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1.BEVEZETESESCE£LKI Tt Z£ SEK

A pluripotens Rssejteket al kal maz- kut at
szerephez ®s az Rssejtek sz®l es k°orT gyakor.|l
sejtek kidlegess@e a b b an rejl i k, kobnuhgek kdrite g megtargkl R
pluripotens dlapotukat, folyamatosamvekednek oszt@nak vagyis timeggul&ra kéesek
Emellettképesek arras, hogymind a h&aomcshlemez irdyda differenciddjanak, spontan
illetveirdytott mdalon.E t ul aj dons 8gok mi adnthasaosgklbiol@iaipot en

alap, illetve orvost kutat&okban, pédaill gyd@yszertesztekben,vagy betegsé@ek

modellez&ben Mindemellett ahum8n Rssejtek | ehet Rs®get ny?yY
pédal a Parkinsonk - r , ger i ncvagyd ditibetes t®is gyl fiEsbanks.
Thobf ®1 e pl uri potens Rssejt t2pus ismert, amel

Rs s e E$Ce Embrfjonic Stem Cgllhaszndata az dtalanosan elterjedtLaboratdiumi
katméyek k&dt ESC -k hdyagcs@a dlapotiembr i - k embri - csom-j 8b - |
Széanos faj esetdben aESCk alapg#sa komoly biol@iai korldokba ikéik, mind ezidag
csak n®hsgny f aj i smert béleszp@®a az epbent k,8holp ®s f
pluripotens embriondisR s s e j t izolddsa sikereeljat. Ezenfelll a huméa embriondis
Rssejt ldelonsdbzaskiksges human embrik kinyer&se tovdbbi nehé&s@ekbe
ikaik, mind biol@iai mind pedig etikai okokbd. Ezét, egy az embik felddoz&a
el kepl¢gdrRi potenslisselpd komal vy ek RBamzRsseytastk ut at §
tergpia terletd. Az indukdt pl ur i pot e ns : IRlacedeRluripotent $tamPCRIC
al kal maz8sa egy alternat2v megol d8st jelent!
testi sejtekgenet i kali Yaj raprogramoz8s8val hozhat - ak
bizonyos kombin&Ziganak a sejtkbe valé tdexpresszdtat&&al. Tovdba p&iens-
specifikus IBBGk klinikai haszndat&al, elmdetileg a transzpla@ c i - ut 8nis ki | ©|
elke r ¢ | h e taRelywagelenieg alkalmazattegen donortd szamaziRs sejt t er 8pi a
sarkalatos problénga. Mindemellett genet i kai e et ehdrdozOTiesti bsejteketg s ® g
graprogramozva, betegs§ peci f i kus i PSC vonal ak adétt | 2t ha
betegs@ modellez&ée illetve gydyszdejlesztére & tesztelsre haszndhat@k Ezzel az
elja&sal tehd § 4 nyt a szemdyre szabott terpik kidolgoz&doz, hiszen aiPSCk az
adott paiens teljes genetikanform&igd hordozz&,dy eg y e d i |l ehet Rs®get bi
teri&d megold&ok kivdaszt&dan is.

Kutat@soportunkbars z 8§ mo s bdnfég® sy, fhanja) szamazdé ESGalapu
kutat® folyik. Azonban az BECk fentemtett | i mi t 81 miatt aRRSZ-& lB&r&hDz&a
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& alkamaz 8sa sok t eki voina Mihdenmellete & Rodgldmbam tsikerrel

szamoltak be iPSC vonalak izold&sad olyan fajokban is, ahol az ESC vonalak hdyagcsia
embri-kb-I t°rt®nR Ez#torurkdn®d & Rkldéja agevaltpfogy v al | o1
egy meglihato6 (ra programoz&i rendszedisak be egé sejtekenmely rendszer(vagy az

annak haszn8l ata s o)ra8 nk @psyRIbjbtadaptéhatétog gansezni| aR sa t
fajokrais, pédal nyd - vagyhuman- sejtpusokra.

Tovdbi cdom volt, hogy a lérehozott iPSC vonalakate | j e sellemezzenszak
pluripotencig&a, in vitro & in vivo differenci&is kéfess@ére. V@i, de nem utolsésorban
pedig ak ar akt eri z8ci - b amtfalszapotsasnzé& hosspivid tasljam a |l a k
kutat@soportunkré&szée.

Szdnos iPSC (raprogamoz6 rendszer léezik, amelyelhat&onys@gukban & a
graprogramozé fakorok bejuttat&dak mdajdban j el ent Rs en el.tA®Rr nek
megfelel R rendszer ki v§8l aszttéelmiyorsst &bae 8§81 | 2 t &
irodalomban megjeldtegyes rendszerek megismeré&é, gszehasontd elemzéd kivetelte
megdy a fentkijeldt cdok eléédek édekdben amunkane | s R | G ®sztis® n t
integrdao - (lentivus, transzpozon)s egy nem integrdd@d - rendszert(fehéje bevitel)
tanulmdyoztam egé sejteken. Céom az volt, hogy a haognapr ogr a mo z - rends z
tapasztalataim alapja leghat&onyabbnalkbizonydd rendszertendszereketadaptdjam
human sejtekjra programoz&dnoz.

Ezek mellett munkin része volt az is, hogy olyan ét&esPSCvonalakat is alapgbak
kutat@soportunk szan&a, amelyek mentesekv a g y me nt e s imteghd@dttR e k a z
t r an s zgn@inka sbtdna ké alkalmazott integrdadkivaghaté rendszerrel (lentivius,
transzpzon) alagbtt iPSC vonalakbd a transzgékivagy®a Idéeltem meg. dy , a
pluripotenci §®rt fhadambkRés hattsdak B 8 ® Y Svizsgdatad §v ol 2
nyz21t | ebnely RS ® ®e imet e k 7 8Mon®n Ay o laectddRl 2 t et t ¢
kapcsolatos eddigi ismereteket.

A munka ®lati cdja pedig azvolt, hogy & (raprogramoz&rd szerzett étkes
tapasztalatokat, technikai ismereteket tovdalkalmazva transzgérmentes betegsdy
specifikus IPSC vonalak | a p 2 t 8§ s § tlabmawrigriunkbas betegstgdk modellsse
cdidd. A munkas o r § ntbttes| kR&ierizdt egé/huméan iPSC vonalake kutat&ok

kontrdl vonakikét is szolgdnak.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. ApluripotensRs s ej t ek

Az n. pluripotens Rs s e@ eekn specializdaott sejtek, amelyek folyamatos
oszt@&ra & omegyuldra kéesek. Aszimmetrikus oszt@&uk sordn, dmagukkal
me g e g-yvalarmtm8r egy bi zonyos -iutdsjekebld prekurkof t el e z
sejteketis kévesek | ®t r ehozni , vagyi s dinfvitre temy&ztsi 81 - dni
kdudméyek kadt differencidatlan dlapotukban korldlan ideig fenntarthat@k. A
tenyé&ztéi kimények megvdtoztat&&al pedig spontdn, illetve irdytott differenciaiquk
®r het R el a (ekor, emdo, &cmeZodeariajsmetyranyda.

Azonban a pluripotensR s s e ndllettkléeznek tovdbbi Rs s ej t ek i s, a
csoportoghat@ak pddall a differenci@ié poterciguk alapjdn. A legmagasabb
differenci&iG pot enci 8§val r e n d®etipdtenssEtekRasnslyel a seekvezatz  Yan .
&szes embriondis & extraembriondis, sejtilletve szivetppus&akéesek specializadni.

Totipot ns Rssejt a ter m®k eny 2areeltstinyposatdssserd t |, i
keletkezett sejt m& né&en blasztomer A f ej RAR embr i - eset ®ben
totipotenciga dtaldan 2-, 4-, esetleg Sejtes staliumig tartezazonbardlatfajonk®nt el t ®r R
Atotipotencia | egf Rbb k2s®rl etes bi zony2t ®kali
k2s®rl etek, amelyek seg?2ts®g®vel Wdliamseti k us i
al. 1984;Nagashima et al. 198%illadsen 1980Tsunodas McLaren 1983;Allen & Pashen

198Y. E sejtekn®l val ami vel alacsonyabb differ
pluripotensRs s e j t e k. RAs spebguwtxieakembribndissejtfiusok kialaksda ma

nem kéesek (pédail magzatburok), azéwan mindh&om csflemez sejtjeit lérehozhatjd

valamint ivarsejtek ké¢zé&ée is alkalmasak.E csoportba tartoznak az embriondis
primordidis- & teat om8 k b - | izol 81t , val amint Aaz i nd
pluripotens sejtekné alacsonyabb ifférenci@ié potenci&dal r end el k eket R sej
multipotens R's s egktneviezzik A multipotens Rssejtek mS8r
i r8ny8ba e, | Nafsdjtek | I@Fehdz@ah endim képesek, azonban mé szdnos
sz°vett2zpus k.i Earé pdklaud meaethimdlse Vv &d ¥ k a -VR&rske® pt zeRk
popul&iga. Léeznek amu |l t i pot ens sejtekn®sejtelais anelge ny abb
ma csak nédndy vagy egy bizonyos sejtpust kdoesek ldrehozniufipotens), azonban a

di fferenci 8l -dott sejtektRI el t ®r Ryemek an®g o0's
progenitor (e | R d 3vagym& riéven prekurzor sejtek.

11
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Az Rs s amaz&uk alapjd is csoportoghat@k, ahol megkidtbdtetink

embriondis -, magzai-, illetve széveti- e r e d evtalgy m8&s n @vsesre j Azfeklen Rt

embrion8lis Rssejt t2pusok az e mb rnatal)n 81 i s

Sz

e X

akaszokban f. IAgnyaed zheett iR eaR s sna@egot & K | szervekbR
traembrion8lis sm®PgebtelkRivesz8§Rmaznakk a

egyes szerveiben vannak jelen.

Az

embrion8li:s Rssejt t2pusok

T Embr i on §8|ESG EnfRryamie Htem Cell olyan pluripotensR s s anely a
pre-implant&ié dlapott h - | yagc s 2 r a ejtesonifjpdi (ICMblener<C&8l s
Mass)szamazik (Evans & Kaufman 198 Martin 1981).

1 Epiblast Rssejt ( Epi S C:olyas pldrifioterssR ¢ § eéjelpanma Ce | | ) :
implantadlott embri6 epiblaszt ré e g ®b R  (egelEn: lB% 5 IEG5 napos
embrig (Bronsetal. 2000/ Hab 8r pl uri potens Rssejtk®nt
jegyezni, hogyaz ESCk t RI mi nd g®nexpresszi gs mi n
metilZid & X kromoszdna inaktiveis dlapotukban eltének. Emellett az ivari
ki m®ra k®pzR potenci &Hezkéést. i s | - val ki sebt

1 Embriondis csfasejt (EGC: Embryonic Germ €ll): olyan pluripotensRs s e j t , ame |
az Rsi var s @GCE: eRdmdrdial Germ Céll szamazik. Differenci&ics
képess@k az ESCGkhez hasonl§ azonban géexpresszi® mintZatuk nem teljesen
megegyez Masu e &10aR).

1 Embriondis karcindnasejt (ECC: Embryonic Grcinoma Ce)t olyan pluripotensseijt,
amel y az i var mir itgrgtekdrdinénkbd Ilszamazik.k €z R
teratokarcindn&, olyan tumorok, amelydlen szdnos ma specializddott
szivetppus taldhatd, valamint egy mé nem differenciddott plripotens
sejtpopul 8§ anaguk azECA ednalak Rlaghat@k. Az ECC-k szintén
fontos eszk&ei a pluripotencia tanulmayoz&aak dsgy, mint az ESCk &

EpiSCk, azonbana kutat&okbanval6 haszndatuk eterjedé&sé korldozza az ECC
vonalakbang y a k r a n  me kgomosgapaadndekeheBs@ekneglée (Hogan
1976 Martin 1980;Robertson 1987)

1 TrofoblasztR s s(€9C:it TrophoblastStemCells) olyan multipotensRs s e j t , amel
h-1lyagcs2ra 8l apot¥ embr i .. Attrofekfodeknmb o der m
eredetT sejtek az eml Rs embri - m®h b en
Speciali z8l -d8suk m®g az embri - m®hbe va

szerepika ménlepéy kialakésda korldozdik, a magzat embriondis sziveteinek
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ldrehoz&aa nem képesekTanaka et all998).

91 Extraembriondis endoderma sejt XEN: Extraembryonic mBdodern). olyan
multipotensRs sejt, amely a h-1|yagudederma®t8e §d QApRIt ¥
szamazik. A XEN sejtek az extraembriondis endodeamréeg prekurzorjai,&s az
embriondisf e j | Rd ®s b eandldstadanogdtdezerepik s(Kunath et al. 2005;

Shimosato et al. 2007)A kut at 8sokban a kor ai eml R

tanulmanyoz&aa haszndj&.

A magzat.i Rssejtek:

A magzat olyafsseg e jetke k ame |l y e k( pn®al gdz8autli: snz8ejr,v eck
v&) vagy az extr ae mbmagzatd gridleshy)sszafazmak(AbdubaRzik
et al. D10). E sejtpusok egy kéetes fenoppust kéviselnek az embriondis & af el n Rt t
Rssejte& szindszttldajdonsggukban eltének azoktdA magz at i Rssejt
mondhaté@k sem teljesen pluripotensnekm multipotensnek A sz °vet i Rssejt
egy primitiebb dlapotot kéviselnek, mivel magasabb nivekedéi kinteika, kisebb sejt
méettel & a tumorosod&ra vald hajlam hidydal rendelkeznek. Emelletiffdrenci&ics
potenciquk & in vivo szivet regener&i®d képess@ik is magasaba f el n Rt t Rsse
kipest Pot enci 8j uk az e mbr i o m8hbarspddRisasAi¢téd wak n ® | al
extraembriondis szdvetek olyan sejtforrt jelentenek, amelyekhez embridk haszndata ndkil
juthatunk (Marcus & Woodbury 2008; Spinelli et al. 13). Ezene | R ntyldjdensaaik
miatt a regenerati medicina terdetéd haszatuk géetes , preklinikai tanulmdyokban ma
szanos betegsd gy@yisdan sikeresen alkalmazt& (pédail: csont diszpl&ia, rekeszsév,
l&zési rendellenessd@ stb.). Tovdbbakirtes stduszuk miatt a genetikai graprogramoz®

terletd jelenhenek haznos kiinduldsejtforr&t(Abdulrazzak et al. @10).

A szO%vet:i Rssejtek

A sz°vet. Rssejtek amiltpdtensfagytunipstendRsesteqg kt eekn
Al apvet R funkci-juk az adott s zeélhelgezkedheknnt ar |
tehd sziveti sélé esetd az adott szerv regener&ics tartalkait kgpezikS z © v et i Rssej
taldhat@k pddal a beRra csmt vben & agpan, a vében, a mgban & a
v&izomzatban. Ide tartoznakp ® | d 8§ u | a(hemofoetkB)R 3 R e jarhetydb R |
k¢l ©°nb©zR v ®iffesercjddinakt Valamist dyjknek a mezenhi m81 i s R
amdyek mezodermdis sejtpusokka pédaul, izom-, csont, porc, vagy zgi- sejtekké
képesek differencidani. A s z°vet.i Rssejtek | elteriethhRger®ge a |
jelent Rs, hi szen eredet.]i szerep¢knek megfel
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géterpid alkalmaz&okbanlehet Az egyi k | egjobb p®l da tal §r
megbeteged®sek bizonyos stakgmazsa,idb aa tartazk@as ont v

mezenhindlis sejtek csonté porcséléek sordn valdalkalmaz&a (Schroeder et al. 2015)

2.1.1. Apluripotens sejtek felfedezé&édek méfddkavei

Az el s R tprnsRk s svgn@ak, amelyeketérehoztak & in vitro kadméyek
kadt fenn tudtak tartaniaz ECCk voltak (Hogan 1976 Martin 1980. Az ECC vonalakn
vitro tenyéztGe sorlaigy Tj t °tt tapasztal atok ®s ismerete.!
ugyanabban az ®vben k ® aolkbe egé ESCkszolsadr t& i s el
azok sikeresn vitro teny&zi® s ®(EVRihs & Kaufman 1981Martin 198). Kel 20 &re
volt sziks@ ezutdn az (abb dtoére: 1998ban huma embrikbd sikeridt huma ESC
vonalakat lérehoznié& in vitro tenyézteni (Thomson et al. 1998 Az ESC vonalak
ldrehoz&a & in vitro tenyézisi kalméyeinek kidolgoz&a ( utat nyitott a kutatdk
szanda a koraiembrio 8§81 i s f e | Rd ®s& stdaon jismartiel\egszlts kg r a
az embrioldia terilleté. Tdobek k& dt ezek az ismeretek, vezettek tovdblis sejadk t 2 p u s
(EpiSC, XEN, TSG@-, valamintTakahashi & Yamanaka 204f&n publikdt felfedezéénez,
ahol azembri on8l i s Rssejt al ap2t8si technol - gi
dlapotvavalddirekt (raprogramoz&&al. EztazES@ ez hason! indukRdkasbe j t t 2
pl uripotenmecveRbd®datedanlehkol - gi a f onlegnyibtid bazos f e |
utat a szemlgre szabott orvosl&s szanos (s z daifébezs irayda .

2.1.2 A naiv & Aaktivat o (primed) pluripotencia

Az preimplantdt hdyagcsia dla potd egé embri6(E4.5)b el s R s eapiplaszts o m-
r ®t eg®b R al akul kai keozr aé g ®spzi bé mlsrzit - ;r ® @y f
al ap8l | apot §Ayraukd state lepibiedt A2 €bBen a staliumban izoldt egé
epiblaszt sejie b Fhbzhat@k ldre az ESEk (Evans & Kaufman 1981Martin 1981),
amelyek pluripotenciga in vitro k&Uiméyek k&dt , egé fibroblaszt tpldd sejt réegen,
Leukémia Inhibitor Faktor [IF) & (szidt szarvasmarha széum (FEB: Fetal Bovine
Serum)hozzad&&al fenntarthatdé(1. dra). A LIF a LIF/JJAK/STAT3 (ré&szletesenl&d a
2.1.3as pontban)eldviteli rendszeren keresztll, azgé ESC-k differenciaigad gaolja,
el Rseg2tve 2gy a pl u®mitp20GleAz £SCE fibroblgszamentdse n nt a |
& FBS-mentestenyéztési kaidméyek kédt is fenntarthat@k in vitro LIF jelenléden az
. 2i kondii6 alkalmaz&&al. A 2i kondii6 a di fferenciMEK/ERK®T t f e
(rszletesen I1&d 2.1.3. bekezd&berjeldviteli tvonal & a Glikogén Szinta Kinz -3 (GSK-
3) kismolekul&kal valé blokkol&a alapul (Ying et al. 2008) A ma é@pen bedgyazdlott
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(postimplant&is) e g ®r embr i - (E5. 5) k ®s Ri epi bl aszt
sejtpopul 8ci - nyepihelt s z, tazombangzekikat sejtiek nernLIF,

hanem fibroblaszt niévekedéi faktorral (FGF: Fibroblast Growth Factas) ACTIVIN
hozzad&d al tarthat@k fenn (Brons et al. 2007). &ra). Az ESC-k & EpiSC-k tehd

egyar 8nt pl uripotensek, azonban elt®r R j el
tarthat@k fenn. dy egyes feltevések szerint kéfde pluripotens dlapdt ¢ | ° nb° zeget het R
amelyelet az (n. naiv- & az aktivdt - (Aprimed) pluripotencianével illetnek. Ezen elméet

szerint azegé ESGKk naiv pluripotenci&al rendelkeznek, & a piienplantdt epiblasztot
reprezentd&. Mj az EpiSC-k egye |l Rr e h a,l ta dcaktivdtt @ yifiotens dlapotot
kpviselnek ® s a k @mplBntziGpepildasztot reprezentdj&.E feltevét tamasztja ala

az a téy is, hogy nj az ESE&K magas, addig az EpiS& igen alacsony kiméak ® p z R
kédpess@gel binak vagyis egys@nyi sejtszanraonatkoztatva mind a kimé& szama, mind

pedig a szdiveti kim&izmus %a jelen Rs e n al acs oprkgéadz [ESCGlez Epi SC
viszonyiva. Emellett ndhdy , a pluripotencia fenntart&dan szerepet jdszianszkripcics

faktor expresszigdan is eltéések mutathigak ki a ké sejtpus kadt , pddal a kruppel-

szer T 4fKaRit Kouppellike Factor 4)csak az ES@&ben detektdhato Tovdba a

naiv egé ESGk FGF & ACTIVIN jelenléden EpiSC-vedifferencidtathat@k (Nichols &

Smith 2009).Az EpiSCben a KLF4 tle x pr es s z i - plgah graprdgramoz&te n
vonalakat figyelt meg egy munkacsoport, amelyekav ESCk r e | eekptessm® R
mintZatot mutattak & cgiavonal kompetens kimé&at formdtak (Guo et al. 2009) 1(

dra).
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Post-implantalt
embrid

Pre-implantalt
embrid

Korai epiblaszt

In vivo

Implantacio

Késdi epiblaszt

‘ Differenciéciél -

> Visszapro ramozés -
In vitro

-FCS + LIF -ACTIVIN + FGF2
-2i kondicié -& 2i kondicié

Nichols és Smith (2007) nyoman

5 1. dbra
Anaivés Aaktivsgltd (primed) pluripotencia

Ahum& ESCk szint ®n a kor ai epi bl aszt sejtektl
ESC-k (Thomson et al. 1998azonbarazokszanos tulagons@ukban inkdb az egé EpiS-
kre eml&keztetnek mint pdédaill morfol@ijukban vagy az allkdmazott tenyé&ztéi
kGUménye kben Tovdba az EpiSCGk & huma ESCk éz&enyek az olyan passzddsi
elja&okra, amelyek egysejtes dlapotot eredményeznek, ellentdben az egé BEEI
(Hanna et al. 2010k jelensdy arra engexdt kivetkeztetni, hogy & ezidag alagbtt human
ESC-kmaegye | Rr e h a stadiunmban telzetndk, inkdb az aktivdt pluripoterdapotot
képviselik. Nemré@ egyes munkacsopodknak sikerilt komplex tenyé&ztési paraméereket
kidolgozniuk, amelybenolyan huma ESGCket tudtak alaghni & fenntatani, amelyek
molekuldis- & funkciondis - tulajdonsd@aikban k&elebb ditak a naiv egé ES®hez, mint
az egé& EpiSCkhez (Gafni et al. @L3; Chan et al. 2013Azonban ezek a rendszerek méy
mindig FGF, TGFb &/vagy széumf ¢ g g Raldshima et al(2014) humé pluripotens
sejtek naiv dlapotba valé konverzigd ldéelte meg NANOG & KLF2 faktorok
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tdexpresszdtatd&dal. Azdy lérehozott sejtek nagyon hasonl@k voltak az egé naiv ESC
khez & képesek voltak az ICMebeéini.
A naiv & aktivdt pluripotens dlapot felismeré&e kulcsfontoss@u ismeretekkel
bRv2tette a kor selfogalkobotudomanyg Vaiamint & rag id hBsdnédt £gé
& human sejttenyéztési konddik ki d ol g o z 8 s § bzarepe vols. Eraelleth pejiegkt R s

geneti kai Y raprogramoz8s8val kapcsoltban is

2.1.3. A pluripotencia molekul&is alapjai

A pluripotensdlapot kialakésat & fenntart&at sejtes szinten az (n. pluripotencia
faktoroke | el Rsek, amelyek a transzkripci-s fakto
(transzkripcigd) szabdyozz&. E transzkripcié faktorokk ¢ | © n b ° z Rdavgnaakdnt vi t el
keresztil &tivdanak /blokkol@nak, amelyek egé & human ESEk esetd szdnosesetben
eltének egymatd, illetve egyes esetekberllentées szereppel bihak A pluripotencia
fenntart&dan szerepet jdszo0 jeldviteli dvonalak az aldébiakban kerilnek bemutat&ra,
kiemelve e tekintetben a ké faj kézdti eltééeket.

LIF/JJAK/STAT 3 jeléviteli tvonal :

A LIF/JAK/STAT3 j el 8tviteld] st vonal ban a LI F k
Janus Kn& (JAK), ami aszigndtranszdukcis & transzkripci@ktivdor 3 gén (STAT3:
Signal Transducer and Activator of Transcript®)n foszforil&Zigd eredm éyezi. A
foszforilddott STAT 3 a sejtmaghaacégéhe k hez k°t Rdve egpresshid@!| yoz z a
(Niwa et al. 1998)24. dra).
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TGF-B
LIF/JAK/STAT-3  WNT/B-CATENIN 1 MEK/ERK

o L WNT 2 <> e <>
ACTIVIN/NODAL

IJI m o m

JAK GSK-3 MEK - rooszseo

SMAD-1/5/8 SMAD-2/3

B-CATENIN

STAT-3 \V ERK

Pluripotencia: NANOG, OCT-4, SOX2
Differenciacio
Proliferacid

A pluripotencia fenntarta’sébanzs.zégrr:pet j&széjelaviteli atvonalak

Az eg¢ ESCk teny®szt ®s®hez a LIF egy aal apve
Interleukin6 citokinek ké tartozik. A LIF -et az egé& embriondis fibroblasztok (MEF
Mouse Embryonic Fibroblasts termelik, amelyet az ESK t#l46 sejtrdegekét szoktak
haszndni & apluripotencia fenntart&dan vaszeepe a differenci&iogal&a keresztil. Az
egé ESGk esetdena STAT3 leggyakoribbcégéjeiaz A Oc-bameér ng Ccta)ct or 4 ¢
ASRY (sex det er-bmoxni Bo@R) é&( Napaogomelyekngkaz Rssejt ek
dmegyul &dbané pluripotenciquk fenntart&dan van kulcsfontossd@uszereplk.A STAT3
gdlda egé ESCkben az endodermdis & mezodermdis géek akt@igd eredméyezi,
alddnasztva ezzel aktivitd@dak s zer e p ®t a dif f er @oudlot&cal. - me g
2009).

Huma& ESCkben a LIF szinté indukdja a STAT3 foszforil@igd & sejtmagi
transzlok&igd, azonban e jeldviteli dvonal aktivd@&a dmagdan nemel egendR a
pluripotens dlapot fenntart®doz (Dahé&on et al. 2004) Haba, ahogy azt a 2.1.2s
bekezl&s taglalta, a2i kondiiG (amely a LIFet magda foglalja)tovdbi faktorokkal
kiegave naivp |l ur i pot ens 81 |sajiekesetd®rithdnd afhuned ESEGku m§ n
pluripotencigdban valamilyen malon meistovabbi szerepe leheg jeldviteli dvonalnak,

vV ® h edorpaareg¢é ESCkt RI el t ®r R m- don.

18



1R0bAVGIASZknR815.033

TGF-b | e | d&vonalakt e |

A ATransforming Growth &ctorb O(TGF-b) csald tdob mint 40 fehdjé/faktort
fogl al mags8ba, a medzegmedntfdBR & TG&D /pA @T li \ploN @D AL
csont morfogé fehéj&nek (BMP: Bone Morphogenetic Protdinvalamint a ndvekedéi

differenci@ié faktoroknak (GDF: Growth Differentiation Facjovan fontos szerepikA

TGFb f a katAdSrMoAKEeDé&j&k (Sma: Second mitochoridrderived activator & Mad:

Mothers Against Bcapentaplegi@ktiv&iga ban jdszanak szerepef SMAD-2 & 3a TGF

b ACTIVIN/NODAL fehéjk jeldviteli dvonald ke reszti aktivddnak, md a SMAD -1, 5

és 8 a BMPlvonalon keresztil (Wrana et al.1992) A TGFb csal 8dhadz kapoc
jelaviteli dvonalak nak komplex szerdk van a pluripotencia szabdyagdan, amelyek a

SMAD fehéj&k sejtmagi transzlok&igd keresztl a cégdek expresszigaak
szabdyozisdan jutnak évényre (2. dra).

Egé ESC-k esetben aBMP a SMAD fehéjéen keresztll aktivdja a differenci&id
gdlo géeket LIF jelenléden, blokkolvaily malon a neurdis differenci&id (Ying et al.
2003) ATGF-b ACTIVIN/NODALj el 8t vi t el i Yt doss@y@ak eg@ES@ al apyv

k pluripatencigdan, inkdb a normdis sejtoszt@&banvan szerepéOgawa et al. 2007).

Az egé ESGkkel szemben, a hum& ESkbena BMP jeldviteli ttvonal szerepe a
trofoblaszt irayu differenci&io e | Rs e g 2van@xu®éeb al.nD02), tovdbba a TGF-
b /CAIVIN/NODAL %4t vonal nak i s el t ® $MAB-Z 8 felmgkent ul aj d
keresztll e jeldviteli dvonal a huméd ESCk dhmegyul&dan jdszik fontos szerepetEzt
tamasztj& alaazok a ldéletek, ahol az ACTIVIN & NODAL stimul&iga keresztl az
OCT-4 & NANOGexpresszi szintje emelkedett, g a jeldviteli Gvonal gdl&&al e géek
expresszigaj e | e rcakRemtéXimo et al. 2006; Vallier et al. 2005)

A GDR3 szintéh a TGFb csald tagja,szerepeazonbaraz egé- & human ESC-kben
el t Bg& BESCkben a GDR csikkenée a pluripotencia fenntart&d eredmygezi, ng
humd ESCkben aGDR3 td expresszdtat&&al lehet eléni hasonl6 hat&t. A GDF3 tehd
BMP antagonistakét alkalmazhat§ alasony koncentr&idban az egé ESQK
pluripotencigaak fenntart&ban van szerepend m agas koncentr&idan lkalmazva a

huma ESGCk pluripotens dlapotd tdnogatja(Levine et al. 2009)
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MEK /ERK jeldviteli tvonal :
A fibroblazzt ndvekedéi faktorok jeldvitele a Mitogén -aktivdt protein

kin&/Extracelluldais signd-reguldt Kina (MEK/ERK) udvonalon keresztd tdtédik. A
MEK/ERK udvonal az ERK/MAPKné&en isismert(2. dra).

Az egé ESGCk pluripotencigmak fenntart®d sedgi a MEK/ERK lvonal gdl&a
(Burdon et al. 1999; Stavridis et &007) Azonban ez @dl& dhmagdan az dimegyuldst
nem kdpesel Rseg2teni, ehhez tovs8bhbi jel 8tvitel
jeldviteli dvonalak kombin&igd alapul a ma& emtett 2i kondiig amely kismolekul&kal
gdolla az MEK/ERK (PD032590) dvonalat, valamint &tivda a WN T fCATENIN
Gvonalat a GSK3 inhibitorral (CHIR9902), LIF jelenléden pedig a LIF/JJAK/STAT
tivonalat aktivdja (Ying et al.2008)(2. dra).

A Humé ESCK in vitro teny&zté&dez az egé ESCkkel szemberFGF hozzéad&a
sziks@es, ahhoz hogypluripotens dlapotulat fenntarts& Az FGF megvon&&a) vagy az
FGF jelaviteli tvonal g 8t | 8 s 8v al a sejtek d(Kintteak 2006c i §c i
Dvorak etal. 2005) Az FGF receptor k°t Rd®s eazesnba@mos | e
humd ESC-k fenntart&dan az MEK/ERK jeldvitelnek van szerepgKang et al. 2005).
Egyesek bemutatt&, hoggzFGF2az inzulins z er T n©° v e-R (662 msulinfika k t o r
Growth Factor2) szekr&igd indukdja a tlddf ibroblaszt réeg sjtjeiben  a mi el Rseg?
huma sejtek differencidatlan dlapotanak fenntart&ad (Bendall et al.2007; Greber et al.
2007) M&ok pedig azt bizonybtt&, hogy nd az endogé FGF2 jeldvitel (tpldd
fibroblaszt réeg dtal termelt)ahuma ESCk differencidatlan dlapotd tartotta fenn addig a
teny®szt Rm®di u mb mdirekt antdtlarg @ kejt hal @Fapoptdikus géek

gdl&&al jault hozzaa pluripotens dlapothoz (Eiselleova et al. 2009).

WNT/ £ATENIN jeldviteli tvonal :

Ebben a jeldviteli Gvonalban a WNT fehéje a receptor komplexhez csatlakozva,
transzmembr 8n r ec eQATENINdekhdjenstaliligsd szabdydzegal WNT b
jelenlé® b e n-CATENEN a sejtmagban transzlokddik & acég ®n e k r R g8t 2r - d-
expressfd (pddal: OCT -4, REX1, NANOG)szabdyozza.A WNT fehdje hidydan
pedi gCAEENIN a GSK3 foszforilaiga dtal degradddik (2. dra). A WNT £ b
CATENIN Yt v onal n akjelleg Zennt®ss&an j valo szerepe m@ nem teljesen

tiszt&ott,azegyes udom8nyos k?©° z| dom&sgotdutajdortgnakrszaedh t ®r R
Az egé ESCk esetédh a WN T FCATENIN dvonal aktivdhaté volt a GSk3 gdl&aal,

amely a sejtek differencidatlan dlapota tartotta fenmdvid tvon. Amikor pedig a 2i
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kondiidbban ennek az wvonalnak az aktiva&iéjd kombindtk a LIF/JJAK/STA T3
aktivaigdal & a MEK/ERK gdl&&al a sejtek hosszutai cimeggul&da étdk el (Ogawa
et al. 2006; Umehara et &007; Ten Berge et al. 2011)

Humd ESCk eseté pedig azt mutatt&k be, hogy WN T fCATENIN dvonal
aktiva&iga szintéh a sejtek differenci@igd gdolta , azonban ab-CATENIN dtali
transzkripciés faktorok aktiva&iga minimdis volt a differencidatlan sejtekbe (Sato et al.
2004) Tehd, a WNT/ HATENIN %t v on all °nmag8ban felt®tel ez
pluripotencia fenntart&&€oz azonban az irodalmi adatokg e n  edy va®i SRerdpik
tiszta&doz aszer zRk az Yt vonal tovs8bhbi tanul m8§nyo
2012.

Az ESCkben afent tagyalt jeldviteli Gvonalak a pluripotencidan szerepet jasz6
cégdek expresszigd szabdyozz&. Genetikai & transzkripci® profil tanulmdyok sordn
szénosp | ur i p ot e ntransZripcid fakfore dikerdtnisazonodani, mint péda | az
OCT-4, SOX2, NANOG FOXD3, ID, sth Eze&k k&id haomnak van kiemelt szerepe,
amelyek az OCH, SOX2 & a NANOG.Az aldbiakban e haom kulcsfontoss&u faktor
kerll bemutat&ra, amelyelezét | e | e nrmeR aptulipotens transzkoci hd@at alapja

képezik.
OCT-4:

Az OCT-4 (POU5SH: POU domain, class 5, transcription factoy 4 POU
transzkripci-s csal8dba tartozik ®s el Rsz©°r

1990; Schder et al. 1990). A jelenlée elengedhetetlen az engenézis sord, valamint
ESGkben a pluripotencia kialaké&sdan & fenntart&dan. A premplant&ié embriondis

fejl Rd®s sor8n a kompakt i z §ciahdyagcsh tldpottmi nd e n
embridan expresszigama csak az ICM sejtjeirekorldozdalik . Az embrié implant&igd

k°vet Ren m8r c¢csak a pri mit 2 vembmytrezdssordmE ban d
primordi 8lis Rssejtekre korl 8toz-di k, maj d
elcsendesi (Nichols et all998; Shi &Jin 2010). Az OC¥4 nagyszamufaktor expressziga
szabdyozza, mint p@lall az FGF4, UTF1, OPN, REX FBXO015 SOX2 & CDX2
(Nishimoto et al. 1999; Zeng et al. 200A) me g f e I|-destinRaz BEXK pluripotencidd

tartja fenn, annak cskkese trofektodermadis-, mj td expressziga primiti endodermdis &
mezodermadis irdnyudifferenci&id okoz (Yeom et al. 1996Niwa et al.2000; Niwa 2001).
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SOX2:
A SOX2 fehéje, a SOX transzkripci® csald tagja &e ml Rs embz i - kba

embri@enezis korai szakaszsorén kezd el expresszdni, majd az IClden é&i el a
legmagasabb szintet (Avilion et al. 2003; Masui et al. 20@8pklgy, mint azOCT-4, a

SOX2 is az embrig@eneziben valamint az ES€k pluripotencigdak Kkialakisdan , &
stabilizdsdan jaszik szerepet ESGkben a SOX2 megfel el R szintT ex
pluripotens dapothoz elengedhetetlen. Annatd expresszija egé ESGkben nem
endodermdis iranyadifferenci&iot eredményezett pédail neurdis differenciaid (Zhao et

al. 2004; Kopp et al. 2008\ SOX2 az OC¥4 fehéjé&el egy komplexet alkova szabdyozza

acégdek expresszigd (Tomioka et al. 2002)

NANOG:

A NANOG szintéh egy transzkripcie faktor, amij e | | e mz R%Chkben
expresszadik. Az embri@genezis soréaz ICM csak e fehdje jelenléden tartja fem
pluripotens dlapotd. Expresszida a nem differencid@ott egé& & humdn- ESC-kben
egyarant detektdhat§ valamint a NANOG-deficiens ES&k differenci&ida hajlamosak
(Mitsui et al. 2003; Chambers et al.(&). Csakilgy, mint az OCH & SOX2 esetden, a
NANOG-naki s k°zponti szerepe van a pluripotenci
szabs8lyoz: mechani zmusok ekgyes felBusSek szerentma t e | | ¢
differenci@idhoz sziks@es bizonyos fehéj&ket (GATA4 & GATAG6) expresszad géek
gdl&& kereszti képes a pluripotens dlapot fenntart&aaVidok szerint pedig aktivdja a
dmegyuldhoz sziks@ges fehéj&k expresszigd (REX1, ID fehéj&: Inhibitor of
differentiation proteins (Ying et al. 2003; Mitsui et al. 2003Chamberset al. 2003).
Genomidis tanulmayok pedigazt mutatt& be, hogy az OCG#, SOX2 & NANOGfehéjék
gyakran k°tRdnek azonos & sumabBIClkberzis. EzekRagi - k h o
megfigyeléekazt igazolt&, hogy e haonfehéje fizikai, (n. feed-forward kdcsthat&ban
van egym&sal & szdnos esetben egyiiteségjtik ki a cdégédekre gyakorolt szabdyozé
hat&ukat illetve szabdyozz& dhmaguk & egym& expresszigd is(Sharov et al.2008;
Boyer et al. 2005; Mathur et al. 2008).

22



1R0bAVGIASZknR815.033

2.1.4 A pluripotencia igazol&a in vitro

Az gonnan ldrehozott ESC/IPSC vonalak pluripotencigdak igazol&da szdnos
malszer alkalmaz&a terjedt el, mindazondtal jelenleg nincs olygysé@edett protokoll,
amely rig2zené hogy mely elja&okat kell alkalmazni ahhoz, hogy egy vonal pluripotens
§l l apot 8t egy®rtelmien igazoljuk. A legt°hbb
a sejtvonalak korldlan fenntarthat&d@4d illetvan vivo & in vitro differend&iés kfpess@é

hivatott igazolnj amelyek az aldbiakban keriinellemutat&ra

2.1.41. Morfol@iai kritéiumok

A tipikusegé ESC morfol@gia vi | 8gos, | ekerekedett sz®I°"
korldlan szdnu osztd@&ra, mik@ben megtrtj& pluripotens dlapotukat.Az egé ESCk
esetha passz§8Il 8§st | a z kailbetl R10-04s5a (PaudliB stialg2014)l t e | t
dy passzd&suk dtaldban 2-3 naponta sziks@esAz egé ESCkr e jell emzR mor
tulajdonsd@ok az egé iPStkreegya §nt j el | emz Re k .

A tipikus huma ESC morfold@ia:vilgos, k er ek ed et t azze@d EBG k ol - ni
khez k®pest a kol :-ni 8k k,skiraépkdpesekakdarldlad szamia gy o bt
oszta&ra, mikizben megtartj& pluripotens dlapotukat. A sejtekbemsejimag ardya a
citoplazmdoz viszonyva nagy. A huméd ESE€k esetha passz 8l §st - | az e
el telt i BR56KE (Ware dt all2006)A humé ESCGk passzd&sa 57 naponta
sziks@es, amelyet befoly&olnak a tenyéztéi kalméyek & a sejtvonal genetikai hdtere
is. A hum&a ESCkre jellemzR morfol - gi aikretgydrdatj dons ¢

jell emzRek.

2.1.4.2.Géexpresszids vizsgdat

A pluripotenci 8®rt f e lrevérR sransziripci@dtimer® X pr e s S
l&ncreakcidval (RT-PCR: Reverz TranscriptieRolimerase Chain Reactiolehetvizsgdni. A
vizsgdni kiaat s e t ptetd RNStizolBhbatg majd abbd cDNS rhaté & reverz
transzkripcidval. A cDNS dy m& a genomidis DNShez hasonl@nPCR reakcidban
vizsgdhato s ily m- don az egyes pluripotenci §®rt f el
Altaldnoss@gban az Oct4, Sox2 Klf4 & Nanog géek expressziga vizsgdj&, azonban
elterjedt tovdbi, a pluripotencia kialak&sdan szerepet jdsz6 géekpédall Utfl, Gdf3
Fbxol5,stb)akt i vi t 8s 8nak vVvi z saga§ paadek sedgcgdel e§yBzerre Yan .

aka 92 gé aktivit&dak vizsgdata is elterp d R b e apluvipatens dlapot bizonyé&sdan.
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2.1.4.3 Fehgjk & sejtfelsaii markerekkimutat&a

Az ESCKk pluripotens dlapotanak fenntart&d@an simos fehéje illetve sejtfelsaii
markerjdszik szerepet @d: 2.1.3. bekezd&)Ezeknek anarkereknela hiayd/jelenlééd az
alkalikus foszfat& (AP: Alkaline Phosphatay& immuncitokéniai- (ICC) festé&ekkel lehet
igazolni Az AP olyan enzim, amely ligos kdnyezetben hidrolizdja a foszfd tartalmu
molekul&at. Az AP enzimnek tdbb fiusa is ismert, amelyek k&l egyes form& egy
bizonyos szervre specifikusak (placenta, bé), mi m& forma nem szdspecifikusak.A
nem szdvetspecifikus AP expresszd a mdgban, a csontszivetbem t ¢ déRbgyn
izoformga magas szinten expressza pluripotesejtppusokban (ECC, EGC, ESQ. Ezt a
jelens@et kihaszndva, ESC vonalak alapa esetdaz AP-poziti koldiia formaa&s a
pluripotens dlapot indikdorakét alkalmazhatGAzonban ez a festés em td ézdkeny,
kvalitat2v m- don(Simge atalz20h2) AGardkieriz&id sheeves Ré&zé
kdpezik tehd az ICCGfestsek, melyek antitesteken alapulé technik&al egy adott
pluripotencidan szerepet jaszénarkerjelenléd, illetve hidayd mutatj& ki . A kévetlen
kimutat& mellett amarker szubelluldis lokaliz&ida is pontosan meghat&ozhatq amely
annak funkcionalit&aa is utal. Szées kdben elterjedi egal 8bb egy pluri pot
transzkrpcié faktor- (pédal: NANOG, OCT-4, SOX, I&d: 2.1.3. bekezds), valamint
legaldbb egy membran markerkimutat&a, amel yekbRI eg®r ®s hu

leggyakrabban alkalmazottakal adl&at ismertet.

24



1R0bAVGIASZknR815.033

1. tdbl&at

A gyakorlatban elterjedt pluripotenci& igazold sejtfelsaii markerek listga egé é human modellben

Sejtfelszini marker Molekula tipusa Funkcio Referencia
Egér
Szénhidrat adhézids Pre-implantalt egér embriok egér ESC
molekula, és ECC sejtek felszinén detektalhatd.
SSEAA1 mely glikoprotein, glikolipidek Solter és Knowles 1987
és proteoglikanok felszinéhez | A sejtfelszini interakcidkat szabalyozza
kapcsolddik az embridgenezis soran.
Human

SSEA-3es SSEA4

Szénhidrat adhézids
malekula,
mely glikoprotein, glikolipidek
és proteoglikanok felszinéhez
kapcsolddik

Human petesejtek, zigotak és korai
stadiumd embriok, human ECC. ESC
és EGC sejtek felszinén detektalhato.

A sejtfelszini interakcickat szabalyozza
az embridgenezis soran.

Shevinsky et al. 1982
Kannagi et al. 1983

TRA-160 &s TRA-1-81

Keratan-szulfat proteoglikan,
mely neuraminidaz-
érzékeny/vagy neuraminidaz-
tiird epitopot ismer fel

Human ESC, ECC és EGC-k feliletén
detektalhatd.

A sejtfelszini interakcidkat
szabalyozza.

Badcock et al. 1999

E-CADHERIN

Transzmembran glikoprotein

Human petesejtek és korai stadiumi
embridk feliletén detektalhatéak

A kalcium-fiiggd sejt-sejt
interakcickban és azon keresztil a
sejtek integritasanak fenntartasaban
van szerepe.

Lietal 2012

Az in vitro d i

.....

fferenci

§ci v al a

pl uripotens

hogy kéeseke mindhdom cgsilemez iranyda differencidani (Eiges et al. 2002). E

tulajdons@y meglée szinté a pluripotens dlpot alapkdvetelméaye. Az in vitro spontdn

differenci@idinicixziés Ipée a sejt e k

adheai, vagyis letapdo sejttenyézeteket alkotnaka me | y e k

fel¢lettRI-mvat 8nebhy8IRaseEf

megfel el R

aggregdumokka formaanak, kialakiva ily md@on az (n. embriondis testecskéet (EB

Embryoid Body. Az EB formd&a& kéess@e, azok méete & mennyis@ge egy adott
sejtvonal fontos markere. Az EB formd&nak szdnos mdlja ismeretes, pédal az (.
f ¢ggRcs epp(E3E Hangind 8apevagy egyd gravitZidn alapuldtechnika (Spin
EB-malszer, Ng et al. Q08) Ezek fR
l ehet Rv®, ezzel a . A isAdudzpemziés naggre§dam formdssal8magy2 t h at
mennyi s®gT EBzohbarzazok méete ha@ytvariancia mutathat a kultiré beli,

29y §ci
Kiltetésével, azok tovdbi spontd diff er enci 8 ci

el Rnye, -ktehpzss teszibo n o s m(

azok differenci j 8nlak megfaelyal R gfeal ¢k

j ha a@mejit esdjttBnege | aho
tartalmazzaa hdom cgfardeg sejtpusait, akkor az a kiindul6ESC pluripotencigd igazolja
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Ennek el | enRr zi&tsekkeBtitdilad hGdmacsirardedeeCspecifikus fehédje
markerek alkalmaz&&al. A leggyakrabban haszndt ektodermdis, endodermdis &

mezodermdis markereket 2 tdbl&at mutatja be.

2. tdlazat
A gyakorlatban elterjedt ektodermdis, endoder mdis é&s mezodermdis markerek listja

Csiraréteg Marker Specifitas Referencia
NESTIN Korai neuralis dssejt/progenitor marker Lendahl et al. 1990
a kozponti idegrendszerben Dahlstrand et al. 1992
Ektoderma
BII-TUBULIN AZ érett neuronokban expresszal Katsetos etal. 2003
AFP Az embrionalis majban expresszal Karmali és Movo 1930
Endoderma
GATA4 A szivben és a hasnyalmirigyben Arceci et al. 1993
expresszal White et al. 1995
VIMENTIN A mezenhimélis sejtekben expresszal Capetanaki et al. 1990
s egy tumor marker Sarria et al. 1992
Mezoderma
A posterior mezoderma formalodashoz - .
S S p s Kispert és Herrmann 1994
BRACHYURY sziikseéges az :;r:;};mnallsfeﬂudes Edwards st al. 1996

2.1.5 A pluripotencia igazoléa in vivo

Azinvivospont 8n differenci8ci- ellenRrz®s®re
az (n. teratoma teszt (Gertow et al. 200¥esselschmid2011) ng a m&ik a cgfavonal
kompetens kimék form&igaak kdpessd@e (Polejaeva & Mitalipov 2013; Carstea et al.
2009). Huma sejtek esetden csak a teratoma teszt alkalmazimat§y sordn a pluripotens
egé/human sejteket immurdeficiens (SCID) egr ek b Rre al 8 injekt 8l j
differenciddni kezdenek & tumorokat formdnak, melyeket teratom&nak neveznek. Ha az
injektdt sejt valdan pluripotens, akkor a ha&om cgfardeg bamely sejtpusd képes
lére hozni a teratom&ban,mely immurhiszokéniai-festés e k k e | el l enRri zhet

csraréegre specifikus fehéje markerekkel.

A csiavonal kompetens kimék forma&iganak képess@e a pluripotencia meglééek
legszigoribb kritéiuma. A fent emtett in vitro/vivo differenci@iés tesztekkel szemben e
teszttel el l enRrizhetR az i s, -ehao caisejtak pl ur
kialakisdan is. A kimékat az aggregaic elja&sal (4- vagy 8sejtes egéembrio+ ESC
aggreg&iga) vagy a sejtek hdyagcsiadlapoti gazda embrikba valéinjektd&saal, majd
azok anyas8llatba val - cltet ®s ®v el | ehet | ®t
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Ki m®ri zmus m®rt ®k®re (p®I d8§ul C57BL/ 6, f eket
feh®r szRrsrzi2nba giazjdak te§nbv a , -feladekdeszpdk)eviagyis k i m®r
arra, hogy az embridsejtjeinek kialakésdan képese részt venni a tesztelni kidt sejtvonal.

Annak el l enRrz®s®r e, hogy -a askangded ted tRt skiRm®rz:
egyeddel valop 8r os2?2t 8sa sz ks®ges, ahol s majhat ®n a
beitetett sejtvonal cglvonal transzmisszigda (a fenti pdda esetdben a feké&dbé

ki m®r §kat, f eh®rsziksgefRpdosttm? a e B iy lmBdiloekikeanld R ut - d
kozott van f akkoe & tesztaslnz Igat sejtvomalicgiavonal kompeteny A

folyamat felgyordésaa ttbb malszert is kifejlesztettek, ahol pédal tetraploid
komplementa&idévagy PiezeMikromanipuldéor alkalmaz&a r&ééd maazd s R gener 8ci
nagyon magas kiméa sejtaranyt, aka 100 #an kiméa utdokat sikerit eléni (Nagy et al.
2003;Huanget al.2008).Szanos esetben am vitro differenci&idan vagyin vivoteratoma

tesztekben jd szerepelt egé vonalak nem kéesek sgtek ldrehoz&aa, ppen ezét a
pluripotencia megldédek igazol&aa e tesztek mellett a cslvonal kompetens kiméa

form8l -d8s ell enRrz®se el engedhetetlen fonto
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2.2. A genetikai (raprogramoz&

Genetikai graprogramoz&nakevezzik azt, amikoregy éett testi sejt differencidt
dlapota megvdtozik az embriondis dlapott m@g di f f er enci 8l atl an se
tulajdons@wa. Kordoban genetikai graprogramoz&ra hdom strat@ia alkalmaza&eytott
| e h edt Rast® gejtes sejtmagdiiteté&sel (SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer),

sejtflzidval vagy sejtkivonattalvalé graprogramoz& ré&édn . Mindemellett téob k&leméy
szanolt be differe nci 8§81 t sejtt2pusnosksejthuSakka rarelyraa o z §s §r
transzdifferenci&iojelens@e E ndy strat@iaf ej | Rd ® s e ul@06Hamag &€l ts Ra |l ap

iPSC vonal lérehoz&doz (Takahashi & Yamanaka) a h o | a Sz oluipdeks t est i

dlapotva vald6  graprogramoz&d @tk el bizonyos trangkripci® faktorok

tdexpresszigial .

2.2.1. Ujraprogramoz t esti sejtes sejmagdiltetds sel

Az SCNT vagy k&ismertebb nevén a klhoz& magda foglalja egy testi sejt
sejtmagjjake gy m8r el Rz Rl e g genykledthpetpsefbtvadyis inkdly f os z t
annak citoplazmgda, hiszen az enukl&ds t k°vet Ren m8r <csak a pe
anyaga kéezi a befogaddpetesejtetdldinjektd®sd majd annakaktiv&igd . Reprodukti
kKihoz&nak nevezik azt a folyamatot, mely sordn az SCN@l Iérehozott embrid recipiens
dlatba Utetik, & abbd utd szietik, amely a klh dlat. Az SCNT sor 8n el R8I | -
blasztociszta embridd in vitro ESC is izoldhatg amelyet ha a testi sejtdonorba
visszatranszplantdngkakkor elméetileg nem kellazi mmunr eakci - g8l tal. s
szanolni. Eztafolyamatot ami kor a sejtmag8tg¢ltet®s c®lj a
terpid klhoz&nak hijk . Az el sR si keres Kkl - -noz§8si k2s®r
v@re (Briggs & King 19%2; Gurdon et al. 19585urdon1962), amelgk bizonybtta k, hogy
a sejtek specializ8ci | a sor 8n a sejtm
visszaford2thatat!| apeki kEeho bRV taR@yRod zDel Is ¥
(Wilmut et al. 1997), amelyet z el sR kIl - n eg®r ( Wwkkiy aenmal g
fajok kivettek (Kubota et al. 2000; Behboodi et al. 200Ayonban szdnos klthozott dlat
amelyet sejtmagdiltetéssel hoztak léretdbb abnormalit&t (fenofiikus, gé expresszids)
mutatott, ami arra enged kdretkeztetni, hogy a sejtmag dprogramoz& nemtdkééites,
amely esetlegesemaz epigenetikai @rogramoz& hibdaa utalhat (Wakayama &
Yanagimachi 1999Humpherys et al. 20020gonuki et al. 2002Tamashiro et al. 2002
Gurdon et al. 2003
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A genetikai graprogramoz& terletd a sikeres SCNT ddletek, azt bizonybtté,
hogy a petesejt olyan faktorokkal rendelkezik, amely ma specializddott sejteket képes
pluripotens dlapotba graprogramozniazonbana sejtek(raprogramozhat&@a nagyban
befoly&olja azokeredeti (sejtmag donor sziévetre j | e epigeRétikai mintgata

2.2.2.Sejtflzival valdjra programoza

A sejtflzidval vald(graprogramoz& magda foglalja testi sejtek pluripotens sejtekkel
vald hibridiza&igd, amely egy tetraploid hibridet eredméiyez. E malszerrel differencidt
dlapot formdhate@ga tanulmayozhatd. Miller & Ruddle 1976ban, egy pluripotens
teratokarcindna sejts egy thymus sejtfzigdal olyan pluripoens hibrid sejtpopul&id
hozott | ®t r e, amel vy hordozt a az eredet. embr
tulajdonsd@okat.A pluripotens sejtek differencidt sejtpusokon valédominanciga testi sejt
& embriondis cgia sejtek (Tada etal. 2003; Tada eal. 1997) & ESGk (Tada etal. 2001;
Tada etal. 2003)k@dtis bemut att 8k, a mi tsetki®magfigyeltelh u m§ n
(Cowan etal. 2005; Yu etal. 20@).

Ezek a ldéletek azt igazoltk, hogy a pluripotens sejtek, olyan faktorokkal
rendelkeznek, amelyek kgpesek ma differencidt sejtfiusolraprogramoz&aa. Azonban a
malszer szdéesebb kdben valo dalmaz&a a tetraploid sejtek rdiploidizd&gdak hidnya

okozta.

2.2.3.Sejtkivonattal val6jra programoz&

A peteGClPt®RGY) pluri potens sejtbRI ( ESC,
differencidt sejtekhez valolozz&ad&&al, szintdh azok graprogramozsa valdhatd meg.
Ahhoz, hogy a differencidt sejtekelvegyé a sejtkivonatoazonbarazok permeabiliiga
sziks@es, amelyet dtaldan kéniai tlon lehetmegval&iani ( pl. streptolysini O kezelé). Az
el sR n®h8&8ny k2 g ®mRler segkivonaitad kempztdpabd @t hena testi
sejhez adtk majd anik gé expresszié vadtoz&d vizsgdtk (Hansis et al. 20@), & haba
az OCTF4 aktivitddak novekedésé figyeltdk meg, a sejt Jraprogramoz&csak rézleges
volt. Hakelien et al. (2002 HEK293T sejteket programozodt lymphoid-specifikus sejtekké
eml Rs er e®Reét §zFr e jEprdbdkazaokan lka® ¢ etl t. elyaa Kélee | s R
ahol petesejt helyett pluripotens sejtkivondiod s z n 8 | t adk Jraprmyriprddoz |
azonban itt détrehozott sejtpopul&iccsak részleges (raprogramozda&mutatott (Taranger
et al. 2005)

Tehd elmondhatg hogy hba a sejtkivonattal vald genetikaijra programoz&nem
volt td eredméryes, m@is bizonybtta a differencidt sejek dformdhatG@d, aka egy
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kevésbé specializddott sta@liumba is. Ezen eredméiyeka petesejtek & pluripotens
sejtt2zpusok 8l tal hordozott faktorok Yaj 1 ap
er Rs 2tavelt t ®k

2.2.4 Transzdifferenci&io

Egy korai tanulmdyban bemutatt&, hogy egé fibroblaszt sejtelzacytidinglDNS
metil&Zid gdldé hatdl anyag) kezel&sel dprogramozhat@k myocita, kondrocita &
adpocita pusu sejtekké (Taylor & Jones 1979)Az 5-azacytidineel vézett tovdbi sejt
konverziés Idéletek sord sikerit egy dominds transzkripci faktortmeghataozni
(MYOD: Myogenikus Differenci&ig, amely az izonspecifikus géek aktiv&igan kereszti
képes a fibroblasiot myoblasztokkadprogramozni (Lassar et al. 1986; Dagtsal. 1987)Ezt
a felfedezét kdvettd tovdbi domindns transzkripci®s faktorokazonod#sa, amelyek direkt
malon képesek egyes sejtpusokaind sejtpusokka transzformani.

Ezek a ldéletek demonstrdt&, hogy sejtek dprogramozhat@k m& sejtpuskka
bizonyos trandazipciés faktorok hat&da, & vezettek aTakahashi & Yamanaka (2006) dtal
is alkalmazott mdalszerhez, ahol az adott transzkripcié faktorokatxplesszdtatt& a

sejtekben.

2.2.5. Transzkripcics faktorok tdexpresszdtatd a asejtekben

A transzkripci®s faktorok tlexpresszdtadd egyesek a sejtefluripotensdlapotiva
val6é (raprogramoz&doz alkalmazz&, amely sord a pluripotencidban szerepet jdszo
transzkipcis faktorokat haszndnakM&ok a ma egy bizonyos irdybaelkt el ez Rd°tt s
direkt konverzigdoz alkalmazz& ugyanezt a malszert, ahol a kidt sejtpusa k me gf el el

cgiavonal-specifikustranszkripcié faktorokat expresszdtatj& a sejtekben.

2.2.5.1.Transzkripcié faktorok tdexpresszdtat&&alt © r t @prdgrarkdps

Takahashi & Yamanaka 204&n transzkpcis faktorok tdexpresszdtat&aval testi
sejteket programozotfira pluripotens dlapotiva & az dy lérehozott sejteket indukét
pluripotensR sjteknek nevezte el. A genetikai graprogramoz&téielméden ezen Gi&i
tudomayos &tG&st hozo eredménylkh@ tbbek kédt a testi sejtes kihozdsal a
sejtflzival -, sejtkivonattal & a transzdifferenciaidval valo graprogramoz& sordn elét
eddigi ismeretek vezettek, amelyek azt mutattk, hogy ddferencid@ott sejtek
graprogramozhat@k pluripotens dlapotvdime gf el el R transzkripci - s
Tovdba egy petesejt, illetve az ESK olyan faktorokat tartalmaznak, amelyek testi sejteket

képesek plurpotens dlapotivaprogramozni.
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Takahahi & Yamanaka 2006s Idéletikben szdnos kordban ma lat
transzkripciés faktortteszteltekés azt vizsgdt&, hogy azokgéjeinek testi sejtekbervalo
tdexpresszdtat&a kdese a pluripotencia indukcigaa. A tesztelt faktorokddt szerepelt
az OCT-4 (Nicholset al. 1998; Niwa et aR000), SOX (Avilion et al. 2003)& NANOG-ot
(Chambers et al. 2003; Mitsui et &003), (I&d 2.1.3. bekezdé&), valamint szano®lyan
gén, amelyek gyakran aktivadahak tumorokban, mint pédail aStaB (Matsuda et al1999;
Niwa et al.1998),az E-Ras(Takahashi et aR003),a c-Myc (Cartwright et al2005),a Klf4:

(Li et al. 2005),& a b-catenin Kielman et al20@; Sato et al2004) Ez utdbi géeknek az
ESCkre jellemzR f en &tazgkursvitrd tenydzetlzen tvaddsg§obsa n
oszta@&dan van szereplk. Tovdbbaszdnos egyd gét is azonodbttak & teszteltek,
amelyek az ES@®&ben expresszddnakMaruyama et al. 2005; Mitsui et al. 2008yymint

a: Ecatl (GenBank: AB21106)) Dppa%s (MGI:101800, Fbxo15(MGI:1354755, Dnmt31
(GenBank: NM _019448) Ecat8 (GenBank: AB211061) Gdf3 (MGI:95686, Sox15
(MGI1:98363, Dppad (MGI:2157525, Dppa2 (MGI:2157523, Fthl1l7 (GenBank:
NM_031261) Sall4 (MGI:2139360Q, Rexl (MGI:99187, Utfl (MGI:1276125, Tcll
(MGI:1097166, Dppa3(MGI1:192095§, Grb2 (MGI:95805.

Osszesen tehd a fen@4 kivdasztott gét teszteltk a ldéletikben, amelyhez egy
olyan rendszert fejlesettek ki, ahol a pluripotens dlapot aktivaigd a G418 rezisztencia
jelezte.Ehhez olyan transzgenikus egeret hoztak lére, ahdflaol5 gébe egyb g € @- b
galaktozida & a neomicin gé f(ziga) vektort illesztettekAz Fbxol5 gé az egé ESCkben
& egé embrikban expresszddlik, @ onb an j el enl| @&t @uripateiciak ¢ | © z |
fenntarté&dan. Az eb b R az e g ®r B Ramelyékzab Ig B detkonstruicda
homozigd&) G418-ra rezisztensek jelezve dy az Fbxol5 Ikusz aktivitdd. M
ugyanebbRI az 8§81 | g éhomozigdazestr sejiekz G418 stzdienyek REn
rendszer alkalmaz&&al aZbxol5 e g e r e k b-& lizolddiE & a sejtekbe retrowus
transzdukcidval a 24 gént egyesé&glutatt& be, majd G418&l szelektdt& azokate | | en Rr i z v e
ily md@on, hogy az adott gé aivdta -e azFbxol5 gén expresszigd vagy nem. Azt taldt,
hogy az egyes géek egyike sem eredméyezett Gelfdsztens koldid, vagyis azok
dmagukban a pluripotencia indukcigaa nem alkalmasak. Azonban amikor mind a 24 gét
egyltesen transzdukdt&a MEF sejtekbe, akkor G418 rezisztens kolkatikaptak, amelyek
az ESCkhez hasonl6 fenopust mutattak amelyet RTPCRel igazoltak (I&d: 2.1.4.2.
bekezd®. Ezek az eredméyek azt sugalltk, hogy bizonyos kombin&iga e 24 faktornak
alkalmas MEF sejitben ESCkr e | el | emz R mar ker g®nekzt expre
k °vet Re mktwkorBbm@i® teszteltekamely kSéletso rozat vegé az OCT4, SOX2,
KLF4, GMYC (tovdbbiakban: OSKM) kombinZid taldt& a leghat&onyabbnak a
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kel etkezett kol -ni 8k sz8m8t ®s mi nRs®g®t t
igazolt& in vitro (I&d: 2.1.4 bekezdé&), valamintin vivo (I&d: 2.1.5 bekezd&) & azt
taldt&, ahogy azok nagyon hasonl@kvoltak normd& ESGkhez, valamint kimérak
lérehoz&da is kéesek voltak Az OSKM faktorok kombin&iG&al farok csics

fibroblasztot (TTF: Tail Tip Fibroblasiy sikerit graprogramozniuk, bizonytvaily malon,

e k

hogy a ngyf akt or fel nRtt testi sejteketspRRprog

eredméyek megbeszdsbekiemeltd, hogy igaz hogy a SOX&az OCTF4, & a NANOG a

pluripotens transzkripci® hazat alapja kéezik, azonban aMNOGme gl ep R m- don

al apvet R f orCtkdésebog&hn. A £-MMCPe8y a MYC csaldba tartozé

r

fehéje, amelynekszerepé az iPS&k alapisdan azzal magyar&t& hogyv al - sz2 nTl e

teljes hiszton acetil&id okozhat, amely | R s e gz2OCH &tSOX2 targethelyekhez vald
k °t RdrRemaddez et al2003). Emellett a GMYC kulcdontoss&@u szerepé egyesek
kordbbban ma bemutattk az ESC-k thmegul&dan & a pluripotens dlapotffenntart&dan
(Cartwright et al. 2005)A KLF4 a KLF csal@alba tartozik & szerepe a 58 fehéje
szupresszdsdan lehet dmely jelenléde a NANOG szupresszd&dan fontosaz ESCk
differencida&a sordn ), vagyisa KLF4 jelenlée a B3 fehéje cskken&é keresztl a
NANOG expressziofenntart&dan jdszik szerepéRowland et al2005;Ying Shié Walden
Ai 2013).

Takahashi &Yamanaka (2006) dth kézdt OSK M faktor kombin&io az iPSC

alapg#s sord jelenleg is szdes kdben elterjedt, amelyet Yamanaka faktoroknak is szoktak

nevezni. Az OSKM faktor kombin&idval ez iddg s z 8§ mo s e mustRskerils e j t t 2

eredméyesen (rprogramozni, integrati & nentintegrati génbeviteli elja&okkal
egyarant. A n@y transzkripci faktor egyike a @1YC, amely egy onkogén, vagyis szdnos

tumor esetd expresszigdak megvdtoz&a szerepet jdszik a tumorgenezisben, dy e

tulajdons@a az esetleges huma klinikai alk maz 8sban ki z &rC-MYG ®ny ez

kaos hat&da miatt annakkihagy&a vagy helyettedise, illetve az (raprogramozé
hat&konys@ ndvelse édekden nddyan a ngy Yamanaka faktor helyett egyd
kombin&ik kifejleszté&séel foglalkoznak. Pddail e gy munkacsoport a KL4& & C-MYC
helyett NANOGé& LIN28-at (OSNL)alkalmazott(Yu etal. 2007).A LIN28 fehé&je egyes
graprogramozokombin&idkban elterjedt, azonban az nem transzkripciés faktor, hanem egy
RNSk°t R feh®r | e )@&Mddgisismeré¢é kalal appP8n szerepe
dmegyulddan, hanem inkdb annak a szabdyoz&dan van, hogy a sejtek differenci@ida
kezdjeneke (Lee et al. 2010)Haszndata inkdb az iPSC generd®s eredményess@dek
nivelse é@dekden elterjedt. Ot faktort tartdmazé kombin&id is tesztelt néay
kutat@&soprt (Buecker et al. 2010; Maheradt al. 2008), ahol az OSKM melléLIN28 vagy

32

n ¢



1R0bAVGIASZknR815.033

NANOG-ot adtak amely rendszerrehehezen (rprogramozhato sejtpusoknad prddtak
hat&onys@got ndvelni (Lee et al. 2010) Ehhe hasonl@n, hat faktor (OSKMNL)
haszndat&al is sikerrel alapgbttak human iPSC vonalakat ttbb kutat@soportban (Kamata et

al . 2010; Liao et al . 2008) , mi ndazons8ltal
kezdetben publikdt 4 faktor alkalmaz&alakaé.

2.2.5.2. A transzkripci® faktorok tdexpresszdtat®&&al t °r t ®n R 8t progr

(transzdifferenci&ig

A pluri pot en ctran§zRripcic fakmeroke lleRmesszdtatddal tehd a
pluripotenciai nduk ci - | a i@ maetgRprogréamozotAsejtek pedig a haom
cglardeg bamely sejtppus&a képesek differencidani . Azonban a visszaprogramoz&
mellett egy m&ik strat@ia isfolyamatosanf ej | Rdi k, amely sor8n a
el k°telezRd°tt s eigatval@upbneg, @ Kidtdsejtpus kkialakidldamak e r z
megfelel R transzkri pci - s Ezff &a kdlsaert mévezik &imé& x pr e s
kordban tagyalt transzdifferenci&idhak vagy direkt dprogramoz&nak(Chin 2014) E
technol@ia korai ldéletei szi nt ®n f ont os i smeret ekkel szol
ldrehoz&&oz, valamint a ma is folyé transzdifferencizi® Idéletekhez is. A
transzdifferenci@idésord a sejtfius megvdtoztatda nincs kddozva az eredeti cgfardegre
& az IPSC technol@iaa | szemben nincs szigks®g a sejtelk
graprogramoz&da. Szanos sejtppust sikerit m& e malszerrel Iérehozni, mint pédail
fibroblasztbd kardiomyocitas zer T sej t ek et (leda et al . 201
(Caiazzoet al. 2011; Son et al. 2015tb. Ezek az elja&ok azonbajelenlegigen dacsony
hat ®k onys § g éaég szaibk fejldsntéré szorulnak.¢8al a kiat sejtpusok
el ®r ®s ®h ez sz ¢ ks g faktorlengefvdabzesh €ykulcsf@atossaguls r
mé kidolgoz&ra vao Ipé&e ezeknek a mdlszereknek. §y el Rr e egyusk?2 v 8nt
| ®t rehoz8s8hoz m®g mindig a sejtek Y raprog
differencidtat&a a legelterjedtebb (Chin 2014).
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2.3.Azindukdtpl uri potens Rssejtek

2.3.1. Az iPSC el R8I'12t8s mo®rfoeldk°°vei

A k°vet kez Rs&obendbenekitfkrd@aznQEKM (graprogramozofaktorok
k°ozI|l ®s e ®s az i PSC technol - gi a t ®r h- d?2t §s
eredményeket, amelyek kutat&aink snd@a fontos tdnpontot jelentenek.

20062007

Takahashi &Yamanaka2006bane | s RegdiPSIC vonalakat hozott léreAz OCT-

4, SOX2, KLH & C-MYC faktorkombin&id retrowius transzdukcidval jutattk egé

fibroblaszt sejtekbe, amely azok peogramoz@&ad eredményezteA lédrejdt iPSC vonalak
pluripotencigd jellemeztk & azt taldtdk, hogy azok nagyon hasonl@k egé ES®hez. Egy
®vvel k ®s Rb b ,transzkrip@®@faktérial bumin fibroBlasabd is képesek voltak
iPSCket ldrehozniaz egéen bemutatothdszerrel(Takahashi eal. 2007).

Az Y raprogramoz:- rendszerek fejl RI®s ®vel
specifikusi PSC vonal ak is el kezdtek megj elbbeenni
kizdtk, amely a sarlGsejtes andmiaa volt specifikus (Hanna et al. 2007). Egé&zen
napjainkig a betegsd@ specifikiBSC vonalak folyamatosan jelennek meg,
betegs@modellezé, gyd@yszertesztel& & giterdpids cdokkalKim 2014)

20072008

Az ismertYamanaka faktokombin&ié helyett egyesekYu et al. 2007)plyan faktor
kombin&iéval hoztak ldreh um& n i PSC s e | C&MK@adat kihagytd,ehogy b R | a
annak kaos hat&4 elkertjé : NANOG, LIN28, OCTF4 & SOX2.Wernigetal. 200&) egé
iPSCket hoztak lérecsupan 3 faktor(OCT-4, KLF4, SOX) bejuttat&&al, amelyetegé- &

humdn- sejtekesetden Nakagawaet al. (2008)is demonstrdtugyanebben az &ben

2009
Az eddigiekbenvius -vektorral kilin -kiddn bejuttatott ndyy faktort sikerdt egyetlen
(n. policisztronos vektor dtal stabilan expresszdtatni a sejtekbeoskkentve dy az
inszerci® mutagenezis veszdyg val ami nt a kel onb°zR O intec
expresszi®Gaktivitd okozta heterogenit&tCarey etal. 2009) Imma az egyes faktorok
el oszl §8sa ®s aktivit8§sa nem az egydggdatf akt or «

hanem a policisztronos vektor be®p¢l ®s®nek s
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vagy | ehetRlIl eg egyedii -k8piaass8§rh¥hlelt RE®lg Szxél

mentes?t®s hat®konys8§g8nak n°vel ®se szempont

20082010

A retrovus-al ap% g®nbevitel:. el j 8§r Bsde stamosni t § |
alternati gra programozorendszer kerit kidolgoz&ra ekben az &ekben.
Egyes kut at 8sok az akt?2v transzg®n j el e
integrd@o /kiv@ghatorendszereketolgoztak ki. Pédal a Cre/LoxPrendszerretlt&othato
lentivius alaputechnik& jelentekmeg Chang etl. 2009;Soldner €al. 2009;Sommer etl.
2010; Somers etal. 2010. A Vv2arus bevi ttehsgpozorokkalgatdés, | e n d R
graprogramoz&a | ent i v2r ushoz has onaholatrdnsepo®Rikenzimy s § g g a
hozzad&&al a transzgékivg®a egdé IPSGk b BRkeres vol{Woltjen etal. 2009)
M2 g m8s kutat 8s ok , hogytaz iP8CQ wealnk iBtégraiktd men@s b e
m-don ®s/vagy Vv2rus bevitel has z adgriovdis-,.a n®I| k
fehéje-, mMRNS, IAMi c i vektok, eepiszandis vektor- & Sendaivius - alapu
graprogramoz&i rendszereKStadtfeldet al. 2008 Kim et al.2009 Zhouet al.2009 Warren
et al.201Q Jiaet al.201Q Yu et al.2009 Banet al.2011; Fusaket al.2009)

20102012

A leghat&onyabbangraprogramozhatésejtpus a fibroblaszt, azonban e sejtek a
hum8&n donorokt - | i nvaz?2v beavatkbeBdRakeun®s!
invaai - vagy noninvaai-m- don nyer hetR sejtt2pusokb- | v al

keritek kidolgoz&ra ezekben azvékben(Loh et al. 2010; Staerket al. 2010 Zhou et al.
2011).

2.32. Az iPSC alapishoz alkalmazott sejtdonor genetikai hétere & a kiinduldsejt

pusa

2.3.21. Az alkalmazott egétdzs genetikai hdterinek hat®a az (raprogramozo

hat&onysgra

Irodalmi adatok alapja ismert hogy a geneti kai hg§tt ®r
befoly&olhatja az ESC alapg®s eredméyess@é¢ aminek akkor van el e n,thRa®g e
vonalalapg® cdia a huma betegs@ek modellez&evVannak egyes egétizsela me | y e k b R
az egé ESC alapé&s hat&konyabb, mint m&olbd. Pdédail Kawase et al. (1994)
beltenyé&ztett & muténs egétizseket hasontbtt ssze, ahol az ESC alapgés a C57BL/6
t°rzsbRI vol t Egy mkik gutaticsofiokt C57BLld6s BALB/C tGzseket
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haontbtt 6 ssze, ahol a BALB/EESCv onal ak al apihtviosténpésztsi el t ®r
paraméerekre volt sziksg a LIF mennyisg emel&e melldBaharvand &Matthaei 2004)

Hasonl6 medfigyelére jutott egy m&ik munkacsoport is, ahol h&om vitro tenyéztési

kdudméyt hasontbttak &sze ké beltenyéztett vonal alépa sor&n, ahol szinté a
geneti kai hg8tterek el t ®r Rtz ®&dgyrB8ss&t: | f ied yt e®RIrtR®kKr
reagdt a k ¢ | °konddikkra Klijima et al. 2010).Suzuki et al. (1999a genetikai héaté

befolyssd (gy vizsgdta, hogy beltenyéztett & nem-beltenyéztett egétézseket 12

k¢l ©°nb°zR kombin8ci-ban p8roztat owdndlala@s a | ®
hat&onys@gd méte. A legtdob ESC vonalat a 129/Sx 129/Svtdgzs paods#d  sikerit

lérehozni. Az ICR x ICR vonalakpa&os#&a nem eredméyezett ESC vonalakat, azonban
keresztezé&ekbenlCR x Yok:ddY) a hibrid embridkbd sikerit egy ESC vonalatalagani,

bizonytvady a beltenyéztett & nembeltenyéztettt ©°r zs ek k° z&eki el €at Rab

befoly&a.
E k2s®rletek alapj8n felt®telezhet R, hog)
kiindul - sej tt 2 pisi BEgé gsetd a teggkakrabbah &kalmazott@&indulo

sejtpu s a MEF vagy TTFazonbara publik&idk nagy ttbbs@den azok genetikai hatere
nincs jelezve, vagy szdnos esetben hibrid vonalak sejtjigilmazt&. Ez iddg csekdy
szanu IPSC tanulméy soran alkalmaztakisztén beltenyéztettegétizseket (Hanna et al.
2009; Takateet al. 2011; Liu et al. 2011)5zinté igen levés kutatd irdayul arra, ahol a
genetikai hderek hat&d tandmanyoznk& az egé iPSC vonahlapisi kdpess@re neve.
Schnabelet al. Q012 hat k ¢ | ° nlbeRenyRztette g ® r t °(NQN&LI,RA57BL/6J,
DBA/2J, BALB/cJ, 129S1/SvimJ, CASZEiJ) alapgbtt egé& iPSC vonalakat lentivius
transzdukcidval, & az mpé hat&konys@a vizsgdta . Hab§gr mi ndegyi k teor
egé IPSC vonalakat alapganiuk,az (raprogramoz6 hat&onys@ban, azegé iPSGk
(miPSC) ndrekedésden & a sziks@es in vitro tenyéztési paraméderekbenj el ent Rs
kihbsé@eket é&zleltek. Muenthaisonget al. (2012) Sleeping Beautsanszpozon dtal
gébevitelt haszndt MEFb R1  egé IPSC alag®hoz, h8r om k¢l °nb°zR eg:
(beltenyésztett: C57BL/6,nem-beltenyésztett: ICR, F1 hibrid: C57BL/6 x DBA/2J) & a
genetikai haté befoly&d tanulmayozta azegé iPSCK in vitro & in vivo tulajdonsdaira
n&ve. A haom tGzs (raprogramozhat&@gdan nem taldt kilinbs@eket, azonban csak az
ICR & F1-hibridiPSC vonal ak adtak ki m®r 8kat, amel yek
kompetenci 8§t mut att ak.-iPSMevgrialakp €etden- chagasabba z I
differenci@ic potencidt figyeltek meg az ICRESC vonalakhoz kéest.

A fenti medgfigyelsek azt sugallhatjk hogy nd az egé ESC vonalapis
eredm®nyess ®g®t j el emPIEsvonate@pdis stkkrésedd kevé&bdél di g a
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befoly&olja a genetikai hdté azonban a kapott sejtvonalak differencixiés ké¢sge, dy
pluripotenciga ugyamgy, mint az ESCKk es et ®ben el t ®r R | ehet . E
azonban tovdbi ldéletekre volna sziksd.

2.3.22. A huma sejtdonor koranak hat&a az graprograméhat&onysara

A donor kor&éak hat®d az IPSC alagsra n&ve szanos munkacsoport
tanulmdyozta. Egyesnunkacsoportok bemutatt&, hogy aka& egy 100 &es ember sejtjei is
gra programozhat@k é&mindh&om cgfardéeg irdnyda differencidhat@k (Lapasset et al.
2011; Yagi et al. 2012). Az (raprogramoz&sal a sejtekAs i at al osabb me g j
mutattak a tdomé& hosszdan & a géexpresszié profiljukban az ESkKhez hasonldak
bizonyutak (Lapasset et al. 2011). Boulting & munkat&sai stapasztaltk a ko | el ent Rs
befoly8&8s8t az i PSC vonalak differenci 8ci - -s |
vonalait vizsgdt&, haba a pluripotencia faktorok expresszi®s szintjden elté&seket mutattak
ki (Boulting et al. 2011)Az LMNA (m& né&en: LAMIN A) egy olyan fehé&je, amely a
nukledis struktira és@den jdszik szerepet, a testi sejtek degeds&elzatie nivekszik,
azonban differencidatlan sejtpusokban a szintje alacsony IMNA gdl&&al az iPSC
indukcio felgyorsult humé fibroblasztok haszndatakor, tlexpresszdtat&akor pedig az
graprogramozaa lassult (Zuo et al. 2012).

A fenti ndhdy példa az eddigie ténd feldolgozo kutat&ok tdeddé mutatja be,
azonban dy is j szemldteti, hogy az eredmények igencsak ellentmondd@k, bamilyen
konkl %zi - a t ®&m8§8v aneheZzemophatsle(Rohaniteteah20B4y y el Rr e

2.3.23. Az iPSCalap#shoz alkalmazott kiindulosejt pusa

Humd iPSC alapgé&nad figyelembe kell venni, hoggnnak eredméyessée donor
f¢éggR |l ehet , vagyis mivel a se| tedegészegi o k el
dlapotlak az graprogramoz&i hat&konysd isigene |l t ®r R | ehet . Mi ndezek
| egf ont os armdy edy®RIye zRi, do | ,(aazz 8s rnae gsfzedred IR ki i n
megvdasztd&a. Huma mintavéel eseté az elja&nak olyannak kell lennieamellyel nagy
mennyi s®gT s@jntaai gngdhj Szdmas hufa iPSC vonalat alagbttak ma
fibroblasztbd (Takahashi et aR007, Yu et al. 2007), keratinocit&bd (Aasenet al. 2008,
amelyhezb Rr b i ovgeke zseles@es. HRasztikai beavatkoz&ok esetérgis z° vet b RI
nyer hetHRISwuE al.200%ibsikeres volt agraprogramoz&.Nday munkacsoport
fogszivete r e cs@tpusokbd (Yan et al. 2010; Tamaoki et al. 201Wada et al. 2011
vagy m&ok a szdiregben taldhato biopszi&al nyert fibroblaszts e j t @vikybsH let al.
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2010) hoztak lére human iIPSCvonalakat.Azonban e sejtpusok invaai beavatkoz& sora
nyer het Rek

Vannak sejtpusok amelyek telesennennv az2v m-don hozz8f ®r he
extra embriondis szdvetek szanos §ge, pddal a kdd &kzsinGvé vagy a magzadvsejtjei,
amel yek bRI szint®n i PSC v dGioagkttadt al.2009alp &ttal§ s §r - |
2009). Azonban e sz°vetek/sejtek csalksamk sz¢l e
elt&ol&a nem minden orszgban bevett eljas.

Kevébéinvazi eljasgok kizésorolhatoa vévédel, ahol egyszerre nagpe nnyi s ®g T
perifégid v ®r v e hé& anRak romonukledis sejtjei (PBMC: Peripheral Blood
Mononuclear Cellplkalmagsk lehetnekjra programoz&ra. Nédanykutat@soporhak sikert
PBMC-k®° s s z e s lenid-fye®dmiskal (Loh et al. 2010; Stk et al. 2010; Kunisato et al.

2011 huma iPSC vonalkat alagani, azonban a hat&onysdgnlacsonyvolt, illetve magas
titerT v2 rawagy ttblassitz tragskzdakci®awnolt sziks@. Ennek oka, hogy a
PBMC heterogén sejtpopul&id & nehezen grgrogramozhatosgpusokat tartalmaz M&ok
az esetleges klinikai alkalmaz&ok feléirdyulva neintegrati rendszerekkela PBMGb R |
izoldt T-limfocitkat tudtak (graprogramozni (Seki et al. 2010gleinte igen alacsony
hat&onysd@gal Azonban napjainia ezek a malszerek o k at fSesjahoRdptfefidszt
hat&ony Sendaivius - & episzdndi s- vektor dtali graprogramozoéprotokollokata PBMC-
khez.

Klinikai alkalmaz&ra igen déetesek lehetnek a vizeletben nagy szénban taldhat6
felhdn-s zer T s ej t embzda, Yapivela @zok gteljesen nonrinvaai mdalon
hozz§8f ®hduetal RO )e sejtpusokbd, retrovius transzdukcidval iPSC vonalakat
alapptt. K®s Rb b e pi dntegré® lvektsrokkakisisikeres volta i z e Ikisyerb R |
sejtekgra programoz&a (Xue edl. 2013).

Az i PSC el R8I | 2t ®reinvaniz sejtpukkidnta & mizajs follikulusok
hajszemdcse dermal papilla@ i s eml 2t endsBteioAybhnanj sz&mehk cs Rs
bRr ben, amel yek a haj k®pzRd®s ®®r t ®s reger
miatt déetesek lehetnek, mivel esetlegesen keveseblanszkripcie faktorral is
graprogamozhat@k. Egé esetder©OCT-4 & KLF4-el (Tsaietal. 2 1 0) k®s Rbb ped
az OCT-4 bevitelé&el ugyanaz a munkacsopdiisai et al. 2011¢gé iPSC vanalakat tudott
alaghni. Egy igen frisstanulmaybanpedig humé hajszemdcs sejteket programozott egy
munkacsoport visszaz OSKM lentivius transzdukcigaal (Muchkaevaet al. 2014) Az
graprogramoz& korai szakaszdawalproirsavat & azkorbinsavat is adtak a sejtkultadnoz,
val amint alacsony oxi g®n akamaztag37@8) %B% C@,bh% ®s zt R

0,). A hajszemdcs sejtiej el e nt Rs enuman | klenikae dlkalmde® esetd azonban
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jelenleg csak csekdy ismeret dl arendelkezéinkre e sejtfjus (raprogramoz&dal
kapcsoltban.

Altaldnoss@ban teha elmondhatg hogy jelenleg a vgilletve a vizelet sejtjeine
graprogramoz&a mutatkozikn | e g2 g ®r et & klinikaibatkanaz&pk® cdidib e
illetve esetleg a haegyes sejteiAzonban egyel Rre a bRrbiopszi
graprogramoz&aaz, ami szdéeskdben elterjedt, mivel az gaprogramozo hatkonysd e
sejtekben a legmagasabbzanos cdy specializddott kifejezetten arra, hogy nenvaai
sejtpusokbd, a nem integrd@d rendszerek(graprogramozé hat&onys@d ndvelje. Az
§ltaluk kibocsg8jtott kitek ¢8yRbalmesgzb22nzThsatt-h
hogy a b Ravibelettvgvéel illeB/e & a lenti-/retrovius gébevitel alkalmaz&a a
nemintegrati rendszerekdt hatj& fel.

A kiindul6 sejtpus megvdaszt&d a visszaprogramozhat&d mellategydt ®ny e z R
is befoly&olhatja, pédall hogy a ldrehozott sejtvonalbd milyen irdyudifferenci&io
sziks@es az adott ldéletben Egyesek bemutatka hogy az iPS sejtek epigenetikai
graprogramozd&a nem teljes az ES sejtekhez hasoatfKim et al. 211). Vagyis szanos
esetben az eredeti szdvet metilZié mintzatdd is fennmaradmely dtal az iPS sejt
Ael Rnyben r®szes2ti o a donor sejtre jellemz
eredetT donorsejt hat ®konyabbanAzdrodaldmbanenci § |
erre a jelens@reazonbaregym&nak ellentmonddaatok dinak rendelkezé&remely szerint
egyesek nem é&zleltk, mfm&k egyr ®t el mTen al 8§t §masztott §k
sejtek pluripotencigaa gyakorolthat®&d (Rohani et al. 2014)A kédé megvdaszol&dnoz

azonbarméy tovdbi ldéletek & i smer et anyag gyTjt®se sz¢igks®ge
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2.4. Transzgé-mentes iPSCvonalak generddsa

Takahashi ®s Y aimaMvanala da(s2abo8 ejipusepgsaRoztak
vissza Va@szerte, k ¢ | °nb° zR transzKkr ielpa&adkkals A fkerd t or b
tanulmayokban retrovus, k ® s iBdbdm lentivius - d4tali gébeviteli elja&okat
alkalmaztakaz iPSC alapi#&shoz. Azonban ezekkel a mdlszerekkel eariszgé random
szanban & poaziidan U a genomba, amidtal egyesgéek funkciqukat veszhetik vagy
elcsendesihetre vagyis irszerciéé mutagenezis alakulhat. k& problén&k kikisztd&sée
olyan gra programozo elja&ok jelentek meg, amelyek elkerlik a transzgé genomba valo
integr&igd. Pédaul ilyenek azepiszdndis- (Yu et al. 2009)Minicircle- (Jia et al. 2010),
adenovius-vektorral Stadtfeld et al. 2008)Sendaivius -transzdukcidval (Ban et al. 2011,
Fusaki et al. 2009MRNStranszfekcidval {fakubov et al. 2010Warren et al. 2010yagy
fengj@&el (Kim et al 2009; Zhou et al. 2009al6 beviteli elja&ok. Ezek a rendszerek az
esetleges humé klinikai alkalmazdn igen déetesek azonbanhat&onys@guk jdval az
integrati  rendszerek alatt mad mé isméelt transzfekcid/transzdukci6é alkalmazé
protokoll mellett is.

Az integrati rendszerek haszndathat&onyabbé robosztusabb rendszer, ezét méy
mindig igen elterjedt. Azonban a genomi integr&ikkem csak az esetleges terpi&
alkalmaz& eseté jelentheek problénd, hanem a transzgén jelenlde az iPS®et
molekukis illetve funkciondis tulajdons@aikban isnegatian befoly&olhatja pédal azok
differenci@igdan (Soldneret al. 2009)A retrowiussal bejutatott vektor expresszigides
elcsendesihi, vagy ha a lentivius vektorban egy indukdhatd promder varakkor annak
expressziga blokkolhaté (Wernig et al. 2008 Sommeret al. 2009) azonban ang a
transzgéh a genomban jelen van, annakakévdd@&a potencidis veszdyt jelentlet
(Hochedlingeet al. 2005Markoulakiet al. 2009)Ezen okok miatt, mé abban az esetben is,
ha az iPSeket csakin vitro kutat&ra, nempedig terdpi& cdlal alagj&, a transzgén
eltdottsa & ily maon transzgdér -mentes vonalalkdrehoz&a fokozottan ajalott.

2.4.1. Nem integrd@O6DNS alapuvektorra | valé graprogramozé technik&

Ebbe a kategagida azok a (r aprogramozotechnik& tartoznak, amelyek a
pluripotenci 8®rt felelRs faktorokat DNS forr
expresszi-ja ut 8§8n ,dyials&tekgeénongda idegenrDAE szakaseok b R |
nem integr 8l - -dnak. Ennek k°sz°nhetRen gy:gys8
a ] v Rben.az eAkaeguiba martozo eddig bemutatottendszerekalacsony

hat ®k onys § g grehezemjra frdgenmehitd sejtpusokon Emellett technikai

40



1R0bAVGIASZknR815.033

neh&sget okozhatz is hogy atranszgéintegraidd vald mentesséet igazolni kell, mert
ritka esetekben random integraidl@hdel.

lde tartoznak azepiszdndis-, Minicircle- & adenovius - vektort alkalmad
graprogramoz&i elja&ok. A haom rendszer ki a leghatkonyabb az episzdndis vektor
(EV), jelenlega laboratdiumokbaralegelterjedtebb

2.4.1.1. Episzandisvektor

Az egyik DNSalapu integr&id elkerd R graprogramoz& eiszdndis vektorokkal
vRgezhet R. Az 81l t &Y &é BpstarBarb wusbd| eszdmazd glemed t
tartalmaz (oriP, EBNAl), amelyetgyetlen plazmidba dti ettek be A wus replik&iés
origga (oriP: origin of viral replicatoh a pl azmi d repl i kd&nd iRsj §
sejtekben. AzEB nukledis antigqh 1 (EBNA) az oriRh e z csatl akozva
kromoszdndis DNS-h e z , a mi |, oy e tgdRdasejt dsa@Ea sordn az episzdnk

t

is osztdajanak.Az EV stabil episzdnakétt eny ®s zt het R ant itbhamiot i kum
fokozatean el t Tni kha aerj aekbRIi ot i kurmz BVdplegmdl §sa r

egyetlen transzfekci - jjraprogranozédor, qzombdnRa vekmh e t
ki hzgul 8sa a -3lnapstengaztstRskidbak ($ateseRal 1984; Yates et

al. 1985). Az el sR EV plazmidok i gen al acsony

fibroblasztok (raprogramoz&a soran(Yu et al. 2009). Ezekben aldéletekben hé

a

h

transzkripcié faktor kombin&igd haszndtak, amelydk expresszigd h 8r om k¢l °nb?©

oriP/EBNAL vektor biztodtotta Az EV vektook tovdbfejleszt&éel integr&io-mentes
iPSCvonalakatt udt ak al ap 2 (Clhoo et alv28IlQkiaj et at. RU1L IS et al.
2013®s a vizeletben t a(Keektd 2013) AZXEY vektGrdtali i®eJ t e k
generd& déetes, mivel a kivitelezée e g y s traesefdkcid kdvetel & nincs szikséy virdis

&ensekalkalmaz&aa.

2.4.1.2. Minicirclevektor

Az (raprogramoz&hoz haszndtepiszan& méetdek cskkent&ekdpen az .
Minicircle-vektorok dtali iPSC generd&t kerlt kifejleszt&re A Minicircle-vektorok
képesek a nemintegrdalott & a nem replikdodo episzan&rd is expresszdni. Kordoban
voltak prddkoz&ok konvenciondis DNSvektorral val6 graprogramoz&ra, azonbaazok
csaki gen al acsony hat®konysg8ggal mT keékidroke k
e R n g konvenciondis DNSvektorokkal szemben, hogy nem tartalmaznak bakteridis

b R

( Ok

szekvenci&at, kev&sbé hajlamosak az elcsendesidésre s s o k k a magasabb

expressziga kégesek (Chen et al. 2Q03hen et al. 2005))iaet al.(2010)alapgbttake | Rs z ° r
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sikeresen human iPSC vonalakat egy n@y faktort tartalmazépolicisztronos Minieurelgor

tiobszéi t r anszfekci -j 8val. Ugyanez iadt pkotokoltt - csop
publikdt zsiszévete r ed et T s e jvekrkitaliNjiaprdgramorahdz ¢Narsinh et al.

2011). Ujabban pedig egy ldonoptimalizdt Minicircle-vektorral humé fibroblasidl

hoztak lére iIPSC vonalakat (Diecke et ak014) , azonban v®r bRI vagy

gra programozhatosejtpusokbd ezzel a rendszerrel iPSC alapi#siz idag nem kdtek.

2.4.1.3.Adenovius -vektor

Az egyi k e lmefResegéniPSECgvondlgenerdsa adenovius vektorral
totént (Stadtfeld et al. 2008) amelyneka hat&onysd@a alacsony volt A replik&io-hianyos
vektor a legthb sejtfiusba nem kées integrd@ni. Ezek a vektorok kéesek szamos
sejtpus transzdukcigaa, ahol episzdna forrgdban maradnak fent & a hozzadott
prom-tert RI f ¢ g g(GBraham et alplO%He ®tzaB 1998)KR®eskRb b  h u m8n
embriondis fibroblaszt (raprogramoz&&al $ prddkozott egy munkacsoport: a
transzkripcié faktorokat egyenkét adenowvisgektorokkal jutatt& a sejtekheA ttbbszdi
transzdukcio & 250 AVIOIo (Multiplicity of Infection) ellenée is, az egé sejtekné elét
hat&onys@gnd alacsonyabb eredméyt étek el (Zhou & Freed 2009). Ademowvius
alacsony graprogramozo hatkonysaa mellett, annak random rekombin&iga is ismeretes,
e | s Rs &doszakasaokba integraava (Stephen et al. 2008)

2.4.2. DNSmentes (jraprogramoz6 techniké&

A DNS-mentes (rgprogramozoérendszerek apluoge nci 8®rt f el el Rs f a
vagy fehé&je formdumban juttatjk a sejtekbe,dy azok &d@&&a sincs ma sziksd.
Tovs8bbsg, ittt m®g a ritk8n el Rfordul - rando
ellentédben a DNS alapu rendszerietl. Ezen okokbd human terdpi&d alkalmaz&ban e
rendszerekkel val6iPSC el R§ | | 2 t § degi¢ateSabtinekt Az ajraprogramozo
hatkony§ gu k el t ®r R ,tazmbdnedialdan&rondhatgthaglyaz integrdd@d
rendszerekatd&onys&a alatt maradak

Ide tartozik a Sendaivus (SeV) dtal RNS formgdan bejutatott transzkripci®s
faktorokkal valégraprogramoz&, valamint amRNS-alapu & fehé&je bevitelt alkalmazo
elja&ok. Jelenleg é&Sendaivius haszndata a legelterjedtebb ebbarkategagidan, mivela
m&ik ké rendszer eredméyess@hek nivel&dez szdnos esetberitbbszai transzfekcio
sziks@es, illetve alkalmaz&uk specidis technol@ia kdvetel, amelyek az ESC/iPSC
t e ny @isoathrifnokn agy r ®sz®ben nem el ® het Rek.
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2.4.2.1.Sendaivus transzdukad

A SeV egy negatiszauRNS vius, amely nem képes a genomi integr&igGa Szanos
sejtus f er t Rz®s ®r e al kal masna nemzZ@easlf e taREsE& Kk° v e
kdpzé&sde a sejtekben. Az adenoviussal ellentébena SeV nemigéyli a gazdagjt dtal
termelt fehéjket, a transzkripcidhoz nem keril a sejtmaghatehd a random integr&id
veszdye sem dl fenn (Az adenovius szinté nem integrdd@ik a genomba, azonban a
sejtmagban lokalizadlik, ahhoz hogy virdis fehé&jd&et képezzen. Vagyis titmé mindig
fellhet random integr&ig ahol a virdis DNS beéihet a genombaSeV-el ma& szanos
sejtpusbd mé& nehezenyra programozhaté sejtpuokbd is sikeridt az iPSC alapés
(Fibroblasztbd: Fusaketal 2009 CD3 4+ sej t e lalb2R12 Nazdsiegitdums hi t a
sejtelbo ROnoetal. 201ZT-sej t ek b RI : Seki et al. 2010) .
Hab&8r j- -temiik”2amRnek tTnik, egyel Rra vann.
Sendaivussal bevi het R szekvenl gya a phiporcia faktorokni t 8§
bejutat&dnoz tdob wvius -vektor egyiites hozzéad&a sziks@es. Az (raprogramoza®
hat&onys@ggady k ev®s b® megb2zhat - az egy sejtbe jut
miatt. Tovdbbaa SeV folyamatosan replikddlik a citoplazmdan, ezétagraprogramoza®
utdén az iPSC vonalakbd vald kiltsse hosszadalmasAz egyes sejtvonalak k&dt nagy a
variancia, #&al®dan 510 passz8l 8s sz¢gks®ges ahhoz, hog)
amelyet SeMWe specifikus PCRI vagy ICCfest&se | | e h ézhi (Madarhter reRal.
2012)A SeV gyorsabb ki g¢r ¢l ®s ®réadenyerigstyfejldsatettat - ¢ s o
ki, ahol a sejtek3-5 napon & tarté38C -os inkub&igaa van sziksg (Ban et al 2011).
Azonban a tenyéztési kddmények, mint pddail a h Rm®r s ®k | et draszti kt
sejteket &t stressz kdvetkeztden esetlegesen mut&idkagy nagyobbkromoszdmdis
vit 0z&ok kialakul&doz vezethet.Nishimuraet al. (2011) egy tovdbfejlesztett Sewet
hoztakldre, az (gynevezett SeVdy, amivel egésejteket tudtak jraprogramozm\z SeVdp
replik&io -deficiens, vagyis folyamatos expressziGa kfpésa n@yy transzkripciés faktort az
eddigiekkel szemben egy vektorbkéyes bevinni. & grapr ogr amo z 8§s't k°vetR
SeV siRNS kezelé&sel elt&othatd
MivelaSeVh at ®konys8ga nem s okk aeékhemlgres, dhg e | a |
nehezen (rarogranozhatd sejtfiusok esetden semé emberre nem veszdyes iriem
f er) ReMmma gaterpidban jd hasznoghatd leheta | ° v(Rakaeishi & Otsu
2012.
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2.4.2.2. mRNSlapugraprogramoz&

Az integr&io-mentes rendszekeké sorolhatdo az mRNSalapu graprogramozd,
mellyel a vusok haszndataelk e r ¢ |YbkabovRet al. (2010) programoztaisszae | Rs z © r
sikereserhuma fibroblaszt sejteket@y invitroe | RE§ IMRNSo{( 66cap) °t egyr
isméelt transzfekcig&al. A felhaszndt mRNS egyAnternal Ribosome Entry SigIRES)
szekvenci 8t t ar-tseegynpalyAd t ta a3z2@id:dR EMNE magasabb
hat&konys@ot &t el egy m&ik kutat@soportszintetikus mRNSk isméelt transzfekciga

mellett (Warren et al. 2010; Warren et al. 2012) Azonban a | i mit§l - t
haszndata esetén a tdbszdi isméelt transzfekcio sziks@ess@e, amit az dzény
sejtt2zpusok nem k®pesek toler8lni. Emel | ett
kdts@es.

2.4.2.3 Fehéj&el -medidt graprogramoz&

A fehéje atali jraprogramoz&i rendszeelkerili a bamifée genetikaie r e creyagT
sejtekbe valo levitelé, mivel az (raprogramozo faktorok fehéje formgdban jutnak a
sejtekbe.Kor 8b bi tanul m8nyokban bemutatt 8k, hogy
sejtekbe(in vitro & in vivo), ha azokt sejtendhatold peptidekkel(CPP: Cell-Penetrating
Peptid vagy fehéje transzdukcidoménel fuziondi& (Inoue et al. 2006Michiue et al.
2005 Wadia & Dowdy 2002 Ezzel a mdlszerrelzhou et al. (2009) dibtt e | dRyan
rekombindns pluripotencia faktorokat, amelyek kéesek dhatola plazma membréon.
Ezeket a faktorokatt gy m§ s t k°vet R nMEFhezd ilykmid@ors blals zadrt § k
tudtakldre hozni egé& iPSC vonalakaz graprogramoz&hoz a feh&jé& hozzad&amellett,
kismolekul& adagol&a is sziks@es voltAzonban ugyanezzel a malszertaiman iPSCGk
alagsa ez iddg nem volt sikeres Tovdbi hdrany, hogy nagy me n n vy itisztdty T
rekombi n 8§ ndtsah ewh &zlksdg, eadnmMel y a | egt°bb sejtten
nem tartozik a rutin efjasok ki&é Ugyanebben az &ben egy m&ik csoport is hasonléiPSC
graprogramozé elja®t k&dt (Kim et al. 2009) Stabil HEK293 sejtvonalakban
expresszdtatth a n@gy human faktort (OSKM) & fuziondi& 9R -el &8 MYC tagel. Az er r RI
g y T jsejtRivoriatots héen d isméelt ciklusban adt& huma magzati fibroblasztho@HFF:
Human Foetal Fibroblasts dy ké stabil humé iPSCvonalatdli ot t a, kismelEkRI&
hozzad&a ndkil is.

A fehéje dtali graprogramoz& alkalmaz&a akkor vdhat sziks@gessé halyan iPSC
vonalak alapgisa a cé, amely teljesen mentes mindenfdée exogén RNS/DINSRAzonban az

eddig elét hat&konysd@ igen alacsonymé az dtaldan kdnyen (raprogramozhaté
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sejtt2zpusokkal i s. Ez a m- ds z elenlegadigsenlia®r e t o0

nem elterjedt.

2.4.3. Integrdddkivad ghatokonstrukcidval valéjraprogramoz6 technikd

Ebbe a kategdida olyan DNS alapugébeviteli elja&ok tartoznak, amelyek a bevitt
konstrukcid integrdi& a sejtek genomjda, azonban azok grapr ogramoz - d8st Kk
az alapbtt vonalakbd specifikus maonelt&othaté@k. A fenti ké kateggidal ellentében
(2.4.1. & 2.4.2 bekezd® e rendszerek hat&konysd@a a legmagasabb mivel a bevitt DNS
stabilanintegrddlik a genomba, & az folyamasan képes expressz&ani a sejtekben, gy a
bevitel isméléée sincs sziksdy. Ezek arendszeek robosztuak, nehezen (rarogramozhato
sejtt2pusok eset®ben is kivsgl-an mTk°odnek. /
totéik,dy a randomintegr 8ci - k mennyi s®ge <cs®°kkenthetR.
soran integrddott transzgéek szdna & helye random, ndvelve dy e rendszeek
kiszdnthatatlans@d & az inszerciG® mutagenezis veszéyé.

A transzgé (ek) eltdottsdoz az alapbtt vonalak szelekciga sziks@es, az
azokban integrdd@ott transzgének szdna alapja, & csak az alacsony kdiaszanu kldok
(max 3-4 k@ia) transzgémentedise ajanlott. A kpiaszan meghatd&oz&ra leggyakrabban
Sauthern ot analist, ritkdbbban kvantitatv PCR vagy egyp PCR alapu elja&okat
alkalmaznak (Kolacsek et al. @11, Uren et al. 2000 Ezek az elja&ok kitsdy &

I dRi g®nyesek, azonban haszn8l atuk el engedr
alkalmaz&aeseté.

Mivel az (raprogramoz& sord genommanipul&io taténik, gy e technoldik
hum&n ter8pi &8s c®l okra nagy Vv aAzonsazbioligihs ®g g e |
alapkutat&okhoz illetve gydyszertesztekhez rendszerek haszndata jelegle a
legelterjedtebb, mivel (mprogramozdatdonysd@uk a legmagasabliNddy munkacsoport
megfigyelte atranszgé molekuldis, & differenci&ic kdessére kifejtett kaos hat&d is
(Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 20dBRnnak elt&ottsa mé in vitro alkalmaz&
eseté is javasoltndvelvedy a rendszerhaszndatéake s z k°© z ®s | dRi g®ny ®t .
E kategGida ké rendszer tarozik az egyika kivgghat6 lentivius alapd , a m&ik pedig a

transzpozontranszpoza rendszer dtaligébevitelt alkalmazza

2.4.3.1 Kiv@ghatolenti wvus alapugraprogramozorendszerek

Az (raprogramoz&hoz haszndt lentivius vektangy tervezd , hogy a transzgé az
i ntegr 8ci -t k°vet Re thegyem Ezg @gyn @ldbatélmegk hogy8ag h at -
pluripotencia faktorokatartalmazovektor3d 6 L fi@iyda egy L oxP szekvencitaldhato. A
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vius reverz transzkripciga soran a LoxP szekvencia &0 L f@iba m&oldik , kalvée
dy a transzgét ké LoxP hellyel. A transzgé kiv@g&d a Cre-rekombin& sejtekbe vald
transzfekcig&al lehet eléni. A kivgs8 s t ker? azeegyik bxP hely tovdbra is a
genomban marad, azonban az akti promdert nem tartalmaz tehd a vonalak transzgé
ment esnek .nevezhet Rek

Ezt az graprogramozstrat@id e | R LChahget al. (2009)alkalmaztatranszgé
mentes egé& iPSC vonahkat alapg&sdoz . Az OSK policisztronos lentiviusvektor
transzdukcifdval egé TTF-et programoztak vissza, majd a @ekombin&t adenoviussal
vagy elektropor&idval jutattk a sejtekbe dranszgé kiv@yddnak cdjdd. Ugyanebben az
&ben Soldneret al.(2009) human transzgémentegdett iPSC vonalakat alapbtt egy hasonlé
mdszerrel humanfibroblasztbd aholaz OK faktorokat egyenként jutatt& be a sejtekbe. A
lérehozott transzgémentes iPSC vonalakat norm& ESC & transzgtattalmazo iPSC
vonalakkalhasontbtt& &sze in vitro tesztekben, ahol a transzgén kdos hat&d tapasztalt.
A k°vetkezR ®vekben iP6&@ gobdlakat hazat®lédre n@d&®y h u m§ n
kutat@soport, ahol a sejtvonalakat a Cre/Lendddszert alkalmazva transzgéentegettd
(egében: Sommeret al. 2010;Chakraborty et al. 2013; hum&ba®omers et al. 20}0
Ezekben anunk&ban az alkalmazott grarogramozdkivgghatorendszer strat@iga hasonlé
volt, azonban a felhaszndt lentivius vektorok némileg eltétek egyma&td. Atranszgén
negai hat&d a sejtek molekuldis tulajdons@aira &/vagy a differencici & kéess@re a
transzg®n ki v 8g8s a(Senmé& kettal. 2010; Ohakr@borty @tealt 2023Y. 81 t 8§ k
Cre/LoxRrendszer mellett az HIpRT-rekombin& haszndatais elteriede ml Rs s &j t ek b e
haba a hat&konysda alacsonyabb, azonban a sejtddiejtett toxicitéa kisebb (Nakano et
al. 2001; SchmidBupprian &Rajewsky2007) Az Flp/FRT-rendszert alkalmazvdoelkel et
al. (2010) transzgémentedett egé iPSC vonalakat alapgbtt sikeresen eggé OSKM
policisztronos lentivius vektor haszndat&al. Az alapgbtt egé IPSC vonalakba a Flp
rekombin&t Gagpol poliprotein dtali transzdukcidval jutatt& be.Transzgérmentedett
human iIPSCKk ldrehoz&a a FIp/FRT-rekombin& rendszerredz idag nem kédtek.

lgaz akivghatdlentivus vektorokkal lére hozott transzgémentes iPS&kben az
akti transzgé ma nincsen jelenazonbara sejtekgenom-manipul&i estek & & a vektor
dtal hdrahagyott rivid szekvenciar&zletet, (n. Kootprinte t 0 m® g tar@mazzki g
Vagyis haszndatuk inkdb a gyd@yszeesztekben, betegséek modellezé&den elterjedt,
j°vRbeéekiai kbhi kal maz8&suk nem val - -sz2nT.

46


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajewsky%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17579640

1R0bAVGIASZknR815.033

2.4.3.2.Transzpozongnaprobgramdzarend@ze®k pl azmi d al ap ¥%

Kaji et al. (2009) policisztronosnedis plazmiddal, amely tartalmazta az OSKM
szekvencikat, egé enbriondis sejteket programoztakvissza. A Cre/LoxPRrendszert
felhaszndva a pluripotencia vektor kivghat6 volt az iPSIC genomjdd. Azonban a
transzgé kiv@g&a utan a legtbb vonal differencid@&nak indult, amelynek az oka
feltéde | e z het Re né&zlemes waprpgraen@z&a volt, mivel az akii transzgé
eltdotisa utdn a pluripotens dlapot fenntart&aa képtelenek voltak. Linedis plazmid alapu
graprogramoz&ra human sejtekberz idignem volt p®| da, jiekehissz2nTl
tapasztalt alacsony gmrogramozohat&onysdy miatt A transzfekci® hat&onys@ ndvelé&se
cdidd Kaji & munkacsoportja ugyanebben a &leméyben PiggyBac (PB) transzpozon
alapugébeviteli elja®t is tesztelt, amivel eredményeselgenomintegr&id étek el, mint a
linearizdt plazmiddal, &dy human PB-iPSC vonalakat tudtak alagani.

Az IPSC alapgiés soran a vus felhasznd® elkerléée egy alternati & lehet a
transzpozon dtali gébevitel. A transzpozonok olyan mobilis gdikai elemek, amelyek a
transzpoz& enzim kataliz&iga dtal kdpesek kiv@dni/inszertdd@ni a genom menté. A
transzpozon vektorok a bevinni kisat DNS szekvenciads 3 d@d egy-egyATer mi n al
Inverted Repeab (TIR) szekvencia tartalmaznak, amihezt@nszpoza enzim kapcsoldni
tud (VandenDriessche et al. 2008zt a mechanizmust kihaszndva genetikailag malogbtt
transzpozonok, amelyek tartalmazz& a pluripotencia faditat alkalmasak a sejtek
gra programoz&da a transzpdz expressziga mellett. Tovdbaa sejtek genomjda stabilan
bedlt transzgéek eltdolti hat@ak a transzpoz& enzim (raxpresszdtat&&al. A kivgghato
lentivussal bemutatott rendszerhez kdépest a transzpewanszpoz& dtali transzgé
mentegdett iPSC vonalak csak -2 b&ispat (SB: Sleeping Beauty) hagynak maguk utéa a
genomban vagy -naeknStre skfkooa pPBnt & pus¥% vektor ok
El s R KkP®gyBacalaplu (raprogramoz&sal ké munkacsoport egé iPSC vonalak
ldrehoz&&d szanolt be majd atranszpoza graexpresszdtat&dal sikeresen transzgd
mentedette azokafWoltjen etal. 2009; Yuseet al. 2009).Woltjen et al. (2009% Kaiji et al.

(2009) HFFb Ri$ iPSCket tudtak lére hozni PB-policisztronos (raprogramozdé vektorral

azonbanaz egében bemutatott transzgénentedisi elja&ra a human iPSC-k esetéd nem

keriit sorr Az e ml Rs s e | thezlhasznit m&ikstrangzporenz iSleeping Beauty

amely igen magas hat&onysdgal biAz SB a halgenombd szamaz6Tcl/marere r ed et T
fragmentumokrekonstrukcigdd jat Iére. (lvics et al. 1997)Méé s et al. 200%en az SB

hiperakii verzigd (SB100X) k&dte, ami 100x -o0s transzpoziié hatkonysaggal hite ml R's
sejtekben az eredeti Sz kdpest. Az SB100xgydéetes ®s Y] s z érandzgedius] §r § s
8l 1l at model | ek | ®t r e h oz 8s §8b an maokégbar? nllettez R h ur
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géterpid elja&dokban (I1zsvék et al. 2010jvics & Izsvak 2011;Hackett et al. 2000 Ezek

mellett pedig az S®ektorok haszndata egyz er T ®s k°Az s ®phHBE GBony
vonalatMuenthaisong et al. (2012) k&dte egé embriondis fibroblasgtaprogramoz&éal.

Mind a PB & SB-trangpozontranszpoz& rendszerdSGk algisdan hasznosakmivel
hat&onys@giuk nem sokkal t& el a wusalapu gébeviteli elja&oktd, azonban azokkal
ellentében vus-me nt e s , e ghesgitelan ralfipuliak Franszgémentedett iPSC

vonalak lérehoz&®dan szintdh egyedldlo eljast nygthatnak a transzpza
Jgraexpresszdtat®a révé. Ismert hogy a transzpoza enzim hasonlé hat&onys&gal képes

kivgni & (gra -integrdni a transzgét, ami a transpgongenommenté valougrdsa fogja
eredm®nyezni ( AWangmep al.n29081e Btfak @13 A kontrolldatlan,

isméelt transzpoziik pedignem kisat Af oot-@okétnt®s/ vagy geneti kai
okozhatnak @ejtekbenA transzpozonok ezen ismeegrmézete miatt, &ivaghatdintegrati

iPSCal ap2t 8sban egyel Rre a | enakam&zdeljasok a z el t

tovdobfejlesztére szorulnak.

2.4.4. Kéniai ra programozas

A Kk ®mi ai Yat o n t°rt®nR Yaj r aprogramoz8ss
mdlogésnak nem teszik ki a sejteket, pen ezét acsakk i s mol ekul 8k kal t
alapésra szanos prddkoz& volt az elmdt &ekben a klinikai alkalmaz& feléirdyulva.Az
adott kis molekul& specidis jeldviteli dvonalakra hatnak, amelyeknek a sejtek
graprogramoz&ban van szereplkK ® t munkacsoportnak sikerg¢l't
el R8I 1 2t ani uk c s a kfakte gtgbi integeigdval t szanosskisrkotekulac i - s
haszndata mellett (Li et al. 2011, Zhu et al. 201Bhu et al. (2010human keratinocit&at
programozdt sikelesen vissza csak a©DCT-4 lentivius transzdukcigdal specidis
kismolekul& kombin&igaak adagol&a mellett (A-38-01, PS48, Ndrium butird, Parnate,
CHIR99021, PD0325901)ietal.( 2011) eg®r embriong8lis ®s f
iPSGvé (raprogramozni, hasonl@n csak aDct4 lentivus transzdukciga & néy
kismolekuldd didkever&k hozzad&a mellett (valproinsguwranylcypromine, CHIR99021,
616452). M& csoport pedig nem integrati rendszerek & kismolekul& kombin&igaal
Idéel t meg human iPSEket lérehozni.Valamehr et b (2014 azOCT-4, SOX2 & SVA0LTFt
tartalmazoé episzandis vektorral & kismolekul& kombin&igaal (SMC4, Thiazovivin,
PD0325901, CHIR99021, SB431542) transzg@ntes human iPSC vonalakat hozott Iére.

Nemrg Hou et d. (2013) sikeresen alapbtegé iPSC vonalakat kiz&dag kéniai ton, hé
kismolekula felhasznd&s&al (CHIR99021 616452, Forskolin, DZNep,valproinsay

tranilcipromin TTNPB), amely sejteknek a CiPS nevet adi&.kéniai graprogramoz&sal
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ugyan direkt genetikai m@od&s nem tdtéik, azonban szdnos molekuldak nem ismert
hat&ai lehetnek. A hé alkalmazott kismolekuldd ngy ma klinikai alkalmaz&ban elterjedt,
azonban a m8si k h8r om, 11 etve a mol ekul §&

elengedhetetlea rendszeesetleges¥lati haszndatdnoz.

2.5. AziPSCvonalaj e | e n azRlattenyéztsben
Hab& az iPSC kutat&okazok gy@y&zatij el ent Rs ®ge mmadellen f Rk ®n

vagy labordlatokon ajlanak az iPSGk dlatorvosli&ban valamint az dlattenyé&zté&sben

betdtit szerepei s e mlCltleantdiRadel | ek b RI | ®t rehozott i
géterdpid elja®ok tesztels ére lehetnek alkalmasak, amelyek étdkes informaidval
szolgdnak a huméa gy@y&zat szdnda, emellett tepid alternatid nygthatnak az

dlatorvosl® szanda is (CebrianSerrano et al. 2013)Az dlattenyéztasben az iPSC
technol@ia atranszgenikuhh aszon 8l | at oj&ate z B $b k 2 eduiR®ias e |
Rsseg¢g®lekott m-don t°rt®nNR génent-idkoasi2 t mt d o sRests
embriondis kdnyezetbe visszajuttatvavarsejt kimé& hozhatGk lére (I&d: 2.1.5.

bekezdé&), amely dlatok szapots&al a kiat genetikai mdalogis  dadhatd az
ut@nemzedkbe. Azonban a haszon§!| RsadaapEr red sinden fg mbr i o
esetden sikeres, vagy a lérehozott sejtvonalak nalikalmasak genetikai manipul&ida

&/vagy nemk@esek kimék formdsaa (Lu et al. 2012a). E problén&k az iPSCGk

alkalmazsdn keresztil esetlegesedhidalhat@ak lesznek, mivelnédy olyan faj eseté

sikerlt ma cgiavonal-k o mpet ens i PSC vonal akat | ®t rehozr
Rs s ej t ek kkadbarcotvglligttkKoheézPiedrahita 2014 SertésbenszanosiPSC vonal

alapg#sad szanoltak ma be betegsé@yek modellezé&se cdjdd (CebrianSerrano et al. 20)3

valamint West et al. (2010) & Fujishiro et 2013)i PSC s ej t e kran&denikaud t ° r t
sert ®sek e | R §$zardasnmBrea8PISC  \ofalal sikeéres . alapgisad tdb

kutat@soport is beszanolt, ahdltaldoss@gban azttaldt& , hogy az OSKM faktorok mellett

tovdobi faktorok bevitele volt sziks@es stabil vonalak alapg&dofHan et al. 2011)Az

alapbtt vonalak jd szerepeltekin vitro & in vivo pluripotencia tesztekben, azombkiméa

formdaai kéessdik tovdbi vizsgdatra szorul (Koh & Piedrahita 2014).IPSGk

el R8I Ibirkdb&ns 8irs: Ibesz8mol tak ahol abforvdialkgl@dabadak ®I v
al ac s o n kimé@r®ust nitatiak (Sartori et al. 2012; Liu et al. 201R)madafajokbd
t°rt®nR i PSC traaszgempktist § s malok ael R81 1 2t 8§8s a me | |
tanulmdyokban lehejf el entIRPp®me f ¢r j b RI sz8r maz- pri mer
egyesek a human pluripotencia faktorok alkalmaz&é#al, ahol az iPSC vonalak kéfesek voltak

kimé& formdsaa (Lu et al. 2012 b).
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2.6. Az iPSCvonalak gy@yéazati alkalmazaa

A fenti fejezetek aztmutatt& b e , hogy az el sRk®nt

al ap?

létrehoz&4&d (Hogan 197§ il et ve azpregtamR&ikgzesn@rt |iBlggs k t/J1r a

& King 1952; Gurdon et al. 1958Viiller & Ruddle 197§, hogy jutott el a tudomay az
indukdhato pluripotens vonalaklérehoz&dg (Takahashi & Yamanaka 2006Yovéba,
hogy hogyanf e j | & dPSC tlapgsi technol@ia napjainkig a klinikai alkalmaz& felé
irdyulva, kitéve arra is, hogy mely technikagé&ek szorulnak tovabi fejleszté&sre Ahhoz
hogy az iPE-k sejt illetve gén- terdpid gy@ymdlokban téylegesen alkalmazh#ak
legyenek az iPSC alap# kidolgoz&a melletta kutatkra mé nagyon sok nyitott kédés
megvédaszol&a va. Azonban az iIPS® a gy@y&zat szanaa ma napjainkban is igen nagy
hasznotjelentenek(Kim 2014) e | s R baiegs@maknmodellezé&den, § gydyszerek
felfedez®s®ben, gy -gyszert es z tfetd@ivan,n mved s
bizonyos betegs@et hordoz®p&iensek sejtjeinek (raprogramoz&&al (n. betegséy
specifikus iPSC vonalddoz juthatunk.A betegséspecifikus iPSC vonalakzanos igen

egy¢

fontosalter nat 2 v al kal maz §8si | ddiyanmatdan®g. ébta mutatn § | n a k
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A betegs@ek modellezé&&e hagyomdanyosan az dlatmodellek vagy a sejtes
rendszerek terjedtek dbzekkel szemben laetegsé@specifkus iPSC vonalale | R pdgiad
az dlatmodellekhez képesthogy a huma betegs@ek humén sejteken tanulmayozhaté@k. A
betegs@modellkét eddig alkalmazott sejtes rendszerekhez képest pedigl e n taRs ® g ®t
bamilyen sejttipuslérehozhatd (3. d&ra ). Ennekolyanhuman betegs@eknévan el ent Rs ®( e
ahol az éintett sef/szdvetius nem & rendelkezére (pédal kizponti idegrendszer sejtjei).
Tovdbaegyes betegs@k esetéd annak patofiziol@ida, a tinetek kialakul®&ae | Rr e hal ad § ¢
is tanulmdyozhat6a betegs@ehordozé® | R s éAjbeteggerikmodellez&se melletiz
iPSCGk b R di f f ebetegsecdials dinteth seftfiusokon § betegsé markerek,
di agnoszti kai |l ehet Rs®gek dol genslzdatelAlke t Kdak
gy@yszertesztekhez sziks@e: a g y me n rekdi pdupgtdns/multipotens/differenciat
sejtpiusok pedig korldlan mennyis@gbene | R § | ak 3t &ra)t Tovdbba a betegsd
specifikus iPS€k funkcionalitdai s t es zt el hlbenRMindekeketat k €6 Rnly & s e
tulajdons@okat szdnba vée az iPSC rendszebetegs@modellezé terdetédr mindenkégpen
egyegyed¢l 81 1 - (Marbhetto 8 &&g2012) k 2 n § |

Ahhoz, togy az iPS&k Klinikailag biztons@gosak legyenek, szdnos kutat@soport
dolgozik az iPSCgraprogramoz&i strat@ia fejleszté&sédn (I&d: 2.4. bekezdd, illetve a
lérehozott vonalak validd&i mdalszerein. Ezekkel a kutat&okkal pahuzamosan egyesek a
iPSCmintgéte r 8 p i § sg fdlérdtydvha Reeek lddleteket, a lehetsdes elja&ok
megismeré&e & kidolgoz&a cdidd (Diecke et al. 2014). Ezzel a malszerrel egy genetikai
alaptbetegs@gel rendelkeR p 8ci ens t pepogramozvas @ jmutgi@ni vitro %ij r a
kGUmények k @dt kerline korrekciGa, & ma a korrigdt pluripotens- vagy differencidt-
sejtpusai keridhetndnek visszailteté&sre (3. dra). Elmédetben, ha ap&iens sajd sejtje
kerline transzplant&iGa, akkor a hoszt vs. graft, graft vs. hoszt betegsé@ekkel kediene
sz8mol ni , illetve a betegekre n®zve igen koc
Génkorrekciocdidd a homold@ rekombin&ié mdlszer, amely hagyomdyosan elterjedt,
azonbanemellett az elmdt &ekben a gékorrekcio hat&kony & pred elv@gzé&dez
k ¢ | ° nitd§{or Rgémanipul&i® elja&ok is kidolgoz&ra keritek. Pédal a cink-ujj
nukle& (ZFN: Zinc Finger Nucleaealkalmaz&&al (Handel & Cathomen 201)lHemofia
B-t okoz6 mut&id tudtdk korrigdni in vivo (Li et al. 2011) nd m&ok ugyanezzel a
rendszerrel pédalHIV beteg ®g es et ®n § | {kdrrigdd dejtvenélakad(HoRetmu t 8 c i
al. 2010; Perez et al. 2008)Ujabban a ZFN-né kevésbé toxikus (Sun & Zhao 2013)
irdyiott géimalodd elj@@ok ker ¢ 1 nek el Rt ®r be, (Teamse@ptione k az
Activator-Like Effectof) (Hockemeyer et al2011) & CRISHR/Cas (CRISPR: Clustered
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Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas: CRFMBBciated protein
rendszereKGaj et al. 2013alkalmaz&aa éinek .

Azonban az iPSGn vitromo del | nek t ek i nih Wi feidfusdemk bet e g
tanulmayoz&da nem allkalmas. Erre a céra tovdbra is dlatmodellek haszndata
el engedhetetl en fontoss §g%, 2gy az i PSC 8lt
helyett, haneminkdédb azzal egyit lesz hasznos amrvos biol@iai kutat&ok szanaa
(Marchetto & Gage 201Xim 2014)
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1.Az iPSC-k generd&hoz kapcsol@od standard eljagsok

A ldéletekhez haszndt vegyszerekt a SigmaAldrich (St Louis, USA) illetve
mi nden sejtt talife®eschnbléyiefCarlsbgUE8) c ® g e sedeRihk be
(@z et t RI tkddeemti jlke.l t ®r ®s

A Idéletekhez haszndt dlatok kezel&sée vonatkozo elja&okat az illetdkes
Munkahelyi Allatidéleti Bizotts@y (MAB) & a Pest Megyei Kormayhivatal
Helmiszerldc-biztons@i & Allategézsigyi Igazgated, mint illetdkes hatéGd hagytdk

jva

A felhaszng8l t ol dat o k&zisgisa M ellklgteksZz2edR m®d |
pontjdan ré&zleteztem(szdvegbend Rb et Tv e | ®s sz°gletesal z8r -] ¢
jeldve).

3.1.1 Sejtteny&ztés

A sejteket Yan . s ej3IT-em P®E/N) ICR, sZinh elldt8 t or b e
tenyéztettik.

3.1.11. Egé sejttenyésztés

A primer MEF-et egé embridkbd izoldtuk a standardprotokoll alapja (Robertson
1987) majd Fibroblasztméiumban [1] tenyésztetttk azokat. A primer MEF sejtelet
haszndtuk fel az egé& iPSCk generd&sdoz. Szintdh MEF-et (korai passz&su P3)
haszndtunk a tdplddsejtréeg -f ¢ gtegnRszt&shez, amihez a MEEte | R z NRtbneygin C
vel (MitC) kezeltik.

Az egé ESC (MESC)& miPSC-ket mESCmédliumban[2], MitC-vel kezelt tdpldd

sejtréegen vagy 0,1%0s zselatinortenyéztettik. A standarde | | 8r 8snak megf el
oszt@od sejteket 23 naponta passzdtykamikor azok elét& a 7080%0s konfluewid. A
passz8l 8s napj 8n a sejt e kfosBRdpufferes(PBYRhosphate t t u k
Buffered Salinemo s 8§ st  R,05%esttripseimEtilén Diamin TetraecetsavvalEDTA)

37€C -on 3 perdg inkubdtuk azokat. Amikor a sejtek a felsm Fkezdtek elvdni a tripszin

hatdd mESCmdiummal [2] neutralizdtuk. A sejteket tartalmazé méliumot egy 15 pals
centrifugacsRbe gyTjtett¢k ®s sejtszuszpenz
centrifugdtuk (1000 rpm, 3 percszola h R m® r (RT® IRbom tTemperatuje Eppendorf

Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorszas a f el ¢ Ysz -t el tg8vol 2
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MESCmda@iummal [2] sejtszuszpenzid ké&zettink majd a sz¢iks®ges m®
t eny ®s zt Ra dz@ezjoruk dzt@Nagy et al. 1993).

Az iPSC alaptsi ldéletekben kontrollként minden esetben az azonos genetikai
h § t eg& EJC vonalakat alkalmaztuk, amely vonalakat laboratdiumunkban alapbttd. A

vonalak pluripotencia jellemzé&é a mellkletek1. drga mutatja be.

3.1.12. Huma sejttenyésztés

A huma iPSCket kdfée kalumdny kEdt tenyésztettik: tpldo sejtrédeq -f ¢ g g R

vagy tpldo sejtr éeg-mentesen Az oszt@od sejteket 57 naponta passzdtukA tépl 46

sejtréeg -f ¢ g GriR&ztes sordn a passzdst kéfée mdaon v@eztk, e nzimatikus vagy
mechanikus mdon. Az enzimatikus malszer esetdenpasszaddst akkor véeztik,amikor a

tenyézet eléte a 70-80%0s konfluencid A’ passz8l 8s napj 8n a sejt
méliumot, majd PBSe s mo s 8§ st k °©vetdR8/K-onTY pengid ekbbdtske | e c t
azokat Ami kor a sejtek aszisgperwid R&saeitiRkd & agtledgyd> dt e k
m-es centrifugacsRbe gyTjtoette¢ek, -AHhogyagaol yan
TryplE selectet 1/10 ardybaldsa ki. Ezt khwet Ren a szuszpenzi -t <ce
rpm, 3 perc, RT;Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetor9zdy a felliszd

el t8vol 2tott ukkESCmédiumsmal [3] sejestuszpenzii k&Zettink majd a
sz¢soks®ges m®ret T tsedosyt@itskzart Rechh@ugndlszdr esetésgzr a

iPSC vonalakat az ule t  a n deljgssals passzituk Az esetlegesen differenciddott
koldniarészeket mikroszk@ (OLYMPUS SZX9 Stereo Microscope, OLYMPUS, USA)att

steril injekkiiv&gttulkv,el ma(jld8Gg t T hegy®vel a
k°vetaRem®di umot el t8vol2tottuk a sejtekr RI
Mikroszkd alatts t e r i | injekci-s tTviel6r&ze8agukfelaikz egye

koldi a darabk&at a manudis pipettaa (56200 [) illesztettpipetta heggyevdasztottuk el a
felsnt RI A kol -ni adarabk8kat tarmagimengzel enl®” i m®&o
t eny ®s zt Rea dzéaszodukazakat
TPlad sejtrédeg -mentesen a hunén iPSGket Matrigd-en (BD Biosciences,
Franklin LakesUSA) mTeSRben (Stem Cell Technologie¥ancouver, Kanadaa gyato
el BRB8m& k metgnfyéztetekl Re n
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3.12Lentivirus el R8I 1 21t 8s

A lentiv?r u3axEHBRRIITkjet8iGg éxpresszicGplazmidal, 16
g fienvelop® VSV-G plazmiddal(Addgere, Cambridge, USAplazmid szdn: 12259 8 g
fipackaging gagpol plazmiddal(Addgene, Cambridge, USA; plazmid szan: 12251yll et
al. 1999 & 8 g fipackagin® Rev plazmiddal(Addgene, Cambridge, USA; plazmid szén:
12253; Dull et al. 1998) ko-transzfektdtunk kalciumfoszfdos transzfekcié ek&sal
(Kingston et al. 2001 Ké & hadom napp all a transzfekci -t k°ve
felisz6t © s s z e gk T22tuhiestmembras z T r | € 1é& hasendatig -80 C-on

taoltuk .

3.1.3 AP-fest&

A sejtelet minimum 48 6& keresztd 0,1% zselatinnal fedettveg f e d Rlere me z
tenyéztettk s z ok v8nyos t eny@szztt Rkmi@udettRBRinaasiuk magj t e k
4% paraformaldehidde(PFA) fixdtuk (20 per¢ RT). A festé&hez a fixdt sejtelet Mosé
pufferrel [4] mostuk e z t k ° AlkalikRse rioszfat&oldattal [5] 30 percig
s z 0 b a h R m®@mksb@&tukl arokag majd készer ismé& mostuk Mosépufferrel [4]. A
festét inverz mikroszk@ (OLYMPUS IX71 Inverted Microscope, OLYMPUS, USA)

segb@é&el vizsgdtuk.

3.1.4 ICC-festés

Sejtfelsaii markerek vizsgdatakor & e j t e kneivo) dl@dotBan festetik, ahol az
ICC-festé&né m&kor alkalmazottfixd&si & permeabilz&ics Ipét (1&d aldb) kihagytuk &
az el sRdl eges el |l enanyago K/altgkia ashgbartmadddy ®s zt K
percig inkubdtuk 37€-o0 n . Ezt k°vet Ren aPBSet masteik emdajd 2 all
szint®n a t en ybiwk taRn&od@gbs alleandngagokat 1/100 ardyban &
gabb 30 percig inkubdtuk 37€-on a sejteket. A m&odlagoslenanyagot eltdotbttuk, 2x
mostuk a sejteket PBS | maj d t e ny RuadsAzRensmikioszkg@hYaMIPUS
IX71 Inverted Microscope, OLYMPUSUSA) alatt detektdtuk & féyképeztik a kapott

fluoreszcens fest Rd®st.

Az in vitro ICC-festéshez a sejteit 4% PFAval fixdtuk (20 perc,RT). Ezek uté a
sejtelet 0,1% Triton X-100t tartalmaz6 PBSel permeabilizdtuk (5 perc, RT). A membran
markerekesetden a sejtelnem keriitek permeabilizd&sra E z t k °© vsgjteké? & @ a
keresztl 5%-0s szarvasmarha széumalbuntiiBSA: Bovine Serum Albumip tartalmazoé
PBSel blokkoltuk, majda z e |l s Rd | e g e sinkubdtuk azokat{®® ,eeqgy gskakaa |
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4). M&nap, haomszorosPBS mos8st z k®VstRRé®geas antitest
m&odlagos antitestek hozzad&&al vitak ldhat&vq az azokkal valé ké & inkub&io

(RT) eltelt&el. Vé@ezetd a magfestshez a sejteket DARBI (4,6-diamidinc2-
phenylndole; 02 pg/ml v@gkoncentr&ig inkubdtuk (20 perc, RT). A haszndte | s Rdd ege s
m&odlagosellenanyagok listgd az M1. tblZat tartalmaza A sejtelet a 3D képalkoto

modullal (ApoTome, Axiolmager rendszer, Carl Zeis8sicrolmaging GmbH, Jena,
Nénetorsz@) elemeztik & a gyatdoAxioVision 4.8.1. programj&al analizdtuk (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Jena, Germany).

3.1.5 RT-PCR

A PCR reakci - ban haszn8lt pri merek nuk
megvsg8laszt 8s8val el k glogén ¢ ¥she & Re & g regma8&Ss - b5 0
bevitt), illetve az endogé faktorok (a sej t eredet. g®n 8l |1 om§8n

graprogramoz& sord a sejtben aktivddosajd pluripotencia géek) expressziga.

A teny®sztett -RE®tjRNS kzbiiRkit (Qeagen, ‘Hidenz Nénetorszd)
seg2ts®g®Vel a gys8rt.- e | R RN&-$ Supeaskript Miockit e | el R
sege@é&eliuk 4cDNS -®, a gy8rt- prot ok o4PCR r8akcahkz ame gf e |
GoTaqg Hot Sirt Green Master Miet (Pomega Madison USA) haszndtuk & a gyato
protokoll j8nak megf el el R. Ar RaHCRekhez gkalmaaat®t er e
primerek listjd a 3. thl&at tartalmazza.A PCR term& méeté gdelektrofor&issel

detektdtuk, amelyhez etlium bromid tartalmi%-o0s agar& gdt hasznatunk.

3. tdl&at
Az pluripotenci& igazolé RT-PCR-ekhez alkalmazott primerek listga

Egér RT-PCR primerek | Forward Reverz

Endogén (Woltjen et.al. 2009)

Oct-4 CCAACGAGAAGAGTATGAGGC CAAAATGATGAGTGACAGACAGG
Sox2 TCTGTGGTCAAGTCCGAGGC TTCTCCAGTTCGCAGTCCAG
Kifd GGCGAGAAACCTTACCACTGT TACTGAACTCTCTCTCCTGGCA
c-Myc TCAAGCAGACGAGCACAAGC TACAGTCCCAAAGCCCCAGC
Nanog CCTCCAGCAGATGCAAGAA GCTTGCACTTCATCCTTTGG
Rex1 GGAAGAAATGCTGAAGGTGGAGAC AGTCCCCATCCCCTTCAATAGC
Dax1 TGCTGCGGTCCAGGCCATCAAGAG GGGCACTGTTCAGTTCAGCGGATC
Foxd3 AGGTCTGACCCCGAACAAG AGCGCGATGTAAGAGTAGGG
Fbxots TGCCAATTGTTGGGAGTACA CAGATGAGCCTCTAACAAACTTACTTC
Eras GCCCCTCATCAGACTGCTAC GCAGCTCAAGGAAGAGGTGT
Gapdh ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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3.1.6 Genomidis DNSizold&sa

A b e gy Tgelte®td mlLdis @yfferben6] szuszpendatuk fel A mint&hoz 10%
(v/v) SDSt & 0,5 ml Protein& K-oldatot [7] adtunk &37€ -on egy gszaka & inkubdtuk.
A k°vet kez R5Mrala€ing 33ml stdril MililQ i hozz 8ad§8s §t k°ove
mint& at centrifugdtuk (3000 rpm, 15 perc, RTEppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf,
Nénetorszd). Ezek utd a felUlszohoz ké téfogat abszold etand adtunk A DNS szdak
°sszegyTjt @amdtd stdeil° Mill&Qt @enrvagy 1x Tris-EDTA (TE) pufferben
szuszpenddtuk fel

Nagyszanu minta izol&iga esetéd egy genomidis DNS izoldd Kit -et (Qiagen,
Hilden, Nénetorszg)haszndttnk a gy 8rt - el R2 ar8ird&at padpROTme gf e | ¢

on ta&oltuk.

3.1.7 Arami&i citometria

A 70-80%0s konfluenciju sejteket a standard passzd&i elja@nak (3.1.1.1.
bekezd®s) me g f e | .eAz e nkapatt isegjtszuszpenzi@PB$es miosst
k © v et RosBFAdabbixdtuk (20 per¢c RT), majd centrifugdtuk(3000 rpm 3 perc, RT;
Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetor9za@f felllsz6 elt&otsa utdn a
sejteket PB&Il mostuk, majd ismécentifugdtuk azokat az el Rb b pAr am®t e
felUlsz6 isméelt elt&otsa utan a sejteket PBS -ben szuszpenddtuk fel majd métik
aaml&i citometridal (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting).méé&ekhez a FG500
Flow citoméert (Beckman Coukr, California, USA, az eredméyek anallisdhez pedig a

CXP analysis prograat alkalmaztuk

3.1.8 Southern Hot analiis

A Southern ot analiishez a genomidis DNSt a klasszikusenoktkloroform alapu
malszerrel izoldtuk (Davis et al. 2009).A genomidis DNSt (1015 ;g a megf el el R
enzimmel eméztettik(egy gszakan & ), majd géelektrofor&istk © v e HyRadN+ Nylon
membrara (GE HealthcargLittle Chalfont, UK) vittikk fel . A prda hibridiz&igdoz &
detektd&dnoz a DIG High Prime DNALabeling and Detection Starter Kiti(Roche B&el,
Svic) alkalmaztuka gyatéo 81 t al j avasol t p.rAkapotkkeetimémazk me gf
ImageQuant 350 imagel vizualizdtuk az ahhozkapcsol@o szoftverrel (GE Healthcare
Little Chalfont, UK).
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3.1.9 Az iPSC-k spontan differenci&iga in vitro

3.1.91. A miPSCKk in vitro spontavkardidis differenci@iga

-----

Az egé ESC/IPSGK spontd differencizigdak inicikié Ip&Se a sejtek
szuszpenzi - -ban t° sard®EBR tk®py RIPSCKRIS B4, BBketa | y
HD mdszerreldibttuk e |. Ehhez az ES®et a standargasszad&i elja&nak me gf el el Ren
disszocidtattuk (3.1.1.1. bekezd&) A ldrejdt sejtszuszpenzid 800 sejt/20 U sejtszdnra
dtottuk be , Egé differenci&is-méiumban [8], majd bakeridis Petricsé&szdk tetejée
pipett&tunk 20 pl-es cseppekber tenyéz t R e d ®n y-ttddtifk§ ba HBI gRcsep
ki sz8rad8s8nak AParicdsRi Ieferdsivad a reeppekben a sejtek
aggregdumokka dinak &sze a gravitio sege@é&el ( 0. Nap, a kihelyezé& napjp A
differenci&Zio m&odik napjd (2. Nap) az EBket 24lyu k %2 t eny ®s zt Red®nyekb
EB/well), amely 01% zselatinnal bevoniveg f e d Rl e me zt AtdifferencéiGna z ot t .
méliumot [8] minden m&odiknap lecserdtik, & a spontdn kontrakcid mutatosejtcsomdk
szand folyamatosanfeljegyeztik. A sejtcsomdat adifferenci&io 14. & 21. napja 4%
PFA-val fixdtuk ICC-fest&sekhez.

3.1.92. A huméa iPSCKk in vitro sponté differenci&iga

,,,,,,

A huma sejtek spontan differenci&iganak iniciZi® Ip&e szintéhh a sejtek
szuszpenzi - -ban t°rt ®nRtatzeorky ®szza k®8sseo. s Ephahseszz 84d
alacsony tapad&u(low cell bindingyunc, Walthman, USAPetricsé&zében tenyé&ztettik 5
napig mTeSR ndiumban. Minden m&odik nap a sejtekam@liumot cserdtink . Otddik nap
(5.Nap)azER z s el at i n o Hamat differencai® -red@ivenbai9¢tettik ki (1-

3 EB/cnf). A 14.napon (14. Nap) a sejteket 4% PFAl fixdtuk (20 perc RT)a k ®s Rb b i
ICC-festekheza® s2ravonalra jel(MethizR )el | enanyagokKke

3.1.10. A miPSC-k ir&nytbtt  in vitro neurdis differenci&iga

A neurdis differenci&id Klincumhom et al. (2012) dtal k&dt protokoll alapjan
v@eztik . Az EB-kata sejtszszpenziGm- d sz er r el . AZ EBkatD2b%tripskn e | R
EDTA-val disszocidiuk & 45x10° sejtetl5 ml Egé differenci&ics -méliumban][8] tettink ki
egy 10 crres bakteridis Petricsézde (0,75x10 sejt/cnf). A Petricsézdet 2-hydroxyethyl
methacrylateal (2HEMA, v@gkoncentr&id 10 mg/ml) vontuk be a me | yteasejigke | Rz
fellethez valOletapad&d. A sejtelet 8 napigtenyesztettik szuszpenzidarés a méiumot
kénaponta cserdttk. A negyedik naptd retinsavat adtunk a méiumhoz 5 M
v@koncentridan. A differenci@ié 8. napja az EBkat 025% tripszinrEDTA-val
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disszocidtuk & a sejtszuszpenzidd 2x10sejt/cnf tettink ki f e d Rl e me zt24t ar t al
l yuk¥ t eny ®$§CCHRiGED vage Mybkéit eny ®s zt REAC®hoz) e k b e
Egé neurdis -mdéliumA-ban [10]. A t e ny ®s ette R (kRa @0l gddyl0-qgrnithin-el

(37T, egy §szak& &) & 1 pg/cm? laminincel vontuk be A differenci&ié 10. napjad a

méliumot Egé neurdis-méiumB-re [11] cserdtik & a sejteket adifferenciaio véyég

ebben tenyé&ztettik A sejtelet a differenciaié 10-, 12 & 14.-ik napjda 4% PFAval

fixd tuk. A sejtekenb |-TUBLIN & NESTIN ICC-festét v@geztink (M1. tdbl&at ). A

NESTIN-el jeldt sejtek neurdis irday¥s e | k ° t aflueresReen® sniRrboszkda mellett

FACSale | | e n.RAr eredrhéyydékhaom figgetlen ldéletet foglal nak magukba

3.1.11. Kiméa dlat Iérehozas amiPSCk b R |

A sejt e ke azlinkktdboz a standardenyé&ztési elja&std nem tét el
(3.1.11 bekezdé&). A passzd&sal disszocidt sejteket 1 mFibroblasztméliumban [1]
szuszpenddtuk fel & az injektd&ig j@en tartottukA kiméa dlatok ldrehoz &a hdyagcsia
dlapotuembrik (E3.5)mikroinjektdgs&al (PrimeTech, IbarakiJapdn) tétét , amely sordn
10-15 sejt/embrié kerit injektdsra (Kawase et al. 2001) A befogadé embri6 a
C57BL/6xDBA/2J hibrid é C57BL/6 genetikai hdte T mi PSC vonal ak eset
ICR-miPSC vonalak esetdempedigC57BL/6xDBA/2Jvolt. Az déve szul e kinkgk szand
feljegyeztik. A cslavonal transzmsszigaa a kimé& paodsdd szl et R ut - dok szF
utalt.
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3.2. K¢lehmebhd xR i g mBPSQvenaldk lérerp@sa lenti vius

transzdukcidval

A lentivus -medidt egé iPSC (L-miPSC:Lentivirusmediated mousd”SC)vonalak

alap#a a4. ran illusztrdt ldéleti elrendezé& alapjan tatént.

0.Nap 1.Nap 2.Nap 14-16.Nap 16-26.Nap 26.-Nap
Virus eléallitas,
N—— | | | | |
'4 [ | | I I |
.0 gg’ E’ @ uﬁ;}
3 g & ) N
S & W 3 o £
o S o I N 2
& § ) & PN )
§ & 2 2 §¥ 3
‘@ o T X R
~ S X S
< T T 25 &
[¢) < >R =
N o IS} (23] Q
g3 < * 5
S &
4, dra

Az L-miPSC vonalak alaptissénak kdé&leti elrendezése

3.2.1. Alkalmazott egétézsek

A ldéletek sor 8§n h §r o ngendtikail 8 i tb&yétdRset alkalmaztunk
amelyek a kdvetkeR e k v ©97BL/® fpeltenyéztet), C57BL/6XxDBA/2J(hibrid) & ICR
(nembelenyéztet), tovdbiakban BL6, F1&s ICR-ként jeldve.

3.2.2.Egé& OSKM | entivius plazmid

A MEF (raprogramoz&&oz lentivus plazmidot hoztunk lére amely a
grapr ogramoz8st k ¥olt,e t IReme tkR sVl gydida trangzgd}nmentes
L-miPSCvonalakalag&s&oz . Az IRES szekvencidaz in. FUGW (flap-Ub promoterGFR
WRE; Addgene, Cambridge, USA; plazmid sz&i4883; Lois et al. 2002plazmidba
illesztettik be a jawbtt zdd fluoreszcens fehé&je (EGFRP EnhancedGreen Fluorescens
Protein) szekvencia elé Az UbC promdert az AEl ongat i ol pH@®) 0r
promdemre cserdtik ki, amelhet a pEFGFP (Addgene, @mbridge, USA; plazmid szam:
11154; Matsuda et al. 2004)azmidbd klébnoztuk ki Ahhoz, hogy a ldrehozotwvektor a
genombdkiv@gghato legyen egy LoxP szekvencidigdtunk a3 6 IB3pR1lhadisi hdybe.
V@il pedig a FUW-OSKM (Addgene, Cambridge, USA; plazmid sza0328; Carey et al.
2009)plazmidbd, amelyaz egéOct-4, Sox2 KIf4 & c-Myc cDNS szekvenci&at tartalmazta,
2A peptid szekvencik dtal elvdasztva, ezt amOSKM kazettd v@gtuk ki & ligdtuk az
EcoRIl had#si helybe azE F 1 U p rutimlly tmélon lérehoztunk egy lentivius alapy
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kivaghato, policisztramos (raprogramozo plazmidat amelyet pE F 1 U/ O BESMEGHP
W-nek neveztink el5. dra) .

‘ CMVR|US ¥ EF1a OSKM IRES | EGFP —AU3-)-1!R us
LoxP
l Integracio j l
AU:HR us-¥ EFo | OSKM |IRES | CGFP '—*{AUL’EUS‘

LoxP Lox;

Cre-expresszic’:l
AU R|US

5. &ra

Egé& Uyraprogramozé lentivius plazmid . A policisztronos (jraprogramozé vektor sematikus

drézolssa ( pF-EF1 U0/ OSKM/ | RE)S anely Ft@talmazza az egé pluripotencia cDNS

szekvenci&at (mMOSKM) és az EGFP riportert. A konstrukt egy LoxP (vastag fekete nyilak) helyet is

mag8ba fogl al, a me | iptegriicdott evekiRv eRévoltsé 2 zCre  -plazmid tranziens

transzfekcida dtal. Jeldések : CMV, cytomegalovirus prométer;#, packaging signal ; EF1L
factor l-alpha; OSKM, OCT-4, SOX2, KLF4, C-MYC; IRES, Internal Ribosome Entry Site, AU3,

deleted U3 r&gid .

3.2.3. Egé sejtek lentivus s a | t ttanszd@kcida

A vius transzdukcidoz 3x10" MEF-et iltettink ki ( 0,75x10 sejt/cnf) egy 24lyuk
teny®szt Red®ny 2 | yu kiBritblsztegiymban flleastranszduk@ow / 2 4 w |
reggelé. A transzdukci6é ddutanja , a vus t tartalmazofeliiszd 1 ml mESCméaiummal
[2] higbttuk ki & 8 pg/ml végkoncentr&idan polibrét adtunk hozzdAz MOI 2 & 5 kéxdt
volt. A MOl sz8m2t 8§sa a \Wolsunernysdin®) x wiusg titer (TU/ml) /
sejtszin A tr anszdukci - & méditmotdecsBrdtiR & a sejrel@&ivtavdbi24
G4 tenyéztettik. Eztk © v e t R e et tripszifMEDTFA-val disszocidtuk & aké lyukbd
szamazo sejtmennyis@etegyetlen MitC-vel kezelt MEF réeggel fedett 10 ces t eny ®s z t
edéybe tetttk mESCmdliumban[2]. A mé&iumot naponta cserdtik a sejteken. Aegjelent
EGFP poziti ESGs z er T K dlloreszder§s kmikroszk@ alattOLYMPUS CKX41
Stereo Microscope, OLYMPUS, US/Aegyesé&el felszedtik. A tovdbi analiishez & az

EGFP expresszi& szint FACS méédlez a kliihokat felszapotbttuk.
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3.3.Transzgé-mentesmiPSC vonalak lérehozéa | entivius transzdukcidval

3.3.1 A Cre-plazmid expressziga & atranszgé kivaggdgaak igazoléa

Az iPSGket a szok&os passzd&sablisszocidtattuk & 2x10 sejtet 400 [ Mosé
pufferben[4] felszuszpenddtunk &4 cmeselektrda t&ols@u elektropor&is kivett&ba
tdtatink. A 40 g cirkulais Cre-expresszdoplazanidot (pTriExXHTNC; Addgene plamid
szam: 13763;Peitzet al. 2002) 400 PMosépufferben[4] e l-imkubdtunk (10 perc,37€),
majd & el Rk ®sz2tett adtule jAr elektropadide Ged Pulser®@ I
Elektropor&i® rendszerre v ®gezt ¢k a ko vaovkks0enFs ReBAE1 2t §sa
el ektropor 8ci -t 2@percigji@gddenkubdhik, kajdwesejtszusgderzit#00
U -enkét 6 cmes (0,1x10 sejt/cnf) MitC-MEF-e| fedett teny®szt Red@
MESCmélium [2] hozzad&&al. K ®t nappal a trans z aszékéas - t k ©
passzdai eljassal disszocidtattuk (3.1.1.1. bekezdé¥s 200 sejtet 01% zselatinnal fedett
10cmes teny tetthR. Ae EG®MR yegati koldikat fluoreszcens mikroszkd
alatt (OLYMPUS CKX41 Stereo Microscope, OLYMPUS, USApyeséel felszedtikés
felszapotbttuk 0,1% zselatinon FACS analiishez & MEF réegen a tovadbi lSéletekhez.
A transzgé jelenléd/hidayd P CR r eak cittkvmmdg, alkol R pdnterek a
gra programozo vektorra voltak specifikusalh PCR reakcikat egy n.0 3  piralapae r
m- ds z eatrherl ee-b(gpg @ dne mis elNgeztiko(Voelkel et al. 2010) ahol a4.
tdblZatban megjeldt ¢ & d primer konmbin&ikat egy reakcidan haszndtuk (ahol a reverz
primerek azonosak)A PCR reakcikhoz ab-actin gére tervezett primer szekvencikat
haszn8l t uk b eA psirfRer szekvercikak a viit ®@R term&ek méetéd a 4.
tdl&atban soroltuk fel. A PCR reakcikhoz a GoTdtGreen Master Mixet (Promega,
Madison, USA) haszndtuk ®s a gy8rt - protokollj8nak me
kivettik . A PCR termé& méeté gdelektroforeissel detektdtuk, amelyhez etlium bromid
tartalmul%-os agar@ gét haszndtunk.

Emellett a transzgén jelenlddhidnyd Southern Hot analfissel is igazoltuk, amihez a
genomidis DNSt aSphlenzimmel emésztettik & ac-Mycs z e k ve nci §@35hp) | es z k
prdd haszndtuk. Kontrollként egé ESC vonala haszndtunk, ahol csak az endogéaMyc
detekdsd vatuk (2,6 kB). A6.dra az Yj raprogramoz- vektort 8t
utdni dlapotdan, amin a PCR reakcikbanfelhaszndt primereket, valamint a Southern blot

anallishez alkalmazott prdalhelyezkedésé is feltintettik.
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4, tébl&at
Az L-miPSC vonalakban a transzgén jelenléé&/higny& igazol6 PCR primerek listga
L-miPSC, PCR primerek Forward Reverz
B-actin (83 bp) TTCACCTGCCCTGAGTGTITC TGAAGGTCTCAAACATGATCTGTAGA
a {475 bp) AAGTTCATCTGCACCACCG TGCTCAGGTAGTGGITGTCG
b {100 bp) GGCGAGAAACCTTACCACTGT GATAGAAATTCTCTTCCTCGTCGC
c (686 bp) CGAGTCGGATCTCCCTTTGGGC GCTCTCTGGCTAACTAGGGAACC
d {137 bp) CACATGGCCCGAGAGCTGOAT GCTCTCTGGCTAACTAGGGAACC
d
d Ly a c
Loxf ‘P- IRES Loaf
‘&U3-}R us —{ EFla OSKM EGFP —{AU3 . R|US
T~ T e g
--""'h-,_\______ ) P . -
HH B - -
~,
AUCL)E us
g,
6. dra

Az egé OSKM vektor sematikus éraolésa ki v8g8s el RAPCR@smerkondinaik
(k®t f ejd b, o, ijeldédel ) & a Southern blot-hoz alkalmazott prdba (vastag fekete vonal)
vektoron val6elhelyezkedése.
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3.4. Az miPSCvonalak lérehoz&a egyd (ra programozorendszerek

alkalmaz&aal

3.4.1 Az miPSC generds fehéje bevitellel

Az (raprogramoz&hoz5x10' ICR-MEF-et (0,5x10 sejt/cnf) itettink ki egy6-lyukd
teny®szt Re d@®mMgp, alkindlygzshepjpfa sejt eket ki ¢l tet ®s ¢
- r 8s i dRR&y riklusbdar®enntgy pluripotencia faktorbd szamazqOCT-4, KLF4,

SOX2, CMYQC) tisztott fehédjé&el transzdukdtuk (8 pg/ml/fehéje), egy kordoban kit
protokolt kivetve (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009).
A fehé&je-medidt egé iPSC (P-miPSC: Proteirmediated Mous@SC)vonalak lédrehoz&a a

7. oran illusztrdt ldéleti elrendezé alapjan tatént.

0.Nap  1.Nap 3.Nap 5.Nap 7.Nap 9.Nap 39-40.Nap 40-50. Nap 50.-Nap
N | | | | | | | ]
4 [ [ [ [ I I [
0 \ \ [e]] @ 0 7]
~ .0 O e Fay 9 . ‘O
g & & & u 2 i N
S ¥ ¥ 5 W o] T R &
¥ 8§ F F = & £ <
§ & ¢ &€ ¢ 2 g¥ 2
& g ® & &) RS T F oy
) o S o G Y L0 &
) ) S ;
& 5§ FF 3 5 £
K O
s 5 5 85 S < ° S
I SR 3
Q¥ Q
5
7. dra

A P-miPSC vonalak alapissénak lkdéleti elrendezése

A 9. napon a sejteked szok&os passzdsi elja®sal disszocidtattuk (3.1.1.1.
bekezd&) & MitC-vel kezelt MEF réeggel fedett 10 cest e ny ®s zt Red®nyekbe
azokat A transzdukci -t k%svzearRT 4k0o. | -md B k k °%kregzld t &

amelyeket felszedtink & felszapotbttunk a tovdbi karakterizaics lSéletekhez.
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3.5. Transzgérme n t e s néd PBSRvonalaklérehozaa lentivius

transzdukcidval

A lentivius -medidt huma IPSC (L-hiPSC: Lentivirusmediated HumaniPSC)
vonalak alapgsa a8. &ran illusztrdt ldéleti elrendezé alapja tdtént.

-3.Nap O.Nap 1.Nap 3.Nap 7-10.Nap 14-20.Nap 20-60.Nap 60.-Nap
Virus elééliftas I I I I I I I
) | | | | | | I
\ (%] @
I 2 Qg" 9@ % o & & NJ
Vi Q 3] (3] ‘O R O
g 5 & 3 & 5 & N S0
£ X & o) N N 5
= &L > © S ¥ S £
x &£ F ¢ & o S L0
SN Y & x N & < g
£5 S S 5 g g4 2
o IS o 5 @
< RS [s)
< & <
8. &ra

Az L-hiPSC vonalak alaptissénak kdéleti elrendezése

3.5.1. Az (raprogramozanddkiinduldsejtpus izol&iga

Az (graprogramoz&hozd egézs@esdonotd (B#1-5; B=blood)szamaz6 PBMC-
ket haszndtunk A v ®r v ®t el Kor ¢l m®nyei az arra vonall
totét, az ETT TUKEB dtal adott kutat&i engeddy alapja.A vét 8 ml-es BD Vacutainer
(BD Biosciencesfranklin Lakes,USA) cs°vekbe gyTjtoettek | e. A
-r8n bel ¢l aketvz@ldtuk &dsivel 30 PaBch Cartdcentrifugddaal (1800 rcf,
30 perc, R; Avanti® JE 369003, Bekman Coulter, USA). ABMC-ket tartalmazéréeget
sterilen egy PB-t tartalmaz615 ml centrifugas Rbe gy Tj t ot t ¢k, maj d Yij
rcf, 15 perc, RT,; Allegra® X30R, Beckman Coulter, USA). A fellilszd elt&otbttuk, a
sejteket felszuszpenddtuk, & megszanoltuk. Az dy nyerejteket azonnal felhaszndtuk
vagy k®sRbbi fel haszn8l 8§8sig | efagyasztottuk
tartalmazémdliumban & foly&kony nitrogében t&oltuk.

3.5.2 Hum& O KSM lentivus plazmid

A PBMC-k graprogramoz&doz egy lentivus alapuplazndot alkalmaztunk, amely
az grapr ogramoz§8st k @ genon®@ arFIpkRTweéhdshen dlkalmaz&&al
| ehet Rs®get menep thi?SCvanalakgererd&i® Az Graprogramoz&hoz
Prof. C. Baum & Dr. A. Schambach 8§11 t al el R§1 |
PRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFR&ktort haszndtuk (Voelkel et al. 2010Warlich
et al 201), amelyet a9. dra &r&ol . A vektor tartdmazta ahOKSM kazettd (kodon
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optimalizdt transzkripcié faktorok) ahola human pluripotencia gének cDNS szekvenciat
2A peptid sekvenci& vdasztottak el. AhOKSM kazetta utdn egy IRES & egy dTomato
szekvend is tartalmazott a plazmidA hOKSM kazettae | Rz BFFV (Spleen Focus
Forming Viris U3 promder volt, amely egy a retrowviusokné alkalmazott promder, gy az
i dR el Rrehal adn@ Ww8C (hiPSC) Voffatakbanj elcsendedse vahatd
Ahhoz, hogy a ldrehozotvektora genombd kivghatélegyen, egy-RT szekvencia volt @ 6
LTR r@ida illesztve.

RSV |RlUSYsFrv | hoKsm  HRES Au3 HR Us

‘ Integracid | l’
AU3 HR us —¥sFrv | hokSm HRES AU3 HR us

Flpe-expresszic':ol

AU3 PR us

9. &ra

Humén Uiraprogramozé lentivius plazmid. A policisztronos (raprogramoz6 vektor sematikus

dbré&zoléssa (pRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFRT), amely tartalmazza a human kodon -

optimalizdt pluripotencia cD NS szekvenci&at (hOKSM) é& a d Tomato riportert. A konstrukt egy FRT

helyet (vastag feketenyilak) i s mag8ba foglal, amely | ehetRv® teszi
a Flp-plazmid tranziens transzfekcida dtal. Jeldések: RSV, Rous sarcoma wius ; i, packaging signal;

SFFV, Spleen Focus-Forming Virus U3; OKSM, OCT-4, KLF4, SOX2, C-MYC; IRES, Internal

Ribosome Entry Site, AU3, deleted U3 r&gia

3.5.3. Human PBMC-k lentivius transzdukciga

A transzdukciée | Raorh nappal X10° PBMC-t (friss vagy fagyasztott/felolvasztott)
1w/12wpbe (0,25x10° sejt/cnf) tettink ki Huma PBMGméliumban [12]. Hdom nap
eltelt&el (0. Nap a transzdukciénapjaj sejteket 15nl-esc e nt r i fguygTajctsORibte¢ k , n
centrifugdtuk (300 rcf,10 perc, RTEppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetor9z&
A felllszd elt&otbttuk, majd a sejteketfelszuszpenddtuka viust tartalmazofeliszo val
(max. 1 ml), amihezpolibrét adtunk 5 nmg/ml vé@gkoncentr&idan. A wvust tartalmazo
sejtszuszpenzidegy 121 yuk % teny®szt Retdt®ag¥k ki | ek &bat en
centrifugdtuk (2250 rpm, 90 perc RT, Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf,
Nénetorszd), majd az inkubdorba helyeztik. N@y Ga ekltéel a transzdukdt sejtekhez 1
ml Hum&a PBMGméliumot [12] adtunk,amely a megadott mennyis@ekhez kéest dupla
annyi ntvekedéi faktort tartalmazott(SCF: Stem Cell Factor, 1B: Interleukin 3, EPO:
Erythropoietin, IGFL: Insulinlike Growth Factoil, DexamethasoneM&nap (1. Nap) a
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sejteket 15 mescent r i faghjcs Rbe¢ k , maj d d@EpetcrRTf ugs8l t
Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Nénetorgz@\ felllszd eltaotbttuk, & a

sejteket2 ml Hum&a PBMC-md@iumban [12] szuspenddtuk fel & a sejtszuszpenzid
1w/12wpre tettik ki. Ké nap eltelté&el (3. Nap) a sejteket ismé &szgy Tj t ©tds¢ k 15
centrifugt s Rbe ®s cent r il0 peg8RTtBEpdendoff 3C@ririfuge G804R,
Eppendorf, Nénetorszdy. A felliszd elt &otbttuk, majd a sejteket szuszpenddtuks ml

nivekedsi faktorokat tartalmazéluméa IMDM MEF-md@iumban[13] & a sejtszuszpenzid

6 cmes Petricsézde, tettik ki, amely 7x10° MitC MEF-et tartalmazottA tovdbiakban

pedig minden m&nap friseluma IMDM MEF-méliumot [13] adunk a sejtekhez, amely

ndrekedéi faktoroka ma nemtartalmaza. A transzdukcidd szanolt 13.napon a teny®
méliumot hESCmdliumra [3] vdtottuk & a sejteket a tovdbiakban ebben tenyéztettik, a

mdlium kénaponkéti cser¢éel . A megjelent ES& zer T kol - ni §kat egyes

szapotbttuk.

3.5.4 A transzgé kivayda & annak igazoldga az L-hiPSC vonalakban

A transzgé elt&otsdnoz az L -hiPSC kulta&at tdplddsejtréegen tenyéztettikk &
enzimatikusan passzdtuk(3.1.12 bekezd8. Az L-hiPSC vonalakata pLV.hCMV-
IE.FLPe.IRES.PurR.nHBVPRESon@lveset al. 2010plazmiddaltranszfektdtuk FUGENE
6 (Roche, B&el, Svic) transzfekciés reagens felhaszndsaalPasszaskor 5x10 sejtet
szuszpenddtunk felhESGméliumban [3] & tettink ki 6 cm-es Petrics&zéde (0,25x16
sejt/cnf), amely 6x18 MitC MEF-et tartalmazott A transzfekcid akkor véeztik, amikor a
sejtek elét& az 5060%-0s konfluencid (2 nap) . A tramgrvhékai tealyl
méliumot friss méiumra cserdtik. Egy 1,5 ml-es eppendot€ s R 194 ph DMEM/F12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixturel?) méiumhoz 6 | FUGENEG6-ot
adtunk &5 perciginkubdtuk (RT), majdhozzadtuk az 1 g Flprekombin&t expresszd
plazmidot & 40 percig inkbdtuk (RT). A 100 4 FUGENEG6/DNS keverdet cseppenként
adtunk hozzda 6 cmes Retri-csé&zden tenyéztett seekhez, mik&ben a @tri-csézé
kakaen mozgattuk. Egy nape i nkub 8 cia sgejtekke? vggml Reromicint
tartal maz-méiuna adtudks amelyrt 4 8 - r 8s S z e | pukomicin t k°v
mentes ma&iumraserdtink .

A megjelent kolmikban a transzgé jelenléd/hidayd PCR rekcikkaler Rs 2t et t ¢ |
meg, ahol a primer pa&olz graprogramozovektorra voltak specifikusakletve az¥%n . 03
primera | a p % mis dlkalmaztuk(\Moelkel et al. 2010)Az el | en Rrzzn®@s he z n
koldid vizsgdtunk, ahol az egyes koldi&at megzanoztunk (Petricséze aljda karcolva),

majd egy kis darabot kiv@gtunk azokbd. A koldnia darabokagyenkét96-lyuku PCR plate
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betettlk, amelyben az egyegukak30 4 RNaseA-val (200 pg/ml) & Proteinase Kal (670

o/ml) kiegészett Klorid-alapulis puffert [14] tartalmaztak A Hishez a 96-lyuki PCR

platet 60C -on 3 ¢& keresztl inkubdtuk, majd 90C-on 2 percig. APCR reakcidkhoz 2 |

sejtlizdumot haszndtunk A vektor kivg®d el Rs z °r a-a l0a3p Yap rm-ndesrz e r |
el l enRrizt ¢k, ®s a zmeratdsrelbizoBynlt kaldsdak szedtik fet ans z g
mechanikusan & tenyéztettik tovdbA tovdb tenyéztett vonalakoratranszgén hidyd az
graprogramozéy e kt orra speci fi kus pr i memrszekvencikak k a | e
az 5. tdlgatban soroltuk fel. A PCR reakcikhoz a GoT&@qGreen Master Miet

(Promega, Madison, USA) haszndiuk ®s a gysrt.: protokol | j 8§
paraméereket kivettik. A PCR term& méeté gdelektrofor&issel detektdtuk, anelyhez

etlium bromid tartalmd 1%-o0s agar@ gdét haszndtunk.A 10. &ra az (graprogramozé
vektort 8br8zolja kiv8g8s el Rikcikban fellsaszndit 8 n i 8
primerekelhelyezkedéé tintettik fel.

5. tdblazat
Az L-hiPSC vonalakban a transzgén jelenl@é/hiany& igazol6 PCR primerek listga

L-hiPSC, PCR primerek Reverz

a{292 hp) GTTGCGGAAACGACGAGAACAGTT GACCTTGCATTCCTTTGGCGAG
b (443 bp) TCGTGAGAGTGTGGTTCTGC CTCCCGCCATCTGTTGTTAG
{290 bp) CGAGTCGGATCTCCCTTTGGGE GGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGC
d (171 bp) TGGAAGGGCTACGTAGCTAGT GGTTCCCTAGTTAGCCAGAGAGC
—dip U - —Cc
W

AU3 =R (U5

SFFV | hOKSM HRES AU3 FBR (U5

AU3 =R U5

10. dra
A humédh OKSM vektor semati kus 8br 8z ol 8PCGR plmevk8ngoB&ikel Rt t ®
(k®t fejT nyilak a, b, ¢, d jel°l®ssel) vektoron val -
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36. Transzgéh-ment es2t het R hi PSC vogBaautgk | ®t r eho

transzpozonnal

Az Sleeping Beautynedidt human iPSC (SB-hiPSC: Sleeping BeautyumaniPSC)
vonalak lérehoz&a dall. dran illusztrdt Idéleti elrendezé alapjan tatént.

0.Nap 7.Nap 14.Nap 28-30.Nap 30-70. Nap 70.-Nap
N | | | | | |
v’ I I I I [
N 2 2 ] %
By [ 5% Rei)
g @ g 9 b §
g 173 9 @ TN cos
N 4 L) N -z =
[7%) § ~ __?.J 40 @ -~
& & @ S 3
S i IS T X o
& OQJ \F; N [3)
SRS ) & & 238 S
N & ‘@ ~ 8] (i,"’§ )
QO X oy < = o) [4]) Q
§ § 5 < ° g
@ & & & X ol
Nl 2T qQ
£ QF

11. dra
Az SB-hiPSC vonalak alapiésanak lkdérleti elrendezése

3.6.1. Az (ra programozandoékiindulosejtfpus izol&iga

A k2s®rl etek el sR | ®prReggeEurdaiUric prajektteb a n a
kapcsol - d- tudom8&nyos egy¢ttmikeod®s keret ®b
engeddye keretden egy kutat&i cdokra felajanlottld hetes abortdt magzatbd standard

elja&sal HFF-et izoldtunk. A sejteket Fibroblasztmé@iumban [1] tenyéztettik, majd a

m&odik passzasba (raprogramoztuk.

3.6.2. SB-transzpozon é&transzpoz& plazmidok & transzfekcig uk

Az HFFek graprogramoz&dnoz egy SBranszpozon alapuplazmidot alkalmaztunk:
pT2BHOSKM- IRES/eGFP, amelydtutat@soportunk Kuenthaisong etl. 2012) kézat |,
valamint al2. &ra &r&ol . A transzpozon plazmithrtalmazta amOSKM kazettd, ahol a
egé pluripotencia géek cDNS szekvencidt 2A peptid szekvenci& vdasztottak el. Az
MOSKM kazetta utén aaRES & az EGFPszekvencid tartalmazta plazmid.Az mOSKM
kazett & Fdgtdmier volabeillesztve.

A 25x10 HFF-et 2pg pT2BH-OSKM- IRES/eGFRranszpozonnas 200 ng pCMV-
SB100Xtranszpoza(Mas et al. 2009) plazmidokkalnukleopordtuk. A nukleopor&id 100
d vagtéfogat bana Nucleofector kitel (Lonza B&el, Svic) vageztik , a gysrt. 81 t .
protokollal (program: U23)( O . Nap) . A transzfekt 8l sejtel
tettink ki Fibroblasztméiumban [1]. Egy nappal a trahdNapj ekci -t
méliumot hESGmdliumra [3] cserdtik . A tovdbiakbana méliumot kénaponta cserdtik a
sejteken A transzfekcidd szartbtt 7. napon a sejteket PB®I mostuk, majd Tryplefel
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gy Tj t ®stket gehtrifugdtuk (1000rpm, 3 perc, RT Eppendorf @ntrifuge 5804R,
Eppendorf, Nénetorszdy, hESGméliumban[3] szuszpendatukiel & 3,5x10" sejt/cnf MEF-

et tartal maz - tettikekihn p @sgelenrRESEBRmeyrrie kol - ni §kat me
felszedtlk & tenyéztetttk a 3.1.12-es bekezd&benrézletezett tenyésztési malszerek

alkalmaz&aal.

| pcmv-sBioox | 4 EFla OSKM IRES oo |:IR!D>

Integracié l

EF1a OSKM IRES | EGFP IR/IDR

pEFBOS-SB100X-IRESpuro‘ + Re-transzpozaz l
M
LI
»Footprint”
12. &ra

SB-transzpozon-transzpozé& Ujraprogramozo plazmidok . Az SB-policisztronos (raprogramozo

transzpozé& vektor sematikus drézolésa ( pT2BH-OSKM- IRES/eGFP), amely tartalmazza az egé&

pluripotencia cDNS szekvenci&kat (mOSKM) é az EGFP riportert. A transzpozon & transzpoza
(PCMV-SB100X) egyiites transzfekciaval az (raprogramozé vektor integrddik a genomba. A

hiperakif transzpoz& (pEFBOS -SB100X-iresPuro) (ra transzfektdssa le het Rv ® teszi a
Graprogramozé vektor eltavottséd a sejtek genomjabd. Jeldések: IR/DR, Inverted repeats; CMV,
cytomegalovirus promder; EF 1 U, El o n g a-alpha; ©SKMa @QTd,rSOX2, KLF4, C-MYC;

IRES, Internal Ribosome Entry Site.

3.6.3. A transzgé kivagda Sleeping Beautyhumé iPSC vonalakbd

Az IPSC vonalakbabedlt SB-transzgéek szdnd Southern lot analissel
hat&oztuk meg (3.8. bekezdd&). A Southern ot-hoz a genomidis DNSt a Pstl vagy Sacl
enzimekkel eméztettik & aZ=GFP (Life TechnologiesCarlsbad, USA712 bp vagyc-Myc
(1305 bp)kdol6 szekvenciaa specifikus prddhaszndtuk (14. dra) . Az endogé C-MY G
et egy ~1,5kB m®r et T s &v det éAkttarsip8zengansapoza veBdszeru k .
| ehet Rs ®qegenombay begpiit transzpozon vektoesetleges kimozd&aa a
transzpoz& (ra transzfektdds&al. A rendszer e tulajdons@d kihaszndvaaz SB-hiPSC
vonalak transzgémentedisé egy hiperakii transzpoz&, apEFBOSSB100XiresPurojra
trangfektdsdal Idéeltink meg. A plazmid a purontin szekvencid is tartalmazta, amely
antibiotikum szel ekA franszfekciGaad EGENEG |transzéekcikss ® g et .
reaggensel (Roche, Bael, Svgc) vgeztik el. A transzfekci - el Rtt 2
méliumot friss mdéliumra cserdtik. Egy 1,5 mies eppendof€ s R 94 @ DMEM/F12
méliumhoz 6 | FUGENEG6-ot adtunk & 5 percig inkubdtuk (RT), majd g pEFBOS
SB100XiresPuraranszpoza plazmidoadtunk hozzd@ 40 percig inkubdtuk (RT). A 100ul
FUGENE-6/DNS keverdet cseppenkét adagoltula 6 cmes Retri-csé&zden tenyéztett
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sefekhez, mik&Zben a &tri-csézé kkdeen mozgattuk. Egy napos i nkab8ci -t
sejtekre 1 pg/ml puromicirt tart al mam@iumot adtunk® aneliyeR 48 &

szel ekci puromkif-meates@inomra cserdtink.

3.6.3.1. Splinkerette PCR

Az (n. Splinkerette PCRel az integr&ik genomban val6elhelyezkedéé hataoztuk
meg.A Splinkerette PCR tihbb specidis Ip&t magda foglald sszetett mdlszer, amelynek
folyamatd a13. &ra illusztrdja.

-
—wn
-

LTR LTR
1. 1épés: a vizsgalni kivant sejtvonalbdl izolalt

DNS megfelels enzimmel (S) l

torténé emésztése

-
-

LTR

-

—

L7y

Y —m
-

2. lépés: a hasznalt enzimmel (S) kompatibilis
végli adaptor létrehozasa és

ligalasa az emésztett DNS-el 1
S E
l i
3. lépés: az adaptor-DNS komplexum Ujabb
emésztése (E) ;? l
S E
3> l i
4.lépés: az  adaptor-DNS komplexum LTR 1. PCR
amplifikacioja fészek- PCR-el 7 & 1
S
> !

2. PCR
€ |

5. lépés: a 2. PCR reakcid szekvenalasa és ) oy
Szekvenalas

szekvencia analizise

Uren et al. (2009) nyoman

13. dra
A Splinkerette PCR sematikus &r&olésa . A Splinkerette P@Romidis &S | ®p ®s e
megfel el R enzi mmelEzt\k@dt -az aglapt®rsiéreh@zéa .amely k& oligonuleotid
szekvencidd 4l (hosszu kar & rovid kar ). A k& adaptor szekvencia (gy van megtervezve, hogy
azok kapcsolddsa egy olyan struktara hoz lére, amelynek egyik vége egy ké szd4l DNS -t
eredményez, amely kompatibilis a DNS emésztéséhez haszndt enzimmel. A mésik vie pedig egy
egyszdas DNS -t eredményez (hosszlkar), mivel a méik szd (rividkar ) egy-shej T Tstr ukt Yr
képez. Az gy lérejdt adaptor 6 az emésztett DNS ligdésa a Splinkerette P CR méasodik Iépése. A
harmadik 1§és a lé&rejo tt adaptor-DNS komplexum (abb emésztése olyan enzimmel , amely az egyik
oldaliadaptort el t 8vol 2tja, abb-1 a e®Rhibdspecifikusabliply legyeneke zt Kk ° v
A mdszer negyedik I§pése az (n. Af ®s z e k - Re@nele ki)PCR reakcid foglal magéa,
ahol a m8sodi k PCR sosdaryartiamplikore-an végelzzekR anielg &intén a reakcid
specifitg8&§s8t erRs2ti. A m-ds-bBBF kapbst t@pm®k sazmise
kapott szekvenci& genom adatb&ishoz valé hasontésa, amely egyezés esetén az adott inszert
genomi lok&igé adja meg.
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A genomidis DNS izold&sdoz a QlAamp DNA Mini Kit-et (Qiagen, Hilden,
Nénetorszd) alkalmaztuk A Splinkerette PCR egy kordban kddt protokoll alapjan
v@geztik (Uren et al. 2009)A genomidis DNSt CviQIl vagy Dpnll enzimekkeleméztettik,
majd ligdtuk a megf el el R s pl i.nAkteansepozord tartalthazp DNSr o k k a
fragmentumokat, amelyeket az adaptorokkal ligdtunk &. Ad&zek (nesteddP CR 0
malszerrel amplifikdtuk. A Splinkerette PCRhez allalmazott primer szekvencikat &.
tbl&at tartalmazzaA PCR reakcikhoz a Platinum Taq high fidelity DNpolimer&t

haszndtuk.

6. téblazat
A Splinkerette PCR-hez alkalmazott primerek listja

Splinkerette PCR primerek

Long-adapter-CviQl | 5-CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACACTAGTGG-3
Short-adaptor-CviQl | $-TACCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTITTTTTTCAAAAAAA-3'
Long-adaptor-Dpnll | $-GTAATACGACTCACTATAGGGCTCCGCTTAAGGGAC-3
Short-adaptor-Dpnll | &-phosphate-GATCGTCCCTTAAGCGGAG-3-amino
Spl-CviGl-P1 3 -CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACC-Y
Spl-Dpnll-P1 3-GTAATACGACTCACTATAGGGC-¥
Spl-Cviil-P2 S GTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGAC-3’
Spl-Dpnll-P2 5-AGGGCTCCGCTTAAGGGAC-3”
SB5-P1 S-CATGACATCATTTTCTGGAATT-3’
SB5-P2 S -CTTGTGTCATGCACAAAGTAGATGTCC-3"

Az el sR i®ahRz Spl€d-P1 & SB5P1vagy SpiDpnll-P1 & SB5P1
primer paokat haszndtuk. A m&odik PCR reakcidban (nested PCR) pedig azC3iDI-P2
& SB5-P2 vagySptDpnll-P2 & SB5P2 primereket alkalmaztukA TA-klhozott PCR
termé&eket ké oldalrd az M13 forward & reverz primerekkel megszekvendtuld
szekvend&i eredméyeketaz NCBlI Homo Spiens build 37.3 genom adatb&@iBl AST
kereséssel analizdtuk. Az SBnszercik genomban valo elhelyezkedé&sé genoidis PCR-
ek kel er Barmdyekeztranszporoa & genom specifikus primereket haszndtunk
(7. thl&at ). A PCR reakcikhoz a GoTdyGreen Master Miet (Promega, Madison, USA)
haszng8ltuk, val amint a gy§8rt maztgk A RCR teem&kR 2 r t
méeté gdelektroforissel detektdtuk etfium bromid tartalmi1%-os agar& gden
A 14. dra a transzpozoitgraprogramozo vektort draolja genomba vald integra@&d
k°vet Ren, amin a PCR r e a k galamiit baa Southére bidta s z n 8

anallishez alkalmazott prda elhelyezkedé&é is feltintettik.
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7. tébl&at
Az SB-hiPSC vonalakban haszndt I&kusz - é transzgén -specifikus PCR primerek listga

SB-hiPSC, PCR primerek

Liakusz-specifikus

p1 (Efla_rev) S-GGAGAATTACATCAAGTGCCAAG-3'

p2 (GFP4) F-GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAG-Y
p3 (RERE_fwd) S-GAAAAGGAACATGCTTCTCTGGATGC-Y
pd (RERE_rev} F-GATCCAGATCATATGTGACAAGAC-¥

P (SDC2_fwd) S-CAGCATGTCTCAGATTGACCTTAC-3

pé (SDC2_revz) F-GACTAAACGGTTTTGTAGTAATAATC-Y

Transzpozon-specifikus

p7 (cMYC_2a_rev) F-ATAGGGCTGTACGGAGTCGTAGT-¥

p8 (KLF4_2a_fwd) SCCTTACACATGAAGAGGCACTTT-¥

> I P8y @BL.. £

<Bi_
» REREIékusz EF1a OSKM |IRES p— IRIDR\_RERE [6kusz
3 | Pstl

Sacl

Sacl

syndecan 16k e | Syndecan 16k

ndaecan 10KuUs naecan IOKUs

WSS Sl | aaoa Fem| | WSO P13
..P8p 4 PI..

14. dra
Az SB-OSKM vektor sematikus éré&oléa genomba vald i nt egr 8ci - j A lkids®-vet Ren
specifikus (fekete nyilak p1, p2, p3, p4, p5, p6 jeldéssel) & transzpozon -specifikus (fekete szaggatott
nyilak p7, p8 jeldéssel) PCR primer kombin&idk és a Southern blot-hoz alkalmazott pré& (vastag
fekete vonal) vektoron val6 elhelyezkedése . Az EGFP szekv enci 8r a  prthd baszndata d R
esetéh a Pstl & Sacl enzimeket haszndtuk. A c-Myc szekvenci 8ra illeszkedR pr
esetén a Sacl enzimmel e mésztettik a genomidis DNS -t

3.6.32. Az SB-transzgéjelenlédek/hidnydnak igazolsa

Apuromci n szelekci -t k°vetRen megjelent kol
PCR reakci - kkal er Rs2tett ¢k nsmgtgenanhilketve a Spl
trangpozon specifikus primereket haszndtur. tdbl&at ).

Nagyszanu koldid e | | e n R mholzaz egyels kolthikatmegszanoztuk (Petri
cs&ze aljda karcolva),majd egy kis darabot kiv@gtunk azokbd. A koldia darabokat
egyenkét 96lyukuPCR platebe tettik, amelyben az egyeyukak 30 4 RNaseA-val (200
to/ml) & Proteinase kval (670 pg/ml) kiegézett Klorid-alapu His puffert [14]
tartalmaztak A Hishez a 96 IyukiPCR platet 60€C -on 3 G& kereszti inkubdtuk, majd
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90€C -on 2 percig. APCR reakcikba2 | sejtlizdumot haszndtunk A PCR reakcik alapjan
transzgémentesnek ldszo koldhikat mechanikusarfelszedtik & tenyé&ztettik. A PCR
reakcikhoz a GoTaf Green Master Miset (Promega, Madison, USA) haszndtukalamint
a gy s8rt - 81t al el R2rt r e A kPER termdpekh maéetd®t er e k

géelektroforeissel e | [Irietik Bdium bromid tartalmil %-os agar& gden
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4. EREDMENYEK

4. 1. Kelehebd xRi g h §tvonalakTédrelogd® fentiivils S C

transzdukcidval

411.Ak2 s®r |l etek el Rzm®nye
Laboratgiumunkban azSleeping Beautynedidt egé iPSC (SB-miPSC: Sleeping

Beautymediated mous#’SC)& az L-miPSC vonalalap#si ldéletek eleinte pahuzamosan
folytak, amelyet Dr. Suchitra Polgai munkatasammal v@ezteA.SB-transzpozonnalalo
iPSC generda&i ldéleteket Dr. Suchitra Polgai véezte, amely munk&asegd@keztem A
SB-miPSCténgl Idéletsorozat eredményeit 2012ben kédtik (Muenthaisonget al.2012),
illetve Muenthaisond2012) doktorigtekezé&sden rézletezte azokat

Az eredméyeket rividen ismertetvea munkdan az dalam is vizsgdt haom
Kel ©ngehedkBi Bt t er T b &GRRtrans2pozenmalsikeresenstabil SB-miPSC
vonalakat hoztunk Iére Az Jonnan lérehozott vonalak morfol@igukban hsonl@k voltak
az azonos e g ®r t MESC yankidkiRi, illetvéexpredszdtk tat vizsgdt
pluripotencia markerekeA haom genetikai hdté esetden mm figyeltink megléyeges
kilinbs@et a sejtek (rgprogramozhatG@dan a koldik megjelenséek i d Rpont j 8bar
sempedig a pluripotencia miger expressziés mint&atdan

A vonalakatin vitro & in vivo differenci&iés lséletekben is teszteltk. Az in vitro
spontd/kardidis differenciZic ldéletekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a
legjobban, azonban a vonalak k&dt kialakult kilihbséeket nem feltdlendl a genetikai
haterikben val6eltéé adta. A bevitt transzgdn integr&igdnak helye & annak expresszi
szintje negatian befoly&olhatja a differenci&io hat&konys@gyd. A hdom genetikai haté
egy-egyin vitro jd differencid@6é SB-miPSC vonalda legszigribb pluripotencia tesztben
is vizsgdtuk, ahol azinvivod i f f er enci 8ci - s kifda éddletekkgleBE el | e
tesztben 2ICR & F1(C57BL/6xDBA/2J) vonalak adtalkimé&at, azonban a ldéletekben
csak az F1G57BL/6xDBA/2J)vonalakbd sziletettkimé& voltak cgiavonal kompetensek

4.1.2. MEF(ra programozaa lentiviussal

A MEF graprogramoz&noz azdtalunk gonnan lérehozott policisztronosvektott
haszndtuk amely tartalmazza aznOSKM kazettd & az EGFP riporter gét az EF1U

promder irdytsa alatt (5. dora).
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Mind a haom dtalunk vizsgdt egétor z s (BIES| F1, ICR) 14-16 nappal a transzdukcid
k °ve,t magyrani ESGs z e kolmia jelent meg igazolva gy a lérehozott
graprogramozé vektor hat&kony mTk ° d ® A®thdom genetikai  haté
graprogramoza@&aak hat&onys@dan nem taldtunk kiinbs@et csakigy, mint az SB
miIPSGk (raprogramoz&ana. A f el s zkelhi® s morfolgidd ta 15. dra

reprezerdia .

Morfolégia EGFP

BL6-L-miPSC

F1-L-miPSC

ICR-L-miPSC

10x 10x

15. dra
AzL-mi PSC kol -ni 8k f el szed®dbal ddalifpanelifenymikrosikdppal- lgszibt] a .
képeket mutat. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszk@ dtal készett képeket mutatja, ahol az
EGFP fehérje jelenl&e az (raprogramozovektor ektopikus expresszigé jelzi

4.1.3 Az L-miPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga

A kelekezettkoldik at egyedilegszedtik fel tovdbi tenyéztés cdidd , & minden
genetikai h& t ® marfBlidgia alapja 6 kit vdasztottunk ki tovdobbi jellemzére, illetve
stabil vonalak alapgésa cdi@®d . A vizsgdt vonalak minimum 20 passkBon keresztil
képesek voltakfenrtartanimESGs z er T mo r fmmd zsaaitin®) mird ediglitC-
kezelt MEF-en Az L-miPSC vonalak morfol@igdan & ndveked&sdek mét&kden nem
tapasztalunk kiihbséet a kontroll mMESC vonalakhoz képest. Genetikai hanat egy-egy
reprezentati L-miPSC vonal morfol@igd a16. dra szemldtet.

A kivdasztott vonalak mindegyike pluripotensnek bizonyult, mind expresszdi& a

vizsgdt exogé & a ma (ra -aktivadott endogén pluripotencia markereket, amelyet I€C
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& AP-fest&sek valamint RTP C R

vizsgs8l at ok

egy reprezentati LmiPSC vonal AP, & ICC-fest&é OCT-4, SSEALl, & NANOG

markerekre d46. dra szemldteti.

‘ Morfolégia ‘ ‘ AP
BL6-L-miPSC -
&
F1-L-miPSC & <
=
G g
g
& sy 4 o
ICR-L-miPSC =
10x
Ah8rom k¢l °nb°zR

fénymikroszk@os felvéelek az iPSC vonalak morfol@gi§& és AP
mikroszkdpal készktt képek a sejtvonalak ICC

‘ ’ OCT-4 ‘

’ SSEA-1 ‘

16. dbra

20x 20x 20x

g e AMERSC kanial mbrfotédigar AP - E ICC festései. A

DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 é& NANOG, zdd: ektopikus EGFP).

-festésé mutatja. A fluoreszcens
-festéseit mutatja a pluripotencia markerekre (kék:

A lérehozott vonabkbd végzett RT-PCR reakcikata 17. &ra szemldteti, amely a

gra aktivddott endogér markerek eyresszigd mutatia be. Az L-miPSC vonalak

pluripotencia markeexpresszi® mintZatdban az RIPCR alapja eltéés szinté nem volt
®szl el het R a

befoly&a sem volt tapasztalhata

A

kontrol |l

mESC

igazoltak.- Az eg
‘ NANOG‘
akhoz k®p e

vonal

h8r om
mint&ata. A pluripotencia gének (raaktivddésé

BL6-L-miPSC

B1 BI2 BI3 B4 BI5 BI6 ESC MEF H,0

el t ®rR

F1-L-miPSC

C92 B12 C6 A10 F10 A7 MEF ESC H,O | A8

17. dra
genet i k amiPSC&onal&krpiuRpotersia geax@essziosL
igazol6 RT-PCR reakci&k, amelyekben az
alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak.

77

A3

ICR-L-miPSC

c1

C7 C9 D7 MEF ESC H,0




10.1475kESdHev2@15.033

4.2. Transzgérmentes L-miPSCvonalak lérehoz&a

A 4.1.1-es bekezd&ben lat lgél e t i e | Rz an®BnyiRSK boRdlakin vivo
differenci@ié eredméyei alapjd az aldbi ldéletbe csak az Fle g ®r t °r z s edk b R s
hat L-miPSC vonaht vontuk be FACSal mét eredméyek alapjdn avonalak EGFP
expresszi® szintjer1,0% & 97,9% kddt vadtozott . Az alacsonyabb EGFP expresszidarra
utalhat hogy az adott vonal kevesebb sz&miegrdalott transzgét tartalmazE b b R | a
f el tev ®shaRlegalacenyalbdEGFRPt mutat6é vonaht vdasztottuk ki transzgéy
mentedts cdidd ,amelyazAhev T kIl - n v ol t-Bef(dzaz\B&drebekcisiknb a n i
= Kiv8§g8s el Rtti)

4.2.1. A transzgérmentesL-miPSC-k szelekcigaaCret r anszf ekci - j 8t k©°ve
Az iPSBef vonal Crep| az mi ddal t ©°r,tn&pAnU EGFR negatif e k Cc i
kolhid eredményezett. A transzgé kiv@gy@s &ak igazolddoz, 15 f el t ®t el ez h et
tranzgér-menteqfluoreszcens mikroszk@® alaBGFRnegati nak 14sz6) koltnid egyeséel
felszedtink, felszapotbttunk majd az EGFPexpresszifat FACSalisd | en RAI1Z t ¢ Kk
el l enRrz°tt v volt BGFBre n&vetnegatie(18.lbgar).o m
90% -
80% -
] |
60% -
50% A

40% -

EGFP (%)

1%

30% A

20% A

10% A

Yo
0,01%
7,918
o
Yo
0,03%
0,03%
0,03%
0,02%
%
0,23%
0,05%
0,02%
0,04%
%

0% = I-I T ¥ I-I-I I-I T I-I-I-I-I 1

iPS szubklonok Cre-expressziot kovetoen (iPS-Af)

16
77

2
3
()
5
6
7
8
9
10
7
72
74

3
@
%)
Q

18. dra
L-miPSC vonalak transzgén -mentességének igazolésa FACS analissel. Az EGFP szint m&ése
FACS-al a transzgét tartalmazd (iPS -Bef) & a Cre -kivgott szubklthokban (iPS-Af). A tovébbi
lIdé&letekhez ké& transzgén -mentes iPSC vonalat vdasztottunk ki (piros k).

78



10.1475kESdHev2@15.033

Morfoldiai kritéiumok alapjan ké EGFP-negati szubkldnt vdasztottuk ki tovébi
jellemzé&re IPSAf.4 & IPS-Af.15 (iPSAf, azaz After excision = Kiv@g& utdi). A ké
szubklihbd a transzgén elt&otsd Southern blot analiissel (19C. &ra) & PCR
reakcikkal (ahol a primerek a lentivusvektorra voltak specifikusak,19B. &ra)
bizonybttuk. A 19A. &ra afeljebb ismertetett (3.2.2. & 3.3.1. bekezd@p programozo
vektort 8br 8§zolja kivs§aqRisa felhagzbdtPCR p@rerekett 8§ n i ¢

valamint a Southerhlot analiishez alkalmazott prdaelhelyezkedé&éis feltintettik .

A 4. b, 2 o
R us-¥ EFta OSKM IRES | EGFP R us
\ [ — -
Sphl ——— -
\\ i
~_ e .
— B
e - & >N
.Qf.' g

— -_—21.2

B -
0 g
g E E 5.1
w i v h [4) S
£ 2 2 2 8 3
—a3
85bp
—35
475bp
400bp '
vw *
686bp '
—20
137bp
19. dra

L-miPSC vonalak transzgé -mentessééek igazolésa PCR -el é Southern blot analiissel. A)
Az eg®r OSKM vektor semati kus 8br8zol 8sa kiv8§g8s el Rt
nyilak a, b, c, d jeldéssel) & a Southern blot -hoz alkalmazott prébha (vastag fekete vonal) vektoron
val6 elhelyezkedésének feltintetésével.  B) A transzgén -mentedett kinok (iPS -Af.4 and iPS-Af.15)
& a transzgént -tartalmazé kliin (iPS -Bef) PCR analiise az dra A-részében feltintetett primer
kombin&idkkal. A b-actin s zekvencia amplifik8ci-ja a genomi 8lis L

MEF é& az egé ESC ge nomidis DNS pedig negati kontrollként szolgdt. A ©&6cd6 ®s 6dé pr
kombin8ci - -kat wegyetlen PCR reakci-ban haszng8lituk aho
alap% m-AGz&rmni mer kombin8ci: - egy 686 bp a&gédl i kont e

k°vet Ren nem I|dédt pat mer Mk@® m& ibpalnplikont eredimynye & transzgén -
mentes & transzgént -tartalmazé klnokban egyarant. C) A transzgén-mentes & transzgént -
tartalmazo klthok Southern blot analiise , amelyhez kontrollként egé ESC-t haszndtunk. A
genomidis DNS -t Sphl-el emésztettik és a c-Myc kddolo szekvencigé haszndtuk préaként. A 2.6
kB s& (jeldés: *) az endogén c-Myc jelenléé detektdja az Gsszes vonalban. Tovébbi savok az iPS -
Bef vonal eseté lahatéak, amely a prdba c-Myc transzgénhez vald hibridiz&cigd mutatjia . A
transzgén -mentes klnok esetén az iPS -Bef-el ellentében tovébbi savok nem detektdhatéak,
igazolvady a transzgén kivigyésé.
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4.2.2. AzL -miPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga ki v8g8s el Rttt ®s ut
Az (raprogramozoétranszgé konstrukciokivigd ae | Rt t i L-®BSC vohafk i

mor fol -gi 8 ukban nagyon hasonlImESEkonahoz(20.ak az

dra ). AtipikusmeESGr e j el | e mz R rakkdésekivoltak Bz8itmegiuldraast t

in vitro fenntarthat@k voltakminimum 20 passzad&on kereszti

Megvizsgdtuk, hogy a transzgémentes kmi P SC vonal ak k ®pesek

pluripotencigukat a ttbbszdi genom manipul&ioellenée is. Az iPBef, & IPSAf.4, iPS

Af.15 transzgémentedett vonalak AP pozitiak voltak, emellett az ICGsté&eik

meger Rs2tett®kKk a Vvi zsgS§Ilist(OCi-4, NANOG,SSEAD)@20.a f e h G

dra).

Morfolégia ’ OCT-4 ‘ ‘ SSEA-1 ‘ ‘ NANOG
mESC
[.i
>
iPS-Bef £ :
R
o g
L/
iPS-Af.4 v %
iPS-AfA5 | : ' ‘
N A ﬂ
10x 20x 20x 20x 20x

N
©
&
=]
o

A kivggsgs el Rt t i-miP8& vonmatal§ nmorfoldgia, AP - & ICC-festései. A
fénymikroszkdoos felvéelek az iPSC vonalak morfoldgiga &  AP-festésé& mutatjgk . A fluoreszcens
mikroszkdpal készett képek a sejtvonalak ICC -festéseit mutatjdk a pluripotencia markerekre (kék:
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 é NANOG, zdd: ektopikus EGFP).

A vonalakbankimutattuk a fontosabb pluripotencia géelpresszigd is, amelyet
RT-PCRel vé@geztink (21. &ra). Az RT-PCR reakcikhoz olyan primereketikalmaztunk,
amelyek az endogén génekre voltak specifikusak pluripotencia markerek expressziga
tekintve az EmiPSG & mESG vonalak k&dt nem é&zleltink kiidhbséet, a Cre-kivagott

vonalak is stabilan expresszdt& az graktivaddott endogén pluipotencia géneket.
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Oct-4

Sox2

Kit4

c-Myc
Nanog

Rex1

Dax1

FoxD3

Fbxo15

Eras

GapDH

21. dra
A ki v8gsgs el Rt miPSC®wnalakt @dumipotencia génexpressziés mint&ata. A
pluripotencia gének (raaktivddasa igazolo RT -PCR reakcidk, amelyekben az alkalmazott primerek
az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak.

4.2.3. AzL-miPSC vonalakin vitro differenci&iga ki v8g8s el Rtt ®s ut §n

Az in vitro differenciZi®s ldéleteket szintdh a pluript ens 8l | apot el |
v@eztik el mindaz iPSBef mind pedig az iP&\f vonalakon. Akdcsak aznESCvonalak,a
vizsgdt L-miPSC vonalakiPSAf.4, IPSAf.15 & iPS-Bef) is kdbesek vdtak kompakt EB
formd&ra LIFFment es teny ®¢22 &M). m®di umban

ES iPS-Bef iPS-Af.4 iPS-Af.15

4x

22. &ra
Az L-miPSC vonalak invitrodi f f erenci 8ci - j a kiPFn§ngkBoszkdmal Rtaett ®s ut §n
felvéelek a HD mddszerrel aggregdtatott EB -k morfol@igad a differenc i& idmésodik napjén.
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4.2.3.1. AzL-m iPSC vonalakn vitro sponté/kardidis differenci&iga

A HD malszerrel formdt EB-ket egyesée| zselatinnal fedett felszirgettik ki. Az
MESC EBk a differenciaid7-8. napjaasponta kontrakcid mutatésejtcsomdatképeztek.
Az IPSAf.4 & iIPS-Af.15 vonalak ehhez kéest-2 namws ké&sést mutattak, nd aziPSBef
vonalbd ldrejat EB-k nem tapadta le, illetve a kevé&s szdnban letapadt ER, csak a
differenci&ié 16-17. napjan kezdtek elpulzdni. Igaz, hogy atranszgé elt&oté&dnak
eredményeként a kontrahdo sejtcsomdkszana nivekedett, deez mé mindig kevesebb vok

kontroll MESC vonalakd m egfigyeltekhez képes(8. tdbl&at ).

8. tdblazat
A kontrahd6sejtcsomd szdna a  differenci&i6 21. napjég

iPS-Af.4 iPS-AL15
Pulzald sejtcsomok 20022 9523 16724 13724
szama (91 %) (39,13 %) (66,67 %) (54,17%)

ICC-fest&sekkel igazoltuk, hogy alPSAf.4, iPSAf.15 & iIPS-Bef vonalakin vitro spontén
differenci@iésord kardidis szdv eteket formdtak,melyekDESMIN-re (miogé marker) & a
kardidis TROPONIN T-re (kardidis marker) pozitiak voltak (23. &ra ).

82



10.1475kESdHev2@15.033

DESMIN TROPONIN T

14. Nap 21.Nap 14. Nap 21. Nap

mESC

iPS-Bef

iPS-Af.4

iPS-Af.15

40x 40x

23. dra
A kivg8gs8s e | Rt-miPSC &enalak tirg wiiro spontén/kardidis differenci&cidja. A
fluoreszcens mikroszkd@opal készett képek a  differencidt sejtek ICC -festéseit mutatjgk kardidis
markerekre a differenci&ié 14. & 21. napjan (k&: DAPI, piros: DESMIN, TRO PONIN T, zdd:
ektopikus EGFP).

4.2.3.2. AzZL-miPSC vonalakin vitro neurdis differenci&iga

Az @sszes vizsgdt vonal szszpenzidban kées volt EEK formdsda , & az
eredméyek azt mutatt&, hogy a ké transzgénentes vonal kées volt neurdis irdnyba
differenciddni . Azonban az iPSB e f v 0 n aTuBELN fbelsltiRd ®sn volt
kimutathatéa differenci@€ié14. napjd. At r anszg®n el t 8vol 2t 8s 8t Kk©°\
voltak ektodermds irdnyba differencid@ni, & ab |-TUBULIN fehéje detektdhatdravit
a differencid@ott sejtekben. ICC-fest&ssel a kd Kkiv@gott szubkldh neurdis
differencizigdban nem &zleltink | el ent Rs k¢ | TTuBWUkI®Dgempediga em a
NESTINf est Rd ®s24.&met ®ben (
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NESTIN BII-TUBULIN

10. Nap 12. Nap 14. Nap 10. Nap 12. Nap 14. Nap

mESC

iPS-Bef

iPS-Af.4

iPS-Af.15

40x 40x

24. ®ra
A kivg8g8s el ReniASC ®salaki in &itro nelrdis differenci&idja. A fluoreszcens
mikroszkdpal készett képek a differencidt sejtek ICC  -festéseit mutatjdk neurdis markerekre a
di fferenci 8ci - 10. 12. ®s 14. -nUBPLINGazid: ékio@kkis EGEPAPI , pi r o

A NESTIN mennyis@éek FACSal valo meghatdoz&a azt mutatta, hoggz iPS
Af.15 neurdis iranyla differenci@iga haté&onyabb volf mint az iPSAf.4 vonak (25. dra ).
Ahogy az vahaté volt, minden vonlaesetden a NESTINexpresszida differenciaié 10.
napja volt a legmagasablsdokozatosan csikkent a 14. napig. A b@pon az iPBef vonal
csak 1074 ,3%, ng az iIPSAf.15 transzgé-mentes vonal 234 ,8% NESTIN expresszid
mutatott Hab8r ez az ®rt®k m®gvoltnmintcazngESCj verlale nt RS €
esetden kapott ét&kek (57,1£1,7%). Az iPSAf.4 vonal pedigcsak 1304 ,4% NESTIN
poziti sejtet tartalmaott. Az mikroszk@os felvéelek & a FACS eredméyek kédti
k¢l °nbs®gek oka, hogy m2g a mikroszk:-pos f el
ad inform&id & nem kvantitaw, addig a FACS az egéz popul@ZiO NESTIN expresszics

szintjé reprezendja.
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w
o
)

mESC
miPS-Bef
niPS-Af.4
miPS-Af.15

Nestin+ (%)
o B (<)) (=1} - |
S o ©&6 © o
1 1 1 1 1

]
o
1

=
o

S ITT

10. Nap 12. Nap 14. Nap

o
I

25. &ra
A kiv8g8s el RmiPBEC v®malakuit gitmoi neurdis differenciacigja FACS analdissel

méve. A NESTIN expressziés szinteket FACS analfissel métik a neurdis differenciacio 10. 12. é
14. napjan.

4.2.4. Kiméa képzés & cgfavonal transzmisszio

A fenti ldéleteink eredményei azt mutatt&, hogy aranszgé jelenlée az iPS&kben
negati hat&sal van a differenci@ié képess@re. Ezé&tazin vivo differenciaiés kédpesséet,
azaz a ki m®ra 8l 1| at zkiSspi® potbidt csak@sanszgd&rhentasv o n a |
vonalak esetden vizsgdtuk. Az iP&f.4 & az IPSAf.15 vonal iskées volt kimé&at
formdni, mel yeknek er Bzs ®ge na ek Rz eapdatbkesRz) Rerelstz,2 na m
indikdt . Az dve szletett kimék ardnya az iIPSAf.4 esetden 39% (9/23, mj az iPS-
Af.15 esetdben 361% (8/22)volt. A kimé&akat ICR egeaekkel paoztattuk, amely sora
mindké transzgérmentesiPSC vonal csiavonal kompatibilitét mutatott, amirea szietett
utaok kdt taldh at - f e k e tegerelsitaltgk(26. dan T

iPS-Af.4 iPS-Af.15

26. dra
A transzgén -mentes L-miPSC vonalak kiméa kézée é& csiavonal transzmisszigja. Mindkét
transzgén -mentes vonal (iPS-Af.4 & iPS-Af . 15) k®pes volt k°zepest RI er R
amelyek cs2ravonal kompetenatidék). mut attak (fekete szRr
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4.3 Az miPSC vonalak lérehoz&a fehéje bevitellel

4.3.1 A P-miPSCvonal pluripotencia karakterizaiga

Egy stabilP-miPSCvonalat sikeriit alaganunk, ambyet piPSH1-nek neveztink el.
A piPSH1 vonal a normd mESCkhez hasonlé morfol@id & ndvekedéi potencidt
mutatott amelyet &7. dbra szemldtet.

A 1é& rehozott piPSH1 vonal stabilitda me g f evblte(ldBR mint 20 passzd&on
keresztll megtartotta differencidatlan dlapotd) & alkalmas volt a pluripotencia
karakeriz&ics tesztek elv@gz&ée.

A pluripotenci a atpi®@¥Hllvdinalon AR & I€EQ-Bst&EkBtsv@azténk,
amelyekkel igaaltuk a sejtek AP-pozitivitdd & az OCT-4, NANOG, & SSEA1l
pluripotencia markerek jelenléd27. dra) .

Morfologia | oA | | oct4 | | sseat1 | | NANOG

f s (5]

piPS-H1 #

10x 10x & 20x 20x 20x

27. dra
A piPS-H1 vonal morfolégiga, AP - é ICC -festései. A fénymikroszk@os felvéelek az iPSC vonal
morfoldgi§& & AP -festésé mutatja. A fluoreszcens mikroszk@pal készett képek a sejtvonal ICC
festéseit mutatjdk a pluripotencia markerekre (kék: DAPI, piros: SSEA -1, zdd: OCT -4, NANOG).

Az RT-PCR reakcikkal igazoltuk a fontosablendogé pluripotencia géek
graaktivd@&d , melyek expressziga a kontroll mESC vonalhoz hasonl@n aPgH1
vonalban is detektdhaté@k voltak28. dra) .
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piPS-H1
ESC
MEF
H,0

Oct-4
Sox2
Kif4
Nanog
Rex1
Dax1
FoxD3

Fbxo15

Eras

GapDH

28. dra
A P-miPSC vonal pluripotencia génexpressziés mintéata. A pluripotencia gének (raaktivdadésé
igazolo RT -PCR reakci&k, amelyekben az alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre
voltak specifikusak.

4.3.2 A P-miPSC vonalin vitro sponta/kardidis differenciaiga

Az in vitro differencizi& lSéleteket szintén a pluripotens dlapote | | esek®pea
v@eztik el az piPSH1 vonalon. AzmESC vonalakhoz hasonl@n a vizsggiPS-H1
sejivonal a HD mddszer alkalmaz&&alkées volt kompakt EBket formdni LIF-mentes
teny®szt R(2m®rd)i. u mb an

piPS-H1

2. Nap

10x

29. dra
Az P-miPSC vonal in vitro differenci&igja. Fénymikroszkdpal készktt felvé&elek a HD mddszerrel
aggregdtatott EB -k morfoldgigad a differenci &i dmésodik napjan.
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4.3.21. ApiPSH1 vonalin vitro sponté/kardidis differenci&iga

A differenciaié 6. napja a felletre egyeséel kitett EBk kontrahdni kezdtek
(22/24), & a 7. napra mind a 24 darab kitett lgBitrakcid mutatott csakigy, mint a kontroll
MESC vonal. A sejtekettovdbb tenyé&ztetttk & a 14. valamint 21.napon ICC-festésel
el | e n Rkaididig TROPONN T & DESMIN marker jelenléé. Mind a piPS-H1 mind
pedig akontrollmE S C v o npazitivitét mRatott a vizsgdt markerekr€0. dora ).

DESMIN TROPONIN T

14. Nap 21. Nap 14. Nap 21. Nap

mESC

piPS-H1

40x 40x

30. &ra
A P-miPSC vonal in vitro sponté/kardidis differenciacigja. A fluoreszcens mikroszkpal
készett képek a differencidt sejtek ICC -festéseit mutatjdk kardidis markerekre a differenci&io 14. é&
21. napjan (kék: DAPI, zdd: DESMIN, TROPONIN T).

4.3.2.2. ApiPSH1 vonalin vitro neurdis differenci&iga

A piPSH1 vonal szuszpenzidban kées volt EBR formd&aa, & neurd s irdayu
differenci@ida in vitro, csaklgy, mint a kontrol mMESCA sej t ek pozit2zv fest
vizsgdt NESTIN & b |I-TUBULIN neurdis markerekre(31 dra). A FACSal mét
NESTIN expresszi@a piPSH1 vonal eseté, hogy & vahatovolt a differenci&id10. napja
volt a legmagasabf@9,5%)é fokozatosan csikkent a 14. nap(d,24%)
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NESTIN BIII-TUBULIN

10. Nap 12. Nap 14. Nap

10. Nap

31. &ra

A P-miPSC vonal in vitro neurdis differenci&igja. A fluoreszcens mikroszkpal ké&szett képek a
differencidt sejtek ICC -festéseit mutatj& neurdis markerekre a differenciacié 10. 12. & 14. napjan
(k®k: DAPI-TUBPLIN; zdics NESTIN)L |

12. Nap 14. Nap

nestin

piPS-H1

mESC

40x

4.3.3 A P-miPSC vonal kméa képzé& i kdpess@e
Az piPS-H1 vonalin vivo differenci&is kéesséé is vizsgdtuk kiméa tesztekben,
ahol a p89 IPC sejteketF1 hibrid hdyagcsia dlapotd embrikba mikroinjektdtuk . Az
egerek, amelyele z e kK b R | az embri - kb-| sz¢eglettek kel ©
(32. dra) , amelyets z R riksizdkdh Az dve szietett kimé& aranya 34% (11/32) volt.
Azonban &imé& tovdbi tesztek sordinem mutattalcgiavonal kompetencia

piPS-H1

32. dra
A P-miPSC vonal kimé&a képzése. A vizsgdt piPS-H1 sejtvonal képes volt kimgxk formddsaa,
amelyekk ¢ ©°nb°zR m®rt® KT ki m®ri zmust mutattak.
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4.4 Transzgér-mentes t hrePtSQRvonalak lérehoz&a lentivius transzdukcidval

4.4.1 Hum8n vmBazdPBMC-kgjm programozasa lentiviussal

A hum& PBMC-k (raprogramoz&&oz a C. Baum & munkatdsaitd kapott
policisztronos vektort haszndtuk9. dra). Az ©° t donor t(B#1-5 Breldod v ®r b |
izoldt PBMC-k szuszpezidan tartott sejtmorfol@igat a transzdukcié napja egy

reprezentati dra mutatjabe (33. dra) .

33. &ra
Az izoldt PBMC -k szuszpenzidban tartott sejtmorfolégiga a transzdukcié napjan

1518 nappal at r ans z d u kenia-negjelert huredt BESC (hESC)s z er T
koldhikat egyenkit felszedtik. A felszedéstme g e énRzdieken vivo festettik a TRA
160 markerre. A kol - ni 8§ kfestada34d. dila regrez8ntdg.t ®s az

Morfoldgia TRA-1-60

B#1

B#2

4x

34. dra
Az L-hi PSC kol -ni 8k felszed®s el Rfedtése. mbal dldali pagel &j a ®s
fénymikroszk@pal készett képeket mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszk@ dtal
készbtt képeket mutatja, amelyen a TRA -1-60 in vivo ICC-festése lahatd (zdd: TRA -1-60).
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Az izoldt kolik at felsapotdttuk & azokbd, amelyek kfpesek voltak megtartani
ESGszer T morfol -gi 8jukat s ticdoborbdlérejtotrE&@GsazkeartT h o z
kolik -, a felszedett kolti& & az azokbd ldrejdt stabil vonalak-szana a 9. tdl&at

mutatja

9. tdhl&at
APBMC-b Rétrejdt ESC -s z er T  k-,alfelszedet§ Koltnigk - és az azokbd lérejit stabil vonalak -
szama

Vérdonor Megjelent koloniak Felszedett kolaniak Alapitott stabil
szama szama vonalakszama

B#2 ~80 7 6

B=3 ~40 7 7

B#4 ~30 6 5

B#5 1 1 1

4.4.2 Az L-hiPSC vonalak pluripotencia karakterizaiga

A stabil vonalak pluripotenciga NANOG & E-CADHERIN ICC-, valamint AP-
fest&ssele | | e n ,Rahol az tsgzks-hi PSC v onal pozi tAzviddnest Rd®s
egy-egy reprezentati vonald az35. &ra szemldteti, amelyena morfoldia, AP- & ICC-
festések ldhatéak. A stabil L-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartani NESGs z er T
morfold@ijukat mind tdplddsejtréeg -mentesmind pedigidldd sejtréegf ¢ gtgnRsztdsi
kGUmények kdt , amiben felszapotbttuk & hosszUtal taold cdidd lefagyasztottuk
azokatd e het R Ipassg&sbafdB-pH i

91



10.1475kESdHev2@15.033

Morfoldgia AP NANOG E-CADHERIN

. "%
Py

B-hiPSC#1_1

B-hiPSC#2_1

B-hiPSC#3_3

y
O
o'

20x

Az L-hiPSC vonalak morfolégiga, AP - & ICC -festései. A fénymikroszk@os felvéelek az iPSC
vonalak morfol@gida é& AP -festés& mutatja. A fluoreszcens mikroszk@pal készett képek a
sejtvonalak ICC-festéseit mutatjdk a pluripotencia markerekre (ké: DAPI, zdd: NANOG, E-
CADHERIN).

B-hiPSC#4_5 |

B-hiPSC#5_1

40x

35. dra
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4.4.3. Az L-hiPSC vonalak spontan differencigiga

Az 5 donorbd alapbtt L-hiPSC vonalakbd morfol@iai kritéiumok alapja egyet
egyet kivdasztottunk (B-hiPSC#1_1, BEhiPSC#2_ 1, BhiPSC#3 3, EhiPSC#4 5, B
hiPSC#5_1)& teszteltik in vitro spont& differenciiés kéessgiket. Mind az d vonal
kdpes volt EBket formdni szuszpenzidban A differenci@ié 5. napjdd az EBKket
zsel atinozott f e dtovdleéna X4 enapont aesejtgk@tsfizdtukeA tfixalg k
sejteke a h8rom cs2rar ®tegre : phleTUBWLINZ RESTHar ker el
GATA4, BRACHYURY. Mind az d vonala vizsgt mar ker ekre pozit2v fe:
igazolva dy a vonalak in vitro spontan differenciZic képess@é a haom csiaréeg
irdnyda. A spontd differenci€io 14. napilCC-festsd a hdom csiraréeg markereirea 36.

dra szemldteti.

BIII-TUBULIN NESTIN BRACHYURY

B-hiPSC#1_1

B-hiPSC#2_1

B-hiPSC#3_3

B-hiPSC#4_5

B-hiPSC#5_1

40x 40x
Ektoderma Endoderma Mezoderma

36. dbra
A B-hiPSC vonalak in vitro spontén differenci&igja. A fluoreszcens mikroszkdpal készett képek
a differencidt sejtek ICC -festéseit mutatjk a h&om cglaréegre -specifikus markerekre, a
differenci&i614. napj §n ( k ®k : -TUBWBLIN, NESPIN, BATAZ BRACHYURY).
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4.4.4. A& L-hiPSC vonalak transzgén mentedise

A 4.2-es bekezd&ben ismertetett transzggentesL-miPSC lérehoz&aad szerzett
tapasztalatokahaszndtuk fel transzgémentesL-hiPSC vonad k el R8I |1 2t §s8hoz.
gr aprogramozdOKSM vektor hasonlé ma@onaz mOSKM vektorhozelt&othato volt a
genombd az Flp/FRT-rendszer segs@é&el. Az Flp-vektor puromgint is tartalmazott az
egéné alk almazott Crerekombin&t expresszdd plazmiddal ellentédben Emellett egy
tovdobfejlesztett kidh szelekcié rendszert is @kl ma zt un k , | e szl ® t ®v e
i ntegr8ci-ra val- ell enRrz®s®t .

A transzgé@-mentedist Dr. Cheryl Dambrotk o | | ® g a MHéllamdia |Leidén
University Medical Centgrv ® ge zt em az B-hiRSE voaalakoh. EZk d HPSO t t
vonalak hunén fibroblasztbd keritek gra programoz&ra ugyanazal a malszerrel, amelyet
a3.50sbe k e z d ®s b eismertetteRAzRlble munka Cheryl Dambro2013 doktori
étekezésdek anyaga, emellett arredményelet 2014ben ki&é publika&idban kédtik
(Dambrot et al.2014). Ebben a munkdan a transzgé elt&olsd, & annak ebn Rr z ®s ®t
hajtottam végre amelyet az aldbiakban ismertetek. Fejtvonalak tovdbi karakteriz&igd
az LUMC munkacsoportja vé@ezteezét azok az eredméyekebbena dolgozaban nem
keriinek ré&szletezére

Hé L-hiPSCvonalbd (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#3, hiPS#4, hiDSHiIPS#12, hiPS#13)

Iddelttk meg a transzgé elt&otsd , a Flprekombina alkalmaz&&al. A hé vonal
esetdenapuromcin szelekcidt Yl k@ldikat e | | e n Bnax 60 kokhia/vonal) & csak

azokat tenyéztettik tovdb, amelyben sikeriltigazolni a kiva&t (max. 6 koldia/vonal).

A kivgdt el Rs z Brprimeralal malszerreb e | | e n .RA Kkidak ¢tlanszgér
mentes@ét az grapr ogr amo z - vektorra specifikAs PCR
37A. dra a feljebb ismertetett (3.5.2. 8.5.4. bekezdé&) graprogramozovektort dr&olja

ki vgg8s el Rttt ®s wut8n, amin aisfelithlethtkaA3I’TB. 81 t PC
draakivgst el | e ARr pRail m@ris m- ds z PCRrreakcik eredinghyeie t t
mutatjg amelyet a hiP$#3 vonalbd szamazo6 random mdlon kivdasztott kldhokon

v@eztink el. Ldhatq hogy a 10k | - n b - ltrangzgéwmantesnek (hiPS#B, hiPS#32,

hiPS#33, hiPS#34, hiPS#37, hiPS#38). Ezt a hat kit tovdbtenyéztettik & transzgén

mentes stduszukatto§ bbi PCR r eakci - kk al37Cehr&Rmutat et t ¢ k mi
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A s s e ——

Au3 R |Us FHsFrv | hoksm HRES [qTomato —— AU3 R |US

R (U5

Lizis puffer

100bp ladder
100bp ladder

e 9
€€ 5
N o g~ o 228
SD D DD D = =
3OO ¥R RS S
DD DODOD D TR
o000 oo N
Efccececoa -
o I -— 292 bp
b'— — 443bp
8‘——-—-—-—- E: ’290bp
‘ 171 bp
37. &ra

Az L-hiPSC vonalak transzgé -mentess&qének igazoldssa PCR -el. A) A humé OKSM vektor

semati kus 8br 8zol 8§sa kiv8§g8s el Rttt ®s ut8&n a PCR pr
jeldéssel) vektoron vald elhelyezkedésének feltintetésével. B) A hiPS#3 kihok Flp -rekombiné
expresszi-j 8t k°vet R r andomentesedjérek igadotsgat PCR lanalfissék. t r ans z
A 086cd ®s 06do6 pr i reden PORoaakrithan§8haszndtilka ahol & gwerz primer ugyanaz

volt (08 pp¥amerAdecé&rpd)i mer k o mbpiampikont eredraaygz, anglPa

vektor ki vg8g8s§t k°vetaRet@donemrilngetrh a k o sbp iddidtont - egy
eredményez a transzgén -mentes & transzgént -tartalmazo klinokban egyarant. Ezek alapjan a t#

vizsgdt kltnbd hat l&szott transzgén -mentesnek. C) A hat kln (hiPS#3-1, hiPS#3-2, hiPS#3-3,

hiPS#3-4, hiPS#3-7, hiPS#3-8) transzgén-mentes stausz& tovébbi PCR reakcidkkal is

meger Rs2tett¢k az 6ad ®s 6bd primer kombin8ci- - kkal
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A tovdbi hat vonal esetdels a hiPS#3/onabn benutatott séma alapja jatunk el.
A hé vonalbd hatban (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#hiPS#9 hiPS#12, hiPS#13)ikerilt
transzgémentes vonalakat lérehozniA kiv@gd hatkonys@gya 2098% kddt vdtozott

(transzgémentes kidhok szama/izsgdt kihok szana), amelyeta 10. tdhl&at mutat be.

10. tébl&at
A transzgén kivigdsanak hatékonysgga az L -hiPSC vonalakban

L-hiPSC neve Hatékonysag (%)

hiPS#1 98
hiP5=2 24
hiP5#3 60
hiPS#4 20
hiP 59 0
hiPS#12 43
hiP5#13 40
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4.5 Transzgé-me n t e s HPSOwnalRk ldrehozéa SB-transzpozonnal

4.5.1. HFF(r aprogramozd&a SB-transzpozonnal

A humd magzatbd szamazofibroblasztota m&odik passz&sha a transzpozon
transzpoz& vektor paossalranszfektdtuk A HFF graprogramoz&&ozaz dtalunk kdzdt
(Muenthaisong et aR012) SleepingBeautytrarszpozon alapuvektort haszndku(pT2BH-

OSKM- IRES/eGFR12. dra).

14 nappal a transzfekci -t k°vet Re-h sejt
expresszdtak.Kaibelll ngy hé elteltéel a megjelent HhESGs z er T  kgydnkéh i § t
izoldtuk & tenyésztettink tovdob in vitro. Az izol&iot megel RzR kol &ni a mo

azok G@iestdsé & TRE1-81 pluripotencia markerre38. dra reprezentdja.

Morfoldgia TRA-1-81

SB-hiPSC

4x 4x

38. dra
Az SB-hi PSC kol -ni 8k felszed®s el Réstsde. Anmalroldalilpanglia8j a ®s
fénymikroszkdppal készett képe t mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkdp pal készett
ké et mutatja, amelyen a TRA-1-81 in vivo ICC-festése lahatd (piros: TRA -1-81).

4.5.2. Az SBhiPSC vonalak pluripotencia karakteriz&iga

A stabil vonalak pluriptencigd NANOG, OCT-4, & TRA-1-81 markerekre val6
ICC-fest&sekkel e | | e n Rvtind a tnggykSB-hiPSC (SB1,SB2, SB4, SB5) a vizsgdt
mar ker ekr e pozi tEBEgyrepfeeesi Rrl@orfol@iddt IQQ ddstéseit
a 39. dra szemldteti. A stabil SB-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartalESGs z e r T
morfol@ijukat tpldo sejtrée g-mentes &tPpldd sejtréegf ¢ gtgnéztsi kimayek
kizdt egyaradnt, amben felszapotbttuk &hosszut&u tdol&d cdidd lefagyasztottuk azokat

alehets@edegkordbi passz&sbarip5).

97



10.1475kESdHev2@15.033

SB-hiPSC

Morfoldgia

OCT-4

NANOG

TRA-1-81

20x

39. dra

20x

20x

Az SB-hiPSC vonalak morfolégida, é ICC -festései. A fénymikroszkdoos felvéelek az iP SC
vonalak morfolggig& mutatj&k . A fluoreszcens mikroszkdpal készkett képek a sejtvonalak ICC -
festéseit mutatj& a pluripotencia markerekre (ké: DAPI, piros: OCT -4, NANOG, TRA-1-81).

4.5.3. Az SBhiPSC vonalak sponté differenci&iga

Az SB-hiPSC vonalakain vitro differenci@iés kéessdikre is teszteltik. Ennek

édekden a sejteket szuszpenzié kaiméyek kézdt tenyéztettik, ahol azok képesek

voltak EB-ket képezni. Az EB-ket disszocidtuk, majd a differenci&id 4. napja vizsgdtuk,

ahol mind a n@yvonal expresszdtaa 3

cs2rar ®t egrté bJTé@HULI, mz R

NESTIN, AFP, VIMENTIN). Az SBiPSC vonalakdifferenci&i markerekre specifikus
ICC-festé&eit egyreprezentativonal (SB) szemldteti a40. dbréan .

SB-hiPSC

BII-TUBULIN

NESTIN

AFP

40x

VIMENTIN

40x

Ektoderma

40. &ra

20x

Endoderma

40x
Mezoderma

Az SB-hiPSC vonalak in vitro spontan differenci&igja. A fluoreszcens mikroszké@pal kézett
kéek a differencidt sejtek ICC -festéseit mutatjfkk a h&om csraréegre specifikus markerekkel a

di fferenci 8ci -

4.5.4. Az SBhiPSC vonalak transzgé mentedise

14 . na-pyBBLIN, NESEN, AFPDMMENTIN).pi ros: b1 | |

Sauthern lot analiis segb@é&el meghataoztuk az egyes vonalak genomjda

integraddlott transzpozon vektorok szand. ASouthern ot analiis alapja mindenvonal 23

integr&id mutatott, amelyet a4l. &ra szemldtet Mivel a ngy vonalban az integraidk

szana nagyjdd azonos volt,dy morfol@ia & nivekedéi potencid alapja az SB2 & SB5

vonalakatvdasztottuk ki azok transzgé@mentedise cdjdd.
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SB1 SB2 SB4 SB5

N
(kB) &

12.0 —
10.0 —

8.0 —

41. &ra
A transzpozon integréciok szama Southern Blot analdissel az SB -hiPSC klénokban. Az SB1,
SB2, SB4 é SB5 kltnhokbd sza&mazégenomidis DNS -t Sacl-el é& Pstl enzimekkel emésztettik é az
EGFP szekvencié haszndtuk prdhaként. Angy vonal 2-3 integréacid mutatott.

A transzpomnok kiv@y@dgraintegrd@o ( Aj u mp i n Y tulsgdbnsagackordbi
publik&idkbd ismert volt szdnunkra (Wang et al. 2008; Let al. 2013, dy az integraidk
helyé Splinkerette PCR segb@é&el prddtuk meghatdozni, hogy azok k © vet het Re k
legyenekesetlegesjraintegra@d&uk esetédn . A Splinkerette PCR sedgb@éela ké vizsgdt
vonalbanlév R nt egr 8ci - s edyegy integkkiskhklyetsileerditkazonoganunk
Az SB2 vonal esetdemzt az integr&i® helyet az les kromoszdna azaodbttuk, ahol a
transzgé aREREintron szakasz@&@apit be . Az SB5esetdenatranszgéinverz formdana
8.-as kromoszdna taldhaté Syndecan 2 gé $DC2 3 Nj rgidddaRintegrdd dott Az
inszercik lok&igdnak sematikus &rga t & az ez alapjd tervezett Ikusz specifikus
primereket a#2A. &ra mutatja beA Splinkerette PCRel megtaldt SBinszercik lok&iga
az SB2 & SB5 vonalakbalikusz specifikus PCRe k k e | er Rs2tet #2Bk meg,
dra szeml ®l t et . SB2 eset®ben a transRHEHRBPNn i nt
I&kuszban, ami az SB5 vonalnd nem volt detektdhaté Mj az SB5 vonal esetden a
transzpozon integr&id azSDC2l - kuszban sikerg¢lt megenéd Rs2ten
nem \olt l&hatd

99



10.1475kESdHev2@15.033

SB2 - RERE lokusz

ex 4 ex5
B
S5B2 SB5 SB2 SB5
%& %QB %Qn} %Qb‘ ‘if? o %Q% o
> Q& O AN
Q <Q QR Q Q R
— 1500 bp 1550 bp
-—
.| 650 bp 650 bp
RERE sDC2
42. dbra

Az SB2 & SB5 vonalak ban a transzpozon integr&iok helyének sematikus ér&olésa é&
l6kusz-specifikus PCR reakcidi. A) A k& vonalban egy-egy SB-integr&ci@ Splinkerette PCR -el

sikerllt meghataoznunk, melyeknek genomidis elhelyezkedés& sematikusan éorézoltunk .

Feltintetttk a PCR reakci&khoz alkalmazott I&usz -specifikus PCR primer kombin&idat is (fekete

nyilak p1-p6 jeldéssel). Az SB5 vonal esetén az SDC2 Ikuszban atranszpozon ( k®t fej T nyil a
forméban integrddott. Az exonok kdol6 szekvenciat sdé&zdddel, mj az a minosavvaa nem o

(untranslated) exon régidkat viligoszdddel jeldtink.  B) A I&kusz specifikus PCR -ekkel a Splinkerette

PCR-el meghataozott inszer ci - k genomi 81 i s el hel yAkzztkaesdp@Gren® t er Rs
integr&i@ SB2 -benaz RERE| - kuszban erRs2tett¢gk meg, ami az SB5 v
Mj az SB5 vonal esetében a transzpozon integr&iGd az  SDC21 - kuszban si kerng,l t me g e
ami pedig az SB2-nd nem volt I1&hatéa PCR -ek alapjén.

Az SB5 & SB2es vonalak egegy irszercis helyéek ismeretden megldéeltik
azok transzgémentedisd. Az SB2-t & SB5t a pEFBOSSB100XIRESpuro
transzpoz&al transzfektdtuk, majd egy nappala t r ans z f erkd8 od & tarté®° vet R
puromgin szelekcid v@eztink a sejtekenAt Y4l ® 1 R kol - ni BPGRoeakcival ki v 8§ (
el l enRrizt ¢k, kavagy lkusa spegfikusak evagy transagd specifikusak
voltak Mindké vonal esetden 6060 koldid e | | e n R azonbanngem tildtunk olyat,
amel ybRI a tr ans z gARmak teszteldée hogyh tibbsedl ttargszfekdioz t a n i
naveli-e a ki vg§g§8s, nh@y eggszetesei drangz@ktdtSB5 kidt (ra -
transzfektdtunk a pEFBOSSB10GIRESpurovektorral szelekcid vgeztink & nagyszanu
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t val ® 1 R kol - ni 8§t tevdbracsamRaldturk trapszdémentez vonalbkatz
SB5.3 kdszereen transzfektdt kit ismé transzfektdt uk az eddjiekkel azonos malon
Néay szelektdt hdaomszorosan(SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3tfnszfektdt kidon
Souhern bot analiist v@geztink & azt taldtuk, hogy e kldn ok esetden azSDC2I&kuszban
azonodbtt transzgét mé mindig jelen volt azamban a transzpozon a m&odik genomi
Ikuszbd kivgdott & egy m&ik genomr@ida (ra integradaott (43. dra).

> o

N a0
& 4";590‘;5 & &

(xB)

43. dra

Southern blot analiis az SB5 klénban h&omszoros t r anszf ekt 8§81 8g EB5 kih k&t Re n .

inszercid tartalmaz) é& annak a pEFBOS-SB100X-IRESpuro transzpozé zal ttbbszddsen (ra-
transzfektdt kltnjai (SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3.4), ahol a genomidis DNS -t Sacl-el
emésztetttk 6 a c-Myc kdold szekvencig& haszndtuk prdbaként. A ~1.5 kB s& (jeldés:# ) az
endogén C-MYC jelenléé detektdja az Gsszes vonalban. A *-al jeldt s&ok az SDC2 lI&uszba
integrdddott transzpozonnak felelnek meg, amelyet egyik kin esetéen sem sikerldt mobilizdni. A
harmadik s& a mésodik genomidis régicba integrdddott transzpozont mutatja, amely az egyes (jra -
transzfektdt kiinok esetében méetéoen elt&d egymaéstd, valamint az eredeti SB5 klinban detektét

s& méetével sem egyezik meg. Ez a jelensdg indikdja, hogy a méodik genomidis  I&kuszban [&ott
transzpozonkiv§ g - dott az eredet i i n-integdd@tegy msik geadmyr@ithbR| ®s
a transzpozé& ttbbszéri (ra-transzfektdssanak kovetkeztében.
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7

Tovdbi h&omszorosan (ratranszfektdt SB5 kldt teszteltink Ikusz- &
transzpozorspecifikus PCRekkel (44B. dra). Egy klth eseté ldhat§ hogy az SDC2

I&kuszban a transzgérma nincs jelen (pip6), azonban a transzpozon specifikusnyer

paokkal igazoltuk (p7#p8), hogy az tovdbra i genombarvan felt®tel ezhet Rn

poziidban . A 44A. &dra ama ismertetett (3.6.2. & 3.6.3. bekezd&) graprogramozoévektort
oraolja a SDC2l&kuszba integrddva, amin az alkalmazott PCR primerek & a Southern

blot-hoz haszndt prdya elhelyezkedéé is feltintettik.

A
Sacl
2 o P e | — i .
Syndecan I6kus Syndecan Iékusz,
»y— d493 ‘ﬁﬂ NMSO bL43

P&y Pl...

S$B5.3 (ujra-transzpozalt) kionok

PISPS (D W S - 1550 bp

P53 p6 S e -- 345 bp

PT&ps MR e e e e | 22000

44, dra

PCR kombin8ci-k a transzpozon kAzSB-9SKM§yekmrksematlkise n Rr z ®s

dréaolssaaz SDC2| - kuszba val - integr8ci - -j 8t Jspeadfikus (Rekete a z

nyilak p1, p2, p5, p6 jeldéssel ) & transzpozon -specifikus (szaggatott nyilak p7, p8 jeldéssel) PCR
primer kombin&idk é a Southern blot -hoz alkalmazott prédbé& (vastag fek ete vonal) vektoron valé
elhelyezkedése. B) Tovébbi (ra -transzpozdt kinhok I&kusz - és transzpozon -specifikus PCR reakcid,
ahol 1&hatg hogy egy klén esetében az SDC2 I&kuszbd a transzgén kimozdult (pl-p6, 1550 bp).
Ugyanabban a PCR reakcithan detektd tuk a vadipusi SDC2 alld é a transzp ozon-kivagott I&kuszt

(p5-p6, 345 bp) , amel | yel a genomi 8l i s DMRSnbgnaltransdp@dn® t
specifikus primer p&okkal (p7-p8, 220 bp) kimutattuk, hogy a transzpozon a genomban tovéobra is
jelenvan, felt®telezhetRn egy m8si k pozz2ci-ban.

Azt a haomszorosan (raranszpozdt klnt, ahol aPCR alapja atranszpozon az
SDC2I&uszbd kimozdult, az SDC2I&kuszban az inszercidkdnydén megszekvendtuk A
szekvens8l 8si e r e dan@ntrnszpozon &igaesd aR SCCRId&UszbAR R
szekvend&sal az SRranszpozon dal hdrahagyott specifikus szekvenciddqotprint:
TACAGTA, Luo etal. 1998) is sikerilt kimutatnunk45b. &ra ). Az SB2 vonal esetden a

transzgé kiv@gyda/kimozdésa az ismertREREI&kuszbd sikertelen volt.
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SDC2* ATCACATATACAC==mmm=m=m TAAATTACCATTATC
SDC258-0KSM prCACATATACAC

- Vadtipus allél

- SB-OSKM a masik allélon

SDC2* A TACAC ,: AAA g CCA A 7 -Vadtipus allél kivagas utan valtozatlan
SDC2s® ATACAC|TAC ( \|A - Integralt allélban kivagas utan az SB tipikus “footprint-je”
A {I'\ ﬁ| :
N .
l NN [
. ;l N (| \ [N .
A | | |
A I ' a { 1A
" T
) l /\ [\
. J\ v IvA | | '3
45. dra
Az SDC integr&ios helyének szekvenddsi eredményei a transzpozon kivigésa utan. A felsR k®t

szekvencia a vad pusi  SDC2 Ikusz eredeti genomidis szekvencigd mutatja ( SDC2") és a I&kuszt ,
amely a transzspozont tartalmazza (kéoldalinjja megkett RzRd°tt TA szekvenci 8§k
helyen (SDC2 BOSKMy " A ké& als6 szekvencia a I&kuszt rézolja a transzpozon kivigésa  utén. Az
SDC2" alld nem vdtozik, mj az SB -kivagott alld ( SDC2°®) m& nem tartalmazza a transzpozon
szekvenci 8t , csak a hg§trahagyott Ay alestofgregram tao szekyv
transzpozon kiv8§g8s8t er Rs?2t i ekvencinjelersdéd:afAGA6TAN mar ad- Af o

103



10.1475kESdHev2@15.033

104



EREDMENYEK MEGBESPREAS1ISAHEA2015.033

5. EREDMENYEK MEGBESH ESE ES JAVASLATOK

5.1. K¢l°onb°zR genetikai h8tterT mi PSC vc

transzdukcidval

Egé iPSC vonalak alap&doz egydtalunk tervezett policisztronos mOSKM vektort
haszn8l tunk. E rendszer haszn8l at §vaRl hS§8r o
nagyszamg stabil iPSC vonalat hoztunk lére. A vonalak mindegyike a vellkk azonos
genet i k aimESG §norfoldigdT mutatta, valamint expresszdtk a fontosabb
pluripotencia markereket, amelyeket ARCC- fest&ekkel & RT-PCRel is igazoltunk.

Kordbi publik&ik azt mutatt&, hogy az mESC alap#s dtaldban a 129/SV vagy a
C57BL/ 6 bel t eny ®kgetedndyeseltb, mjzeg\ebk delRhysztattem
bet eny®s ztett t°rzsekbRI a sejtvonal al ap2t§
Kawase et al. 1994)Azonban a genetikai haterek miPSC alag#ra valo hat&ad, eddig
igen csekdy szanutanulmay jelent meg $chnabekt al. 2012; Muenthaisong et al. 2012).
Kdéletinkben azt vizsgdtuk, hogy az dtalunk ldrehozott vektort alkalmazva a genetikai
haterek, ezen bell is a belteny&zt®@embeltenyézies hat&a tapasztalhaté az
graprogramoz&i hat&konys@gda né&ve. Medfigyel&eink alapja a hdom dalunk vizsgdt
eg®rt°r 58Bh/®RI C57BLGXDBA/2) ICR) szamazd egé testi sejtek
graprogramozhat&@gdan & a megjelent iPSC koldik mennyis@éden nem taldtunk
kiihbséet. Ugyanezt tapasztaltkk az SBtranszpozonnal val6 iIPSC generdd soran is
(Muenthaisong et al. 201.2E Idé&letsorozatok alapja megdlaghatq hogy integrd@d
i PSC Yjraprogramoz: rendszerek haszn8l ata e
nygt arra, hogy még az E€ al ap2t 8sban neh®zkesen al kal
pluripotens vonalakath 0 z z u n k | ®t r e. Ennek akkor van n
pluripotens sejtek alkalmaz&dak cdéla egyes huma genetikai betegsdek
tanulmayoz&a/modellezése. Olyan egé& ESGkben, amelyeket humd betegséek
modellezé&ée alapbttak, megfigyelt, hogy amikor a tanulmdyozni kidqt betegsdben
szerepet j 8t sz- mut 8§ci -t az egor sejtek gel
mutatattak az egyes egétdzsekben. Ezeket a kil z Rs ®g e k e t a belteny
kizdti allévarijasok megjelen&s&el magyarat&. Ezét huma betegs@ek esetd az
optimdis egé modell genetikai hdteréqnek megvdaszt&a kulcsfontossglehet (Erickson
1996; Sullivan et al. 2007).
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Muenthaisong edl. (2012) az integrd@odrendszerrel alapgbtSB-miPSC vonalakah
vitro & in vivo differenciZis ldéletekben is tesztelte. Az in vitro differenci&ics
Idéletekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a legjobban, ng a kiméa tesztekben az
F1-iPSC vonalak mutattak cgfavonal kompetencid. Azonban mivel az -8&81szpozon
random integr8l - -dik a genomba ®s a g®n expre
a transzgé jelenlée is befoly&sal lehet a differenci&ic kéess@re, ez esetbemne
feltélend a genetikai hdté, amely a vonalak kd&dti eltééseket okozhatja. A genetikai
haterek in vitro/in vivo differenci@ida gyakorolt hat&d esetlegesen nem integrd@d

graprogramozérendszerek alkalmaz&&al lehetne a leghat&onyabban vinsga

5.2. Transzgé+-mentes miPSC vonalak lédrehoz&a lentivius transzdukcidval

Kordobi publik&idd ismert az iPSC vonalakba integrddott transzgé negati
hat §8sa. Mivel a k¢l °nb°zR geneti kai h8tterek
nem apasztaltuk, & mivelaz SBmiPSC vonalak k&l az Flvonal volt cgfavonal
kompetens, ezét az alapbtt FL-miPSC vonalak egyiké vdasztottukki a transzgéy
mentedises ldéletekhez. Az dalunk Iérehozott graprogramoz6 mOSKM vektort gy
terveztik meg, hogy a Cre/lLoxP ends zer r el |l ehet Rv® tette a b
el t8vol2t8s8t. A kiv8g8s ut8&n n®h8nysz8z b§z

tartalmaz akii r@ikat. A kiv@gdsal az ektopikuspluripotencia géiek tdexpresszija

megsz¢gntet het R, 2 gy azok mTk° d®se nem bef
differenci€igd. Lent i v2r ussal gener 81t hibridit@eneti k
transzgét kivgnunk, &ily m- d- n ®r t ®k e s, akt2zv transzg®nt

hoztunk lére. Ezek az.-miPSC vonalak morfol@igukban & a vizsgdt pluripotencia marker

expressziGmintZatukban nem tétek el a transzgétartalmazo eredeti, illetve az azonos

genetikai hdtéb RI sz 8r maz- mESC vonal akt - |
A ki v 8g 8§ s-Bed IsKivaa utd{ (IPB &f) iPSC vonalak differenci&iés
k®pess®g®nek °sszehasonl 2t 8§s8val | ehet Rs®g

hat&a tanulmayozni. Annak ellenée, hogy a vizsgdt miaiszan alacsony volt, mdis
kimutathatovolt a transzgé drasztikus hat&a az iR8@h vitro differenci@ic kfpess@ée.

Az in vitro spontad/kardidis & neurdis differenci@idesetden is azt taldtuk, hogy a kivays
el Rt ti di f f er e menialasdny wlt, injaatki@otd iPSARA §sgPSHAf.15
szubkltnok differenci&i®d hat&konys@gya megnévekedett a transzgé elt&otsdal. Ez a
jelens@ magyarahatd egyré&zt azzal, hogy &entivus vektorok esetéd az integraidk
gyakortatranszkripci® @ys@ekbe tatédnek (Schrdaler et al. 200R Mivel a transzgéek
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lok&iga az iPSBef vonalbandtalunk nem ismert ezét csak feltdelezni lehet, hogy az

integr&io valamilyen differenci&idan kulcsfontoss@u gébe tatét, csikkentve, vagy
megszintetve 2 i nszerci - 8§l tal ®rintett g®n mTke° de
hogy az (raprogramozoé vektor egy stabilan expresszdd promdert tartalmaz, amely a

transzgén dtal kdolt exogén pluripotencia gének folyamatos expressziga eredméyezi. A

pluipot enci a g®nek folyamatos expresszi-ja mel
nem kéesek differencia- d ni . -TUBULIN | fést&seinken az ektopikus EGFP
expresszi - janszgétataimaedvdRabgramiaz akiifan expresszdotranszgé

jelenléé jelzi. Eredményeinket egy huméd sejteken v@zett kordbi tanulmay is
alddnasztia (Soldner et al. 20®). E munk&an Soldner & munkatasdemutattd, hogy a
transzgémentes iPSC vonal molekuldis karakterisztikgdan sokkal kézelebb dit az ESC
hez, mint a transzgét mé tartalmazé eredeti vonalhoz. Ez a munkacsoport az
graprogramozdéfaktorokat(OSK) egyesével jutatta a sejtekbe, aminek nagy hdraya lehet a
magasabb szdnlu random integr&iq amely nagyobb esdlyel vezethet k&os mut&idk
kialakul&doz. Emellett egy policisztronos vektorhoz képest itt a pluripotencia faktorok
random szdnban & aranyban jutnak az egyes sejtekbe, dy a transzgén szand tekintve egy
heterogén sejtpopul&io alakul ki. A transzgén kardidis differenciziGa vab hat&d egy
md&ik tudomdayos munkacsoport is vizsgdta, akik egé& iPSC vonalakat hoztak lére
policisztronos/kiv@yhato vektorral Chakraborty et al. 2013) Egy %j szer T sz Tr «
dibttak be a kivgott kldhok szelekcigga ahol Herpesz Szimplex Mus -thymidin
kina/ganciclovirt haszndtak az dtalénosan elterjedt antibiotikum szelekcio helyett. Ismert,
hogy az antibiotikumok kromoszdna abber&idkat okozhatnak a sejtkulta&ban, ezét ez az

“wiszerT rendszer el Rny?° s i datebztekben tumaripeditdt a g a

mut atott . Nincs el ® hetR k2s®rl etes adat e
8l 1l atk2s®rl etekbRI k°vetkeztetve | ehet nek n
dalunk haszndt szelekci® rendszer jelenRs el Rny e, hogy fluoresz

elkerli a kéniai anyagok hozz@éad&&al esetleges genetikai mdogisok lérejdt@ek
| e h et d&sgj@ldpent

Azt is medfigyeltik, hogy a ké kiv@gyott szubkldh (iPSAf.4 & iPS-Af . 15) k¢l °nb
in vitro differenci@i® kfess@et mutatott. Az iPSAf.4 neurdis differenci@idan hozott
eredméyei igen alacsonyak voltak, mj kardidis irdnylsejtpusokka valo differenci&iga
igen eredményes volt (relate magasszamu pulzdd sejtcsomd). Ezzel ellentében az i&
Af . 15 n®°vekedett mennyi s ®gldre azenuvitr® Inéuslis t 2 pus

differenci@idan, & alacsony hat&onys@got mutatotin vitro kardidis differenciaigdoan
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(relatie alacsony szdnu pulzdd sejtcsom@) az iIPSAf.4-hez képest. Hasonlészubkld-
szubkldn k&dti kitnbs@et figyeltek meg egy nem r@i tanulmayban is, ahol az egyes
szubklhok a neurdis differenci&idan viselkedtekegym&td el t ®r Ren ( Mar t i n
2012) . Kevetkeztet ®sk®ppen teh8t Masatdanhat -,
elengedhetetlen a jéeredméyt adddifferenci&idoz.

Hab& nagyszanutanulmay bizonyja az egé iPSC vonalakn vivo differenci&ics
potencidjd teratoma forma@&i ldéletekkel vagy ki m®r a el R8I 1 2t §8ss:
hogy e malszerekné nem bizonyj&, hogy az iPSC vonal csiavonal kompetens volna. A
ki m®ra el R8I 1 2t 8si k2s®rl eteinkkel az irodal
cs2ravonal kompetens i1 PSC vonalak | ® rehozg§
k° v et Re n-Af4 & PS-Af.F53ranszgémentes vonalak cgiavonakompetens kimé
sz¢l et ®s®t eredm®nyezt ®k, amely kim®r 8kban
vdtozott. Haba a ké kivgott szubkldh invitrod i f f er enci 8ci - ban el t ®r R
in vivo differenci&iukban hasonlé@k voltak. Ennek az egyik magyaraata az lehet, hogy az
gonnan alapbtt kldhok, haba szubkldozva voltak, méy lehet, hogy sejtpopul&iguk kevert,
ahol az egyes sejteknekagyobb kapacit®da van kardidis vagy neurdis sejtekké
differena 81 - dni , mi nt a mBogy aklegphb .ESCFveraltisRheterbgérz h e t F
sejtpopul 8ci - b- | g8l I . Ki m®ra form8Il - d§s s o
pl uri pot en spopuldsda jddzik kzerepet azbembrio lérejdtden & az &szes
tobi sejt eliminddlik. Ezzel ellentében azin vitro differenci@idban az egéz sejtpopul&io
szerepet jdszhat, ahol ndady sejt nagyobb hat&onys@gal forma neurdis sejtfiusokat, ng
ey m&ik sejt inkdb kardidis irdyld vagy egyd irdyl sejtppusok kialakésdan bi
el Rny°sebb k®pess®ggel. Ezek az eredm®nyek t
sordn sokszor kihagyottin vivo differencizié Idéletek fontoss@d, ahol a cgiavonal-
kompetens kimék formda&a a differenci@i® kapacitd & a pluripotencia valdi mécée,

ez®rt megl ®t e kiemel kedR fontoss §8g¥%.

5.3 Az miPSC vonalak lédrehoz&a fehéje bevitellel

K®t i ntegr 8l -d- rendszer s z ®deeomba’nerim t an
integrdd@orendszert szeretink volna bedtani laboratG iumunkban, amelyt ov 8§ b b | el Rn
hogy mentes mindenfée wiusbeviteli technikdd. Mint ahogy azt Dr. Suchitra Polgai
munkgdan ldhattuk, az SBtranszpozonnal a transzgén beviteles §y a sejtek
Yaj raprogramoz8sa magas hat ®konys8gagal mTkeo° di

prdodkoz& utdn sem volt sikeres(Muenthaisong 2002 A lentiviussal valégraprogramoz&
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szint®nN egy i gen roboszt ust ekenRlls zae rtnreskn shza zg®m
sikeres volt, akti transzgén szakasz nem maradt a genomban, amely negatian
befoly8solhatja a differenci8ci-s potenci §It
marad hdra a genomban, vagyis nem teljesen transagtes az adott vonal. Ezen okok
miatt fontosnak tartottuk egy genommanipul&iktthentes (raprogramozé rendszer
tanulmayoz&d is, ahol a transzgé eltdots&al sem kell szdnolni. Kordban ké
munkacsoportnak sikerilt fehé&je dtali sejt graprogranmast eléniikk. Zhou et al. (2009)
E.coli-ban expresszdtatott jitacsomagolt fehé&jé haszndte g y m8 s t k °iklusbbrR  n ®g y
amellyel MEFet tudottiPSGvé(graprogramozni. Ugyanebben az &ben egy m&ik csoport
humdn iPSCket hozott lére(Kim et al. 2009HFFb Ramelyhezsgtkivonatot haszndt & 6
héen keresztll isméelt ciklusokban adotta sejtekhez. Ehhez kéest m alkalommal
kezelt ¢k a sejteket 48 E:ali-Ban exprdsizit&torn feindgiken t | i
haszndtunk, amelyekez sejt penetr&id (Trans Activator Transcription), illetve sejtmagi
lokaliz&id (Nuclear Localization Signale | R s szekvenckkat fuziondtunk
Ezzel az Y szer T m- d s z-mentexe €gé¢ ®ICK wnalatl t eg
ldrehoznunk. A piPSH1 vonal morfofgijgdban & ndvekeds&i potencidjdan nagyon
hasonlévolt a kontroll MESC vonalhoz. Expresszdta a fontosabb pluripotencia markereket,
amelyet RTPCRel & ICC-fest&sekkel igazoltunk. A piP$i1 vonal spontd/kardidis
differenci@idban nem tét el a kontoll mMESC vonaler ed m®nyei t RI , amel vy
sejtcsomd szan&al métink. A piPS -H1 vonalin vivo differenci&ics lséletekben is jd
szerepelt, amelyet kim®ra tesztekkel el |l enRr
kompatibilisek,dy aseje k %j raprogramoz-d8s8nak m®rt®ke n
A fehéj&el valé (raprogramoz& a lentivus & SB -transzpozon dtali
graprogramoz&okhoz képest a tibbszdi transzdukcid ismélése miatt igencsak
munkaigéyes. Emellett pedig a rendshatd&onysda is igen alacsony volt, g itt csak egy
vonalat tudtunk lérehozni, addig a m&ik ké integrda@orendszer sokkal robosztusabb volt.
H8rom geneti kai hg§tt ®r bRI sz8rmaz- fibrobl as
vonalat eredméyeztekA h8r om rendszer be8§8l |l 2t8&8sa al at:
kul csfontoss8g¥%ak voltak a tovS8bbi hum8n i PS¢

graprogramoz&i rendszer kivdaszt&dan.
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5.4 A hiPSC vonalak lérehoz&a lentivius transzdukcio val

Az mOSKM lentivius -alapugraprogramozévektorhoz hasonldpolicisztronos vektort
al kal maztunk hum8n i PASvektovkordla (alrokaz &SVR&drok 2 t 8§ s §
nem voltak kodoroptimalizdva) verzigaal transzgé-mentes egé iPSC vonalakatkeiriit
el R8I 1 2taniuk a vekt2aDl0). M@ sektéredy tovdbikerzigd/ah e | k e |
amely huma& kodoroptimalizdt pluripotencia faktorokat tartalmazott egé & human

fibroblaszthb- | si ker ¢l t nagys z gunkacsapd?ttital v 0 n &
(Warlich et al. 2011).

Az i PSC el R8I 1 2t 8s 8r afibrdblasgtdhasanataarbilelaen el t
sejtt2zpus Yaj raprogramozhat - s8ga a l eghat ®k c

szdnos olyan prddkoz& folyik, ahol az graprogramoz&hohaszndt sejtekhez kevébé

vagy noninvaai elja&okkal lehet hozzgutni (pédal vizelet b R : Zhou et al

v ®r b Rétal.201@;, Btaerk et al. 2010). Azonban e sejtpusok (raprogramoz&a dtaldan
neh®zkes, az Y raprogramoz§8si hat ®konysg8g |
val - 1 PSC gener 81| § slethezak@est aenintBvéey lkéiiméyeiostgnlek,a v i z e
a donorokt-| egyszerre nagy -hnessngpa®ydi vipgt v
azok hossz¥%t 8von tS8rolhat- - ak. Az ezdatalk®°®vet F
(2012 é4tal kdt protokoll alapjan vageztik, melyet kisebb mdaod&sokkal egézettink ki.

Az emiett munkacsoport a STEMCCA (Sommer et al. 2009; Sommer et al. 2010)
policisztronos lentivius vektort haszndta a sejtek grapgramoz&hoz, amely az egé OB

cDNS szekvencikatartdmazta A tr ans z d ulbcnapot ESB Zee fTR kb0 - ni
megjelenésé figyeltk meg, & a 30:40. nap a koldikat felszedt&k & egyenként
tenyéztettdk. Ezen elja&@hoz képest mi a C. Baurd kapott (Voelkel et al. 2010; Warlich et

al. 2011) policsztronos lentivus vektorral programoztuk vissza a sejtekiet koldnik

nédny nappal kordbban kezdtek megjelenni (7. Nap)as t r an s z d u k-26i nagon k © v e t
szedtik felazokat A f ol yamat felgyorsul 8s 8t felt®tel
hagzndt lentivus vektor huma OKSM cDNS szekvenci&at tartalmait, amelyek kodon
optimalizdtak (a kodomoptimaliz&io kivetkezményekét a pluripotencia faktorok sokkal

hat ®konyabban fejezRdnekhikiS)C.C vEOnml d&aeér red IR &
védonor mintdd. A megjelent ESC-s zer T k ol - n iafildonon esetdeninayy® g e
eltéést mutatott. Az alapdtt iPSC vonalak mindegyike norm& huméa ESC morfol@yal
rendelkezettExpresszdi& a vizsgdt fontosabb pluripotencia markereket & kéesek voltak

in vitro differencid@ni mindh&om csfréeg irdnya ba.
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5.5 A hiPSC vonalak lérehoz&a SBtranszpozonnal

Kordbi tanulmayokbd tudjuk, hogy PBtranszpozonnal ma sikerit egé & human
testi sejteket (raprogramozni iPSK& hasonlé hatkonys@ggal, mint a wus alapu
gébeviteli elja&okkal (Kaji et al. 2009; Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009).

SB-transzpozoralapl rendszerrel nekink is sikerit huma iPSC vonalakat
el R8I | 2t ahiPBC vormlak n®ml@ijukban hasonl@k voltak normd hESC
vonalakhoz & expresszdt& a tipikus pluripotencia mari&ket. Emellett kfpesek voltakn
vitro differenciddni a hdom cgsfaréeg iranyda is, amelyet ICC -festé&ek igazoltak.

Mj az dalunk vézett graprogramoz&ok sordn az SBtranszpozonnal ngy darab
iPSC vonal jelent csak meg HefE alkalmazva, addig ar@wiusos rendszerrel ez a szdn
igen vdtoz6é volt. Azonban, ké& (raprogramoz6 rendszer hatkonys@gd pontosan
&Gszehasontani nem lehet, mivel az figghepddall az (raprogramozandoé sejtpustd,
annak oszt - - d&8s 8t -alvektorgae édadntazotk fakiorokhi®iddd, dletv®@azR | |,
graprogramoz& sordnhaszndt kismolekul&td is.

Az SBtransposzoa | ap¥% i PSC Y4 raprogramoz- rendsze
nem wvus alapg dy alkalmaz&a sord nincs sziksdy specidis biztons@i elja&okra.
Emel |l ett a transzpozon vektor egy DNS mol ek
mint a jelenlegi v2rus el RS§axedofre® £5C vomalakt o k o | |
el R8l 1 2t8s8t . Az i ntegr 8l - d- somleaydhegy eazok k nec
random mdon integrdd@nak a genomba, azonban egy kordbi tanulméy azt mutatta, hogy a
lentiviussal, retroviussal & PB-transzpozonnal szemben az -88nszpozon nem szokott
transkripcis egys@ekbe bedini (Mas et al. 2009; Scihdder et al. 2002; Wilson et al.

2007; Wu et al. 2003). Véil pedidhuma genomnem tartalmaz SBs zer T el emeket
gy, mint a PB cs°kkentve 2gy annak a | ehet Rs®g®t
mobilizddljanak (VandenDriessche et al. 2009).

5.6 Transzgér-mentes hiPSC vonalak lérehoz&a SBtranszpozonnal vs.

lentiviussal

Az egé IPSCkben szerzett tapasztalataink alapja ismert volt szanunkra, hogy a
transzgéfme nt e s vagy ment es2thetR hum§n i PSC
elengedhetetlen fontogsl

A transzpozon alap¥% rendszer myjhatiakazm®s z et
graprogramozé vektor eltdotsda & genetikailag mdlodatlan hiPSC vonalak
ldrehoz&&a. Amg ezt az elkézelst PB-transzpozonnal egé sejtekben sikerilt
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megvalah ni (Woltjen et al. 2009Yusa et al. 2009¢ transzgérmentes miPSC vonalakat
lérehozni, addig hasonlotranszgémentes human iPSC vonalak generd&a e rendszerekkel

eddig m@ nem sikerlt. Ennek kiprdoddsaa az SBhiPSC vonalakapuromicint kalolo

SB100X transzpoz&vektorral transzfektdtuk, azonban a transzpozon elt&otsazzel a
malszerreleredméytelen volt Az integrdalott transzpozont az SB5 vonalban sikerit ugyan

az eredeti I&kuszdd kimozdanunk, azonban az (raintegrddlott a genom & ré&zde.
Megdlagbttuk, hogy az SBt r aszpozonnal val - Yaj raprogr amo
vius -alapugébeviteli elja&okkal szemben. Azonban tapasztalataink azt mutatt&, hogy a
transzpozonok %jraintegr 8l - -d- Inaan im@szgéet ®b R
mentes i PSC vonalak el R8I 12t 8s8ra.

A lentivus -medidt g ®nbevi t el i el j 88k BRbkal seimBgkP 3®o
graprogramozo vektor elt&otsd a FIp/FRT -rekombin& rendszethaszndatal. A Flp-
rekombin&t expressi plazm id tartalmazta a puromin szelekci® szekvencid is. E
plazmid transzfekcigd, majd a sejtek purormii n s zel ekci - j 8t k°vet Rer
segb@é&el nagyszamu koltid tudtunk vizsgdni a transzgén meglégée/hidayaa. Hé L -
hiPSC vonalbd hatbanikerit transzgé-me nt es sz ubkl - nokat el R8I 1 2
hogy mindegyik esetben ugyanazt a rendszert haszndtuk, egy vonalban a kiv@g#& sikertelen
volt, a m&ik hat esetdben a kiv@gd hat&konysd@ya igen nagy variancid mutatott. Ez azzal
magyarahatg hogy a lentivius transzdukcidzal a transzgén random szdnban & poaidan
integr 8l  -di k a genomba. Felt®t el ezhet Ren az
A vektor egy kordbi, nem kodowptimalizdt verzigd egé iPSC vonalak lérehoz&&al &

a transzgé eltdotsdal teszteltd (Voelkel et al. 2010).Egy a vektort hdom kiaszdnban
tartalmazomiPSC vonalbd prdodtk meg a transzgét elt&otani a Flp-rekombina fehdje
transzdukci -j 8val. A 12 t erdtzaninéhkam trangzgét k | - n
eltdotani. Azt a szubkl;t, amely ma csak egyetlen transzgét tartalmazoglp-
rekombin&zal gra transzdukdt& & a 8 vizsgdt szubkldh k&id h&ombd sikerilt
eltdotaniuk a fennmaradoé egy transzgét is.Ezzel ellentébenmi egy Flprekombin&t
expresszad vektorral transzfektdtuk az 1hiPSCket, ahol ma az egyszeri transzfekcio is
szamos transzgémentes vonalat eredméyezettTranszgémentedett human iIPSC
vonal akat el s Rk ®nt -rekomhkinz vandszedl, @nhehnek a&re/lkokPp / FRT
rendszerrel szembeail R n y e sejtdkrekgvgsbe @aoxikus SchmidtSupprian &Rajewsky

2007).
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A kiv8gg8s uts&n n®h8nysz8z b8zisp8r Afootp
egé mMOSKM vektor esetden. Azonban ez a szekvencia szinté nem tartalmaz akti réid.
Mivel a transzgé jelenlée negatian befoly&olhatja a differenci&id, ezét annak
etdotisa elengedhetetlen. Azonban a genommanipul&ik miatt ez a rendszekdb
laboratdiumi felhasznd&ra alkalmashuman teris cdokra a | © wRders znemm T1 e g

vius -alapy integr&io-mentes (raprogramoz&iendszerekaszndataalesz sziks§.
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6. UJ TUDOMANYOS EREIMENYEK

.Haz8nkban el Rsz°r egy j-I mTk°dR Il entiv2i
& optimalizdtam, amely alkalmas egé&mbriondis fibroblasztjraprogramoz&aa, a

kiinduld sejt genetikai haterdnek kidt@sebb befolyda nédkidl. A lérehozott

lentivius -medidt egé iIPSC vonalak mindegyike jd szerepeah vitro pluripotencia

tesztekben.

. A generidt lentivius -medidt egé i PSC vonal ak egyi K®b R si k
transzgét, amellyel ndveltem a vonalak vitro differenci&ié hat&onys@a az
eredeti transzg®nt tartalmaz:- sz¢l Ri vona
mentes IPSC vonalak cgavon&lompatiblis kimé& formad&aa is képesek voltak,

amire publikdt adatok kordoban nem jelentek meg.

. Egy Y s z-enedi glapogr@amogoeendszerrel sikerilt egy transzgénentes
pluripotensegé iPSC vonalat lérehozni, amelyn vitro & in vivo pluripotercia

tesztekben egyarant jd szerepelt.

.SBtranszpozonnal el R8Il 1 2tott humg8n i PSC
sikertelen volt, a transzpozon (iiategradd@dtermézete miatt. Azonban a lentivius
transzdukcidval alapgbtt vonalakbd az Flp/FRIrendgert alkalmazva sikertt

transzgémentes human iPSC vonalakat alaginom.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az IPL-k f etnRt est i sejtek Y raprogramoz8s8v
elterjedt Yamanaka faktdkombin& i6sejtekbe valobejuttat&&al. Azily mdalon lérehozott
sejtek nagyon hasonl@kzae mbr i on 8l i s Rs embyik lidbzéz néklaz onb a
juthatunk hozzjuk El Rny?®° s tul aj dons §g apdaensdpécitikeak,s or ol h
valamint ha betegséet Indozo6 donor sejjei keriinek graprogramoz&ra, akkorbetegséy
specifikusakis. E tulajdons@ok ismeretden mind a biol@iai alapkutat&okban, mind pedig
az orvostudomay szandaigen hasznos eszkt jelentenek, pédal gydyszethtsgban &
tesztel&sben betegs@ek modellez&ben, valamint a klikia sz 8m8r a iaBsaRssejt
géterdia fejleszt&sden.

Sz8mos i PSC el R811 2t 8si r erandzgdt integrdd ®t e z i |
rendszerela leghat&onyabbak, ezét legelterjedtdbek is Azonban a genomi integra&idk
nem csak az esetleges terdi& alkalmaz& eseté jelenthetnek problénd, hanem a transzgé
jelenléde az iPSGket molekulais illetve funkciondis tulajdons@aikban is negatian
befoly&olhatja, ezét a transzgérmentes visszaprogramozomdszerek kidolgoz&a &
fejlesztése elengedhetetldaivetelméy .

C®l unk az v o | t ,graprogragngz&i kepdiszerakbt® dlislihk be &
fejlesszink laboratGiumunkanegé modellen, majd az abbd szerzett tapasztalatok alapjan,
human mint&on is. Tov8 b b i c®l unk az vol t, hogy ol yan |
dolgozzunk ki amely transzgémentes vonalakat eredméyezalamint amunka sord a
transzgé kaos hat&&ak tanulmayoz&da is alkalmunk nyik. A ldrehozott &
karakterizdt étdkes transzgérmentes vonalak, pedigk ® s iR kubat&aink kontroll
vonalaiként szolgdnak majd.

El sR | ®p @aukktlidrehozodt ¢eptivius vektorral, meghihatd & robosztus
egé iIPSC generd&i rendszert sikerilt laboratGiumunkban bedtani. A rendseelkalmas
volt arra, hogy beltenyé&ztett, nelme | t eny ®s zt et t ®s hi-bRI d ge
nagyszamu stabil LbLmi PSC vonal at h oz z o miP$SCAMomakak mind z el F
morfol@igukban, mind pedig pluripotencia marker expresszi® mintzatukblaasonl@k
voltak az azonos geneti kai hg§tterT egerekbR
Vizsgs8lt geneti kai hg§tt ®r bRI sz8r maz- sejte
kézdt nem taldtunk léyegeskilinbsdet. Ezt a megfigyelét kordbban ma az SBmiPSCk
lérehoz&a esetdn is latuk.
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Agenerdt L-mi PSC vonal ak e grend® blikimazdaalGikesidt L o x P
kivignunk a bevitt transzgét, gy lérehozva transzgémentes EmiPSC vonalakat. Ezek az
L-miPSC vonalak morfoldigukban ®s a pl uripotenci 8§8®rt fel
mintaatukban nem tétek el atranszgéit ar t al maz - Rsei kt RI il etve
A transzgérmentes LEmIPSC vonalakon a transzgén elt&otsdak az in vitro
differenci@ié kfpess@re gyakorot hat&d is tanulmanyoztuk Azt taldtuk, hogy a kivaott
L-miPSC szubkldhok mind neurdis mind pedig sponta/kardidis in vitro differenci&iga
sokkal hat ®konyabb v-miP$C vonalé Ezztel sikerilkbemugaminke el R
& igazolnunk atranszgé jelenlédek k&os hat&d, illetve az integr&idktd mentes iPSC
generd&i rendszerek alkalmaz&dak elengedhetetlen fontossd@d.ldrehozott transzgé
mentes EmiPSC vonalakin vivo differenci&ida is képesek voltak. Kivaghato lentivius
vektorral graprogramozott egé iPSC sejtekkel sikerit ®IR k ®givonal-kompatibilis
kimé&at lérehoznunk, amire publikdt adatok ez idag nenvoltak

Egy nem integrd@o6 rendszertis teszteltink, ahol az mOSKM faktorokat
rekombindns tisztiott fehédje formgdan jutattunka sejtekbes ily mddon graprogramoztuk
azokat Ezzel a mdlszerrekgy transzgéamentes AniPSC vonalatsikerit |érehoznunk,
amely pluripotencigd in vitro & in vivo tesztekben is igazoltuk. Azonhaa kordban
alkalmazott lentius & transzpozon dtali graprogramoz&okhoz képest ez a rendszer igen
munkaigéyes & alacsony hat&onysduvolt.

Az egé iPSGk gener 8§81 §s a tapdsaAalatok atapjal a kd°robosztusnak
bizonyut rendszert vdasztottuk ki azok huma sejtekre valé adaptdsdoz. SB
transzpozonnal & lentivius transzdukcidval sikerilt pluripotens hiPSC vonalakat alaganunk
human testi seg k b RI . Az e | s R fibmidaszto® laz wmdbivabh pedigrét i
mononkledis sejteketprogramoztunk vissza laboratdiumunkban.

A ké rendszerrel generdt hiPSC vonalak transzgé mentedisé is megldéeltik. Az
egé ldéletekhez hasonl@n (Muenthaisong 2002 az SB-transzpozon genombd val6
eltdottsa sikertelen volt. A huma SB-iPSCkkel véyzett lddletek sordn e gy esetben a
transpozont sikerdt kimozdanunk integr 8§ci - s ah ¢rdngz@baR Itdhbszai
transzf ekc|annn azjkahtegedddd® eagy maik genomil&kuszban Ezzel
szemben #entivius -medidt vonalakbd az FIp/FRTrendszert alkalmaavsikerilt transzgé:
mentes LhiPSCket alapganunk csakigy. Az eredméyek azt mutatj&, hogy a vektorok
k¢l onb°zR ) el | eegombiril rendgerekeh - atapulo kavahatd lentivius
vektorok el t8vol 2t8sa nagy odob fajdafiggeteniny s 8 gg:
mTkedi k, ez®rt e rends z ementes aPS& rgénkerasthez. | av a s

118



10.14751/S44&2015.033

8. SUMMARY

Reprogramming of somatic cells tmduced Pluripotent Stem €Il (iPSC) is a
promising tool to generate patiespecific donor cells for drug discovery, disease modelling
and regenerative medicine. The reprogrammed cells are very similar to embryonic stem cell,
but can be obtained without sacrifigi embryos. The introduction of four factors, O€T
SOX2, KLF4 and @JYC into mouse embryonic fibroblasts (MEF), by retroviral
transduction was sufficient to reprogram skin cells to pluripotency. Since then, multiple
somatic cells have been reprogrammesing a variety of delivery methods of the
transcription factors. Nomtegrating methods to deliver the reprogramming genes are
considered to be the best but they may be inefficient. The integrative reprogramming systems
are currently among the most eféot methods and still the most commonly applied for basic
research. Although in such systems there is a potential risk of insertional mutagenesis, caused
by the random integrations what may affect the molecular/functional abilities of the iPSCs if
it occuss into an important locus. For possible clinical purposes the optimization of transgene
free IPSC generation systems is highly desirable. For basic research application
reprogramming systems which are integrative but excisable are more reasonable however
such strategies are not well studied in the past and require improvement in their excision
efficiency.

Our goal was tdest and to optimize different iPSC reprogramming systems, on mice
then followed on human sampjess well as to study the pluripotencythe newly generated
IPSCs. Our aim was also the development of a robust reprogramming gysieth species
where the integrated transgene can be excised, which would allow us to study the impact of
the transgene presence. The practical goal of the waskalso to provide fully characterized
valuable transgenfgee IPSCs as control lines for patiapecific iPSC generation projects
performed by our laboratory.

An excisable polycistronic lentiviralector was designed and used for reprogramming
somaticcells. The system was highly efficient in the reprogramming of MEF from inbred,
outbred and hybrid mouse strains as well. The obtained miPSC lines showed pluripotency
similar to mESC originated from the same genetic background, tested in their morphology
and pluripotency marker expressipattern.The success of mESC maintenance depends on
the mouse strain origin; however we did not observe any impact of the different genetic
background in case of reprogramming efficiency. From a newly generateéB3C lire the
integrated transgene was successfully excised using the Creslystét, which provided
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valuabletransgendree L-miPSC lines. The morphology of therhiPSCs before and after
excision was very similar to that of mESC, and theniPSCs expressed allkamined
pluripotency markers. The effect of the transgenes oiinthéro spontaneous and neuronal
differentiation ability was assessed by comparing the parentalPISC with two of its
transgendree subclones. The subclones obtained afterr€@rembinabn were capable of
differentiationin vitro, in contrast to the parental, rercised lines. The results represented

in this work further proved the negative effect of the transgene, pointing out the importance of
the generation of transgene free celeinThen vivo differentiation ability of the transgene

free lines was also demonstrated by chimera formation, the most stringent test for stem cell
pluripotency. Here we showed for the first time that theniPSC lines generated using
excisable lentiviradelivery system are gerfine compatible and represents a promising
technology to generate transgdree iPSC for disease modelling and pharmacological
testing.A novel SBtransposon/transposase integrative system was also examined earlier by
us, whichresulted large number of mouse iPSCs, with no observed impact of the different
genetic background al§Muenthaisong et al. 20).2

A nonintegrative reprogramming strategy was tested, where we delivered the
MOSKM factors by transducing the MEF with purifiprotein cocktail, resulting only one P
miPSC line. The obtained-miPSC line showed pluripotency, examinedinnvitro andin
vivo pluripotency assayd.he observed reprogramming efficiency using protein delivery was
very low, as well as labour intensiirecontrast to other integrative systems.

Based on the experience gained during the mouse cell reprogramming, we have
chosen the two most robust systems, ther@Bsposonand the lentiviral delivery system to
adapt for human somatic cell reprogrammiBgth methods were efficient in the generation
of hiPSCs from primary somatic cells, and showed pluripotency testeditno assays. The
primary cell source reprogrammed with the-B&hsposon was foetal fibroblast, while the
PBMCs were reprogrammed bgnitiviral transduction. The hiPSCs were obtained from both
systems were examined in their capability of removing the transgene from their genome. The
excision of transgenes from the BB’SC lines was not successful, similar what was
observed earlier by owesearch group using mouse-8#PSCs. From one of the human-SB
hiPSC line one transposon integration was removed from its location after repeated re
transfection of the transposase, although it wamtegrated elsewhere in the genome. In
contrast, theexcision was successful from the lentivimgdiated hiPSCs using the Flp/FRT

systenresulting transgenfree L-hiPSCsthe same as for the mouse cell lines.
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The results represent that due to the different nature of the vectorsptbealof the
recombnase systerbased excisabldentivirus vectors work with higher efficiency, in
reproducible, and in species independent manner. Our findings pave the way for further

studies exploiting reprogramming with excisable lentiviradiated systems.
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9.2. Felhaszns8lt oldatok/teny®sztR m®di ur

1. Fibroblaszimd&lium

DMEM-GlutaMaxI

B S 10% (v/v)
Pen/StrepX0.000 UM 1% (v/iv)
2. mMESCGmdlium

DMEM-GlutaMaxI

FBS (Stem Cell Qualified, West Sacramento, YSA 15% (viv)
Nonressential amino acid@00X) 1% (v/Vv)
Pen/StrepX0.000 UM 1% (Vv/iv)
b-mercaptoetanol 100 M
LIF (ESGRO, Chemicon/MilliporeBillerica, MA, USA) 1000U/mi
3. hESCmdlium

DMEM/F12

Knockout Serum Replacement 20% (viv)
Nonressential amino acids (100X). 1% (v/Iv)
b-mercaptoetanol 100 M
Pen/StrepX0.000 UM 1 % (viv)
O G 10 ng/ml
4. Mosaépuffer

PBS

CaC 0,1 mM
MO o 1 mM
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5. Alkalikus foszfat&oldat(pH 8.59.0)

Trizma® base

Maleic acid

6. ldis -puffer (PH:8,2)
Tris/HCI

7. Protein& K-oldat

Protein& K

8. Eqgé& differenci&i®&s -mdéium
DMEM-GlutaMaxI

9. Human differenci&i -mdlium

DMEM-GlutaMaxI

_____________________________________________________ 23 M

29,7 mM

6 mM

0,08 % (v/v)
108 mM

10 mM
400 mM
2 mM

2 mg/ml
1% (vIv)
2mM

15% (v/v)
1% (vIv)
1% (vIv)

20% (v/v)
1% (v/v)
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10. Eqgé& neurdismdéiumA
DMEM/F12

Pen/Strep%0.000 U/m)
AlbuMax-1

11. Eqgé& neurdis-mé&iumB
DMEM/F12

Pen/Strep%0.000 U/m)
AlbuMax-1

N2 Supplement (100x)

B-27® SerumFree Supplement (50X)

12. Huma PBMGmélium

3 mg/ml
1% (vIv)
3 mg/ml
1 % (vIv)
10 ng/mi

50% (v/v)
50% (v/v)
1mM

1% (vIv)

3 mg/ml
0,5 % (v/v)
1% (vIV)

QBSF®60 Serum Free Medium (Quality Biologic@aithersburgUSA)
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1 % (v/v)

50 ng/ml
10 ng/ml
2 U/ml

40 ng/ml
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13. Huméa IMDM MEF-mélium

Iscove's Modified Dulbecco's @lium

Pen/Strep%0.000 U/m)

Aszkorbinsav

14.Klorid-alapuliis puffer
MilliQ A
Tris/HCI

159

_________________________ 100 M

10% (v/v)
1% (vIv)

1% (vIv)
50 g/mi

50 ng/ml
10 ng/ml
2 U/ml

40 ng/ml
1nM

10 ng/ml

10mM
1mM
50mM
2mM
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9.3.Mellklet thl&atai

M1. télé&at

A k2s®r |l

& dra

etekben f el

haszng8l t

s Rd |
Higitas

eges ®s

Elsddleges Antitestek

Egeér Pluripotencia markerek

mouse anti-OCT4 Santa-Cruz 1:100
mouse anti-SSEA1 Santa-Cruz 1:100
goat anti-Nanog R&D Systems 1:50
Human Pluripotencia markerek

goat anti-hNanog R&D Systems 1:20, 50
mouse anti Tra 1-60 Santa Cruz 1:50
mouse anti Tra 1-81 Millipore 1:100, 200
goat-a-human Oct3/4 Santa Cruz 1:100
mouse anti-E-Cadherin Invitrogen 1:1000
Eger spontan/kardialis differenciacios markerek

monoclonal cardiac troponin T Hybridoma B. 1:100
rabbit anti-Desmin Cell Signaling 1:100
Human spontan differenciacios markerek

mouse anti-hNestin Millipare 1:200. 1000
rabbit anti-Blll-Tubulin Covance 1:2000
mouse anti-GATA4 Santa Cruz 1:50
mouse-a-human Vimentin Sigma-Aldrich 1:50
rabbit-a-human AFP Quartett 1:40
rabbit anti-BrachyuryT Santa Cruz 1:50
Egér neuralis markerek

mouse anti-Nestin Hybridoma B. 1:50, 100
neurcnal class Il B-tubulin Caovance 1:2000
Mascdlagos antitestek

AlexaFluor 594 donkey anti-goat IgG Life Tech. 1:2000
AlexaFluor 594 donkey anti-rabbit IgG | Life Tech. 1:2000
AlexaFluor 594 donkey anti-mouse Life Tech. 1:2000
AlexaFluor 488 donkey anti-mouse IgG | Life Tech. 1:2000
AlexaHuor 438 goat anti-rabbit 1gG Life Tech. 1:2000
AlexaFluor 488 donkey anti goat IgG Life Tech. 1:2000
AlexaFluor 647 donkey anti mouse IgG | Life Tech 1:2000
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BL6-mESC

F1-mESC

ICR-mESC

Morfolégia ‘

AP ‘

OCT-4

‘ ‘ SSEA-1 ‘

‘ NANOG

20x

Oct-4

Sox2

Kit4

c-Myc

Nanog

Rex1

Dax1

FoxD3

Fbxo15

Eras

GapDH

BI6-mESC
MEF
F1-mESC

HO

A hdom k¢l °nb°zR

fénymikroszkos felvéelek az ESC vonalak morfoldgiga é AP
mikroszkdpal készett képek a sejtvonalak ICC

M1. &ra
geneti kai

MEF

H,O

ICR-mESC
MEF

HO

hgtterT m
-festésé& mutatj

20x 20x

ESC vV éan Al
a. A fluoreszcens

-festéseit mutatjé& a pluripotencia markerekre (kék:

DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 & NANOG, zdd: ektopikus EGFP, amely expresszigé az ESC
sejtekben nem v&tuk). B) A pluripotencia gének expressziga igazoloRT -PCR reakcid .
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Abstract (p. 21.) and Presentation

Dambrot, C., Braam, S., Davis, Rarga, E., Wardvan Oostwaard, D., Schalij, M.J., Atsma,

D., Mummery, C. Human induced pluripotent stem cells as in vitro model for
hypertrophic cediomyopathy. 3rd Rembrandt Symposium. Conference Centre
Leeuwenhorst, Noordwijkerhout, The Netherlands, Nov. 29. 2012. Abstract and Poster

Dambrot, C., Braam, S., Davis, R., Langenberg,\frga, E., Freund, C., Van de Pas, S.,
Van Zijl, L., Atsma, D., Mimmery, C. Ultrarapid Methods To Determine Transgene
Placement & Cardiac Potential Of Newly Derived Human Induced Pluripotent Stem
Cells. Stem Cells, Development and Regulation, International Society of
Differentiation Conference. Amsterdam, the Nethealtan58. Nov. 2012. Abstract
and Poster

Dambrot, C., Braam, S., Davis, R., Langenberg,\arga, E., Freund, C., van de Pas, S.,
van Zijl, L., Atsma, D., Mummery, C. Ultreapid methods to determine transgene
placement and cardiac potential of newly dedivhuman induced pluripotent stem
cells. in ISSCR 10th Annual Meeting. Yokohama, Japarl6.3Jun. 2012. Abstract
(p. 67.) and Poster

Dinnyes, A., Nemes, C., Muenthaisong, S., Klincumhom, N., RungarunleNa®a, E.,
Tancos, Z., Lauko, A., Tosoki, Rlakus, M., Polgar, Z., Berzsenyi, S., Ravehit,

H., Kovacs, K.A., Feher, A. Pluripotent stem ea#dlrived differentiated cells for
toxicity testing and regenerative medicine. Resolve International Meeting "Tissue
Remodeling in Ageing and Diseas&merdgng Insights into a Complex Pathology".
Vienna, Austria, 28. Mar. 2012. Abstract (p. 29.) and Presentation

Dinnyes, A., Ujhelly, O., Nemes, C., Muenthaisong, S., Rungarunlert, S., Klincumhom, N.,
Varga, E., Lauko, A., Tosoki, R., Jakus, M., Polgar, Z., &elA., Pirity, M., Kovacs,

K.A. Pluripotent stem cellerived cardiac and neural cells for toxicity testing and
regenerative medicine. Abstracts of the I
EUROBI OTECH 20110 Central Eur s Keakow, Congil
Poland, 1215. Oct. 2011. Abstract (p. 79.) and Presentation

Varga, E.,Nemes, C., Klincumhom, N., Polgar, Z., Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Pirity, M.,
Dinnyes, A. Generation of mouse induced pluripotent stem cells from different genetic
badkgrounds by excisable lentiviral system. ISSCR International Society for Stem Cell
Research 9th Annual Meeting. Toronto, Canadal&5Jun. 2011. Abstracts (p.180)
and Poster (#1214)

Nemes, C.Varga, E., Polgar, Z., Klincumhom, N., Pirity, M., Dinnyes,. &eneration of
mouse induced pluripotent stem cells by protein transduction. ISSCR International
Society for Stem Cell Research 9th Annual Meeting. Toronto, Canaetg. 15un.
2011. Abstracts (p.181.) and Poster

163



10.147d/6x1ET2R15.033

Varga, E., Nemes, C., Klincumhom, N., Palg Z., Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Pirity, M.,
Dinnyes, A. Generation of transgefiee mouse induced pluripotent stem cells by an
excisable lentiviral system. DSSCR 4th Dutch Stem Cell Meeting. Leiden, The
Netherlands, 15. Apr. 2011. Abstract and En¢stion

Muenthaisong, S., Ujhelly, OVarga, E., Polgar, Z., Carstea, A.C., lvics, Z., Pirity, M.,
Dinnyes, A. Induction of pluripotent stem (ips) cells by Sleeping Beauty Transposon
mediated gene transfer. in 3rd conference on "A Focus On Stem Caeadlsfeden,
Hungary, 1611. Mar. 2011. Abstract (p.14.)

Muenthaisong, S., Ujhelly, OVarga, E., Carstea, A.C., lvics, Z., Pirity, M., Dinnyes, A.
Generation of mouse induced pluripotent stem cells from various genetic background
by sleeping beauty transpesmediated gene transfer. IETS 37th Annual Conference.
Orlando, USA: Reproduction,-B. Jan. Fertility and Development, 2011, 23(1): p.
243-244. Abstract and Poster

Dinnyes, A., Ujhelly, O., Nemes, C., Muenthaisong, S., Rungarunlert, S., Klincumhom, N.,
Varga, E., Polgar, Z., Pirity, M. Pluripotent stem cells for drug testing and
regenerative medicine. in Proceedings of the Advances in Medical Biotechnology
Conference. P&s, Hungary, 29. Ndvl. Dec. 2010. Abstract (p. 21.)

Muenthaisong, S., Ujhelly, OVarga, E., lvics, Z., Pirity, M., Dinnyes, A. Generation and
Characterization of mouse induced pluripotent stem (iPS) cells line by Sleeping
Beauty transposon. in 7th. Annual Conference of ARBs. Kuala Lumpur, Malaysia, 8
12. Nov. 2010. Abstract (p. 69) &iRoster

Muenthaisong, S., Ujhelly, OVarga, E., lvics, Z., Pirity, M., Dinnyé&, A. Generation of
induced pluripotent stem cells from mouse embryonic fibroblasts by Sleeping Beauty
Transposon. 9th Transgenic Technology Meeting (TT2010). Berlin, Gerraay.

Mar. Transgenic Research, 2010. 19(2): p. 344. Abstract and Poster

9.41.3. PoszteAbsztrakt EIl Rad 8 s/ Ko n f e rakaint magyarkengrésszusig c i
kiadvanyban

Tancos, Z., Ochaleld., Nemes C.\Varga E., Bock I., Dinnyes A. Generation of rabbi
induced pluripotent stem cells (iPSCs) by human reprogramming factors. in Fiatal
Biotechnol@usok Orsz@gos Konferencija (FIBOK 2014). Szeged, Hungary. 7.
March 2014. Abstract and Poster (p.86)

Varga, E. Transzgétme nt e s I nduk8Il hat - Pl uripotens (A
modellben. Allattenyéztéstudomanyi Doktori Iskola fdum. Szent Istvan Egyetem,
G° d ° Mdgyarorgd, 19. Jin. 2013 Absztrakt

Dinnyes, A.,Varga, E. , Berzsenyi, <SsejBedake,gsmpajcd fi dtegs &
bRr ®s Vv O®Fr mint 8k geneti kai Yaj rapr ogr amo
Tasasq konferenéda. Budapest,Magyarorgd, 31. M4 - 1. Jin. 2013. Absztrakt
(p.2:3) ®s EI Rad§s

Dinnyes, A., Berzsenyi, S., Nemes, ®arga, E., Kobolak, J. Emberi indukdt pluripotens
Rssejtek az i degrendszer. ®s m8s °r okl et
Transzlzic Klinikai idegtudomayok: az omikdd a proteomikag. Velence,
Magyarorgdy , 6-7. Dec. 2013Absztrakt

Varga, N.,Varga, E. , Al m8ssy, Z. Di nnyes,18Magyarssej t
Mucopolysaccharid@is & tasult betegs@ek Konferenci&® d ° Magyarorzd,
14-16. Szept. 201Absztrakts E| Ra d 8 s
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Pirity, M., Ujhelly, O., Nemes, C., Muenthaizg, S., Rungarunlert, S., Klincumhom, N.,
Varga, E., Polgar, Z., Carstea, A.C., Bodo, S., Dinnyes, A. Testi sejtek genetikai
Yaj r apr ogr amoz 8 $ Foola kor GereticeRepgragr@gneng of Somatic
Cells. MBK Napok.G° d ° Mdgyarorgd, 30. Nov.- 1. Dec. 2009 Absztrakt(p.
16.)

9.42.Az étekez&s ténakd ®h ez nem kapcsol -d- | ektor8lt ma

publikaik felsorol&sa
94 2. 1. | mpakt f aktmargryalr foiygrabd e/1Tk e z R, hazai,

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. L&er asszisztdt in vitro fertiliz&iofagyasztott
sperm&al nyd modellben. Magyar Allatorvosok Lapja, 2009. 131(9): p.-563. IF:

0,146
94 2. 2. | mpakt faktomraaly anmefotydraeed vdel kez R, haza
Varga, N.,Varga, E., Almassy, Z. AHuntes zi ndr - ma Kkor ai felismer @

diagnosztikai Ipé&ei. Gyermekorvos Tovdbkézé. 2012.11. &folyam 5. Szén

9.4.2.3. PoszteAbsztrakt EI Rad 8 s/ Ko n f ealkadmi kongeesszusi kiddvuakbans i

idegen nyelven

Zhou S., Szczesna K., Avci H., Kobol& Jarga E., Schmid B., Ochalek A., Rasmussen
M., Freude K., Cirera S., Dinny& A., Hyttel P. Role of bFGF and EGF in neural
rosette formation, ISSCR 2015, Stockholm, Swedeff 24lune 2015. Abstract

Polgar, Z., Boonkusol, DYarga, E., Dinnyes, A. In vitro development of vitrified in vivo
and in vitro fertilized pronucleastage rabbit embryos. Reproduction in Domestic
Animals, ESDAR, 2010. 45(3). Abstract (p. 69.) and Poster

Polgar, Z., Boonkusol, DVarga, E., Dinnyes, A. Efficient vitrification of pronucleatage
rabbit embryos. in Proceeding of the 3rd General Meeting of GEMINI. Soustons,
France, 13. Oct. 2010. Abstract (p. 60.)

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. Increase of fertilaatwith frozen semen in
laserassisted rabbit in vitro fertilization. Magyar Allatorvosok Lapja, 2009. 131(9): p.
562-565. Abstract and Presentation

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. Lasessisted zondrilling increased in vitro
fertilization with frozen semen in rabbit. Reproduction in Domestic Animals, ICAR
2008, Budapest, Hungary, -1I3. Jul. 2008. Abstract (43: p. 1:389) and Poster
(#337)
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9.4.3. Egydb tudoméanyos tevdkenys@ek
94 3. 1. EI Rad§s

Varga E. iPSCs as neurodegeneratdisorder models. 1st Autism spectrum disorder
workshop, Godollo, Hungary, 06. Nov. 2014

Varga E. MPS I disease specific iPSC generation for disease modelling and drug screening.
20th Hungarian Mucopolysaccharidosis diseases conference, Godollo, Hudgary, O

Okt. 2014
Varga E., Nemes, C., Varga, N., Berzsenyi, S., Dinnyes, A. Beteggérifikus human iPS
vonal ak | ® rehoz8sa. MezRgazdasagi Bi ot e

Napok 2122. Nov. 2013

VargaE.Hogyan c¢sin8l junk rRspcetjars : Rs snedjutkeSd h(aitR S
generate stem cells: Induced pluripotent stem cells (iPS). Scientific forum for
Medical doctors, Budapest, Hungary Madar&z Street Children's Hospital 2011.

94 3. 2. ElI Radg8s ®s gyakorlat tart§8sa

Varga, E. How iPS cells argenerated/IPS cell generation from blood and fibrollast
technical advices. EpiHealthNet, Annual Scientific Trainings228Nov. 2013

9.4.3.3. Ké¢z&en valorészvéel

From nane to macro biomaterials (design, processing, characterization, modelidg) an
applications to stem cells regenerative orthopedic and dental medicine. Aldrjl 2013:
COST Action MP1005, (NAMABIO), Ancona, Olaszorsz&

TALEN mediated gene targeting in iPSCs, including TALEN designing and generation. May

July, 2013 (6 hd), Campusiungary Osztindj Utrecht University, Faculty of Veterinary
Medicine, Utrecht, Hollandia
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10. KOSZONETNYILVANITAS
A dol gozatom el k®sz2t ®s®hez sz ks®ges k?2s

Kutatk&pontban Dr.Dinnyé& Andr& munkacsoportjdan vegeztem.

Kzinet t el tart ozom .tDEnys Ardrsaak, Rk pdgatutd&dhato f
diplomadolgozokorom da segette, & a munkdnhoz folyamatos & nékiihetetlen szakmai
tanogat&t nyqtott.

Szeretn& kézdnetet nondani Dr. Nemes Csilllnak, aki munkanat kd&vetleni
segette & folyamatos technikai valamint szakmai segs@éel jault haada tudomayos
el Rmenetel emhez, valamint a publik8ci -m ®s
nagy segs@emre volt.

Tovdba kézanettel tartozom Dr. Kobol& Juliann&dak a doktori étekezé&sem
Gszedlsdban & dn@é&den nygto tt ndkiizhetetlen segbdet .

Nagy kd&zdnettel tartozom Prof. Christine Mummengk & Dr. Richard Davisiek
akikkel kollabor&idnk eredméye Kk ®nt t °bb k°z°s publik8ci - -nk i
sok szakmai tamogat&t kaptam munkam soran.

Hddal tartozom Dr. Polga Zsuzsannaak & Kov&s L&zldhak akik a kiméa
teszteket vd@ezt&k el szdnomra. Szeretnk kézdetet mondani Kov@&s Eszter
kol l ®ganRmnek, aki a dol gozat avwha Szeretrdr ®s ®b e
megkézinni a kutatdé csopomm tdobi tagjdnak a munkdn sordan ny(tott &dozatos
segb@iket.

Kildh k& zanettel tartozom szideimnek,csal@lomnak, & bardaimnak, akik vé@ig
mellettem ditak & tamogattak

Munkdn anyagi fedezetd aKutato Kari Kivdsdi Tanogatd i Research Centre of

Excellence 8526:5/2014/TUDPOLEU FP7 (InduStem, PIAKBA-2008230675; RabPStem,
PERGO7GA-2010268422; ANISTEM, PIAPRGA-2011-286264; STEMMAD, PAPP-GA-
2012324451; EPIHEALTH, HEALTH2012F2-278418; Resolve, FPHealthF4-2008
202047; InduHeart, PEOPLIRG-2008234390; STEMCAM, PIARGA-2009251186);
Bonus Resolve, OMFB1660/2009; Research Centre of Excellencel7586
4/2013/TUDPOL. PartnErS,PIAP-GA-2008218205; PluriSys, HEALTH2007B-223485;
Bonus Plurisys, OMFB®0236/2010; & NKTH/KPI (NKTH-OTKA FP7 "Mobility"
HUMAN -MB08C-80205 pdyaatok biztogbtt.
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