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Bevezetés

Az immunterdpia hatékony eszkoz lehet a szolid tumorok és a vérképzdszervi daganatok
kezelésében. Tovabba ez a megkozelités alkalmazhatd az autoimmun betegségek és a
gyulladasos rendellenességek enyhitésére is. Példaul az immun checkpoint inhibitor antitestek
felhasznalhatok a T-sejtes immunvalasz el@segitésére azaltal, hogy antagonizaljak a gatld
szignalokat (példaul PD1/PD-L1 vagy CTLA-4). Erdekes modon ezeknek az checkpoint
blokkolo antitesteknek az alkalmazdsa sordn szamos daganattipusban tartés immunvalaszt
¢észleltek. Ezenkiviil az adaptiv sejtterapidk alkalmazhatok tumorba infiltrald limfocitdk vagy

periférias T-sejtek felhasznalasaval. Ezek a limfocitak vgy alakithatok, hogy T-sejt-



receptorokkal vagy kiméra antigén-receptorokkal (CAR) célozzak meg a rakspecifikus
antigéneket. Erdemes megemliteni, hogy a CD19-et célz6 CAR T-sejtekkel végzett klinikai
vizsgalatok 90%-os remissziot mutattak az akut B limfoblasztos leukémiaban szenvedd
betegeknél, ami jelzi e sejtalapu terapias megkozelitésben rejlé kiemelt potencialt. E PhD tézis
témajahoz még inkabb kapcsolodik, hogy az ex vivo létrehozott dendritikus sejtek (DC-K)
tumorantigénekkel tolthetok fel, és visszainjektalhatok rakos betegekbe a daganatellenes
immunvalasz beinditdsa céljabol. Néhany ilyen DC-alapu vakcina igéretes klinikai

eredményeket mutat.

A DC-ket altalaban a periférids vér monocitainak in vitro differencialasaval allitjak el6
immunterapia céljabol. A begylijtott monocitdk szama azonban korlatozott, és ezeknek a
sejteknek a DC-differencialodasi képessége a donortdl fiiggden valtozik. A monocitakkal
ellentétben a pluripotens embriondlis Jssejtek (ESC) korldtlan 6nmegujitd és széles
differencialodasi képességiik miatt kimerithetetlen forrast jelentenek az immunsejt alapt
terapiakhoz. Az ESC-eredetli DC-k (ES-DC) jol definialt protokollok segitségével ex vivo
differencidlassal készithetdk. Azonban tovéabbra is kihivast jelent az ESC-k funkcionalis
sejtekké torténd differencidlodasa, mivel a végtermékek gyakran embrionalis tipusi vagy
éretlen sejteket reprezentdlnak. Az ESC-eredetii sejtekben az embrionalis fejlddési programok
konnyen aktivalédnak, azonban ezek a génszabalyozd halozatok altalaban nem garantaljdk a
teljesen érett, funkcionalis sejtek kialakulasat. A megfeleld éréshez tovabbi 1épésekre van

sziikség, amelyek hianyoznak a meglévd in vitro differencialasi protokollokbol.

A genetikailag kodolt eszkozok, példaul az ektopikusan expresszalt transzkripcios faktorok
lehetdvé teszik az ex vivo generalt immunsejtek érésének fokozasat. Példaul a pluripotens
Ossejt-eredetli vérsejtek fejlodése fokozhato transzkripcids faktorokkal. Kutatasi munkdmban
két DC-specifikus transzkripcios faktor (RUNX3 ¢s ZBTB46) hatasat vizsgaltam a pluripotens

ESC-k DC-kké torténd ex vivo differencialodasa soran.

Célkituzések

Az ES-DC differencidlodés optimalizalas érdekében eldzetesen megvizsgaltuk az egér ESC-
kb6l szarmazd DC-generalas hatékonysagat. Azt talaltuk, hogy az ES-DC-k DC-specifikus
sejtfelszini markerei alacsonyabb expressziot mutattak LPS-kezelés utan, mint a csontvel6bol

szarmazd DC-K (BM-DC-k). Ezenkiviil néhany DC-specifikus transzkripcios faktor alig volt



detektalhatdé ES-DC-kben. Ezen adatok alapjan célul tiztiik ki a DC fejlodés két fontos
szabalyozdjanak, a RUNX3 és ZBTB46 transzkripcios faktorok hatdsanak vizsgélatat egér ESC

eredetli DC progenitorokban.

Célunk volt felmérni az e faktorok altal befolyédsolt ES-DC-k fejlédési és immunologiai

tulajdonsagait, valamint génexpresszios elemzést végezni a kdvetkezok feltarasara:
- a RUNX3 vezérelt ES-DC maturacios folyamat jellemzése
- a RUNX3 modulalé szerepének feltarasa az ES-DC-k T-sejt aktivald és migracios képességére

- a ZBTB46 hogyan befolyasolja a korai ESC-mezodermalis atmenetet €¢s a mieloid sejtek
fejlodését
- hogyan valtoztatja meg a ZBTB46 az ESC-bdl szarmazo progenitorok globalis génexpresszios
mintazatat

- a ZBTB46 hatasa az ESC eredetii erythroid sejtek fejlodésére



Anyagok és modszerek

Embrionalis 6ssejttenyésztés

A mitomicin C-vel (Merck) kezelt MEF (egér embrionalis fibroblaszt) sejteket alkalmaztunk
dajka sejtekként az ESC-k fenntartasahoz knockout DMEM-ben (Thermo-Fisher Scientific),
amely 1000 U/ml LIF-et (leukémia gatld faktort, Merck), 15% FBS-t (fotalis borjuszérumot,
Thermo-Fisher Scientific), 100 pg/ml sztreptomicint és 100 U/ml penicillint (Merck)

tartalmazott.

A transzgenikus sejtek differencidlodés eldtti expanzidja és ujraszelekcidja soran az egér ESC-
ket MEF sejtek nélkiil tenyésztettiik knockout DMEM-ben (Thermo Fisher Scientific) 15%
FBS (Thermo Fisher Scientific) és 1000 U/ml LIF (Merck) 200-300 pg/ml G418 (Geneticin,

Thermo Fisher Scientific) jelenlétében.

Mezodermalis és mieloid sejtdifferenciacio

A scjtatalakitas elbsegitése céljabol az ESC-ket OP9 stromasejtekkel ko-kultaraban
tenyésztettiik. Az els6 szakaszban a-MEM (Thermo-Fisher Scientific), 20% FBS-el (Thermo-
Fisher Scientific), 100 U/ml penicillinnel és 100 pg/ml sztreptomicinnel (Merck) kiegészitett
sejttenyészté médiumot hasznaltunk. Az 5. napon a differencialt sejteket 0,25%-0s tripszin-
EDTA (Thermo-Fisher Scientific) segitségével gyijtottiik dssze, majd 3-6 napig tenyésztettiik
tovabb 1j OP9 sejtréteget hasznalva a-MEM médiumban, amely 20% FBS-t, 50 ng/ml GM-
CSF-et (PeproTech) és 50 uM 2-ME-t (B-mercaptoethanol; Merck) tartalmazott.

Az embryoid body differencidlodasat (EBD) IMDM (Thermo-Fisher Scientific) sejttenyésztd
tapkozeg segitségével végeztik, amelyet 15% FBS-sel, 200 ng/ml vassal telitett transzferrin-
nel (Sigma), 4,5 mM monotioglycerollal (Sigma Aldrich) és 50 ng/ml aszkorbinsavval (Sigma)
egészitettiink ki. Az ESC-ket begytjtottiik és EBD médiumba hanging drop technikaval
forditott bakterilis tenyésztdedényekben tenyésztettiik. A 2. napon az EB-ket begytijtottiik, és
6 cm-es tenyésztéedényekbe transzferaltuk at és alacsony sebességii orbitalis razogépre tettik,
hogy elkeriiljiik a sejtek tenyésztdedényhez tapadéasat. A sejteket a 4. vagy a 6. napon gyujtottiik
be. Egyes kisérletekben a begyiijtott sejteket 3 napig tovabb tenyésztettiik OP9 sztromasejt
rétegen 6 lyuku sejttenyésztd edényben 20% FBS, 50 ng/ml GM- CSF és 50 uM 2-ME tartalmu
a-MEM médiumban.



A csontveldsejtek izolalasa és differencialodasa

Egér BM sejteket izolaltunk 12 hetes him C57BL/6 vagy 129S1 allatokbol. A BM-DC
differencialodashoz 500 000 BM sejtet tenyésztettiink 9 napon keresztiil 10% FBS-t (Life
Technologies), GM-CSF-et (50 ng/ml) és 2-ME-t (50 uM) tartalmazo RPMI tapkdzegben 6
lyukt szovettenyésztd edényben. A DC aktivacio elésegitésére a tapkozeget friss RPMI-vel

helyettesitettiik a 8. napon, ¢€s a sejteket 100 ng/ml LPS-sel kezeltiik.
Kémiailag indukalhaté ESC vonalak eloallitasa

Kémiailag indukalhat6 egér ESC vonalak létrehozasara olyan célvektorokat (p2lox) hoztunk
létre, amelyek az egér Irf8, Zbtb46, EGFP vagy bi-cisztronos Zbth46-T2A-EGFP kodolo
szekvencidit tartalmazzak. Kémiailag indukélhat6é sejtvonalak eldéallitasahoz génmddositott
egér ESC vonalat (ZX1) hasznaltunk. Roviden, a p2lox célvektort ZX1 (genetikai hattér:
129/0laHsd) ESC-kbe transzfektaltuk elektroporacioval. Az elektroporacios 1épést kovetden a
sejteket elozdleg elkészitett geneticin/neomicin rezisztens MEF (EmbryoMax, Merck) rétegre
helyeztiik, majd a rezisztens sejteket kémiai szelekcionak tettiik ki 8 napon keresztiil 300 pg/ml

G418-at tartalmaz6 knockout DMEM-ben.
A transzgenikus ESC vonalak jellemzése

Az eléallitott sejtklonok indukalhatosaganak értékelésére az egér ESC-ket 2 napig tenyésztettiik
15% FBS (Thermo Fisher Scientific), 1000 U/ml LIF-fel (Merck), 100 U/ml penicillin, 100
pg/ml sztreptomicin (Merck) tartalmi knockout DMEM-ben (Thermo Fisher Scientific), és 1
pg/ml doxiciklinnel kezeltiik 72 6ran keresztiil. A transzgén indukalhatosagat kvantitativ real-
time PCR segitségével hataroztuk meg, vagy intracellularis ZBTB46 jelolést kovetden aramlési

citometriaval analizaltuk.
mRNS szekvenalas

Az mRNS szekvenalads végrehajtasahoz Illumina platformot hasznéltunk. A total RNS-t TRI-
reagenssel nyertiik ki. A konyvtarkészités Ultra II RNA Sample Prep kit (New England
BioLabs) segitségével tortént, a gyartod ajanlasait kovetve. A szekvenalasi futtatasokat Illumina
NextSeq 500-on végeztikk egyvégli 75 ciklusos szekvendlds haszndlatdval. A Debreceni
Egyetem, AOK, BMBI, Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgéltaté Laboratériuma

végezte a konyvtarkészitést, a szekvenalast és az alap bioinformatikai feladatokat.



RNS izolalas és kvantitativ reverz transzKkripcios polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

A total RNS kinyeréshez és tisztitashoz TRI reagenst hasznaltunk. A reverz transzkripciot
High-Capacity cDNA RT Kit (Thermo-Fisher Scientific) segitségével végeztiik. A kvantitativ
valds idejii PCR-reakcidokat Roche LC480 vagy LC96 platformon hajtottuk végre a kdvetkezd
kondiciok mellett: 1 ciklus (denaturacidhoz) 95 °C-on 60 mésodpercig; 40 ciklus 95 °C-on 10
masodpercig ¢és 60 °C-on 30 masodpercig Tagman (Thermo Fisher Scientific) hidrolizis
probakkal. Komparativ threshold ciklus médszert alkalmaztunk az ActB-re normalizalt relativ

génexpresszido meghatarozasat.
Western blot

A 40 000 sejt/mintabol kivont fehérjék elektroforetikus elvalasztasat 10%-0s poliakrilamid
géllel végeztiik, majd a mintakat PVDF membranra transzferaltuk (Pall Corporation). Anti-
IRF8 poliklondlis antitestet (ab245607, 2000-szeres higitds, Abcam) ¢és anti-GAPDH
monoklondlis antitestet (AM4300, 2000-szeres higitas, Thermo-Fisher Scientific) hasznéltunk

a fehérjék kimutatasara.
Aramlasi citometria és sejt szétvalogatas

A BD FACS Aria Ill-at (BD Biosciences) hasznaltuk az aramlasi citometrias elemzésekhez és
a sejt szétvalogatashoz. A kovetkezd anti-egér antitesteket hasznaltuk a jel6lések soran: CD45-
FITC (30-F11), CD11b-BV711 (M1/70), FIk-1(CD309)-BV421 (Avas 12a1), MHC2-FITC (I-
A/l-E; A2G9), CD80-APC (16-10A1) és CD86-APC (GL1), melyek a BD Biosciences-t6l
szarmaztak. Az F4/80—Alexa Fluor 488 (BM8) antitestet az eBioscience-tl (San Diego, CA)
szereztliik be. Sejt szétvalogatas (sorting) céljabol 1 millid sejtet gytijtottiink ossze €s jeldltiink
anti-egér Flk1 antitesttel, majd 50 000-100 000 Flk1+ sejtet valogattunk szét. Az intracellularis
ZBTBA46 festéshez Transcription Factor Buffer Set-et (BD Biosciences) hasznaltunk a gyarto
ajanlasai szerint, a festést egér elleni ZBTB46-PE (U4-1374) antitesttel végeztiik sejtfelszini

jelolés utan.
Maigneses sejtszeparalas (MACS)

A Flk1+ mezodermalis sejteket anti-CD309 mégneses Microbead Kit (Miltenyi Biotec)

segitségével tisztitottuk a gyartd utasitasai szerint.



Sejtciklus és apoptozis vizsgalat

Az apoptozis kimutatéasi vizsgalatot a FITC Annexin V Apoptdzis Detektald Kit segitségével

végeztiik propidium-jodiddal (Biolegend) a gyart6 utasitasai szerint.

Propidium-jodiddal végzett DNS-festést alkalmaztunk a sejteloszlas meghatarozasara a
megfeleld sejtciklus-kompartmentekben. A begytijtott mintakat 70%-os etanollal fixaltuk, majd
mosas utdn 50 ul RNaz (100 pg/ml) és 200 pl propidium-jodid (20 pg/ml) oldattal kezeltiik. A
mintakat BD FACS Aria III késziiléken elemeztiik.

Hematopoietikus koloniaképzo assay

Az ES-eredetl sejtek koldniaképzd potencialjanak felmérésére Colony Forming Unit (CFU)
assay-t alkalmaztunk Methocult GF M3434 félszilard médiumot (Stemcell Technologies)
alkalmazva. A telepeket EVOS XL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific)
mikroszkop segitségével 8 napos tenyésztés utan azonositottuk és szamoltuk meg. Az ESC
eredetli progenitorokban a kdvetkezd tipust vérsejt kolonidkat mutattuk ki: erythroid, GM

(granulocita és makrofag) és GEMM (granulocita, erythrocita, makrofag és megakariocita).
Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikancia értékelésére €s kiszamitasara Student-féle t-probat (*p<0,05,

*#p<0,01, ***p<0,001) hasznaltunk.
DC migracios assay

Transwell migracios assay-t hasznaltunk a CCL19 (C-C motif chemokine ligand 19) és CCL21
(C-C motif chemokine ligand 21) kemokinek altal indukalt DC migracié tanulmanyozasara. A

vizsgalat soran 24 lyukq, 5 pm pérusméretii tenyésztdedényeket (Corning-Sigma) hasznaltunk.
T-sejt proliferacios elemzés

A T-sejteket 12 hetes him BALB/c egerek 1épébdl izolaltuk a Miltenyi Pan T cell isolation kit
IT (Miltenyi Biotec) alkalmazasaval. Az allogén MLR-hez (Mixed Leukocyte Reaction) 10°
vagy 10% ES-DC-t (genetikai hattér: 129/0OlaHsd) stimulatorként tenyésztettiink egyiitt 10° T-
sejttel 96 lyukd, kerek alji tenyészt6edényben 5 napon keresztiil. BrdU-t (5-brom-2'-
dezoxiuridin) adtunk a tenyésztés utolsé 12 o6rdjaban. A BrdU beépiilését Cell Proliferation

Assay Kit-tel (Merck) értékeltiik a gyart6 ajanlasai szerint.



Eredmények

A RUNX3 fokozza a DC maturaciot

Az ES-DC fejlodés folyamatanak megértése érdekében, kollégaim korabban megvizsgaltak az
egér ESC-kbdl torténd DC generalas hatékonysagat, és elemezték a kapott antigénprezentald
sejtek fenotipusat. Erdekes moédon két DC maturaciés marker (MHCII és CD80) gyengén
expresszalodott LPS hatasara ES-DC-kben (kevesebb, mint 25% MHCII/CD80+ sejtet lehetett
detektalni). Ezzel szemben a BM-DC-bdl szarmazoé sejtek tobb, mint 50%-a MHCII/CD80+
volt. Megfigyelték azt is, hogy az LPS-aktivalt ES-DC-k heterogén CD86 expresszidt mutattak,
viszont az LPS-sel kezelt BM-DC-k tobbsége CD86+ volt. Megjegyzendd, hogy mind a CD80,
mind a CD86 DC-specifikus maturaciéos markerek, amelyek a T-sejtek aktivalasahoz és
tuléléséhez sziikséges ko-stimuldcios szigndlokat biztositanak. Ezek az eredmények azt
mutattdk, hogy az ES-DC-k egy kiilondlld6 mieloid sejttipust képviselnek, korlatozott
maturaciés kapacitassal. Ezen immunsejtek tovabbi jellemzésére az ES-DC-kben taldlhato
szamos transzkripcios faktor mRNS szintjét kdzvetleniil dsszehasonlitottuk a BM-DC-kkel.
Takacs Erika elemzése ramutatott, hogy harom gén (Spi-B, Irf4 és Runx3) szignifikansan
alacsonyabb expresszioval rendelkezik az ES-DC-kben, mint a BM-DC-kben. A transzkripcios
profilnak megfeleléen a RUNX3 fehérje kimutathaté volt BM-DC-kbdl, ezzel szemben ez a
transzkripcios faktor alig volt detektalhaté az ES-DC-kbdl. Ez az eltérd génexpresszid arra
késztetett benniinket, hogy kémiailag indukalhat6 transzgenikus ESC-k segitségével teszteljiik
a RUNX3 transzkripcios faktor hatasat ES-DC-kben és progenitorokban.

Ebben a vizsgalatban el6szor a transzgénikus Runx3 hatasat teszteltik az ex vivo DC
differencidlodas késobbi szakaszéban. Ezt a transzkripcids faktort az 5. és a 19. nap kozott
indukaltuk, ¢és a sejteket LPS-sel is kezeltiik a 18. napon, hogy érett DC-ket hozzunk 1étre, és
fokozzuk aktivaciojukat. Az ESC-bdl szarmaz6 terminalisan differencialt DC-ink maturacios
kapacitasanak jellemzésére a 19. napon mértik MHCII és CD80 expresszids mintazatukat.
Viarakozasainknak megfeleléen emelkedett MHCII/CD80 duplapozitiv szubpopulaciot
figyeltink meg az LPS kezelés hatdsara. Bar ezek a sejtek még mindig alacsonyabb
MHCII/CDS80 expressziot mutattak, mint a BM-DC-k, eredményeink az ESC-bdl szarmaz6

DC-k fokozott maturacids potencialjat jelzik, az ex vivo RUNX3 hatésara.



Az ES-DC-k fokozott migraciés kapacitasa és T-sejt aktivalé potencialja a RUNX3 altal

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a RUNX3 képes-e modulalni az ESC-b6l szarmazé DC-k
funkciondlis tulajdonsagait. Transwell migracids assay segitségével megmeértiikk sejtjeink
CCL19/CCL21 alapt migracids potencidljat. Adataink azt mutattdk, hogy a RUNX3 altal
vezérelt ES-DC-k migréacios potencidlja jelentds volt, a RUNX3 nélkiili ES-DC-k azonban még
CCL19 és CCL21 jelenlétében is alig migraltak. Osszehasonlitasként értékeltiik a BM-bél
szarmazd DC-k migraciés kapacitasat is. Meglep6 modon ezek a sejtek magasabb szintii
migracios potencidlt mutattak még a fent emlitett citokinek hozzaadéasa nélkiil is. Eredményeink
a RUNX3 vezérelt ES-DC-k megndvekedett migracids potencialjat mutattak, azonban ennek a
sejtfunkcionak a szintje még mindig a BM-DC-k altal meghatarozott referenciaszint alatt volt.
Végiil MLR reakcioval feltérképeztik a Runx3 transzgenikus ES-DC-k T-sejt aktivalo
képességét. Ezekben a kisérletekben az ES-DC-ket mas genetikai hatterli T-sejtekkel egyiitt
tenyésztettilk (allogén stimulacié). A megndvekedett maturacios potenciallal 6sszhangban
fokozott T-sejt proliferacios ratat észleltiink a Runx3 indukciora adott valaszként ES-DC-kben.
Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy a RUNX3 fokozza az ESC-eredetii
antigénprezentalo sejtek migracios potencialjat és T-sejt aktivacios képességét. Az ES-DC-k
funkcionalis és fenotipus elemzése azt mutatta, hogy a Runx3 bekapcsolasa fokozza az ESC-
bol szarmazd DC-k immunogén tulajdonsagait. Az a megfigyelésiink, hogy a RUNX3-al
atprogramozott ES-DC-k immunogenitasa alacsonyabb szintli a BM-DC-kkel 6sszehasonlitva,

tovabbi transzkripcids faktorok tesztelésére késztetett benniinket.
ZBTB46-fiiggd csokkent mieloid sejt differencialédas

Munkatérsaink 17 kiilonb6z6 DC specifikus transzkripcids faktor mRNS expresszids szintjét
hasonlitottak 6ssze ESC eredetii ex vivo generalt DC-kben. Ezen faktorok némelyike magas
mRNS expressziot mutatott, mas transzkriptumok azonban alig detektalhatd mértékben
fejezddtek ki. A RUNX3-hoz hasonldan a ZBTB46, mely egy konvencionalis dendritikus sejt
(cDC) marker, alig expresszalddott ES-DC-kben €s eldalakjaikban. Ezért kisérleteink soran arra
is-torekedtiink, hogy feltarjuk ennek a transzkripcids faktornak az ES-DC differenciacioban
betdltott szerepét, hasonld funkcionyerd (gain of function) megkozelitéssel, mint a RUNX3
vizsgalatnal. Mindezért kémiailag indukalhato, Zbtb46 transzgént expresszalni képes klont
hoztunk létre. Két ESC klont (C2 és C4) valasztottunk ki, melyeket expandaltunk és
jellemeztiik. Kisérleti adataink azt mutatjak, hogy a Zbtb46 mRNS expresszios szintje 3 napos
doxiciklin kezelés utan erdsen emelkedett, €s a ZBTB46 fehérjeszinten is sikeresen kimutathato
volt az indukalt sejtek 95%-aban. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a ZBTB46
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transzkripcids faktor egyontetiien és erdteljesen indukdlhato ESC alapu transzgenikus
rendszerlinkben. Az tjonnan generalt klonok validalasi folyamatat az ex vivo ESC
differencidlodasi vizsgalata kovette. Az ES-DC progenitorok eldallitdsa sordn a transzgén
tultermelése az 5. napon kezdddott, és a progenitor sejteket 3 kiilonb6z6 idopontban gyljtottik
be: a 8., a 11. vagy a 14. napon. Erdekes médon a CD45+/CD11b+ frakciot jelentdsen
csokkentette a ZBTB46 bekapcsolasa az ESC-eredetii sejtjeink 8 napos differencialt
allapotaban. Erdemes megemliteni, hogy a CD45 egy receptorhoz kotétt protein tirozin-
foszfataz, amely minden leukocitan expresszalodik, beleértve a mieloid sejteket is. Ezzel
szemben a CDI11b mieloid sejtspecifikus marker. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a
ZBTB46 erds repressziv hatast gyakorol a sejtek mieloid fejlodésére. Fontos kiemelni, hogy a

11 és 14 napos differencialt progenitorok szintén csokkent mieloid potencialt mutattak.

Ezt kovetden teszteltiik a ZBTB46 hatasat az EB-kbdl szarmaz6 progenitorokban is. Ezeket a
haromdimenziods sejtaggregatumokat 6 napig novesztettiik, és az EB-eredetli progenitorokat
tovabb tenyésztettiik OP9 sejtekkel 3 napig. A monolayer differencidlédashoz hasonldéan az
EB-bdl szarmazo sejtek is kevésbé alakultak 4t CD11b+/CD45+ mieloid vérsejtekké ZBTB46
jelenlétében. Ezek az eredmények tovabb erdsitik a ZBTB46 altalanos mieloszuppressziv

szerepét az altalunk vizsgalt egér ESC-eredetli transzgenikus rendszertinkben.
A ZBTB46 gatolja a mieloid fejlodést mezodermalis sejtekbél kiindulva

Ezt kovetden megvizsgaltuk a Zbtb46-ot expresszald, transzgenikus sejtvonalaink korai
mezodermalis fejlodését a differencialddas 3-5. napja kozott. Eredményeink azt mutattak, hogy
a Zbtb46 indukalasa az 5. napon az Flk1+ sejtképzddés jelentds csokkenését eredményezte, ami
arra utalhat, hogy ez transzkripciés faktor nem csak a mielopoézist, hanem az ESC-
mezodermalis atmenetet is negativan befolyéasolja. Tovabba ez a megfigyelés felvetette, hogy
a myeloid sejtképzo potencial korlatozottsaga a mezodermalis sejtfejlédés karosodasanak lehet
a kovetkezménye, mivel az 5 napig differencialt sejtjeink kozott még lehetnek pre-
mezodermalis allapotban 1évd sejtek, amelyek nem tudnak Flkl+ mieloid prekurzorokka
atalakulni. Ezen lehet6ség tesztelésére 5 napig differencialt Flk1+ sejteket tisztitottunk MACS
technologiaval, és 3 napig feeder sejtek nélkiil differencialtunk a transzgenikus Zbtb46
jelenlétében. Meglepd modon, hasonldan a magneses szeparalas nélkiili sejtekhez, a CD45-6t
expresszalo sejtek ardnya nagymértékben lecsokkent ZBTB46 jelenlétében a magnesesen
elvalasztott Flkl+ mieloid prekurzorokban. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a mar
mezodermalisan elkotelezett sejtek sem képesek hatékonyan atalakulni mieloid formakka
ZBTB46 jelenlétében. Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a ZBTB46 altal vezérelt
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A ZBTB46 indukalta antiproliferativ hatas

A ZBTB46 altal vezérelt ES sejtdifferenciacié koradbban feltart attributumai mellett e
transzkripcios faktor hatasara megvaltozott sejtszam is a tenyészetekben. A 0-5. nap, illetve a
8. és 11. nap kozott alacsonyabb sejtszamot detektaltunk Zbtb46 indukcio esetén. Tovabba ez
a jelenség még a differencialatlan ESC tenyészetekben is megfigyelhetd volt a Zbtb46
bekapcsolasakor. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a ZBTB46 befolyasolja a sejtek
¢letképességét és/vagy proliferacios kapacitasat. E lehetdségek tesztelésére meghataroztuk a
sejtek viabilitasat és a sejthalal mértékét a transzgén altal vezérelt rendszeriinkben. Tovabba
feltérképeztiik az ESC-k sejtciklus profiljat is, hogy feltarjuk a ZBTB46 altal eldidézett
esetleges valtozasokat. Meglepd modon a ZBTB46 altal vezérelt sejtekben alacsonyabb
propidium-jodid és annexin V pozitivitast figyeltiink meg a kontroll (Zbtb46 indukcio nélkiil),
nem differencialt ESC-khez képest. Ezen eredmények szerint sem életképesség csokkenés, sem
apoptotikus sejtek képz6dése nem tehetd feleldssé a csokkent sejtszam miatt. Erdekes médon a
Zbtb46 indukalasakor megvaltozott sejtciklus profil volt megfigyelhetd: a GO/G1 sejtek aranya
lecsokkent, ezzel szemben a G2/M fazisban 1évo sejtek aranya megemelkedett a ZBTB46 altal
vezérelt ESC-kben. Eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a sejtciklus

fazisainak eltérése hozzajarulhat a csokkent sejtproliferaciohoz.
A ZBTB46 dependens génexpresszios mintazat

A ZBTB46 altal vezérelt génexpresszios valtozasok dokumentalasa érdekében modositottuk a
sejtdifferencialtatasi protokollunkat, hogy viszonylag homogén sejtpopulaciokat kapjunk.
Otnapos differencidlt és MACS-tisztitott Flk1+ sejteket OP9 sztromasejtek nélkiil
tenyésztettiink tovabb doxiciklin jelenlétében vagy hidnyaban. A sejteket 24 €s 72 6ra multan
gyljtottiik be, hogy megfigyeljiik a ZBTB46 hatasat. A teljes genomra kiterjedd génexpresszids
analizis RNS-szekvendldssal valdsult meg; kisérleti kondicionként 3 biologiai replikat tesztelve
(6sszesen 15 minta). Eldszor a globalis génexpresszids mintazatot foékomponens analizissel
elemeztiikk. Eredményeink szerint az 5 napig differencialt Flkl+ sejtek jelentdsen eltérd
génexpresszios mintazatot mutatnak a 6 vagy 8 napos differencialt sejtekhez képest. Ebbdl az
analizisbdl az is vilagossa valt, hogy a doxiciklin kezelés (Zbtb46 indukcid) mérsékelt hatast
gyakorol a globalis expresszidos mintdzatra. Ezt kovetéen ANOVA tesztet alkalmaztunk a
valtozd expressziot mutatd gének jellemzésére. Elemzésiink 3030 valtozo gént azonositott az
15371 expresszalt gén koziil, amelyek dinamikus profilt mutattak ebben a differencialédasi
szakaszban. A 8. napon szamos gén mutatott magasabb expressziot, de érdekes modon ezen
gének tobbségének kifejezddését a ZBTB46 csokkentette.
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Ezt kdvetden tovabb elemeztiik a ZBTB46 altal negativan szabalyozott transzkriptumokat egy
olyan megkozelitéssel, amely csak a ZBTB46 transzgenikus hatdsokra fokuszal a 6 és 8 napig
differencialt sejtjeinkben. Elemzésiink 726 transzkriptum expresszidjanak csokkenését mutatta
a ZBTB46 altal vezérelt 6 vagy 8 napig differencidlt sejtekben. A lista felhasznalésaval
ugynevezett *gene set enrichment’ analizist végeztiink. Ennek eredményeként azt tapasztaltuk,
hogy az immunsejtekhez kapcsolodd génontoldgiai (GO) kategoridk magasan képviseltették
magukat a tobbi osztalyhoz képest. Példaul az ,,immune system process” kategéria 148 mRNS-
e volt megtalalhaté a génlistankon, tobbek kozott az Itgal (DC11a), az Itgam (CD11b) és az
Irf8 gének expresszidja is lecsokkent ZBTB46 jelenlétében. Meglepd modon ezek a gének még
erdteljesebben represszalodtak a 8. napon, ami arra utal, hogy szamos immun- és mieloid
sejtfejlodéssel kapcsolatos gén negativan szabalyozott a ZBTB46 altal atprogramozott
sejtekben. Az Irf8 csokkent expresszidjat a 8. napon kvantitativ PCR és Western blot
segitségével is igazoltuk fiiggetlen kisérletekbdl szarmazé mintdkon. Osszhangban az aramlasi
citometrids eredményeinkkel, a ZBTB46 tehat csokkenti a mielopoézisben részt vevd gének
tobbségének expressziojat, ezaltal a genomszintli transzkript analizisiink is alatdmasztja a

ZBTB46 gatlo hatasat a mieloid sejtfejlodésre.

Ezt kovetden azokat a géneket vizsgalatuk, amelyek expresszidja megemelkedett a ZBTB46
hatasara. A magasabb expressziot mutatd génkészlet kivalasztasdhoz ugyanazt az algoritmust
alkalmaztuk, mint amit a leszabalyozott gének meghatarozasahoz hasznaltunk. 361 gént
azonositottunk, amelyeket a ZBTB46 pozitivan szabalyozott, ezek koziil RT-PCR analizissel

két gén esetében (Cyp26b1 és Ramp3) igazoltuk a ZBTB46 dependens indukciot.
Zbtb46 altal indukalt erythroid fejlodés ESC eredetii sejtekben

Transzkript analizisiink feltarta a ZBTB46 gatlo szerepét az ESC eredetii mieloid sejtek
kialakuldsa soran. Ugyanakkor, az ESC-bdl szarmazé vérképzo eldalakok mas sejttipusokka is
alakulhatnak, példaul erythroid iranyban 1is fejlédhetnek. Az RNS szekvenalasi
eredményeinkbdl az is vilagossa valt, hogy fokozott expressziot mutatnak az embrionalis és
felndtt hemoglobin gének a 6 €és 8 napig differencidlt sejtekben, 0sszehasonlitva az 5 napig
differencialt Flk1+ sejtekkel. Ezen tilmenden a 8 napos differencialt sejtekben megfigyeltiik a
felndtt béta globin transzkriptek (Hbbl ¢és Hbb2) szintjének emelkedését ZBTB46
bekapcsolasara, jelezve a fokozott erythtropoézist. Részletes RT-PCR méréseink igazoltak a
felndtt vorosvérsejtekre jellemzo béta-globin gén (Hbb-b1) fokozott expresszidjat 8 és 11 napig

differencialt, ZBTB46 altal atprogramozott sejtekben.
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk az ex Vvivo generalt sejtek hematopoietikus koloniaképzé
potencialjat. A 8 napig differencialt sejteket begytjtottiik, majd Methocult M3434 félszilard
taptalajban tovabbi 8 napig tenyésztettiik. A kisérlet végén azonositottuk €¢s megszamoltuk a
hematopoetikus sejteket tartalmazo kolonidkat. Meglepd modon, a transzgén bekapcsolt
allapotaban, illetve hidnyéaban is alacsony szdmu mieloid (GM) és kevert (GEMM) koloniat
figyeltiink meg. Ezzel szemben a Zbtb46 indukcidja soran 1ényegesen nagyobb szamu erythroid
jellegii telepet észleltiink. Hasonloan fokozott erythroid sejtképzddést detektaltunk a 11 napig
differencialodott sejtekben. Ezen sejtek esetében a Zbth46 indukciot kovetden a kevert koloniak
(GEMM) szama is fokozodott. Tovabba azt tapasztaltuk, hogy a mieloid koloniak (GM) szama
csokkent a 11. és 14. napon a Zbtb46 indukci6 hatasara. Osszességében ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy a ZBTB46 tiltermelése a vérsejtek fejlodését a mieloidtdl az erythroid

iranyba tereli ESC-bdl szarmazo progenitor sejtekben.

Erdekes modon az erythroid differencidlodas f6 szabalyozo faktorai (KLF1, LMO2, GATAI és
LDB1) ZBTB46 jelenlétében represszalt allapotban maradtak vagy nem véltozott az
expressziojuk. Ez arra utal, hogy a ZBTB46 dependens fokozott erythroid fejlédés valoszintileg
nem magyarazhatd a rijuk specifikus szabalyozd gének és termékeik indukcidjaval.
Ugyanakkor, nagyobb szamu CD105 (Endoglin) pozitiv sejtet figyeltiink meg mind a 8 napig
differencialodott, mind az EB-eredetli sejtekben a ZBTB46-os indukciot kovetéen. Az
Endoglin pozitiv populécié elkiiloniil a CD45+ sejtektdl és ezt a két markert ellentétes modon
szabalyozta a ZBTB46. Az erythroid progenitorok CD105+ sejtek, ezért ennek a
szubpopulacionak a fokozott képzddése egy lehetséges magyarazata lehet az intenzivebb

erythropoezisnek.
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Diszkusszio

Vizsgélataink sordn két DC-specifikus transzkripcios faktor, a ZBTB46 és a RUNX3 az ESC-
k differencialodasara kifejtett hatasat tanulmanyoztuk. Transzkripcids faktorokat gyakran
alkalmaznak sejtidentitds modositasara. Ezzel a megkozelitéssel specialis sejteket lehet
kifejleszteni regenerativ gydgyaszathoz vagy immunterdpidkhoz. Példdul transzkripcids
faktorokkal szomatikus sejtek dedifferencialhatok pluripotens 6ssejtekké (iPSC generalas),
vagy transzdifferencialhatok mas sejttipusokka. Ezenkiviil a PSC-k iranyitott differencialédasa
is elésegithetd transzkripcios faktorokkal, tobbek kozott az ES-DC differenciaciot is modulalni
lehet ezzel a megkozelitéssel. Az elmult évtizedekben Kidolgoztak szamos protokollt a DC
létrehozasara az ESC-kbdl vagy az iPSC-kbdl. Ezek a modszerek kiilonféle citokineket
alkalmaznak az immunsejtek képzddésének iranyitasara, kiilonosen a GM-CSF-et a mieloid és
DC differencialodas elésegitésére. Tobb tanulmany dokumentalta, hogy az ES- vagy iPS-DC-
k képesek tumorellenes immunvalaszt stimuldlni, azonban azt is megfigyelték, hogy ezek a DC-
k sok esetben alacsonyabb T-sejt-aktivacios potenciallal rendelkeztek, mint a felnétt progenitor
eredetii DC-k. Osszhangban ezekkel az eredményekkel kollégdim is megfigyelték, hogy az ES-
DC-k szamos maturécio specifikus sejtfelszini marker (MHCII, CD80 és CD86) alacsonyabb
expresszidjat mutattak LPS kezelés utan, mint a BM-DC-k. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy néhany faktor hianyzik az ex vivo generalt ESC-eredetli immunsejtekbdl. Ezért kollégaink
szisztematikusan Osszehasonlitottak a DC specifikus transzkripcios faktorok génexpresszios
mintazatat ES és BM-DC-ben. RT-PCR elemzésekkel Takacs Erika harom gént azonositott
(Spi-B, Irf4 és Runx3), amelyek alacsonyabb expressziot mutattak az ES-DC-kben a BM-DC-
kkel 0Osszehasonlitva. Ezek az eredmények arra inspiraltak benniinket, hogy kémiailag
indukélhat6 ESC-vonalakat hasznalva teszteljiik e harom transzkripcids faktor hatasat ES-DC-
kben és eldalakjaikban. A cél elérése érdekében munkatarsaim korabban Runx3, és Spi-B
indukdlhat6 ESC klénokat készitettek Cre-medialt helyspecifikus rekombinacié segitségével.
PhD munkdm sordn megvizsgaltam a transzgénikus Spi-B €és Runx3 ES-DC aktivaciora
gyakorolt hatasat. Spi-B indukcidjat kovetden az érett ES-DC fenotipus valtozatlan maradt, ami
arra utal, hogy ez a faktor minimalis hatassal van a DC aktivalasara. Ezzel szemben 1ényegesen
nagyobb ardnyban detektaltam MHCII/CD80 duplapozitiv sejtek a RUNX3 éaltal vezérelt ES-
DC-kben, kiilonosen LPS aktivaciot kovetéen. Ezenkiviil egy jellegzetes MHCII-t expresszalo
sejtpopuléciot is detektaltunk, amely még LPS aktivalas nélkiil is jelen volt a RUNX3 altal
programozott sejtekben. Korabban mar leirtak, hogy az MHCII expressziot kozvetleniil a

RUNX3 szabalyozza. Eredményeink Osszhangban vannak ezzel a megfigyeléssel, mivel a
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RUNX3 altal szabalyozott ES-DC-k eset¢ben emelkedett MHCII-pozitivitast észleltiink.
Sejtjeinkben azonban a RUNX3 altal kivaltott fenotipusos valtozdsok nem korlatozddnak az
MHCII emelkedett expresszidjara, mivel a CD86 fokozott expresszidja is kimutathato volt, ami

azt jelzi, hogy a RUNX3 altalanosan fokozza az ES-DC maturacios kapacitasat.

Annak felmérésére, hogy a RUNX3 hozzajarulhat-e ES-DC-k funkciondlis tulajdonsagaihoz,
megvizsgaltuk az LPS-aktivalt ES-DC-k migracids kapacitasat. Runx3 indukcidé nélkiil az ES-
DC-k még CCL19 és CCL21 jelenlétében is alacsony mértékii transzmigracidt mutattak. Ezzel
szemben a RUNX3 indukalt sejtek CCL19 ¢és CCL21 fliggd fokozott transzmigraciojat
detektaltuk. Megvizsgaltuk a RUNX3 altal vezérelt ES-DC-k T-sejt aktivacids potencialjat is
MRL reakcio segitségével. Az allogén stimulacid (antigénprezentalo sejtjeinket eltérd genetikai
hatteret hordozo T-sejtekkel egyiitt tenyésztettiik) a RUNX3 altal indukalt ES-DC-kre adott
valaszként megemelkedett T-sejt-proliferacios ratat azonositottunk. EX vivo elemzéseink azt is
feltartak, hogy az ES-DC-k migracids és érési kapacitasa gyengébb a BM-DC-khez viszonyitva.
A Runx3 transzgén tultermelése azonban elegendd volt ahhoz, hogy pozitivan modulalja az ES-
DC-k maturacios, kemotaktikus ¢és T-sejt-aktivacios potencialjat. Eredményeink szerint
egyetlen transzkripcios faktor elegendé az ES-DC-k érésének és immunogenitasanak
javitasahoz. Ugyanakkor, a felnétt progenitor eredetiit DC-k (BM-DC) még mindig magasabb
szazalékban expresszalnak MHCII/CD80 ¢és CD86 markercket, és a BM-DC-k nagyobb
migracios és T sejt aktivalo kapacitast mutattak, mint a RUNX3-mal el6allitott ES-DC-k. Ezek
az eredmények arra késztetnek benniinket, hogy a RUNX3 mellett tovabbi transzkripcios
faktorokat és citokineket is teszteljiink, hogy tovabb fokozzuk a pluripotens dssejt eredeti DC-

k immunogenitasat.

Munkdm masodik részében a ZBTB46 fehérje ESC differencidlodasra gyakorolt hatasat
vizsgaltam. A RUNX3-hoz hasonldan azt talaltuk, hogy, a ZBTB46, mely egy cDC marker,
alig expresszalodott ES-DC-kben, és eldalakjaiban. Ez az eredmény arra inspiralt benniinket,
hogy megvizsgaljuk ennek a génnek a DC fejlédésre gyakorolt hatasat. A ZBTB46 ES-DC
1étrejottében betdltott szerepének feltardsara hasonld funkcionyerd megkozelitést alkalmaztuk,
mint a RUNX3 esetében, azaz kémiailag indukélhat6 transzgenikus ESC vonalakat hoztunk
1étre. Ellentétben a RUNX3-al, azt talaltuk, hogy a Zbtb46 taltermelése erds repressziv hatast
valt ki a korai hematopoietikus fejlodés soran. Az ESC-bdl szarmazé ZBTB46 vezérelt sejtek
sokkal kisebb aranyban képeztek CD45+/CD11b+ mieloid progenitorokat, ami arra utal, hogy
amieloid sejtfejlédést ez a transzkripciods faktor gatolta. Erdemes megemliteni, hogy a ZBTB46

néhany gatlo funkcidjat mar korabban megfigyelték. Példaul a Zbtb46 tultermelése a BM-bol
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szarmazd hematopoietikus progenitorokban negativan szabalyozta a mieloid granulocita
fejlodést, és a sejt differencidlodast a cDC-szerli sejtek felé mozditotta el. Ezen tulmenden a
Zbth46 hianyos DC-kben nagyszamu monocita fejlodéssel kapcsolatos gén expresszidja
fokozddott, ami arra utal, hogy ez a transzkripcidos faktor negativan modulédlja a
mieloid/monocita génszabalyozd haldzatokat. Az ESC eredetli progenitorokban is csokkent
mieloid vérsejtképzodést talaltunk, azonban a Zbtb46 ektopikus expresszidja utan nem
észleltiink DC-szerli fenotipust. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ZBTB46 altalanos
gatlo hatast valthat ki a mieloid vérsejtek fejlodésében, de az alternativ sejtfejlodés iranya
kontextusfiiggd. A ZBTB46 tobb gént és utvonalat is represszalhat az ESC differencialodas
soran. Ezért megvizsgaltuk ennek a génszabalyozo fehérjének a globalis génexpressziora
kifejtett hatasat mRNS szekvenalassal. Osszhangban a repressziv funkcioval tobb mint 700 gén
mutatott alacsonyabb expressziét ennek a transzkripcidos faktornak a taltermelése
kovetkeztében 6 vagy 8 napig differencialt sejtekben. Ezek koziil a transzkriptumok Kkoziil
szamos mieloid specifikus mRNS-t azonositottunk, beleértve az Irf8-at, a CD14-et ¢s a CD11b-
t. Lehetséges, hogy ezen mieloid specifikus gének némelyikét kozvetleniil represszélja a
ZBTB46. Megjegyzend6, hogy az elérhetd publikaciok szerint szamos mieloid/monocita
specifikus génszabalyozo régidhoz kotédik a ZBTB46. Ezen erds repressziv hatas ellenére
genomszintli transzkripcids analizisiink arra is ravilagitott, hogy a hemoglobin béta gének
(Hbbl és a Hbb2) szintje megemelkedik a ZBTB46-o0s tultermelése soran. Ezzel 6sszhangban
nagyobb szamu erythroid koloniat észleltiink, a ZBTB46 vezérelt 8 vagy 11 napig differencialt
sejtek esetén. Ezek az eredmények egylittesen azt mutatjak, hogy a Zbtb46 taltermelése fokozza
az erythroid sejtek képzddeését ESC alapt rendszeriinkben. Meglepd modon a kulcsfontossagi
erythroid szabalyozok kifejezédeését (KLF1, LMO2, GATAL1 és LDB1) a ZBTB46 vagy nem
véltoztatta meg, vagy represszalta. Ezért a fokozott erythroid fejlddés nem magyarazhat6 az
erythropoiesis-specifikus transzkripcios faktorok ZBTB46 altali indukciojaval. Ugyanakkor,
tobb CD105 (Endoglin) pozitiv sejtet figyeltiink meg a differencialédas korai szakaszaban
ZBTB46 jelenlétében. Ismert, hogy az erythroid progenitorok expresszaljak a CD105-6t és az
is megallapitast nyert, hogy az ESC-eredetli erythroid fejlodést pozitivan moduldlja a CD105
tultermelése. Ezért a ZBTB46-fiiggd CD105+ sejtpopulacid osszefliggésbe hozhatod a fokozott
erythropoézissel. Nyilvanvaldan tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség a ZBTB46 altal kozvetitett

vordsvérsejt fejlodes jellemzésére ESC eredetii differencialt sejtekben.

Osszefoglalva, sikeriilt demonstralnuk, hogy egyetlen transzkripcids faktor (ZBTB46)

feliilirhatja a vérsejt-fejlodés programjat. Ennek a transzkripcios faktornak a taltermelése egér

17



ESC-eredetii sejtekben elegendd volt a mieloid génszabalyozd hélozatok gatlasdhoz és az
erythroid utvonal aktivalasahoz. A ZBTB46 erételjes hatasa az ESC-b6l szédrmazd
progenitorokban azt sugallja, hogy érdekes lenne a ZBTB fehérjék mas tagjait onmagukban
vagy kombinacioban tesztelni, hogy eldsegitsiik az ESC-k iranyitott differencidlodasat.
Ezenkiviil a teljes genomra kiterjedd génexpresszios profilozasunk alapul szolgalhat a ZBTB46

szabalyoz6 hélozat feltarasdhoz az ESC-bdl szdrmazo progenitorokban.
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Osszefoglalas

Monocita eredetii dendritikus sejteket gyakran hasznalnak daganatellenes immunoterapia
céljabol. Fontos kiemelni, hogy a monocita forrasbol létrehozott DC alapti vakcinak tobb
esetben igéretes klinikai eredményekhez vezettek. Ugyanakkor, limitalt az adott betegbdl
begytijthetd monocitdk szama, s ezekbdl nem mindig jon 1étre terdpids mennyiségli DC.
Ellentétben a monocita sejtekkel, a pluripotens embrionalis Ossejtek szinte korlatlan sejtforrast
biztosithatnak mivel az ES sejtek immortalisak ¢s széles fejlodési képességgel rendelkeznek.
Ugyanakkor, komoly kihivast jelent az ES sejtek iranyitott atalakitasa DC-ké: sok esetben az
igy létrehozott immunsejtek éretlenek és csak korlatozott immunogenitasuk van. Ugy tiinik
Hipotézisiink szerin DC specifikus transzkripcios faktorok bekapcsolasaval fokozhato lehet az
ES eredetli immunsejtek maturacidja és immunogenitasa. Mindezek miatt kisérleteinkben
megvizsgaltuk a RUNX3 és a ZBTB46 DC specifikus transzkripcids faktorok hatasat az ES-

DC-k fejlédése soran, és az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le.

1. Az egér ES sejt eredetli DC-k is limitalt maturacios képességgel rendelkeznek, viszont
az érett sejtek aranya a RUNX3 transzkripcids faktor bekapcsoldsaval jelentdsen fokozhatd. A
fokozott maturaciot timasztja ald, hogy sokkal tobb MHCII/CD80 dupla pozitiv, illetve CD86+
sejt volt megfigyelheté a RUNX3-al atprogramozott ES-DC-ben LPS kezelést kovetéen. Ezzel

ellentétben az Spi-B faktor tiltermelése nem befolyasolta a DC maturaciot.

2. A sejtfelszini markerek vizsgalata alapjan tehat azt talaltuk, hogy a RUNX3 fokozza az
ES eredetii DC-k maturacios képességét. Tovabbi funkcionalis vizsgalataink ravilagitottak arra,
hogy a RUNX3 pozitivan befolyasolja az ES eredetli DC-k migracios képességét, viszont ez a
képesség még igy is elmarad a csontveldi eredetli DC-k hasonl6 tulajdonsagatol. Ezen feliil

igazoltuk, hogy a Runx3 tultermelése fokozza az ES-DC-k T-sejt aktivalo kapacitasat.

3. A RUNX3 mellett szintén teszteltiik a ZBTB46 hatasat az ES-DC ex vivo differenciacio
soran. Ezen transzkripcids faktor taltermelése esetén egyaltalan nem jottek 1étre DC-szerli

sejtek, mivel a myeloid sejtek korai fejlodése szinte teljesen blokkolodott.

4. Megallapitottuk, hogy a ZBTB46 faktor taltermelése nem csak a myeloid vérképzd
sejtek kialakulasat gatolja, hanem az ezt megel6z6 mezodermalis sejtfejlédésre is repressziv
hatassal van. Tovabba ez a fehérje negativan befolyasolja a sejtproliferaciot is, feltételezhetdéen

a sejtciklus szabalyozéasan keresztiil.
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5. Osszhangban a megfigyelt myeloid sejtfejlodés gatlasaval, az altalunk végrehajtott
globalis génexpresszios vizsgalatok feltartak, hogy csokkent expresszié mutat szamos myeloid
sejt specifikus gén (pl. Irf8, Itgal és Itgam) is a ZBTB46-tal atprogramozott sejtekben. Tovabba
olyan géneket is azonositottunk (pl. Cyp26bl és Ramp3) melyek expresszidja fokozodott
ZBTBA46 jelenlétében.

6. Végezetiil vizsgalataink feltartak, hogy a ZBTB46 transzkripcids faktor tultermelése a
mieloid program helyett az erythroid sejtek kialakulasat segiti el6 az ES sejtek differencialodasa
soran. Ezzel parhuzamosan az is kimutathatd volt, hogy ezek az erythroid sejtek leginkabb a

feln6tt vords vérsejtekre jellemzé hemoglobin formakat expresszalnak.

Osszefoglalasként fontos kiemelni, hogy a pluripotens ES sejtekbél létrehozott DC-k
immunogenitasa korlatozott. Viszont Runx3 transzgén expresszidja esetén olyan ES-DC-k
fejlédnek ki, melyek érettebb sejteknek tekinthetdk és erdteljesebb immunvalaszt tudnak
létrehozni. Eredményeink azt is feltartdk, hogy a ZBTB46 teljesen képes atirni a korai
hematopoiezis folyamatat az ES eredetli progenitorokban, mivel e protein hatdsara a myeloid

sejtek fejlodése represszalodik, ezzel szemben az erythroid sejtek képzddése fokozodik.
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