sejtjei.
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6. abra: Méretvaltozas kovetése IN-tol 21N-ig az 5 kondicio esetében. Az organoidok két kiilon
inditasbol szarmaztak, az 1. és 1. kondicio IN-t6l 12N-ig 6, 16N-21N 5, a IV.-VI. kondicio 1N-
t6l 12N-ig 3, 16N-21N 2 esete keriilt abrdzolasra.

A 16N-on a harom vizsgalt markerre két eltérd protokoll bizonyult a legeredményesebbnek (7.
abra). SOX2 és Nestin marker esetében az I. kondicio, mig PAX6 szempontjabol az V.
kondiciénal talaltuk a legtobb, az adott markerre pozitiv sejtet. fgy vizsgilatainkat
kiterjesztettiik a 21. napra is abban a reményben, hogy tovabbi 5 nap differencialodés segiteni
fog eldonteni, hogy melyik kondicidt valasszuk a tovabblépéshez. Ehhez a tizenhatodik napt6l
a korabbi, FGF19 tartalmt tapfolyadékkal megegyezd koriilmények kozott tenyésztettiik

tovabb az organoidokat.

A 21N-on késziilt felvételek szoftveres analizise utan a teljes sejtszamhoz (DAPI) hasonlitottuk
az adott fehérjékre (Nestin, SOX2, PAX6) pozitiv sejteket (8. dbra). Az 1. kondicié kimagaslo
aranyban tartalmazott SOX2 és Nestin pozitiv sejteket a 21N-on, mig a PAX6 fehérje esetében
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aIl., és V. kondicio6 is tobb pozitiv sejtet tartalmazott, mint az I-es kondicid. Ezek a kondiciok
viszont SOX2 és Nestin markerek esetében sem voltak megfeleldek, valamint idékdzben az I-
es kondicio esetében is megduplazodtak a PAX6 pozitiv sejtek. Az eredmények alapjan
elmondhat6, hogy mindegyik protokoll neuronalis iranyba kezdett differencialodni, viszont az
I. kondicio esetében volt megfigyelhetd legnagyobb aranyban a vizsgalt markerekre vald
pozitivitas, emiatt ezt a kondiciét valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.
Eredményeink arra is ravilagitottak, hogy az organoid differenciaci6 mindségének SOX2,
Nestin és PAX6 markerek alapjan torténd ellendrzésével érdemes legalabb a 21. napig varni,
hiszen addigra nagyjabol megduplazodnak az egyes markerekre pozitiv sejtek. Példaul az I-es
kondicid esetében ~20%-16l ~40%-ra nétt a SOX2-t expresszalo sejtek szama, ~6%-16l ~50%-

ra a Nestin pozitivitas és ~10%-rol ~20%-ra pedig a PAX6-ot expresszalo sejtek szama.

23



A SOX2 Nestin PAX6 SOX2, Nestin, PAX6

I. kondicio

V. kondicid IV. kondicio II. kondicio

VI. kondicid

B 16N SOX2 16N Nestin 16N PAX6
P érték: 0,5350 P érték: 0,7219 P érték: 0,0054

w
o
1
w
o
1

-
o
1

sejtek aranya [%]
S
1

sejtek aranya [%]
»
1

sejtek aranya [%]
s 8
1 1

0- 0- 0-
I I V. V. VL Lo Iv. V. VL | I V. V. VL

7. abra: SOX2, Nestin és PAX6 marker fehérjék kifejezédése a 16. napon a kiilonbozo
protokollok szerint tenyésztett organoidokban. A panel: 16N immunfestés. A lépték 100 um-nek
felel meg. B panel: A 16N-on késziilt immunfestés kvantifikacio eredményei a vizsgalt
fehérjékre kiilon megjelenitve. X tengelyen a kondiciok lathatoak, az Y tengelyen pedig a pozitiv
sejtek aranya, DAPI értékre normalizalva [%]. Az analizishez haszndlt 6sszesen 3 organoidok
2 inditasbol szarmazott. A hibazdszIo a standard hibat (SEM) mutatja. 4 részletes P értétkeket
a fiiggelék 3. tablazata tartalmazza.
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8. dbra: SOX2, Nestin és PAX6 marker fehérjék kifejezodése a 21. napon a kiilonbozo
protokollok szerint tenyésztett organoidokban. A panel: 21N immunfestés. A lépték 100 um-nek
felel meg. B panel: A 21N-on késziilt immunfestés kvantifikdacio eredményei a vizsgalt
fehérjékre kiilon megjelenitve. X tengelyen a kondiciok lathatoak, az Y tengelyen pedig a pozitiv
sejtek aranya, DAPI értékre normalizalva [%]. Az analizishez hasznalt organoidok 2 inditasbol
szarmaztak, az 1. és VII. kondiciok esetében 2 organoid és ezekrol késziilt 6 kép, a II-VI.
kondicio 3 organoid, és ezekrol késziilt 9 kép eredményeit abrazoljak. A hibazdszIlo a standard
hibat (SEM) mutatja. A részletes P értétkeket a fiiggelék 4. tablazata tartalmazza.
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5.5. Masodik mindség-ellenorzési pont beallitasa

A cerebellaris iranyba valo differencialodas ellendrzése érdekében fontosnak tartottunk
beiktatni egy masodik mindség-ellendrzési 1épést is, aminek soran a 35N-on fixalt sejteken
KIRREL2, GBX2, PAX6, és SOX2 fehérjemarkerek vizsgalatat végeztiik el az I-es kondicid
tovabb differencialtatott organoidjain. A differenciacio huszadik napjan (20N) megvaltoztattuk
a médiumot IDM-re, amiben mar A vitamin is van, ezzel timogatva a neuronok érését.

A tovabbiakban a harminco6tddik napig minden negyedik napon tértént médium csere, amit a

e ey

egészitettlink ki.
A | sDF1(300ng/ml) |
21 24 28 35
: I | :
| IDM |
B

KIRREL2 GBX2 PAX6 KIRREL2, GBX2, PAX6

35N
P érték <0,0001

o
L

%

A
R
C

47
<
1S
%

)

S A R e BEERE T RR

9. abra: KIRREL2, GBX2, PAX6 és SOX2 markerfehérjék kifejezédése a 35. napon. A panel:
35N késziilt immunhisztokémiai felvetelek. A sejtmagok DAPI festéssel (kek) keriiltek
kimutatdasra. A lépték 20 um-nek felel meg. B panel: 21N-t6/ 35N hasznalt protokoll sematikus
abrazolasa. C panel: Immunfestéssel késziilt képek analizise az 1. esetén. A felhasznalt organoid
mintdk egy inditasbol szdrmaztak, KIRREL2 és GBX2 markerek esetén 7 organoid 40x
nagyitasabol késziilt 22 felvétel, PAX6 esetében 4 organoidrol 40x nagyitasban késziilt 12
felvétel, és SOX2 eseteben 3 organoidrol késziilt 40x nagyitasban 10 felvétel keriilt abrazolasra.
A hibazaszlo a standard hibat (SEM) mutatja.

Ennek ellenére a PAX6 fehérjét kifejezd sejtek mennyisége tovabbra is alacsony maradt,
minddssze 2%-ukban volt jelen ez a marker. A GBX2 fehérjét a sejtek 3%-ban talaltunk. SOX2
fehérje esetében a sejtek 12%-a lett pozitiv, mig KIRREL2 Purkinje-sejt fehérjét a sejtek 25%-

anal mutattunk ki (9. dbra). Ezek alapjan az eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre
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jutottunk, hogy a kidolgozott protokoll segitségével 1étrehozhatok a VZ utddsejtjei, ugyanakkor

az RL kialakuldsanak kevésbé kedveznek a koriilmények.

5.6 A cerebellaris differenciacios protokoll tovabbi optimalizalasa

A VZ megfeleld fejlodésének tovabbi fenntartasa érdekében a 35N-t6l az SON-ig harom eltérd
tenyésztési koriilményt hasonlitottunk Ossze. Az egyik csoportot magasitott fali, 6blosebb
Petri-csészékbe helyeztiik el, amit az inkubatorba helyezett korkoros razatora tettiink,
csészénkként 10-15 organoiddal, annak érdekében, hogy az oxigenizacidt és a tapanyagok,
illetve a novekedési faktorok bejutasat az egyre novekvd organoidokba megkonnyitsiik.
Hasonl6 hatas elérését remélve egy masik csoportot 6tdsével egy tenyésztéedénybe illeszthetd
membran inzerten (Millipore, PICMORGS50) helyeztiink el, ami a tapfolyadék és a levegd
hatarfeliiletén tartotta az organoidokat. A harmadik csoportba tartozd organoidokat nem
helyeztiikk at, hanem a 96 lyuku tenyésztéedényben hagytuk oket, egyesével. A 35. naptol
kezdédéen a médiumot 20 ng/ml koncentracioban agybol szarmazo neurotrdf faktorral (Brain-
derived neurotrophic factor, BDNF) és gliasejtbdl szarmazo neurotrof faktorral (Glial cell-
derived neurotrophic factor, GDNF) egészitettilk ki. Ezt a Petri csészében és a 96 lyuku
tenyésztdedényben 3 naponta, mig a membran inzert esetében naponta frissre cseréltiik. Az

altalunk kidolgozott protokollt, az inditastol a SON-ig a 10. dbra illusztralja.
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10. abra Az altalunk kidolgozott protokoll sematikus abrdja 50N-ig.

A harom kiilonb6z6 csoportba tartoz6 organoidokbol az 50. napon western blottos analaizishez
¢s immunfestéshez mintat tettiink el.

Az 50N-os organoidok fehérje osszetételét elészor western blot analizissel vizsgaltuk meg a
TUJ és GFAP fehérjék mennyiségére (11. dbra A panel). A TUJ fehérjével a neuronok, mig a
GFAP markerrel az asztrocitdk mennyiségét hasonlitottuk 6ssze a harom kondicié szerint
tenyésztett organoidokban. Az altalunk vizsgalt tenyésztési koriilmények koziil a membran
inzerten elhelyezett organoidokban volt a legmagasabb a neuronalis (11. abra B panel) és

asztrocita (11. dbra C panel) marker fehérjék kifejezodése.
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11. abra: TUJ és GFAP marker fehérjék kifejezodése az 50. napon a hdarom kiilonbozo
elrendezésben tenyésztett organoidokban. A panel. Western blot membran részek, elohivais
utan. Minden kondicio esetében zsebenként 2 organoidbol szarmazo fehérjeminta keriilt a gélen
futtatdsra, igy az dbrazolas dsszesen 6 organoid eredményeit tartalmazza. B panel: A TUJ1
fehérje membranon eléhivott savjanak kvantifikalasa. C panel: A GFAP fehérje membranon
eléhivott savjanak kvantifikalasa. A hibazdszIlo a standard hibat (SEM) mutatja. A részletes P
értétkeket a fiiggelék 5. tablazata tartalmazza.

A tovabbiakban a western blot eredmények ellenérzése érdekében immunhisztokémiai analizist
végeztiink. Az 50N-on fixalt organoidokbol késziilt metszeteken szintén megvizsgaltuk a
KIRREL2 és SOX2 markereket, de ezt kiegészitettik GFAP, SOX9, NeuN ¢és Calbindin
fehérjék vizsgalataval is. Az altalunk vizsgalt markerek koziil GFAP esetében azok az
organiodok tartalmaztak a legtobb markerfehérjét, amelyeket membranra inzertre helyeztiink.
Minden mas vizsgalt marker esetében (SOX2, KIRREL2, SOX9, NeuN, Calbindin) a korkoros
razaton elhelyezett Petri-csészékben tenyésztett organoidok mutattdk a legmagasabb
kifejez6dést. A SOX2 korai neuronalis marker 19%-ban volt jelen ezekben a mintdkban. Az
asztrocitak jelenlétét a mintaban GFAP-vel és SOX9-cel igazoltuk. GFAP 18%ban, mig a
SOX9 fehérje 16%-ban volt kimutathato. 7%-a a mintanknak KIRREL2 és 26%-a Calbindin
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pozitiv lett, ami a Purkinje-sejtek meglétét igazolta. Az érett neuronok kimutatdsara a NeuN
fehérjét valasztottuk. Ezt 23%-ban sikeriilt ezekbdl a mintakbol kimutatni (12. és 13. dbra).
Az immunhisztokémiai vizsgalat soran kideriilt, hogy a legtdbb érett neuron a Petri-csészékben

1évé organoidokban taldlhatdé meg, igy ezt a kondiciot valasztottuk az IL-1PB kezelés

elvégzéséhez.
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12. abra: KIRREL?2, SOX2, GFAP, SOX9, NeuN és Calbindin markerfehérjék kifejezédése az
50. napon. X tengelyen a kondiciok keriiltek abrazolasra, az Y tengelyen pedig a pozitiv sejtek
aranya, DAPI-ra normalizdlva [%]. Az organoidok egy inditasbol szarmaztak. 3-3 minta
eredményei keriiltek abrazolasra. A részletes P értétkeket a fiiggelék 6. tabldzata tartalmazza.
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13. dbra: 35N-t6l hdarom eltérd kondiciéban elhelyezett organoidok immunfestése az 50N-on. A lépték 100 um-nek felel meg. A sejtmagok DAPI festéssel (kék)
keriiltek kimutatdsra.
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5.7. IL-1B Kkezelés eredménye

Az IL-1p gyulladéasos citokint egerek esetében mar tobb esetben is bizonyitottak, mind ¢l6,
mind pedig agyszovet preparatumon, hogy ataxiat valt ki a neuronoknal (38)(39)(40).

Human szévet vonatkozasban azonban nem talaltunk arra vonatkozé informaciot, hogy milyen
koncentracioban és mennyi ideig alkalmazva alkalmas ataxia indukaldsara, igy azt a
koncentraciot valasztottuk, amit a preparalt egérszovet esetében talaltunk a szakirodalomban,
72 6ran at alkalmazva. A kezelést a Petri-csészés tenyésztési koriilményt alkalmazva végeztiik.
A kezelt és kontroll organoid mintak fehérje Gsszetételét elészor western blot analizissel
vizsgaltuk meg a P62/SQSTML1 autofagia markerfehérje mennyiségére vonatkozolag, mivel
ismert, hogy a P62 fehérje, az autofagia indukalodasan keresztiil részt vesz a Purkinje sejtek

degeneracios folyamataiban (43)(44).
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14. abra: Az IL-1 gyulladasos citokin hatasara bekévetkezo autofagiat jelzo P62 fehérje
expresszioja cerebelldris organoidokban. A panel: Western blot membran részek, eléhivis utan
B panel: A4 P62 fehérje membranon el6hivott savjanak kvantifikdalasa. Az organoidok egy
inditasbol szarmaztak, és 7-7 organoid fehérjetartalma lett gélen futtatva. C panel: Kontroll és
kezelt mintak GFAP (asztrocita) és MAP2 (neuron) immunfestésének képe. A sejtmagok DAPI
festéssel (kék) keriiltek kimutatasra. A lépték 20 um-nek felel meg. A hibazdszIo a standard
hibat (SEM) mutatja.
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Az eredményeinkbdl, melyet a 14. abra foglal 6ssze, az lathato, hogy az IL-1p kezelésen atesett
organoidokban megnd a P62 fehérje mennyisége. Ahhoz, hogy megallapithassuk vajon ez a
valtozas sejtspecifikus modon kdvetkezett-e be, immunhisztokémiai analizist végeztiink.

Az asztrogliasejtek jeloléséhez GFAP fehérjét, mig neuronok azonositasahoz a MAP2 marker
fehérjét valasztottuk. A MAP2 pozitiv terliletekhez viszonyitva a P62 fehérje kifejezodése
jelentds mértékben megnovekedett a kezelés hatasara, ez a P62 teriileti kiterjedésének
novekedésében is megnyilvanult. A GFAP fehérjéhez viszonyitva viszont a kontroll mintdkban
tobb P62 fehérjét tudtunk azonositani, mint a kezelt mintaban. Itt is megvizsgaltuk a P62 fehérje
Kiterjedési teriiletét a GFAP fehérje teriiletére normalizalva. Eredményeink azt mutattak, hogy
ugyan kevesebb P62 aggregatum van kezelt mintak esetében asztroglia sejtekben, de azok
nagyobb kiterjedésiiek, mint a kontroll mintak esetében (15. dbra). A kezelés hatasara a GFAP
pozitiv teriiletek csokkenését figyeltiik meg, amit MAP2 esetében nem tapasztaltunk. Mivel az
immunfestés soran nem kapunk informéaciot a teljes organoidroél, csak az aktualisan megfestett
metszetrél, igy az asztrocita és neuron populacidk mennyiségi valtozasait western blot
technikaval is igazolnunk kell még.

Elmondhat6, hogy a kezelés hatasara a kezelt mintak P62 tartalma megemelkedett és ez

nagyobb részt a MAP2 pozitiv neuronok P62 szintjének valtozas miatt tortént.

GFAP terilet  pgp mennyiség GFAP fehérjén P62 terlilet GFAP fehérjén

P érték: 0,0702 P érték: 0,1771 P érték: 0,0171
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] = @
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g g e
© £ @
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o d ke ]
L] - @
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£ 200000 S 54 £ 0.21
= w -
0- 0- 0.0-
Kontroll Kezelt Kontroll Kezelt Kontroll Kezelt
MAP?2 teriilet P62 mennyiség MAP2 fehérjén P62 teriilet MAP2 fehérjén
P érték: 0,7696 P érték: 0,0004 P érték: 0,1547
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15. abra: P62 fehérje mennyisége és lefedett teriilete GFAP és MAP?2 teriiletéhez hasonlitva.
Az organoidok egy inditasbol szarmaztak, és 3-3 mintarol 40x nagyitasban késziilt 15 felvétel
eredményét tartalmazzak.
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6. OSSZEFOGLALAS

A human cerebellum fejlodése teljesen eltér az egér cerebellumétol, igy mind fejlddésbioldgiai,
mind neurodegenerativ elvaltozasainak tanulmanyozasara elengedhetetlen a human
modellrendszerek alkalmazasa. Mivel egyre tobb bizonyiték all rendelkezésiinkre azzal
kapcsolatban, hogy a cerebellumot érinté ataxiak kiilonb6z6 tipusaiban a cerebellum Purkinje
sejtjein kiviil glia sejttipusok is érintettek, ezért nemcsak humanspecifikus modellrendszerekre
van sziikség, hanem olyanokra is, amik lehetové teszik egyszerre tobbféle sejttipus €s azok
egymadsra hatdsanak a vizsgalatat. A cerebellum kiilonb6zd sejttipusait 3D organizacidban
tartalmazo, human indukalt pluripotens 6ssejtekbdl 1étrehozott in vitro rendszer a cerebellaris

organoid.

A projekt soran el6szor a cerebellum organoid modelljének létrehozasara dolgoztam ki egy
olyan jol reprodukalhaté differencidcios protokollt, amely késdbb lehetdveé teszi akar genetikai
eredetll ataxidban szenvedd betegekbdl 1étrehozott hiPSC vonalakbol is cerebellaris organoidok
eloallitasat. Ennek érdekében egy olyan, az irodalomban korabban leirt protokollt
optimalizaltam, ami a mi keziinkben jelentds sejtpusztuldshoz vezetett. Annak érdekében, hogy
kivéalaszthatd legyen az optimalizalds sordn kidolgozott protokoll verziok kozil a
legeredményesebb, bedllitottam egy immuncitokémiai panelt, ami az organoid differenciacio
kiilonb6z6 stadiumaiban lehetévé teszi az organoidok mindség-ellendrzését, vagyis hogy
megfeleld iranyba differencialodnak-e. Ehhez a cerebellum fejlédése soran jellemzo fehérje
markereket vettem alapul. Kimutattam, hogy a 21. napon mar jelen vannak a neuroepitélium
kialakulasat mutatd SOX2 és Nestin marker fehérjék, a 35. napon pedig méar megjelennek
Kirrel2 pozitiv Purkinje progenitorok, amelyekbdl az 50. napra kialakulnak a Calbindin pozitiv
Purkinje neuronok is. A tenyésztési koriilmények tovabbi optimalizalasaval elértem, hogy az
50. napon a MAP2-t is kifejezd érett neuronalis sejtek mellett mar a késobb kifejlodé6 GFAP
pozitiv asztroglia sejtek is kimutathatoak voltak. Ezaltal a Nayler et al. és Silva et al.
protokollok altal leirt kdzel harom hénapig tartd differenciaciondl joval rovidebb id6 alatt

sikeriilt az ataxia vizsgalatara alkalmas sejteket eldallitanom.

Annak érdekében, hogy bizonyitsam, a modell patoldgias elvaltozasok kimutatdsara is
alkalmas, az egérben ataxia indukalasara képes IL-1p3-val kezeltem az organoidokat, ami a P62
autofagia marker megemelkedésével jart. Annak érdekében, hogy kideritsem, hogy vajon ez a
valtozas sejtspecifikus modon tortént-e, neurondlis (MAP2) és asztroglia (GFAP) markerekkel

egylitt vizsgaltam a P62-t organoid metszeteken. Bebizonyitottam, hogy az irodalomban
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korabban egér sejtek esetében kimutatott jelenség, miszerint az IL-1 a neuronkat karositja, a

human cerebellaris organoid modell esetében is tetten érhetd.

Osszességében megallapithatd, hogy a létrehozott human cerebellaris organoid modell
alkalmas sejtspecifikus patologias elvaltozdsok vizsgéalatira és az azokat célzd terapidk
kifejlesztésének platformjaul szolgalhat. Tovabbi munkdm sordn genetikai eredetli ataxidk
organoid modelljét is szeretném Ilétrehozni, 10j, gliaspecifikus célfehérjék beazonositasa
érdekében. A terapids célpontok konnyebb monitorozasa érdekében fluoreszcens riporter
hiPSC vonalakat is tervezek létrehozni, és az azokbol differencialtatott organoidokat nagy
ateresztOképességli sziirésekben tervezem felhasznélni a patologias elvaltozasok kialakuldsat

feltartoztatdo molekulak beazonositasa érdekében.
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FUGGELEK

3. tablazat: 16 napos immunfestéshez tartozo ANOVA teszt P értékei (bal)

4. tablazat: 21 napos immunfestéshez tartozo ANOVA teszt P értékei (jobb)

Kondiciok SOX2 NESTIN | PAX6
l.vs. 1. >0,9999 10,994 0,999
l.vs. IV. 0,98 0,5281 [0,9978
l. vs. V. >0,9999 10,7269 [0,032
l.vs. VI >0,9999 10,628 0,9959
Il. vs. IV. >0,9999 10,8172 [0,9649
Il. vs. V. >0,9999 10,9456 |0,0173
Il. vs. VL. >0,9999 10,8917 [>0,9999
IV.vs. V. >0,9999 10,9991 0,065
V. vs. VI >0,9999 |>0,9999 |0,9376
V. vs. VI >0,9999 [>0,9999 [0,0141

Kondiciok TUJ GFAP
Membran VS.
Petri-csésze 0,5028 0,592
Membran vs. 96
lyukua 0,1133 0,2412
Petri-csésze  vs.
96 lyuku 0,4787 0,7161

6. tabldzat: 50 napos immunfestéshez

Kondiciok | SOX2 NESTIN | PAX6
l. vs. 1l. 0,6795 <0,0001 |>0,9999
l.vs. IV. 0,9228 <0,0001 |0,4188
l. vs. V. 0,1031 | 0,0046 |0,3682
l.vs. VI 0,8986 <0,0001 |0,9615
Il.vs. IV. 10,993 0,9995 |0,2377
Il. vs. V. 0,7656 10,3847 |0,3127
Il.vs.VI. ]0,9966 |0,9398 |0,8977
IV.vs.V. 10,4204 10,5804 [0,0012
IV.vs.VI. [>0,9999 10,8164 [0,8349
V.vs.VI. 10,4687 10,0654 [0,0342

5. tablazat: 50 napos western blott analizishez tartozo ANOVA teszt P értékei

tartozo ANOVA teszt P értékei

Kondiciok KIRREL2 | SOX2 GFAP |[SOX9 |NeuN Calbindin
Membran VS.

Petri-csésze 0,6907 0,0006 |0,4562 |0,2563|0,3861 0,8134
Membran vs. 96

lyukt 0,9088 0,628 0,0099 |(0,8992|0,8888 0,8514
Petri-csésze  vs.

96 lyuku 0,9063 0,0013 |0,0421 |0,4313|0,6254 0,5106
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