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Human bélszovet 6ssejtekbdl

Az Ohio allambeli Cincinnati gyermekkérhazanak fejlédésbioldgiai laboraté-
riumaban pluripotens &ssejtek irdnyitott differencidlédasa Gtjan novesztettek
haromdimenziés felépitésében és sejtosszetételében a magzati bélhez hason-
|6 human szovetet in vitro. Az ,organoidban” intesztinalis ssejtek, abszorp-
ciés és szekretorikus tulajdonsagok jelentek meg. A kutatési célokra ideélis hu-
man modellrendszernek terapias alkalmazasa is lehet.
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Kordbban is szimulaltak mar laboraté-
riumban a human embrionalis ssejtek
differencidlédasanak egy-egy részfo-
lyamatat. Péld4ul pluripotens 6ssejtek-
bél egyrétegii hepatocita-, illetve en-
dokrin hasnyalmirigysejt tenyészeteket
alakitottak ki, s azokat majbetegség,
illetve diabetes dllatmodelljében tera-
pias célra is hasznalhatonak talaltak.
A szervek bonyolult haromdimenzios
szerkezetének kialakitasa egyel6re tal
nagy feladat a ,transzlacios kutatasok”
szamara, de a Cincinnati Gyermekkor-
héz fejlédésbioldgiai labratériumaban
sikertilt természetes szervkezdeményt
utanzd haromdimenzios ,,organoidot”
létrehozni pluripotens 3ssejtekb6l.

A bél epitéliuma a definitiv endo-
dermanak nevezett egyszer sejtle-
mezbdl szarmazik. Az elsé 1épés en-
nek létrehozésa volt a transzformal6
novekedési faktor-B (TGF-) csaladba
tartozo aktivin A segitségével. A de-
finitiv endoderma akkor 8rizte meg
differenciacios plaszticitasat, azaz ak-
kor volt képes mind az el6bél, mind
az utdbél kialakitdsara, ha a tenyé-
szetet 3 napig (és nem tovabb) kezel-
ték aktivin A-val. A tovabbiakban
a WNT3A és FGF4 jelmolekulakkal
specifikaltak az utobél iranyu differen-
cialodast. Amikor ezek a molekuldk
egylitt és nagy koncentracidban voltak

jelen, 48 6ra multan megjelent a CDX2
utdbélmarker. A 48 6ras kezelés még
nem volt elég, de a 96 6ras FGF4 +
WNT3A expozicié mar elég volt ah-
hoz, hogy stabil maradjon a CDX2-
expresszio és az el6bél markereinek
hianya. A kezelés 2. és 5. napja kozott
a lapos sejtlemezekbdl ,,szferoidok™
képzddtek. Ezek egyontettien pola-
rizalt epitéliumbdl alltak, amelyet
mezenchima vett koriil, el6bélsejtek
nem voltak benniik. A megfigyelések
azt igazoljak, hogy az utdbél fejlédése
soran az FGF4 a mezoderma expanzio-
jat és a morfogenezist serkenti, és a két
jelmolekula szinergizmusara van sziik-
ség az utobél specifikdlasdhoz. Kétféle
human embrionalis 8ssejtbdl és négy-
féle indukalt pluripotens ssejtbdl sike-
rilt ilyen szferoidokat nyerni.

A szervszer( struktirdk fejlédésének
és érésének in vitro reprodukalasa te-
rén még kevés a tapasztalat. A szerz6k
az utobél jellegii szferoidokat egy nem-
régiben kidolgozott haromdimenzids
tenyésztokozegbe helyezték, ahol azok
a bél magzati fejlédéséhez hasonld 1é-
pésekben intesztinalis ,,organoidokka”
fejlédtek. Az elsé 14 napban a szferoi-
dok kuboid epitéliuma expandélt, majd
a 28. napra oszlopos elrendezddést lett,
és boholyszert képletek jelentek meg
rajta, amelyek benyultak az organoid

lumenébe. A szferoidok és organoidok
tenyésztése sordn 72 000-szeres sejtto-
meg-novekedést értek el, a keletkezett
organoidok szinte mind intesztindlis
jellegtiek voltak.

A markerek elemzése azt mutat-
ta, hogy 14 napi tenyésztés utdn szinte
az egész epitélium exprimalta a CDX2,
KLF5 és SOX9 intesztinalis transzkrip-
cios faktorokat, és intenziven proliferalt.
A 28. napon az SOX9 expresszidja mdr
a bélboholyszerti kitiiremkedések alap-
janal levé osztddo sejtekre lokalizalo-
dott. Az 56 napig tenyésztett organoidok
LGR5- és ASCL2-expressziojabol itélve
az epitéliumban proliferativ domének
képzdtek, benniik tjonnan kialakult
intesztinalis Gssejtekkel. A tenyész-
tés 18. és 28. napja kozott kefeszegé-
lyes kolumnaris epitélium alakult ki,
és immunfluoreszcens, illetve kvanti-
tativ PCR mddszerrel kimutathato volt
a bél valamennyi fontos sejtvonala. A 28.
napon a kefeszegély transzmisszids
elektronmikroszkoppal megkiilonboz-
tethetetlen volt az érett bélben lathattol.
Az enterocitdknak mitkod6képes pep-
tidtranszport rendszeriik volt: felszivtak
a fluoreszcens jeloléssel ellatott dipepti-
det. Az epitélium 15%-ban tartalma-
zott MUC2' kehelysejteket (amelyek
nyakot valasztottak el az organoid lu-
menébe), 18%-ban lizozimpozitiv sejte-
ket (a Paneth-sejtek jellegzetességeivel)
és 1%-ban kromogranin A-t exprimald
enteroendokrin sejteket. A szaznal
tobbszor passzalt organoidokban az
egyes sejttipusok érése is megfigyelhe-
t6 volt. Az organoidok mezenchimalis
sejtrétege az epitéliummal egyiitt az
embrionalis fejlédésnek megfeleld 1épé-
sekben alakult ki az aktivin A hatdsara



Allandé rovat

megjelent 2%-nyi mezodermalis sejt-
bél. A 14 napos organoidok exprimal-
tdk a mezenchima markereit (FOXFI,
vimentin). Mé4s markerekbél, marker-
kombinaciokbdl szubepitelialis miofib-
roblasztok, majd a 28. naptol simaizom-
sejtek és fibroblasztok jelenlétére lehetett
kovetkeztetni.

A human velesziiletett fejlddési rend-
ellenességek molekuldris alapjaira
sokszor modellszervezeteken végzett
funkcionalis vizsgalatok vilagitanak ra.
Pl. a neurogenin 3 génjének szerepét
az intesztinalis enteroendokrin sejtek
velesziiletett hidnyanak kialakulasa-
ban eddig csak egéren tudtak vizsgal-
ni. A szerzék 28 napos organoidokban
adenovirus medialta transzdukcioval
fokozott NEUROG3-expressziot val-
tottak ki. Hét nap elteltével a fertd-

z6tt organoidokban 6tszor annyi
kromogranin A* sejt volt, mint a kont-
roll organoidokban: a NEUROG3-
expresszio elégséges feltétele volt
a sejtek enteroendokrin iranyu elko-
telez6désének. Amikor az endogén
NEUROGS3 gént rovid hajti (sh) RNS-t
exprimald lentivirus vektorral hatas-
talanitottak, az enteroendokrin sejtek
szama 90%-kal csokkent. A NEUROG3
részleges funkcidvesztést okozé muta-
cioi tehat jelentds csokkenést okozhat-
nak a neuroendokrin sejtek szdmaban.
A cikk els6ként demonstralja, hogy
human pluripotens 6ssejtek in vitro, jo
hatasfokkal olyan human szévet kép-
zésére birhatok, amelynek haromdi-
menzids architekturdja és sejtosszeté-
tele a magzati béléhez hasonlit. In vitro
érése soran az 6ssejtekbdl szarmazd

magzati bélszovet intesztinalis Gssejte-
ket képez, abszorpcids és szekretorikus
tulajdonsagokra tesz szert. A rendszer
megkonnyitheti a velesziiletett bélfej-
16dési rendellenességek kialakuldsa-
nak vizsgalatat, és az igy nyert bélszo-
vet alkalmas lehet pl. a nekrotizalo
enterocolitis, a gyulladasos bélbetegsé-
gek és a rovid bél szindromak transz-
plantacios kezelésére. A human bél
mint modellrendszer bizonyéra fontos
eszkoz lesz az intesztinalis Gssejtek ku-
tatdsaban és az abszorpcio, a bioldgiai
hozzaférhet8ség javitdsat célzé gyodgy-
szerfejlesztésben.

[rdsunk az alabbi kézlemény alapjan késziilt:

o Spence JR, Mayhew CN, Rankin SA, et al. Directed
differentiation of human pluripotent stem cells into
intestinal tissue in vitro. Nature 2011;470(7332):
105-109



