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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE  

AP   Alkaline Phosphatase (alkalikus foszfatáz) 

ɓgeo  ɓ-galaktozidáz és a neomicin gén fúziója  

BMP  Bone Morphogenetic Protein (csont morfogén fehérje) 

BSA  Bovine Serum Albumin (szarvasmarha szérumalbumin) 

CPP  Cell-Penetrating Peptid (sejten-áthatoló peptid) 

CRISPR/Cas CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ 

Cas: CRISPR-Associated protein 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM/F12  Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 

DMSO  Dimetil szulfoxid 

EB   Embryoid Body (embrionális testecske) 

EBNA1  EB nukleáris antigén 1 

ECC   Embryonic Carcinoma Cell (embrionális karcinómasejt) 

EDTA  Etilén Diamin Tetraecetsav 

EF1Ŭ  Elongation Factor 1-alpha 

EGC  Embryonic Germ Cell (embrionális csírasejt) 

EGFP  Enhanced Green Fluorescens Protein (zöld fluoreszcens fehérje) 

EpiSC  Epiblast Stem Cell (epiblaszt Ŗssejt) 

EPO  Erythropoietin 

ESC  Embryonic Stem Cell (embrion§lis Ŗssejt) 

EV   Episzómális Vektor 

FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting (áramlási citometria) 

FBS  Fetal Bovine Serum (újszülött szarvasmarha szérum) 

FGF  Fibroblast Growth Factor (fibroblaszt növekedési faktor) 

GDF  Growth Differentiation Factor (növekedési differenciációs faktor) 

GSK-3  Glikogén Szintáz Kináz -3 

HD   Hanging Drop (f¿ggŖ csepp) 

hESC  Human Embryonic Stem Cell (hum§n embrion§lis Ŗssejt) 

HFF  Human Foetal Fibroblast (humán magzati fibroblaszt) 

hiPSC  Human Induced Pluripotent Stem Cells (humán indukált pluripotens 

Ŗssejt) 

ICC  Immuncitokémia 
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ICM  Inner Cell Mass (belsŖ sejtcsom·) 

IGF-1  Insulin-like Growth Factor-1 (inzulin-szerŤ nºveked®si faktor-1) 

IGF-2  Insulin-like Growth Factor-2 (inzulin-szerŤ nºveked®si faktor-2) 

IL-3  Interleukin 3 

iPSC  Induced Pluripotent Stem Cell (indukált pluripotens Ŗssejt) 

IRES   Internal Ribosome Entry Site 

JAK  Janus Kináz  

KLF4  Kruppel-Like Factor 4 (kruppel-szerŤ faktor 4) 

LIF   Leukémia Inhibitor Faktor 

L-hiPSC  Lentivirus-mediated Human iPSC (lentivírus-mediált humán iPSC) 

L-miPSC   Lentivirus-mediated Mouse iPSC (lentivírus -mediált  egér iPSC) 

MEF  Mouse Embryonic Fibroblast (egér embrionális fibroblaszt) 

MEK/ERK Mitogén -aktivált protein kináz/Extracelluláris signál -regulált Kináz  

mESC  Mouse Embryonic Stem Cell (eg®r embrion§lis Ŗssejt) 

MYOD  Myogenikus Differenciáció 

miPSC  Mouse Induced Pluripotent Stem Cells (egér indukált pluripotens 

Ŗssejt) 

MitC  Mitomycin C 

MOI  Multiplicity of Infection 

OCT-4  Octamer-Binding Factor 4 

oriP  origin of viral replication (vírus replikációs origó)  

PB   PiggyBac 

PBMC  Peripheral Blood Mononuclear Cell (perifériás vér mononukleáris sejt) 

PBS  Phosphate Buffered Saline (foszfát puffer) 

PFA   paraformaldehid 

PGC   Primordial Germ Cell (Ŗsivarsejtek)  

POU5F1  POU domain, class 5, transcription factor 1 

P-miPSC  Protein-mediated Mouse iPSC (fehérje-mediált egér iPSC) 

RT   Room Temperature (szobahŖm®rs®klet) 

RT-PCR Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (reverz 

transzkripciós-polimeráz láncreakció) 

SB Sleeping Beauty 

SCF  Stem Cell Factor 

SCNT  Somatic Cell Nuclear Transfer (testi sejtes sejtmagátültetés)  
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SDC2  Syndecan 2 

SB-hiPSC Sleeping Beauty-mediated Human iPSC (SB-mediált humán iPSC) 

SB-miPSC  Sleeping Beauty-mediated Mouse iPSC (SB-mediált egér iPSC) 

SeV  Sendai-vírus  

SFFV Spleen Focus-Forming Virus U3 

SMAD  Sma: Second mitochondria-derived activator és Mad: Mothers Against 

Decapentaplegic 

SOX2  SRY (sex determining region Y)-box 2 

SSEA-1  Stage-Specific Embryonic Antigen-1 

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

(szignáltranszdukciós és transzkripcióaktivátor 3 gén ) 

TALEN  Transcription Activator-Like Effector 

TE   Tris-EDTA 

TGF-ɓ  Transforming Growth Factor-ɓ 

TIR  Terminal Inverted Repeat 

TSC   Trophoblast Stem Cells (trofoblaszt Ŗssejt) 

TTF   Tail Tip Fibroblast (farok csúcs fibroblaszt) 

XEN   Extra-embryonic Endoderm (extraembrionális endoderma sejt) 

ZFN   Zinc Finger Nuclease (cink-ujj nukleáz) 
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1. BEVEZETÉS ÉS C£LKITţZ£SEK 

 

A pluripotens Ŗssejteket alkalmaz· kutat§sok egyre tºbb ter¿leten jutnak fontos 

szerephez ®s az Ŗssejtek sz®les kºrŤ gyakorlati alkalmaz§sa bel§that· kºzels®gbe ker¿lt. Ezen 

sejtek különlegessége abban rejlik, hogy megfelelŖ körülmények között  megtartják 

pluripotens állapotukat, folyamatosan növekednek, osztódnak, vagyis önmegújulásra képesek. 

Emellett képesek arra is, hogy mind a három csíralemez irányába differenciálódjanak, spontán 

illetve irányított  módon. E tulajdons§gok miatt a pluripotens Ŗssejtek igen hasznosak biológiai 

alap-, illetve orvosi- kutatásokban, például gyógyszertesztekben, vagy betegségek 

modellezésben. Mindemellett a hum§n Ŗssejtek lehetŖs®get ny¼jthatnak sz§mos betegs®g, 

például a Parkinson-k·r, gerincvelŖi s®r¿l®sek vagy a diabetes terápiás gyógyításában is.  

Többf®le pluripotens Ŗssejt t²pus ismert, amelyek kºz¿l az Ŗssejt kutat§sokban az embrion§lis 

Ŗssejtek (ESC: Embryonic Stem Cell) használata az általánosan elterjedt. Laboratóriumi 

körülmények között ESC -k hólyagcsíra állapotú emb ri·k embri·csom·j§b·l nyerhetŖek. 

Számos faj esetében az ESC-k alapítása komoly biológiai korlátokba ütközik, mind  ez idáig 

csak n®h§ny faj ismert (eg®r, patk§ny ®s fŖemlŖsºk), beleszámítva az embert is, ahol a 

pluripotens embrionális Ŗssejt vonalak izolál ása sikerrel járt. Ezen felül a humán embrionális 

Ŗssejt vonalak létrehozásához szükséges humán embriók kinyerése további  nehézségekbe 

ütközik, mind biológiai mind pedig etikai okokból. Ezért, egy az embriók feláldozását 

elker¿lŖ pluripotens sejtvonal elŖ§llítás i eljárás  komoly elŖnyt ny¼jthat az Ŗssejt kutat§s és 

terápia területén. Az indukált  pluripotens Ŗssejtek (iPSC: Induced Pluripotent Stem Cell) 

alkalmaz§sa egy alternat²v megold§st jelenthet e probl®m§k lek¿zd®s®re, mivel azok felnŖtt 

testi sejtek genetikai ¼jraprogramoz§s§val hozhat·ak l®tre, a pluripotenci§®rt felelŖs g®nek 

bizonyos kombinációjának a sejtekbe való túl expresszáltatásával. Továbbá, páciens-

specifikus iPSC-k klinikai használatával, elméletileg a transzplant§ci· ut§ni kilºkŖd®s is 

elker¿lhetŖ volna, amely a jelenleg alkalmazott idegen donortól származó Ŗssejt ter§pia egyik 

sarkalatos problémája. Mindemellett, genetikai eredetŤ betegs®get hordozó testi sejteket 

újra programozva, betegség-specifikus iPSC vonalak §ll²that·ak elŖ, amelyek az adott 

betegség modellezésére illetve gyógyszerfejlesztésre és tesztelésre használhatóak. Ezzel az 

eljárással tehát új út nyílt a személyre szabott terápiák  kidolgozásához, hiszen az iPSC-k az 

adott páciens teljes genetikai információját hordozzák, így eg yedi lehetŖs®get biztos²tanak a 

terápiás megoldások kiválasztásában is. 

Kutatócsoportunkban sz§mos emlŖs fajból (egér, nyúl, humán) származó ESC-alapú 

kutatás folyik. Azonban az ESC-k fent említett limit§l· t®nyezŖi miatt az iPSC-k létrehozása 
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és alkalmaz§sa sok tekintetben elŖnyºsebb volna. Mindemellett, az irodalomban sikerrel 

számoltak be iPSC vonalak izolálásáról olyan fajokban is, ahol az ESC vonalak hólyagcsíra 

embri·kb·l tºrt®nŖ izol§l§sa kudarcot vallott. Ezért munkám elsŖdleges célja az volt, hogy 

egy megbízható újra programozási rendszert állítsak  be egér sejteken, mely rendszer (vagy az 

annak haszn§lata sor§n gyŤjtºtt tapasztalatok) a k®sŖbbiek sor§n adaptálható m§s emlŖs 

fajokra is, például nyúl - vagy humán- sejttípusokra. 

További célom volt, hogy a létrehozott iPSC vonalakat teljes kºrŤen jellemezzem azok 

pluripotenciájára, in vitro és in vivo differenciációs képességére. Végül, de nem utolsó sorban 

pedig a karakteriz§ci·ban j·l szereplŖ vonalakat felszaporítsam és hosszútávra tároljam 

kutatócsoportunk részére.  

Számos iPSC újra programozó rendszer létezik, amelyek hatékonyságukban és az 

újra programozó faktorok bejuttatásának módjában jelentŖsen elt®rnek egym§st·l. A 

megfelelŖ rendszer kiv§laszt§sa ®s be§ll²t§sa a t®ma sz®leskºrŤ tanulmányozását  és az 

irodalomban megjelölt egyes rendszerek megismerését, összehasonlító elemzését követelte 

meg. Így a  fent kijelölt  célok elérésének érdekében a m unkám elsŖ l®p®sek®nt két robosztus 

integrálódó - (lentivírus, t ranszpozon) és egy nem integrálódó - rendszert (fehérje bevitel) 

tanulmányoztam egér sejteken. Célom az volt, hogy a három újraprogramoz· rendszerbŖl a 

tapasztalataim alapján leghatékonyabbnak bizonyuló rendszert/rendszereket adaptáljam 

humán sejtek újra programozásához. 

Ezek mellett munkám része volt az is, hogy olyan értékes iPSC vonalakat is alapítsak 

kutatócsoportunk számára, amelyek mentesek vagy mentes²thetŖek az integrálódott  

transzg®ntŖl. E munka során a két alkalmazott integrálódó/kivágható rendszerrel (lentivírus, 

transzpozon) alapított iPSC vonalakból a transzgén kivágását  kíséreltem meg. Így , a 

pluripotenci§®rt felelŖs transzg®n elt§vol²thatóságának  és hatásának sz®leskºrŤ vizsgálatára 

ny²lt lehetŖs®gem, amely k²s®rletek sz§mos ¼jszerŤ eredm®nnyel bŖv²tett®k a témával 

kapcsolatos eddigi ismereteket. 

A munka távlati célja pedig az volt, hogy az újra programozásról szerzett értékes 

tapasztalatokat, technikai ismereteket tovább alkalmazva transzgén-mentes, betegség-

specifikus iPSC vonalak alap²t§s§t seg²tsem elŖ laboratóriumunkban, betegségek modellezése 

céljából. A munka sor§n elŖ§llított és karakterizált egér/humá n iPSC vonalak e kutatások 

kontroll vonalaiként is szolgálnak. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS  

2.1. A pluripotens Ŗssejtek 

Az ún. pluripotens Ŗssejtek még nem specializálódott sejtek, amelyek folyamatos 

osztódásra és önmegújulásra képesek. Aszimmetrikus osztódásuk során, önmagukkal 

megegyezŖ-, valamint m§r egy bizonyos ir§nyba elkºtelezŖdºtt- utódsejteket, ún. prekurzor 

sejteket is képesek l®trehozni, vagyis differenci§l·dni. Az Ŗssejtek in vitro tenyésztési 

körülmények között differenciálatlan állapotukban korlátlan ideig fenntarthatóak. A 

tenyésztési körülmények megváltoztatásával pedig spontán , illetve irányított differenciációjuk 

®rhetŖ el a h§rom cs²ralemez (ekto-, endo-, és mezoderma) bármely irányába.  

Azonban a pluripotens Ŗssejtek mellett léteznek további Ŗssejtek is, amelyek 

csoportosíthatóak például a differenciációs potenciájuk alapján . A legmagasabb 

differenciációs potenci§val rendelkezŖ Ŗssejtek az ¼n. totipotens sejtek, amelyek a szervezet 

összes embrionális és extraembrionális, sejt- illetve szövettípusává képesek specializálódni.  

Totipotens Ŗssejt a term®keny²tett petesejt, illetve a zig·t§ban az elsŖ néhány  osztódás során 

keletkezett sejt, más néven blasztomer. A fejŖdŖ embri· eset®ben a blasztomerek 

totipotenciája általában 2-, 4-, esetleg 8-sejtes stádiumig tart, ez azonban állatfajonk®nt elt®rŖ. 

A totipotencia legfŖbb k²s®rletes bizony²t®kai az embri·felez®s ®s blasztomer §t¿ltet®si 

k²s®rletek, amelyek seg²ts®g®vel identikus ikreket §ll²tottak elŖ sz§mos §llatfajon (Williams et 

al. 1984; Nagashima et al. 1989; Willadsen 1980; Tsunoda és McLaren 1983; Allen és Pashen 

1984). E sejtekn®l valamivel alacsonyabb differenci§ci·s potenci§val rendelkezŖ sejtek a 

pluripotens Ŗssejtek. A pluripotens Ŗssejtek az extraembrionális sejttípusok kialakítására már 

nem képesek (például magzatburok), azonban mindhárom csíralemez sejtjeit létrehozhatják, 

valamint ivarsejtek képzésére is alkalmasak. E csoportba tartoznak az embrionális-, 

primordiális - és teratom§kb·l izol§lt, valamint az induk§lt pluripotens Ŗssejtek is. A 

pluripotens sejteknél alacsonyabb differenciációs potenciával rendelkezŖ sejteket 

multipotens Ŗssejteknek nevezzük. A multipotens Ŗssejtek m§r valamilyen szºvett²pus 

ir§ny§ba elkºtelezŖdtek, ivarsejtek létrehozására nem képesek, azonban még számos 

szºvett²pus kialakulhat belŖl¿k. Erre példa a mezenhimális - vagy a v®rk®pzŖ- Ŗssejtek 

populációja . Léteznek a multipotens sejtekn®l alacsonyabb potenci§j¼ Ŗssejtek is, amelyek 

már csak néhány vagy egy bizonyos sejttípust képesek létrehozni (unipotens), azonban a 

differenci§l·dott sejtektŖl elt®rŖen m®g oszt·d§sra ®s ºnmeg¼jul§sra k®pesek. Ilyenek a 

progenitor (elŖdsejtek) vagy más néven prekurzor  sejtek. 
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Az Ŗssejtek származásuk alapján is csoportosíthatóak, ahol megkülönböztetünk 

embrionális -, magzati-, illetve szöveti- eredetŤ (vagy m§s n®ven ĂfelnŖttò) Ŗssejteket. Az 

embrion§lis Ŗssejt t²pusok az embrion§lis fejlŖd®s ®s a sz¿let®s kºzeli (post-natal) 

szakaszokban figyelhetŖek meg. A magzati Ŗssejtek a magzati szervekbŖl, vagy az 

extraembrion§lis szºvetekbŖl sz§rmaznak, m²g a szºveti Ŗssejtek a m§r felnŖtt szervezet 

egyes szerveiben vannak jelen. 

 

Az embrion§lis Ŗssejt t²pusok: 

¶ Embrion§lis Ŗssejt (ESC: Embryonic Stem Cell): olyan pluripotens Ŗssejt, amely a 

pre-implantációs állapotú h·lyagcs²ra embri· belsŖ sejtcsomójából (ICM: Inner Cell 

Mass) származik (Evans és Kaufman 1981; Martin 1981). 

¶ Epiblaszt Ŗssejt (EpiSC: Epiblast Stem Cell): olyan pluripotens Ŗssejt, amely a már 

implantálódott embrió epiblaszt réteg®bŖl sz§rmazik (egérben: E5,5 - E6,5 napos 

embrió) (Brons et al. 2007). Hab§r pluripotens Ŗssejtk®nt kategoriz§lhat·ak, meg kell 

jegyezni, hogy az ESC-ktŖl mind g®nexpresszi·s mint§zatukban, mint pedig 

metilációs és X kromoszóma inaktivációs állapotukban eltérnek. Emellett az ivari 

kim®ra k®pzŖ potenci§ljuk is j·val kisebb az ESC-khez képest. 

¶ Embrionális csírasejt (EGC: Embryonic Germ Cell): olyan pluripotens Ŗssejt, amely 

az ŖsivarsejtekbŖl (PGC: Primordial Germ Cell) származik. Differenciációs 

képességük az ESC-khez hasonló, azonban génexpressziós mintázatuk nem teljesen 

megegyezŖ azokkal (Matsui et al. 1992). 

¶ Embrionális karcinómasejt (ECC: Embryonic Carcinoma Cell): olyan pluripotens sejt, 

amely az ivarmirigyekben keletkezŖ teratokarcinómákból  származik. E 

teratokarcinómák, olyan tumorok, amelyekben számos már specializálódott 

szövettípus  található, valamint egy még nem differenciálódott pluripotens 

sejtpopul§ci·, amelybŖl maguk az ECC vonalak alapíthatóak. Az ECC-k szintén 

fontos eszközei a pluripotencia tanulmányozásának csakúgy, mint az ESC-k és 

EpiSC-k, azonban a kutatásokban való használatuk elterjedését korlátozza az ECC 

vonalakban gyakran megfigyelhetŖ kromoszóma rendellenességek megléte (Hogan 

1976; Martin 1980; Robertson 1987). 

¶ Trofoblaszt Ŗssejt (TSC: Trophoblast Stem Cells): olyan multipotens Ŗssejt, amely a 

h·lyagcs²ra §llapot¼ embri· trofektoderm§lis r®teg®bŖl sz§rmazik. A trofektoderma 

eredetŤ sejtek az emlŖs embri· m®hben val· t¼l®l®s®hez elengedhetetlenek. 

Specializ§l·d§suk m®g az embri· m®hbe val· implant§l·d§sa elŖtt tºrt®nik meg, ®s 

szerepük a méhlepény kialakítására korlátozódik, a magzat embrionális szöveteinek 
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létrehozására  nem képesek (Tanaka et al. 1998). 

¶ Extraembrionális endoderma sejt (XEN: Extra-embryonic Endoderm): olyan 

multipotens Ŗssejt, amely a h·lyagcs²ra §llapot¼ embri· primit²v endoderma r®teg®bŖl 

származik. A XEN sejtek az extraembrionális endoderma réteg prekurzorjai, és az 

embrionális fejlŖd®sben van fontos a táplálást támogató szerepük  (Kunath et al. 2005; 

Shimosato et al. 2007). A kutat§sokban a korai emlŖs embrion§lis fejlŖd®s 

tanulmányozására használják.  

 

A magzati Ŗssejtek: 

 A magzati Ŗssejtek olyan sejtek, amelyek magzati szervekbŖl (p®ld§ul: m§j, csontvelŖ, 

vér) vagy az extraembrion§lis szºvetekbŖl (magzatvíz, méhlepény) származnak (Abdulrazzak 

et al. 2010). E sejttípusok egy köztes fenotípust képviselnek az embrionális és a felnŖtt 

Ŗssejtek kºzºtt és számos tulajdonságukban eltérnek azoktól. A magzati Ŗssejtek nem 

mondhatóak sem teljesen pluripotensnek, sem multipotensnek. A szºveti Ŗssejtekhez k®pest 

egy primitívebb állapotot képviselnek, mivel magasabb növekedési kinteikával, kisebb sejt 

mérettel és a tumorosodásra való hajlam hiányával rendelkeznek. Emellett differenciációs 

potenciájuk és in vivo szövet regenerációs képességük is magasabb a felnŖtt Ŗssejtekhez 

képest. Potenci§juk az embrion§lis Ŗssejtekn®l alacsonyabb, azonban például a születés utáni 

extraembrionális szövetek olyan sejtforrást jelentenek, amelyekhez embriók használata nélkül 

juthatunk (Marcus és Woodbury 2008; Spinelli et al. 2013). Ezen elŖnyºs tulajdonságaik 

miatt a regeneratív medicina területén használatuk ígéretes , pre-klinikai tanulmányokban már 

számos betegség gyógyításában sikeresen alkalmazták (például: csont diszplázia, rekeszsérv, 

légzési rendellenesség stb.). Továbbá köztes státuszuk miatt a genetikai újraprogramozás 

területén  jelenthetnek hasznos kiinduló sejtforrást (Abdulrazzak et al. 2010). 

 

A szºveti Ŗssejtek: 

A szºveti Ŗssejtek a felnŖtt szºvetekben tal§lhat· multipotens vagy unipotens Ŗssejtek. 

AlapvetŖ funkci·juk az adott szºvet fenntart§sa ®s helyre§ll²t§sa, amelyben elhelyezkednek, 

tehát szöveti sérülés esetén az adott szerv regenerációs tartalékait képezik. Szºveti Ŗssejtek 

találhatóak  például a bŖrben, a csontvelŖben, az agyban, a vérben, a májban és a 

vázizomzatban. Ide tartoznak p®ld§ul a v®rk®pzŖ (hemopoetikus) Ŗssejtek, amelyekbŖl 

k¿lºnbºzŖ v®rsejt t²pusok differenciálódnak. Valamint ilyenek a mezenhim§lis Ŗssejtek, 

amelyek mezodermális sejttípusokká például, izom -, csont-, porc-, vagy zsír- sejtekké 

képesek differenciálódni. A szºveti Ŗssejtek jelentŖs®ge a regenerat²v medicina területén igen 

jelentŖs, hiszen eredeti szerep¿knek megfelelŖen a s®r¿lt szºvetek regener§ci·j§ban, illetve 

10.14751/SZIE.2015.033



IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

14 

génterápiás alkalmazásokban lehet. Az egyik legjobb p®lda tal§n a v®rk®pzŖ rendszert ®rintŖ 

megbeteged®sek bizonyos t²pusaiban a csontvelŖ §t¿ltet®s alkalmazása, de ide tartozik az 

mezenhimális sejtek csont- és porcsérülések során való alkalmazása (Schroeder et al. 2015). 

2.1.1. A pluripotens sejtek felfedezésének mérföldkövei   

Az elsŖ pluripotens Ŗssejtvonalak, amelyeket létrehoztak és in vitro körülmények 

között fenn tudtak tartani az ECC-k voltak (Hogan 1976; Martin 1980). Az ECC vonalak in 

vitro tenyésztése során gyŤjtºtt tapasztalatok ®s ismeretek r®v®n, nagy §ttºr®st hozott, amikor 

ugyanabban az ®vben k®t kutat·csoport is elsŖk®nt számolt be egér ESC-k izolálásáról  és 

azok sikeres in vitro tenyészt®s®rŖl (Evans és Kaufman 1981; Martin 1981). Közel 20 évre 

volt szükség ezután az újabb áttörésre: 1998-ban humán embriókból sikerült humán ESC 

vonalakat létrehozni és in vitro tenyészteni (Thomson et al. 1998). Az ESC vonalak 

létrehozása és in vitro tenyésztés i körülményeinek kidolgozása új utat nyitott a kutatók 

számára a korai embrion§lis fejlŖd®s tanulm§nyoz§s§ra, és számos új ismerettel egészítette ki 

az embriológia területét. Többek között ezek az ismeretek, vezettek további Ŗssejt t²pusok 

(EpiSC, XEN, TSC)-, valamint Takahashi és Yamanaka 2006-ban publikált  felfedezéséhez, 

ahol az embrion§lis Ŗssejt alap²t§si technol·gi§t kombin§lt§k a testi sejtek pluripotens 

állapotúvá való direkt újra programozásával. Ezt az ESC-hez hasonl· Ŗssejt t²pust indukálható 

pluripotens Ŗssejteknek nevezték el, és a technol·gia folyamatos fejlŖd®s®vel megnyitották  az 

utat a személyre szabott orvoslás és számos újszerŤ felfedezés irányába . 

2.1.2. A naiv és Ăaktivált ò (primed) pluripotencia 

Az pre-implantált hólyagcsíra álla potú egér embrió (E4.5) belsŖ sejtcsom· epiblaszt 

r®teg®bŖl alakul ki az eg®sz embri·, ²gy a korai epiblaszt r®teg funkci·j§ban a fejlŖd®s 

alap§llapot§nak tekinthetŖ (Ăground state epiblastò). Az ebben a stádiumban izolált egér 

epiblaszt sejtekbŖl hozhatóak létre az ESC-k (Evans és Kaufman 1981; Martin 1981), 

amelyek pluripotenciája in vitro körülmények között , egér fibroblaszt tápláló sejt rétegen, 

Leukémia Inhibitor Faktor (LIF) és újszülött szarvasmarha szérum (FBS: Fetal Bovine 

Serum) hozzáadásával fenntartható (1. ábra ). A LIF a LIF/JAK/STAT3 (részletesen lásd a 

2.1.3-as pontban) jelátviteli rendszeren keresztül, az egér ESC-k differenciációját gátolja, 

elŖseg²tve ²gy a pluripotens §llapot fenntart§s§t (Smith 2001). Az ESC-k fibroblaszt-mentes 

és FBS-mentes tenyésztési körülmények között is fenntarthatóak in vitro LIF jelenlétében az 

ún. 2i kondíció  alkalmazásával. A 2i kondíci ó a differenci§ci·®rt felelŖs MEK/ERK 

(részletesen lásd: 2.1.3. bekezdésben) jelátviteli útvonal és a Glikogén Szintáz Kináz -3 (GSK-

3) kismolekulákkal való blokkolásán alapul (Ying et al. 2008). A már éppen beágyazódott 
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(post-implantációs)  eg®r embri· (E5.5) k®sŖi epiblaszt r®teg®t izol§lva szint®n pluripotens 

sejtpopul§ci· nyerhetŖ, amelyek az ¼n. epiblaszt Ŗssejtek, azonban ezek a sejtek nem LIF, 

hanem fibroblaszt növekedési faktorral (FGF: Fibroblast Growth Factor) és ACTIVIN  

hozzáadásáv al tarthatóak fenn (Brons et al. 2007) (1. ábra ). Az ESC-k és EpiSC-k tehát 

egyar§nt pluripotensek, azonban elt®rŖ jel§tviteli ¼tvonalak aktiv§l§s§val/blokkol§s§val 

tarthatóak fenn. Így egyes feltevések szerint kétféle pluripotens állapot k¿lºnbºztethetŖ meg, 

amelyeket az ún. naiv- és az aktivált - (Ăprimedò) pluripotencia névvel illetnek. Ezen elmélet 

szerint az egér ESC-k naiv pluripotenciával rendelkeznek, és a pre-implantált epiblasztot 

reprezentálják. Míg az EpiSC-k egy elŖrehaladottabb, ún. aktivált pl uripotens állapotot 

képviselnek, ®s a k®sŖi post-implantációs epiblasztot reprezentálják. E feltevést támasztja alá 

az a tény is, hogy míg az ESC-k magas-, addig az EpiSC-k igen alacsony kiméra k®pzŖ 

képességgel bírnak, vagyis egységnyi sejtszámra vonatkoztatva mind a kimérák száma, mind 

pedig a szöveti kimérizmus %-a jelentŖsen alacsonyabb az EpiSC-knél az ESC-khez 

viszonyítva . Emellett néhány , a pluripotencia fenntartásában szerepet játszó transzkripciós 

faktor expressziójában is eltérések mutathatóak ki a két sejttípus között , például a kruppel-

szerŤ faktor 4 (KLF4: Kruppel-Like Factor 4) csak az ESC-kben detektálható. Továbbá, a  

naiv egér ESC-k FGF és ACTIVIN jelenlétében EpiSC-vé differenciáltathatóak (Nichols és 

Smith 2009). Az EpiSC-ben a KLF4 túl expresszi·j§t kºvetŖen olyan újraprogramozott 

vonalakat figyelt meg egy munkacsoport, amelyek a naiv ESC-kre jellemzŖ expressziós 

mintázatot mutattak, és csíravonal kompetens kimérákat formáltak (Guo et al. 2009) (1. 

ábra ). 
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1. ábra  
A naiv és Ăaktiv§ltò (primed) pluripotencia 

 

A humán ESC-k szint®n a korai epiblaszt sejtekbŖl sz§rmaznak csak¼gy, mint az eg®r 

ESC-k (Thomson et al. 1998), azonban azok számos tulajdonságukban inkább az egér EpiSC-

kre emlékeztetnek, mint például morfológiájukban  vagy az alkalmazott tenyésztési 

körülménye kben. Továbbá, az EpiSC-k és humán ESC-k érzékenyek az olyan passzálási 

eljárásokra, amelyek egysejtes állapotot eredményeznek, ellentétben az egér ESC-kkel 

(Hanna et al. 2010). E jelenség arra engedett következtetni, hogy az ez idáig  alapított  humán 

ESC-k már egy elŖrehaladottabb stádiumban lehetnek, inkább az aktivált pluripotens állapotot 

képviselik. Nemrég egyes munkacsoportoknak sikerült komplex tenyésztési paramétereket 

kidolgozniuk, amelyben olyan humán ESC-ket tudtak alapítani és fenntartani, amelyek 

molekuláris- és funkcionális - tulajdonságaikban közelebb álltak a naiv egér ESC-khez, mint 

az egér EpiSC-khez (Gafni et al. 2013; Chan et al. 2013). Azonban ezek a rendszerek még 

mindig FGF, TGF-ɓ és/vagy szérum-f¿ggŖek. Takashima et al. (2014) humán pluripotens 

sejtek naiv állapotba való konverzióját kísérelte  meg NANOG és KLF2 faktorok 

10.14751/SZIE.2015.033



IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

17 

túlexpresszáltatásával. Az így létrehozott sejtek nagyon hasonlóak voltak az egér naiv ESC-

khez és képesek voltak az ICM-be beépülni.  

A naiv és aktivált pluripotens állapot felismerése kulcsfontosságú ismeretekkel 

bŖv²tette a korai embrion§lis fejlŖd®ssel foglalkozó tudományt, valamint a ma is használt egér 

és humán sejttenyésztési kondíciók  kidolgoz§s§ban is alapvetŖ szerepe volt. Emellett a sejtek 

genetikai ¼jraprogramoz§s§val kapcsoltban is sz§mos ¼jszerŤ ismerettel szolg§lt. 

2.1.3. A pluripotencia molekuláris alapjai 

A pluripotens állapot kialakításáért és fenntartásáért sejtes szinten az ún. pluripotencia 

faktorok felelŖsek, amelyek a transzkripci·s faktorok csal§dj§ba tartoznak ®s a g®nek §t²r§s§t 

(transzkripcióját) szabályozzák. E transzkripciós faktorok k¿lºnbºzŖ jel§tviteli útvonalakon 

keresztül aktiválódnak /blokkolódnak, amelyek egér és humán ESC-k esetén számos esetben 

eltérnek egymástól, illetve egyes esetekben ellentétes szereppel bírnak. A pluripotencia 

fenntartásában szerepet játszó jelátviteli útvonalak az alábbiakban kerülnek bemutatásra, 

kiemelve e tekintetben a két faj közötti eltéréseket. 

 

LIF/JAK/STAT 3 jelátviteli útvonal : 

A LIF/JAK/STAT3 jel§tviteli ¼tvonalban a LIF kºtŖd®s®n kereszt¿l aktiv§l·dik a 

Janus Kináz (JAK), ami a szignáltranszdukciós és transzkripcióaktivátor 3 gén (STAT3: 

Signal Transducer and Activator of Transcription-3) foszforilációját eredm ényezi. A 

foszforilálódott STAT 3 a sejtmagban a cél génekhez kºtŖdve szab§lyozza azok expresszióját 

(Niwa et al. 1998) (2. ábra ). 
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2. ábra  
A pluripotencia fenntartásában szerepet játszó jelátviteli útvonalak  

 

Az egér ESC-k teny®szt®s®hez a LIF egy alapvetŖ fontoss§g¼ faktor, amely az 

Interleukin-6 citokinek közé tartozik. A LIF -et az egér embrionális fibroblasztok (MEF: 

Mouse Embryonic Fibroblast) is termelik, amelyet az ESC-k tápláló sejtrétegeként szoktak 

használni és a pluripotencia fenntartásában van szerepe a differenciáció gátlásán keresztül . Az 

egér ESC-k esetében a STAT3 leggyakoribb cél génjei  az ĂOctamer-binding factor 4ò (Oct-4), 

ĂSRY (sex determining region Y)-box 2ò (Sox2) és Nanog, melyeknek az Ŗssejtek 

önmegújul ásában és pluripotenciájuk fenntartásában van kulcsfontosságú szerepük. A STAT3 

gátlása egér ESC-kben az endodermális és mezodermális gének aktivációját eredményezi,  

alátámasztva ezzel aktivitásának  szerep®t a differenci§ci· megelŖz®s®ben (Bourillot et al. 

2009). 

Humán ESC-kben a LIF szintén indukálja a STAT3 foszforilációját és sejtmagi 

transzlokációját, azonban e jelátviteli útvonal aktiválódása önmagában nem elegendŖ a 

pluripotens állapot fenntartásához (Dahéron et al. 2004). Habár, ahogy azt a 2.1.2.-es 

bekezdés taglalta, a 2i kondíciót  (amely a LIF-et magába foglalja) további faktorokkal 

kiegészítve naiv pluripotens §llapot ®rhetŖ el hum§n sejtek esetében is. Tehát a humán ESC-k 

pluripotenciájában valamilyen módon mégis további szerepe lehet e jelátviteli útvonalnak, 

v®lhetŖen azonban az egér ESC-ktŖl elt®rŖ m·don. 
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TGF-ɓ jel§tvitel útvonalak : 

A ĂTransforming Growth Factor-ɓò (TGF-ɓ) család több mint 40 fehérjét/faktort 

foglal mag§ba, amelyekbŖl a pluripotencia szempontjából a TGF-ɓ/ACTIVIN/NODAL és a 

csont morfogén fehérjéknek (BMP: Bone Morphogenetic Protein), valamint a növekedési 

differenciációs faktoroknak (GDF: Growth Differentiation Factor) van fontos szerepük. A 

TGF-ɓ faktorok a ĂSMADò fehérjék (Sma: Second mitochondria-derived activator és Mad: 

Mothers Against Decapentaplegic) aktivációjá ban játszanak szerepet. A SMAD-2 és 3 a TGF-

ɓ/ACTIVIN/NODAL  fehérjék jelátviteli útvonalán ke resztül aktiválódnak, míg a SMAD -1, 5 

és 8 a BMP útvonalon keresztül (Wrana et al. 1992). A TGF-ɓ csal§dhoz kapcsol·dó 

jelátviteli útvonalak nak komplex szerepük van a pluripotencia szabályozásában, amelyek a 

SMAD fehérjék sejtmagi transzlokációján keresztül  a cél gének expressziójának 

szabályozásában jutnak érvényre (2. ábra ). 

Egér ESC-k esetében a BMP a SMAD fehérjéken keresztül aktiválja a differenciációt 

gátló géneket  LIF jelenlétében , blokkolva ily módon a neurális differenciációt  (Ying et al. 

2003). A TGF-ɓ/ACTIVIN /NODAL jel§tviteli ¼tvonal nem alapvetŖ fontosságú az egér ESC-

k pluripotenciájában, inkább a normális sejtosztódásban van szerepe (Ogawa et al. 2007). 

Az egér ESC-kkel szemben, a humán ESC-kben a BMP jelátviteli útvonal szerepe a 

trofoblaszt irányú differenciáció elŖseg²t®s®ben van (Xu et al. 2002), továbbá, a TGF-

ɓ/ACTIVIN/NODAL ¼tvonalnak is elt®rŖ szerep tulajdon²that·. A SMAD-2, 3 fehérjéken 

keresztül e jelátviteli útvonal a humán ESC-k önmegújulásában játszik fontos szerepet. Ezt 

támasztják alá azok a kísérletek, ahol az ACTIVIN és NODAL stimulációján keresztül az 

OCT-4 és NANOG expressziós szintje emelkedett, míg a jelátviteli útvonal gátlásával e gének 

expressziója jelentŖsen csökkent (Xiao et al. 2006; Vallier et al. 2005). 

A GDF3 szintén a TGF-ɓ család tagja, szerepe azonban az egér- és humán ESC-kben 

elt®rŖ. Egér ESC-kben a GDF3 csökkenése a pluripotencia fenntartását eredményezi, míg 

humán ESC-kben a GDF3 túl expresszáltatásával lehet elérni hasonló hatást. A GDF3 tehát 

BMP antagonistaként alkalmazható, alacsony koncentrációban az egér ESC-k 

pluripotenciájának fenntartásában van szerepe, míg m agas koncentrációban alkalmazva a 

humán ESC-k pluripotens állapotát támogatja (Levine et al. 2009). 
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MEK /ERK jelátviteli útvonal : 

A fibroblaszt növekedési faktorok jelátvitele a Mitogén -aktivált protein 

kináz/Extracelluláris signál-regulált Kináz (MEK/ERK) útvonalon keresztül történik. A 

MEK/ERK útvonal az ERK/MAPK néven is ismert (2. ábra ).  

Az egér ESC-k pluripotenciájának fenntartását segíti  a MEK/ERK útvonal gátlása  

(Burdon et al. 1999; Stavridis et al. 2007). Azonban ez a gátlás önmagában az önmegújulást 

nem képes elŖseg²teni, ehhez tov§bbi jel§tvitelek aktiv§ci·ja/g§tl§sa sz¿ks®ges. Ilyen 

jelátviteli útvonalak kombinációján alapul a már említett 2i kondíció, amely kismolekulákkal 

gátolja az MEK/ERK (PD0325901) útvonalat, valamint aktiválja a WNT/ɓ-CATENIN 

útvonalat a GSK-3 inhibitorral (CHIR99021), LIF jelenlétében pedig a LIF/JAK/STAT3 

útvonalat aktiválja (Ying et al. 2008) (2. ábra ). 

A Humán ESC-k in vitro tenyésztéséhez az egér ESC-kkel szemben FGF hozzáadása 

szükséges, ahhoz hogy pluripotens állapotukat fenntartsák. Az FGF megvonásával, vagy az 

FGF jelátviteli útvonal  g§tl§s§val a sejtek differenci§ci·ja figyelhetŖ meg (Kim et al. 2005; 

Dvorak et al. 2005). Az FGF receptor kºtŖd®se sz§mos jel§tviteli ¼tvonalat aktiv§l, azonban a 

humán ESC-k fenntartásában az MEK/ERK jelátvitelnek van szerepe (Kang et al. 2005). 

Egyesek bemutatták, hogy az FGF-2 az inzulin-szerŤ nºveked®si faktor-2 (IGF-2: Insulin-like 

Growth Factor-2) szekrécióját indukálja a tápláló f ibroblaszt réteg sejtjeiben, ami elŖseg²ti a 

humán sejtek differenciálatlan állapotának fenntartását (Bendall et al. 2007; Greber et al. 

2007). Mások pedig azt bizonyították, hogy míg az endogén FGF-2 jelátvitel (tápláló 

fibroblaszt réteg által termelt) a humán ESC-k differenciálatlan állapotát tartotta fenn, addig a 

teny®sztŖm®diumhoz adagolt FGF-2 indirekt módon a sejt halál és apoptótikus gének 

gátlásával járult hozzá a pluripotens állapothoz (Eiselleova et al. 2009). 

 

WNT/ɓ-CATENIN  jelátviteli útvonal : 

Ebben a jelátviteli útvonalban a WNT fehérje a receptor komplexhez csatlakozva, 

transzmembr§n receptorokon kereszt¿l a ɓ-CATENIN fehér je stabilitását szabályozza. WNT 

jelenlét®ben a ɓ-CATENIN a sejtmagban transzlokálódik és a cél g®nekrŖl §t²r·d· feh®rj®k 

expresszióját (például: OCT -4, REX1, NANOG) szabályozza. A WNT fehérje hiányában 

pedig a ɓ-CATENIN a GSK-3 foszforilációja által degradálódik  (2. ábra ). A WNT/ɓ-

CATENIN ¼tvonalnak az Ŗssejt jelleg fenntartásában való szerepe még nem teljesen 

tisztázott, az egyes tudom§nyos kºzlem®nyek igen elt®rŖ fontosságot tulajdonítanak számára. 

Az egér ESC-k esetén a WNT/ɓ-CATENIN útvonal aktiválható volt a GSK-3 gátlásával, 

amely a sejtek differenciálatlan állapotát tartotta fenn rövid távon. Amikor pedig a 2i 
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kondícióban ennek az útvonalnak az aktiváció ját kombinálták a LIF/JAK/STA T3 

aktivációjával és a MEK/ERK  gátlásával a sejtek hosszú távú önmegújulását  érték el (Ogawa 

et al. 2006; Umehara et al. 2007; Ten Berge et al. 2011). 

Humán ESC-k esetén pedig azt mutatták be, hogy a WNT/ɓ-CATENIN útvonal 

aktivációja szintén a sejtek differenciációját gátolta , azonban a ɓ-CATENIN általi 

transzkripciós faktorok aktivációja minimális volt a differenciálatlan sejtekben (Sato et al. 

2004). Tehát , a WNT/ɓ-CATENIN ¼tvonal ºnmag§ban felt®telezhetŖen nem elegendŖ a 

pluripotencia fenntartásához, azonban az irodalmi adatok igen elt®rŖek, így valódi szerepük 

tisztázásához a szerzŖk az ¼tvonal tov§bbi tanulm§nyoz§s§t javasolj§k (Wray ®s Hartmann 

2012). 

 

Az ESC-kben a fent tárgyalt jelátviteli útvonalak a pluripotenciában szerepet játszó 

cél gének expresszióját szabályozzák. Genetikai- és transzkripciós profil- tanulmányok során 

számos pluripotenci§®rt felelŖs transzkripciós faktort sikerült már azonosítani, mint példáu l az 

OCT-4, SOX2, NANOG, FOXD3, ID, stb. Ezek közül háromnak van kiemelt szerepe, 

amelyek az OCT-4, SOX2 és a NANOG. Az alábbiakban e három kulcsfontosságú faktor 

kerül bemutatásra, amelyek azért jelentŖsek, mert a pluripotens transzkripciós hálózat alapját 

képezik. 

 

OCT-4: 

Az OCT-4 (POU5F1: POU domain, class 5, transcription factor 1) a POU 

transzkripci·s csal§dba tartozik ®s elŖszºr eg®rben ²rt§k le (Okamoto et al. 1990; Rosner et al. 

1990; Schöler et al. 1990). A jelenléte elengedhetetlen az embriógenezis során, valamint 

ESC-kben a pluripotencia kialakításában és fenntartásában. A pre-implantációs embrionális 

fejlŖd®s sor§n a kompaktiz§ci· elŖtt minden sejtben expressz§l, majd a hólyagcsíra állapotú 

embrióban expressziója már csak az ICM sejtjeire korlátozódik . Az embrió implantációját 

kºvetŖen m§r csak a primit²v endoderm§ban detekt§lhat·, amely az embriógenezis során a 

primordi§lis Ŗssejtekre korl§toz·dik, majd az ivarsejtek differenci§ci·ja sor§n teljesen 

elcsendesül (Nichols et al. 1998; Shi és Jin 2010). Az OCT-4 nagyszámú faktor expresszióját 

szabályozza, mint például az FGF4, UTF1, OPN, REX1, FBXO15, SOX2 és CDX2 

(Nishimoto et al. 1999; Zeng et al. 2004). A megfelelŖ OCT-4 szint az ESC-k pluripotenciáját 

tartja fenn, annak csökkenése trofektodermális-, míg túl expressziója primitív endodermális és 

mezodermális- irányú differenciációt okoz (Yeom et al. 1996; Niwa et al. 2000; Niwa 2001). 
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SOX2: 

A SOX2 fehérje, a SOX transzkripciós család tagja és emlŖs embri·kban az 

embriógenezis korai szakasz során kezd el expresszálni, majd az ICM-ben éri el a 

legmagasabb szintet (Avilion et al. 2003; Masui et al. 2007). Csakúgy, mint az OCT-4, a 

SOX2 is az embriógenezisben valamint az ESC-k pluripotenciájának  kialakításában , és 

stabilizálásában játszik szerepet. ESC-kben a SOX2 megfelelŖ szintŤ expresszi·ja a 

pluripotens állapothoz elengedhetetlen. Annak túl expressziója egér ESC-kben nem 

endodermális irányú differenciáció t eredményezett, például neurális differenciációt (Zhao et 

al. 2004; Kopp et al. 2008). A SOX2 az OCT-4 fehérjével egy komplexet alkotva szabályozza 

a cél gének expresszióját (Tomioka et al. 2002). 

 

NANOG: 

A NANOG szintén egy transzkripciós faktor, ami jellemzŖen az ESC-kben 

expresszálódik. Az embriógenezis során az ICM csak e fehérje jelenlétében tartja fenn 

pluripotens állapotát. Expressziója a nem differenciálódott egér- és humán- ESC-kben 

egyaránt detektálható, valamint a NANOG-deficiens ESC-k differenciációra hajlamosak 

(Mitsui et al. 2003; Chambers et al. 2003). Csakúgy, mint az OCT-4 és SOX2 esetében, a 

NANOG-nak is kºzponti szerepe van a pluripotencia fenntart§s§ban, azonban az §ltala tºrt®nŖ 

szab§lyoz· mechanizmusok egyelŖre nem teljesen ismertek. Egyes feltevések szerint a 

differenciációhoz szükséges bizonyos fehérjéket  (GATA4 és GATA6) expresszáló gének 

gátlásán  keresztül képes a pluripotens állapot fenntartására. Mások szerint pedig aktiválja az 

önmegújuláshoz szükséges fehérjék  expresszióját (REX1, ID fehérjék: Inhibitor of 

differentiation proteins) (Ying et al. 2003; Mitsui et al. 2003; Chambers et al. 2003). 

Genomiális tanulmányok pedig azt mutatták be, hogy az OCT-4, SOX2 és NANOG fehérjék 

gyakran kºtŖdnek azonos szab§lyoz· r®gi·khoz, eg®r- és humán- ESC-kben is. Ezek a 

megfigyelések azt igazolták, hogy e három fehérje fizikai, ún. feed-forward kölcsönhatásban 

van egymással és számos esetben együttesen fejtik ki a célgénekre gyakorolt szabályozó 

hatásukat, illetve szabályozzák önmaguk és egymás expresszióját is (Sharov et al. 2008; 

Boyer et al. 2005; Mathur et al. 2008). 
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2.1.4. A pluripotencia igazolása in vitro 

Az újonnan létrehozott ESC/iPSC vonalak pluripotenciájának igazolására számos 

módszer alkalmazása terjedt el, mindazonáltal jelenleg nincs olyan egységesített protokoll, 

amely rögzítené, hogy mely eljárásokat kell alkalmazni ahhoz, hogy egy vonal pluripotens 

§llapot§t egy®rtelmŤen igazoljuk. A legtºbb m·dszer a pluripotencia defin²ci·j§b·l kiindulva 

a sejtvonalak korlátlan fenntarthatóságát illetve in vivo és in vitro differenciációs képességét 

hivatott igazolni, amelyek az alábbiakban kerülnek bemutatásra: 

 

2.1.4.1. Morfológiai kritériumok  

A tipikus egér ESC morfológia: vil§gos, lekerekedett sz®lŤ kol·ni§k, amelyek k®pesek 

korlátlan számú osztódásra, miközben megtartják pluripotens állapotukat. Az egér ESC-k 

esetén a passz§l§st·l az elsŖ oszt·d§sig eltelt idŖ körülbelül  10-14 óra (Pauklin et al. 2011), 

így  passzálásuk általában 2-3 naponta szükséges. Az egér ESC-kre jellemzŖ morfol·giai 

tulajdonságok az egér iPSC-kre egyar§nt jellemzŖek. 

A tipikus humán ESC morfológia: világos, kerekedett sz®lŤ kol·ni§k, az egér ESC-

khez k®pest a kol·ni§k kilapultak ®s nagyobb terjedelmŤek, szintén képesek korlátlan számú 

osztódásra, miközben megtartják pluripotens állapotukat. A sejtekben a sejtmag aránya a 

citoplazmához viszonyítva nagy. A humán ESC-k esetén a passz§l§st·l az elsŖ oszt·d§sig 

eltelt idŖ kºr¿lbel¿l 31-56 óra (Ware et al. 2006). A humán ESC-k passzálása 5-7 naponta 

szükséges, amelyet befolyásolnak a tenyésztési körülmények és a sejtvonal genetikai háttere 

is. A humán ESC-kre jellemzŖ morfol·giai tulajdons§gok a hum§n iPSC-kre egyaránt 

jellemzŖek. 

 

2.1.4.2. Génexpressziós vizsgálat 

A pluripotenci§®rt felelŖs g®nek expresszi·j§t reverz transzkripciós-polimeráz 

láncreakcióval (RT-PCR: Reverz Transcription-Polimerase Chain Reaction) lehet vizsgálni. A 

vizsgálni kívánt sejt pelletbŖl totál RNS izolálható, majd abból cDNS írható át reverz 

transzkripcióval. A cDNS így már a genomiális DNS-hez hasonlóan PCR reakcióban 

vizsgálható és ily m·don az egyes pluripotenci§®rt felelŖs g®nek aktivit§sa ellenŖrizhetŖ. 

Általánosságban az Oct-4, Sox2, Klf4 és Nanog gének expresszióját vizsgálják, azonban 

elterjedt további, a pluripotencia kialakításában szerepet játszó gének (például Utf1, Gdf3, 

Fbxo15, stb.) aktivit§s§nak vizsg§lata is. SŖt, ¼n. macro-array panelek segítségével egyszerre 

akár 92 gén aktivitásának vizsgálata is elterjedŖben van a pluripotens állapot bizonyításában. 

10.14751/SZIE.2015.033



IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

24 

2.1.4.3. Fehérjék és sejtfelszíni markerek kimutatása 

Az ESC-k pluripotens állapotának fenntartásában számos fehérje illetve sejtfelszíni 

marker játszik szerepet (lásd: 2.1.3. bekezdés). Ezeknek a markereknek a hiányát/jelenlétét az 

alkalikus foszfatáz- (AP: Alkaline Phosphatase) és immuncitokémiai- (ICC) festésekkel lehet 

igazolni. Az AP olyan enzim, amely lúgos környezetben hidrolizálja a foszfát tartalmú 

molekulákat. Az AP enzimnek több típusa is ismert, amelyek közül egyes formák egy 

bizonyos szervre specifikusak (placenta, bél), míg más formái nem szövet-specifikusak. A 

nem szövet-specifikus AP expresszál a májban, a csontszövetben, a t¿dŖben és egy 

izoformáj a magas szinten expresszál pluripotens sejttípusokban (ECC, EGC, ESC). Ezt a 

jelenséget kihasználva, ESC vonalak alapítása esetén az AP-pozitív kolónia formálódás a 

pluripotens állapot indikátoraként alkalmazható. Azonban, ez a festés nem túl érzékeny, 

kvalitat²v m·don nehezen ®rt®kelhetŖ (Singh et al. 2012). A karakterizáció szerves részét 

képezik tehát az ICC-festések, melyek antitesteken alapuló technikával egy adott 

pluripotenciában szerepet játszó marker jelenlétét, illetve hiányát mutatják ki . A közvetlen 

kimutatás mellett a marker szubcelluláris lokalizációja is pontosan meghatározható, amely 

annak funkcionalitására is utal. Széles körben elterjedt legal§bb egy pluripotenci§®rt felelŖs 

transzkripciós faktor- (például: NANOG, OCT -4, SOX2, lásd: 2.1.3. bekezdés), valamint 

legalább egy membrán marker kimutatása, amelyekbŖl eg®r ®s hum§n fajokban a 

leggyakrabban alkalmazottakat a 1. táblázat  ismerteti. 
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1. táblázat  

A gyakorlatban elterjedt pluripotenciát igazoló sejtfelszíni markerek listája egér és humán modellben  
 

 
 

2.1.4.4. Spontán differenciáció in vitro 

Az in vitro differenci§ci·val a pluripotens Ŗssejtek azon tulajdons§ga vizsg§lhat·, 

hogy képesek-e mindhárom csíralemez irányába differenciálódni (Eiges et al. 2002). E 

tulajdonság megléte szintén a pluripotens állapot alapkövetelménye. Az in vitro spontán 

differenciáció iniciációs lépése a sejt ek fel¿lettŖl val· elv§laszt§sa - miut§n az Ŗssejtek ¼n. 

adhezív, vagyis letapadó sejttenyészeteket alkotnak, amelyek megfelelŖ kºr¿lm®nyek kºzºtt 

aggregátumokká formálódnak, kialakítva ily módon az ún. embrionális t estecskéket (EB: 

Embryoid Body). Az EB formálódás képessége, azok mérete és mennyisége egy adott 

sejtvonal fontos markere. Az EB formálásnak számos módja ismeretes, például az ún. 

f¿ggŖcseppes m·dszer (HD: Hanging Drop) vagy egyéb gravitáción alapuló technika (Spin 

EB-módszer, Ng et al. 2008). Ezek fŖ elŖnye, hogy azonos m®retŤ EB-k létrehozását teszik 

lehetŖv®, ezzel a differenci§ci· ir§ny²that·. A szuszpenziós aggregátum formálással nagy 

mennyis®gŤ EB hozhat· l®tre, azonban azok mérete nagy varianciát mutathat a kultúrán belül, 

²gy azok differenci§ci·j§nak ir§nya igen k¿lºnbºzŖ. Az EB-k megfelelŖ fel¿letre val· 

kiültetésével, azok további spontán differenci§ci·ja ®rhetŖ el ahol, ha a létrejött sejttömeg 

tartalmazza a három csíraréteg sejttípusait , akkor az a kiinduló ESC pluripotenciáját igazolja. 
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Ennek ellenŖrz®se §ltal§ban ICC-festésekkel történik a három csírarétegre specifikus fehérje 

markerek alkalmazásával. A leggyakrabban használt ektodermális, endodermális és 

mezodermális markereket a 2. táblázat  mutatja be. 

 

2. táblázat  
A gyakorlatban elterjedt ektodermális, endoder mális és mezodermális markerek  listája  
 

 
 

2.1.5. A pluripotencia igazolása in vivo 

Az in vivo spont§n differenci§ci· ellenŖrz®s®re eg®r eset®ben k®t teszt l®tezik, az egyik 

az ún. teratoma teszt (Gertow et al. 2007; Wesselschmidt 2011), míg a másik a csíravonal 

kompetens kimérák formációjának képessége (Polejaeva és Mitalipov 2013; Carstea et al. 

2009). Humán sejtek esetében csak a teratoma teszt alkalmazható, mely során a pluripotens 

egér/humán sejteket immun-deficiens (SCID) egerek bŖre al§ injekt§lj§k. A sejtek spont§n 

differenciálódni kezdenek és tumorokat formálnak, melyeket teratomáknak neveznek. Ha az 

injektált sejt valóban pluripotens, akkor a három csíraréteg bármely sejttípusát képes 

létre hozni a teratomákban, mely immunhisztokémiai -festésekkel ellenŖrizhetŖ a h§rom 

csírarétegre specifikus fehérje markerekkel. 

A csíravonal kompetens kimérák formációjának képessége a pluripotencia meglétének 

legszigorúbb kritériuma. A fent említett in vitro/vivo differenciációs tesztekkel szemben e 

teszttel ellenŖrizhetŖ az is, hogy a pluripotens sejtek r®szt vesznek-e a csírasejtek 

kialakításában is. A kimérákat az aggregációs eljárással (4- vagy 8-sejtes egérembrió + ESC 

aggregációja) vagy a sejtek hólyagcsíra állapotú gazda embriókba való injektálásával, majd 

azok anya§llatba val· ¿ltet®s®vel lehet l®trehozni. A sz¿letett §llatok szŖrsz²ne utalhat a 

10.14751/SZIE.2015.033

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wesselschmidt%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21822879


IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

27 

kim®rizmus m®rt®k®re (p®ld§ul C57BL/6, fekete szŖrsz²nŤ eg®rbŖl sz§rmaz· sejtvonal, ICR 

feh®r szŖrsz²nŤ gazda embri·ba injekt§lva, a sz¿letŖ kim®r§k fekete-fehérek lesznek), vagyis 

arra, hogy az embrió sejtjeinek kialakításában képes-e részt venni a tesztelni kívánt sejtvonal. 

Annak ellenŖrz®s®re, hogy a sz¿letett kim®r§k ivarsejt kim®r§k-e, azok megfelelŖ szŖrsz²nŤ 

egyeddel való p§ros²t§sa sz¿ks®ges, ahol szint®n a sz¿letett ut·dok szŖrsz²ne utal majd a 

beültetett sejtvonal csíravonal transzmissziójára (a fenti példa esetében a fekete-fehér 

kim®r§kat, feh®r szŖrsz²nŤ §llatokkal szükséges párosítani, amelybŖl ha a születendŖ ut·dok 

kºzºtt van fekete szŖrsz²nŤ, akkor a tesztelni kívánt sejtvonal csíravonal kompetens). A 

folyamat felgyorsítására több módszert is kifejlesztettek, ahol például tetraploid 

komplementáció vagy Piezo-Mikromanipulátor alkalmazása révén már az elsŖ gener§ci·ban 

nagyon magas kiméra sejtarányt, akár 100 %-ban kiméra utódokat sikerült elérni (Nagy et al. 

2003; Huang et al. 2008). Számos esetben az in vitro differenciációban vagy in vivo teratoma 

tesztekben jól szerepelt egér vonalak nem képesek ivarsejtek létrehozására, éppen ezért a 

pluripotencia meglétének igazolására e tesztek mellett a csíravonal kompetens kiméra 

form§l·d§s ellenŖrz®se elengedhetetlen fontoss§g¼. 
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2.2. A genetikai újraprogramozás  

Genetikai újraprogramozásnak nevezzük azt, amikor egy érett testi sejt differenciált 

állapota megváltozik az embrionális állapotú még differenci§latlan sejtekre jellemzŖ 

tulajdonságúvá. Korábban genetikai újraprogramozásra három stratégia alkalmazása nyújtott 

lehetŖs®get: testi sejtes sejtmagátültetéssel (SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer), 

sejtfúzióval vagy sejtkivonattal való újraprogramozás révén . Mindemellett több közlemény 

számolt be differenci§lt sejtt²pusok Ă§tprogramoz§s§r·lò más sejttípusokká, amely az ún. 

transzdifferenciáció jelensége. E négy stratégia fejlŖd®se szolg§lt alapul 2006-ban az elsŖ 

iPSC vonal létrehozásához (Takahashi és Yamanaka), ahol a szerzŖk testi sejtek pluripotens 

állapotúvá való újraprogramozását érték el bizonyos transzkripciós faktorok 

túlexpressziójával . 

2.2.1. Újraprogramozás t esti sejtes sejtmagátültetés sel 

Az SCNT vagy közismertebb nevén a klónozás magába foglalja egy testi sejt 

sejtmagjának egy m§r elŖzŖleg sejtmagj§t·l megfosztott (enukleált) petesejtbe (vagyis inkább 

annak citoplazmájába, hiszen az enukleál§st kºvetŖen m§r csak a petesejt citoplazmatikus 

anyaga képezi a befogadó petesejtet) való injektálását  majd annak aktivációját . Reproduktív 

klónozásnak nevezik azt a folyamatot, mely során az SCNT-vel létrehozott embriót recipiens 

állatba ültetik, és abból utód születik, amely a klón állat. Az SCNT sor§n elŖ§ll²tott 

blasztociszta embrióból in vitro ESC is izolálható, amelyet ha a testi sejt donorba 

visszatranszplantálnak, akkor elméletileg nem kell az immunreakci· §ltali sejtkilºkŖd®ssel 

számolni. Ezt a folyamatot, amikor a sejtmag§t¿ltet®s c®lja a donorral azonos Ŗssejt elŖ§ll²t§sa 

terápiás klónozásnak  hívják . Az elsŖ sikeres kl·noz§si k²s®rleteket b®kafajokban hajtott§k 

végre (Briggs és King 1952; Gurdon et al. 1958; Gurdon 1962), amelyek bizonyítottá k, hogy 

a sejtek specializ§ci·ja sor§n a sejtmagban bekºvetkezŖ v§ltoz§sok nem 

visszaford²thatatlanok. Ezt kºvetŖen az elsŖ testi sejtbŖl kl·nozott emlŖs Dolly, a bárány volt 

(Wilmut et al. 1997), amelyet az elsŖ kl·n eg®r (Wakayama et al. 1998) majd további emlŖs 

fajok követtek (Kubota et al. 2000; Behboodi et al. 2004). Azonban számos klónozott állat, 

amelyet sejtmagátültetéssel hoztak létre több abnormalitást (fenotípikus, gén expressziós) 

mutatott, ami arra enged következtetni, hogy a sejtmag átprogramozás nem volt tökéletes, 

amely esetlegesen az epigenetikai átprogramozás hibájára utalhat (Wakayama és 

Yanagimachi 1999; Humpherys et al. 2002; Ogonuki et al. 2002; Tamashiro et al. 2002; 

Gurdon et al. 2003). 
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A genetikai újraprogramozás területén a sikeres SCNT kísérletek, azt bizonyították, 

hogy a petesejt olyan faktorokkal rendelkezik, amely már specializálódott sejteket képes 

pluripotens állapotba újraprogramozni, azonban a sejtek újraprogramozhatóságát nagyban 

befolyásolja azok eredeti (sejtmag donor szövetre jellemzŖ) epigenetikai mintázata. 

2.2.2. Sejtfúzióval  való újra programozás 

A sejtfúzióval  való újraprogramozás magába foglalja testi sejtek pluripotens sejtekkel 

való hibridizációját, amely egy tetraploid hibridet eredményez. E módszerrel a differenciált 

állapot formálhatósága tanulmányozható. Miller és Ruddle 1976-ban, egy pluripotens 

teratokarcinóma sejt és egy thymus sejt fúziójával  olyan pluripotens hibrid sejtpopulációt 

hozott l®tre, amely hordozta az eredeti embrion§lis karcin·ma sejtekre jellemzŖ 

tulajdonságokat. A pluripotens sejtek differenciált sejttípusokon való dominanciáját testi sejt 

és embrionális csíra sejtek (Tada et al. 2003; Tada et al. 1997) és ESC-k (Tada et al. 2001; 

Tada et al. 2003) között i s bemutatt§k, amit k®sŖbb hum§n sejtek esetén is megfigyeltek 

(Cowan et al. 2005; Yu et al. 2006). 

Ezek a kísérletek azt igazolták, hogy a pluripotens sejtek, olyan faktorokkal 

rendelkeznek, amelyek képesek már differenciált sejttípusok újraprogramozására. Azonban a 

módszer szélesebb körben való alkalmazását a tetraploid sejtek re-diploidizálásának hiánya 

okozta. 

2.2.3. Sejtkivonattal  való újra programozás 

A petesejtbŖl (k®t®ltŤ) vagy pluripotens sejtbŖl (ESC, ECC) sz§rmaz· sejtkivonat 

differenciált sejtekhez való hozzáadásával, szintén azok újraprogramozása valósítható meg.  

Ahhoz, hogy a differenciált sejtek felvegyék a sejtkivonatot azonban azok permeabilizációja 

szükséges, amelyet általában kémiai úton lehet megvalósítani ( pl. streptolysin ïO kezelés). Az 

elsŖ n®h§ny k²s®rletet b®ka petesejtbŖl nyert sejtkivonattal végezték, ahol azt humán testi 

sejthez adták majd annak gén expressziós változását vizsgálták (Hansis et al. 2004), és habár 

az OCT-4 aktivitásának növekedését  figyelték meg, a sejt újraprogramozás csak részleges 

volt. Hakelien et al. (2002) HEK293T sejteket programozott át lymphoid-specifikus sejtekké, 

emlŖs eredetŤ T sejtbŖl sz§rmaz· kivonattal. E próbálkozásokat  kºvette az elsŖ olyan kísérlet, 

ahol petesejt helyett pluripotens sejtkivonatot haszn§ltak emlŖs sejtek újraprogramozásához, 

azonban itt a létrehozott sejtpopuláció csak részleges újraprogramozódást mutatott (Taranger 

et al. 2005). 

Tehát elmondható, hogy habár a sejtkivonattal való genetikai újra programozás nem 

volt túl eredményes, mégis bizonyította a differenciált sejtek átformálhatóságát, akár egy 
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kevésbé specializálódott stádiumba is. Ezen eredmények a petesejtek és pluripotens 

sejtt²pusok §ltal hordozott faktorok ¼jraprogramoz§sban betºltºtt alapvetŖ fontoss§g§t 

erŖs²tett®k tovább. 

2.2.4. Transzdifferenciáció  

Egy korai tanulmányban bemutatták, hogy egér fibroblaszt sejtek 5-azacytidine (DNS 

metilációt gátló hatású anyag) kezeléssel átprogramozhatóak myocita-, kondrocita- és 

adipocita típusú sejtekké (Taylor és Jones 1979). Az 5-azacytidine-el végzett további sejt-

konverziós kísérletek  során sikerült egy domináns transzkripciós faktort meghatározni 

(MYOD: Myogenikus Differenciáció), amely az izom-specifikus gének aktivációján keresztül 

képes a fibroblasztot myoblasztokká átprogramozni (Lassar et al. 1986; Davis et al. 1987). Ezt 

a felfedezést követték további domináns transzkripciós faktorok azonosítása, amelyek direkt 

módon képesek egyes sejttípusokat más sejttípusokká transzformálni.  

Ezek a kísérletek demonstrálták, hogy sejtek átprogramozhatóak más sejttípusokká 

bizonyos transzkripciós faktorok hatására, és vezettek a Takahashi és Yamanaka (2006) által 

is alkalmazott módszerhez, ahol az adott transzkripciós faktorokat túlexpresszáltatták a 

sejtekben. 

2.2.5. Transzkripciós faktorok túlexpresszáltatás a a sejtekben 

A transzkripciós faktorok túlexpresszáltatását  egyesek a sejtek pluripotens állapotúvá  

való újraprogramozásához alkalmazzák, amely során a pluripotenciában szerepet játszó 

transzkripciós faktorokat használnak. Mások a már egy bizonyos irányba elkºtelezŖdºtt sejtek 

direkt konverziójához alkalmazzák ugyanezt a módszert, ahol a kívánt sejttípusnak megfelelŖ 

csíravonal-specifikus transzkripciós faktorokat expresszáltatják a sejtekben. 

 

2.2.5.1. Transzkripciós faktorok túlexpresszáltatásával tºrt®nŖ ¼jraprogramozás  

Takahashi és Yamanaka 2006-ban transzkripciós faktorok túlexpresszáltatásával testi 

sejteket programozott újra  pluripotens állapotúvá és az így létrehozott sejteket indukált 

pluripotens Ŗssejteknek nevezte el. A genetikai újraprogramozás történelmében ezen óriási 

tudományos áttörést hozó eredményükhöz  többek között a  testi sejtes klónozással- a 

sejtfúzióval -, sejtkivonattal- és a transzdifferenciációval való újraprogramozás során elért 

eddigi ismeretek vezettek, amelyek azt mutatták, hogy a differenciálódott sejtek 

újraprogramozhatóak pluripotens állapotúvá, megfelelŖ transzkripci·s faktorok hat§s§ra. 

Továbbá egy petesejt, illetve az ESC-k olyan faktorokat tartalmaznak, amelyek testi sejteket 

képesek pluripotens állapotúvá programozni. 
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Takahashi és Yamanaka 2006-os kísérletükben számos korábban már leírt 

transzkripciós faktort teszteltek és azt vizsgálták, hogy azok génjeinek testi sejtekben való 

túlexpresszáltatása képes-e a pluripotencia indukciójára. A tesztelt faktorok között szerepelt 

az OCT-4 (Nichols et al. 1998; Niwa et al. 2000), SOX2 (Avilion et al. 2003) és NANOG-ot 

(Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003), (lásd: 2.1.3. bekezdés), valamint számos olyan 

gén, amelyek gyakran aktiválódnak tumorokban, mint például a Stat3 (Matsuda et al. 1999; 

Niwa et al. 1998), az E-Ras (Takahashi et al. 2003), a c-Myc (Cartwright et al. 2005), a Klf4: 

(Li et al. 2005), és a ɓ-catenin (Kielman et al. 2002; Sato et al. 2004). Ez utóbbi géneknek az 

ESC-kre jellemzŖ fenot²pus fenntart§s§ban és azok in vitro tenyészetben való gyors 

osztódásában van szerepük. Továbbá számos egyéb gént is azonosítottak és teszteltek, 

amelyek az ESC-kben expresszálódnak (Maruyama et al. 2005; Mitsui et al. 2003), úgymint 

a: Ecat1 (GenBank: AB211060), Dppa5a (MGI:101800), Fbxo15 (MGI:1354755), Dnmt31 

(GenBank: NM_019448), Ecat8 (GenBank: AB211061), Gdf3 (MGI:95686), Sox15 

(MGI:98363), Dppa4 (MGI:2157525), Dppa2 (MGI:2157523), Fth117 (GenBank: 

NM_031261), Sall4 (MGI:2139360), Rex1 (MGI:99187), Utf1 (MGI:1276125), Tcl1 

(MGI:1097166), Dppa3 (MGI:1920958), Grb2 (MGI:95805). 

Összesen tehát a fenti 24 kiválasztott gént tesztelték a kísérletükben, amelyhez egy 

olyan rendszert fejlesztettek ki, ahol a pluripotens állapot aktivációját a G418 rezisztencia 

jelezte. Ehhez olyan transzgenikus egeret hoztak létre, ahol az Fbxo15 génbe egy ɓgeo (a ɓ-

galaktozidáz és a neomicin gén fúziója) vektort illesztettek. Az Fbxo15 gén az egér ESC-kben 

és egér embriókban expresszálódik, azonban jelenl®te n®lk¿lºzhetŖ a pluripotencia 

fenntartásában. Az ebbŖl az eg®rbŖl izol§lt ESC-k (amelyek a ɓgeo génkonstrukcióra 

homozigóták) G418-ra rezisztensek, jelezve így az Fbxo15 lókusz aktivitását . Míg 

ugyanebbŖl az §llatb·l sz§rmaz· szint®n ɓgeo homozigóta testi sejtek G418 érzékenyek. E 

rendszer alkalmazásával az Fbxo15 egerekbŖl MEF-et izoláltak és a sejtekbe retrovírus 

transzdukcióval a 24 gént egyesével jutatták be, majd G418-al szelektálták azokat, ellenŖrizve 

ily módon, hogy az adott gén aktiválta -e az Fbxo15 gén expresszióját vagy nem. Azt találták, 

hogy az egyes gének egyike sem eredményezett G418-rezisztens kolóniát, vagyis azok 

önmagukban a pluripotencia indukciójára nem alkalmasak. Azonban amikor mind a 24 gént 

együttesen transzdukálták a MEF sejtekbe, akkor G418 rezisztens kolóniákat kaptak, amelyek 

az ESC-khez hasonló fenotípust mutattak, amelyet RT-PCR-el igazoltak (lásd: 2.1.4.2. 

bekezdés). Ezek az eredmények azt sugallták, hogy bizonyos kombinációja e 24 faktornak 

alkalmas MEF sejtekben ESC-kre jellemzŖ marker g®nek expresszi·j§nak indukci·j§ra. Ezt 

kºvetŖen sz§mos faktorkombinációt  teszteltek, amely kísérletso rozat végén az OCT-4, SOX2, 

KLF4, C-MYC (továbbiakban: OSKM) kombinációt  találták a leghatékonyabbnak a 
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keletkezett kol·ni§k sz§m§t ®s minŖs®g®t tekintve. A l®trejºtt iPSC kol·ni§k pluripotenci§j§t 

igazolták in vitro (lásd: 2.1.4. bekezdés), valamint in vivo (lásd: 2.1.5. bekezdés) és azt 

találták, ahogy azok nagyon hasonlóak voltak normál ESC-khez, valamint kimérák 

létrehozására is képesek voltak. Az OSKM faktorok kombinációjával farok csúcs 

fibroblasztot (TTF: Tail Tip Fibroblast) is sikerült újraprogramozniuk, bizonyítva ily módon, 

hogy a négy faktor felnŖtt testi sejtek ¼jraprogramoz§s§ra is alkalmas. A szerzŖk az 

eredmények megbeszélésben kiemelték, hogy igaz hogy a SOX2, az OCT-4, és a NANOG a 

pluripotens transzkripciós hálózat alapját képezik, azonban a NANOG meglepŖ m·don nem 

alapvetŖ fontoss§g¼ az iPSC-k létrehozásában. A C-MYC egy a MYC családba tartozó 

fehérje, amelynek szerepét az iPSC-k alapításában  azzal magyarázták, hogy val·sz²nŤleg 

teljes hiszton acetilációt okozhat, amely elŖseg²theti az OCT-4 és SOX2 target helyekhez való 

kºtŖd®s®t (Fernandez et al. 2003). Emellett a C-MYC kulcsfontosságú szerepét egyesek 

korábban már bemutatták az ESC-k önmegújulásában és a pluripotens állapot fenntartásában 

(Cartwright et al. 2005). A KLF4 a KLF családba tartozik és szerepe a P53 fehérje 

szupresszálásában lehet (amely jelenléte a NANOG szupresszálásában fontos az ESC-k 

differenciálódása során ), vagyis a KLF4 jelenléte a P53 fehérje csökkenésén keresztül a 

NANOG expresszió fenntartásában játszik szerepet (Rowland et al. 2005; Ying Shi és Walden 

Ai 2013). 

Takahashi és Yamanaka (2006) által közölt OSK M faktor kombináció az iPSC 

alapítás során jelenleg is széles körben elterjedt, amelyet Yamanaka faktoroknak is szoktak 

nevezni. Az OSKM faktor kombinációval ez idáig sz§mos emlŖs sejtt²pust sikerült 

eredményesen újraprogramozni, integratív és nem-integratív génbeviteli eljárásokkal 

egyaránt. A négy transzkripciós faktor egyike a C-MYC, amely egy onkogén, vagyis számos 

tumor esetén expressziójának megváltozása szerepet játszik a tumorgenezisben, így e 

tulajdonsága az esetleges humán klinikai alkalmaz§sban kiz§r· t®nyezŖ lehet. A C-MYC 

káros hatása miatt annak kihagyása vagy helyettesítése, illetve az újraprogramozó 

hatékonyság növelése érdekében néhányan a négy Yamanaka faktor helyett egyéb 

kombinációk kifejlesztésével foglalkoznak. Például e gy munkacsoport a KLF4 és C-MYC 

helyett NANOG és LIN28-at (OSNL) alkalmazott (Yu et al. 2007). A LIN28 fehérje egyes 

újraprogramozó kombinációkban elterjedt, azonban az nem transzkripciós faktor, hanem egy 

RNS-kºtŖ feh®rje (Moss et al. 1997) és eddigi ismeretek alapj§n szerepe nem az Ŗssejtek 

önmegújulásában, hanem inkább annak a szabályozásában van, hogy a sejtek differenciációba 

kezdjenek-e (Lee et al. 2010). Használata inkább az iPSC generálás eredményességének 

növelése érdekében elterjedt. Öt faktort tartalmazó kombinációt is tesztelt néhány 

kutatócsoport (Buecker et al. 2010; Maherali et al. 2008), ahol az OSKM mellé LIN28 vagy 
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NANOG-ot adtak, amely rendszerrel nehezen újraprogramozható sejttípusoknál próbáltak 

hatékonyságot növelni (Lee et al. 2010). Ehhez hasonlóan, hat faktor (OSKMNL) 

használatával is sikerrel alapítottak humán iPSC vonalakat több kutatócsoportban (Kamata et 

al. 2010; Liao et al. 2008), mindazon§ltal e m·dszerek nem v§ltoztatt§k meg jelentŖsen a 

kezdetben publikált 4 faktor alkalmazásának körét.  

 

2.2.5.2. A transzkripciós faktorok túlexpresszáltatásával tºrt®nŖ §tprogramoz§s 

(transzdifferenciáció) 

A pluripotenci§®rt felelŖs transzkripciós faktorok túlexpresszáltatásával tehát a 

pluripotencia indukci·ja ®rhetŖ el. Az ily módon újraprogramozott sejtek pedig a három 

csíraréteg bármely sejttípusává képesek differenciálódni . Azonban a visszaprogramozás 

mellett egy másik stratégia is folyamatosan fejlŖdik, amely sor§n a m§r egy ir§nyba 

elkºtelezŖdºtt sejtt²pusok direkt konverziója valósul meg, a kívánt sejttípus  kialakulásának 

megfelelŖ transzkripci·s faktorok t¼lexpressz§ltat§s§val. Ezt a módszert nevezik a már 

korábban tárgyalt transzdifferenciációnak vagy direkt átprogramozásnak (Chin 2014). E 

technológia korai kísérletei szint®n fontos ismeretekkel szolg§ltak az elsŖ iPSC vonal 

létrehozásához, valamint a ma is folyó transzdifferenciációs kísérletekhez is. A 

transzdifferenciáció során a sejttípus megváltoztatása nincs korlátozva az eredeti csírarétegre 

és az iPSC technológiával szemben nincs sz¿ks®g a sejtek pluripotens §llapot¼v§ tºrt®nŖ 

újraprogramozására. Számos sejttípust sikerült már e módszerrel létrehozni, mint például 

fibroblasztból kardiomyocita-szerŤ sejteket (Ieda et al. 2010), vagy neur§lis t²pus¼ sejteket 

(Caiazzo et al. 2011; Son et al. 2011), stb. Ezek az eljárások azonban jelenleg igen alacsony 

hat®konys§ggal mŤkºdnek és még számos fejlesztésre szorulnak. Például a kívánt sejttípusok 

el®r®s®hez sz¿ks®ges megfelelŖ transzkripciós faktorok megválasztása egy kulcsfontosságú és 

még kidolgozásra váró lépése ezeknek a módszereknek. EgyelŖre egy k²v§nt sejtt²pus 

l®trehoz§s§hoz m®g mindig a sejtek ¼jraprogramoz§sa majd azok megfelelŖ ir§nyba val· 

differenciáltatása a legelterjedtebb (Chin 2014). 
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2.3. Az indukál t pluripotens Ŗssejtek 

2.3.1. Az iPSC elŖ§ll²t§s m®rfºldkºvei 

A kºvetkezŖkben idŖrendi sorrendben tekintjük át az OSKM újraprogramozó faktorok 

kºzl®se ®s az iPSC technol·gia t®rh·d²t§s§nak m®rfºldkºveit jelentŖ tudom§nyos 

eredményeket, amelyek kutatásaink számára fontos támpontot jelentenek. 

 

2006-2007 

Takahashi és Yamanaka 2006-ban elsŖk®nt egér iPSC vonalakat hozott létre. Az OCT-

4, SOX2, KLF4 és C-MYC faktorkombinációt retrovírus transzdukcióval jutatták egér 

fibroblaszt sejtekbe, amely azok újraprogramozódását eredményezte. A létrejött iPSC vonalak 

pluripotenciáját jellemezték és azt találták, hogy azok nagyon hasonlóak egér ESC-khez. Egy 

®vvel k®sŖbb, az eml²tett n®gy transzkripciós faktorral humán fibroblasztból is képesek voltak 

iPSC-ket létrehozni az egéren bemutatott módszerrel (Takahashi et al. 2007). 

Az ¼jraprogramoz· rendszerek fejlŖd®s®vel p§rhuzamosan a k¿lºnbºzŖ betegs®gekre 

specifikus-iPSC vonalak is elkezdtek megjelenni. Az elsŖ ilyen iPSC vonalat 2007-ben 

közölték, amely a sarlósejtes anémiára volt specifikus (Hanna et al. 2007). Egészen 

napjainkig a betegség specifikus-iPSC vonalak folyamatosan jelennek meg, 

betegségmodellezés, gyógyszertesztelés és génterápiás célokkal (Kim 2014). 

 

2007-2008 

Az ismert Yamanaka faktor kombináció helyett egyesek (Yu et al. 2007) olyan faktor 

kombinációval hoztak létre hum§n iPSC sejteket, amelybŖl a C-MYC-et kihagyták, hogy 

annak káros hatását elkerüljék : NANOG, LIN28, OCT-4 és SOX2. Wernig et al. (2008b) egér 

iPSC-ket hoztak létre csupán 3 faktor (OCT-4, KLF4, SOX2) bejuttatásával, amelyet egér- és 

humán- sejtek esetében Nakagawa et al. (2008) is demonstrált ugyanebben az évben. 

 

2009 

Az eddigiekben vírus -vektorral külön -külön bejuttatott négy faktort sikerült egyetlen 

ún. policisztronos vektor által stabilan expresszáltatni a sejtekben, csökkentve így az 

inszerciós mutagenezis veszélyét, valamint a k¿lºnbºzŖ integr§ci·kb·l ad·d· elt®rŖ 

expressziós aktivitás okozta heterogenitást (Carey et al. 2009). Immár az egyes faktorok 

eloszl§sa ®s aktivit§sa nem az egyes faktorok egyedi be®p¿l®si hely®tŖl ®s sz§m§t·l függött , 

hanem a policisztronos vektor be®p¿l®s®nek sz§m§t·l. EttŖl a pontt·l kezdŖdŖen az alacsony 
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vagy lehetŖleg egyedi k·piasz§m¼ kl·nok szelekci·j§ra is lehetŖs®g ny²lt, amely a transzg®n 

mentes²t®s hat®konys§g§nak nºvel®se szempontj§b·l jelentŖs. 

 

2008-2010 

A retrovírus -alap¼ g®nbeviteli elj§r§s limit§l· t®nyezŖinek kik¿szºbölésére számos 

alternatív újra programozó rendszer került kidolgozásra ezekben az években. 

Egyes kutat§sok az akt²v transzg®n jelenl®t®nek k§ros hat§s§t elker¿lendŖ, 

integrálódó /kivágható rendszereket dolgoztak ki. Például a Cre/LoxP-rendszerrel eltávolítható 

lentivírus  alapú technikák jelentek meg (Chang et al. 2009; Soldner et al. 2009; Sommer et al. 

2010; Somers et al. 2010). A v²rus bevitelt elker¿lendŖ transzpozonokkal való 

újraprogramozás a lentiv²rushoz hasonl· hat®konys§ggal mŤkºdºtt, ahol a transzpozáz enzim 

hozzáadásával a transzgén kivágása  egér iPSC-kbŖl sikeres volt (Woltjen et al. 2009). 

M²g m§s kutat§sok azt helyezt®k elŖt®rbe, hogy az iPSC vonalak integrációktól mentes 

m·don ®s/vagy v²rus bevitel haszn§lata n®lk¿l k®pzŖdjenek. Ide tartoztak az adenovírus-, 

fehérje-, mRNS-, ĂMinicircleò vektor-, episzómális vektor- és Sendai-vírus - alapú 

újraprogramozási rendszerek (Stadtfeld et al. 2008; Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009; Warren 

et al. 2010; Jia et al. 2010; Yu et al. 2009; Ban et al. 2011; Fusaki et al. 2009). 

 

2010-2012 

A leghatékonyabban újraprogramozható sejttípus a fibroblaszt, azonban e sejtek a 

hum§n donorokt·l invaz²v beavatkoz§ssal nyerhetŖek. A beavatkoz§st elker¿lendŖ kev®sb® 

invazív - vagy non-invazív - m·don nyerhetŖ sejtt²pusokb·l val· ¼jraprogramoz§si rendszerek 

kerültek kidolgozásra ezekben az években (Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010; Zhou et al. 

2011). 

2.3.2. Az iPSC alapításhoz alkalmazott  sejtdonor genetikai háttere és a kiinduló sejt 

típusa  

2.3.2.1. Az alkalmazott egértörzs genetikai hátterének hatása az újraprogramozó 

hatékonyságra 

Irodalmi adatok alapján ismert, hogy a genetikai h§tt®r jelentŖs m®rt®kben 

befolyásolhatja az ESC alapítás eredményességét, aminek akkor van jelentŖs®ge, ha a 

vonalalapítás célja a  humán betegségek modellezése. Vannak egyes egértörzsek, amelyekbŖl 

az egér ESC alapítás hatékonyabb, mint másokból . Például Kawase et al. (1994) 

beltenyésztett és mutáns egértörzseket hasonlított össze, ahol az ESC alapítás a C57BL/6 

tºrzsbŖl volt a leghat®konyabb. Egy másik kutatócsoport C57BL/6 és BALB/C törzseket 
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hasonlított ö ssze, ahol a BALB/C-ESC vonalak alap²t§s§hoz elt®rŖ in vitro tenyésztési 

paraméterekre volt szükség a LIF mennyiség emelése mellett (Baharvand és Matthaei 2004). 

Hasonló megfigyelésre jutott egy másik munkacsoport is, ahol három in vitro tenyésztési 

körülményt  hasonlítottak össze két beltenyésztett vonal alapítása során, ahol szintén a 

genetikai h§tterek elt®rŖ hat§s§t figyelt®k meg, mivel a k®t törzs egym§st·l elt®rŖ m·don 

reagált a k¿lºnbºzŖ kondíciókra  (Iijima et al. 2010). Suzuki et al. (1999) a genetikai háttér 

befolyását úgy vizsgálta, hogy beltenyésztett és nem-beltenyésztett egértörzseket 12 

k¿lºnbºzŖ kombin§ci·ban p§roztatott ®s a l®trejºvŖ blasztociszt§kb·l az ESC vonalalapítás  

hatékonyságát mérte. A legtöbb ESC vonalat a 129/Sv x 129/Sv törzs párosításából  sikerül t 

létrehozni. Az ICR x ICR vonalak párosítása  nem eredményezett ESC vonalakat, azonban 

keresztezésekben (ICR x Yok:ddY) a hibrid embriókból sikerült egy ESC vonalat alapítani, 

bizonyítva így a beltenyésztett és nem-beltenyésztett tºrzsek kºzºtti k¿lºnbºzŖségek jelentŖs 

befolyását.  

E k²s®rletek alapj§n felt®telezhetŖ, hogy az iPSC alap²t§s eredm®nyess®ge f¿gghet a 

kiindul· sejtt²pus genetikai h§tter®tŖl is. Egér esetén a leggyakrabban alkalmazott kiinduló 

sejttípu s a MEF vagy TTF, azonban a publikációk nagy többségében azok genetikai háttere 

nincs jelezve, vagy számos esetben hibrid vonalak sejtjeit alkalmazták. Ez idáig csekély 

számú iPSC tanulmány során alkalmaztak tisztán beltenyésztett egértörzseket (Hanna et al. 

2009; Takata et al. 2011; Liu et al. 2011). Szintén igen kevés kutatás irányul  arra, ahol a 

genetikai hátterek hatását tanulmányoznák az egér iPSC vonalalapítási képességre  nézve. 

Schnabel et al. (2012) hat k¿lºnbºzŖ beltenyésztett eg®rtºrzsbŖl (NON/LtJ, C57BL/6J, 

DBA/2J, BALB/cJ, 129S1/SvlmJ, CAST/EiJ) alapított egér iPSC vonalakat lentivírus 

transzdukcióval, és az alapítás hatékonyságát vizsgálta . Hab§r mindegyik tºrzsbŖl siker¿lt 

egér iPSC vonalakat alapítaniuk, az újraprogramozó hatékonyságban, az egér iPSC-k 

(miPSC) növekedésében és a szükséges in vitro tenyésztési paraméterekben jelentŖs 

különbségeket észleltek. Muenthaisong et al. (2012) Sleeping Beauty-transzpozon általi 

génbevitelt használt MEF-bŖl val· egér iPSC alapításhoz, h§rom k¿lºnbºzŖ eg®rtºrzsbŖl 

(beltenyésztett: C57BL/6, nem-beltenyésztett: ICR, F1 hibrid: C57BL/6 x DBA/2J) és a 

genetikai háttér befolyását tanulmányozta az egér iPSC-k in vitro és in vivo tulajdonságaira 

nézve. A három törzs újra programozhatóságában nem talált különbségeket, azonban csak az 

ICR és F1-hibrid iPSC vonalak adtak kim®r§kat, amelyekbŖl az F1 hibrid kim®r§i cs²ravonal 

kompetenci§t mutattak. MeglepŖ m·don az ICR-iPSC vonalak esetében magasabb 

differenciációs potenciált figyeltek meg az ICR-ESC vonalakhoz képest. 

A fenti megfigyelések azt sugallhatják, hogy míg az egér ESC vonalalapítás  

eredm®nyess®g®t jelentŖs m®rt®kben, addig az miPSC vonalalapítás sikerességét kevésbé 
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befolyásolja a genetikai háttér, azonban a kapott sejtvonalak differenciációs képessége, így 

pluripotenciája ugyanúgy, mint az ESC-k eset®ben elt®rŖ lehet. Ennek al§t§maszt§s§ra 

azonban további kísérletekre volna szükség. 

 

2.3.2.2. A humán sejtdonor korának hatása az újraprogramozó hatékonyságra 

A donor korának hatását az iPSC alapításra nézve számos munkacsoport 

tanulmányozta. Egyes munkacsoportok bemutatták, hogy akár egy 100 éves ember sejtjei is 

újra programozhatóak és mindhárom csíraréteg irányába differenciálhatóak (Lapasset et al. 

 2011; Yagi et al. 2012). Az újraprogramozással a sejtek is Ăfiatalosabb megjelen®stò 

mutattak: a telomérák hosszában és a génexpressziós profiljukban az ESC-khez hasonlónak 

bizonyultak (Lapasset et al. 2011). Boulting és munkatársai sem tapasztalták a kor jelentŖs 

befoly§s§t az iPSC vonalak differenci§ci·s k®pess®g®re, amikor h®t elt®rŖ kor¼ donor iPSC 

vonalait vizsgálták, habár a pluripotencia faktorok expressziós szintjében eltéréseket mutattak 

ki (Boulting et al. 2011). Az LMNA (más néven: LAMIN  A) egy olyan fehérje, amely a 

nukleáris struktúra épségében játszik szerepet, a testi sejtek öregedésével szintje növekszik, 

azonban differenciálatlan sejttípusokban a szintje alacsony. Az LMNA gátlásával az iPSC 

indukció felgyorsult humán fibroblasztok használatakor, túlexpresszáltatásakor pedig az 

újraprogramozódás lassult (Zuo et al. 2012). 

A fenti néhány példa az eddigi, e témát feldolgozó kutatások töredékét mutatja be, 

azonban így is jól szemlélteti, hogy az eredmények igencsak ellentmondóak, bármilyen 

konkl¼zi· a t®m§val kapcsolatban egyelŖre nehezen vonható le (Rohani et al. 2014). 

 

2.3.2.3. Az iPSC alapításhoz alkalmazott kiinduló sejt típusa 

Humán iPSC alapításnál  figyelembe kell venni, hogy annak eredményessége donor-

f¿ggŖ lehet, vagyis mivel a sejtdonorok elt®rŖ genetikai h§tterŤek, kor¼ak és egészségi 

állapotúak az újraprogramozási hatékonyság is igen elt®rŖ lehet. Mindezek mellett m®gis a 

legfontosabb t®nyezŖ, amely egyelŖre kidolgoz§sra szorul, az a megfelelŖ kiindul· sejtt²pus 

megválasztása. Humán mintavétel esetén az eljárásnak olyannak kell lennie, amellyel nagy 

mennyis®gŤ sejt gyŤjthetŖ, non-invazív  módon. Számos humán iPSC vonalat alapítottak már 

fibroblasztból (Takahashi et al. 2007; Yu et al. 2007), keratinocitákból (Aasen et al. 2008), 

amelyhez bŖrbiopszia vétele szükséges. Plasztikai beavatkozások esetén zsír szºvetbŖl 

nyerhetŖ sejtekbŖl (Sun et al. 2009) is sikeres volt az újraprogramozás. Néhány munkacsoport 

fogszövet-eredetŤ sejttípusokból  (Yan et al. 2010; Tamaoki et al. 2010; Wada et al. 2011) 

vagy mások a szájüregben található biopsziával nyert fibroblaszt sejtekbŖl (Miyoshi et al. 
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2010) hoztak létre humán iPSC vonalakat. Azonban e sejttípusok invazív beavatkozás során 

nyerhetŖek. 

 Vannak sejttípusok, amelyek teljesen non-invaz²v m·don hozz§f®rhetŖek, ¼gymint az 

extra embrionális szövetek számos sejtje, például a köld ökzsinórvér  vagy a magzatvíz sejtjei, 

amelyekbŖl szint®n iPSC vonalak alap²t§s§r·l sz§moltak be (Giorgetti et al. 2009; Li et al. 

2009). Azonban e szºvetek/sejtek csak a sz¿let®s kºr¿li idŖszakban ®rhetŖek el és azok 

eltárolása nem minden országban bevett eljárás. 

 Kevésbé invazív eljárások közé sorolható a vérvétel, ahol egyszerre nagy mennyis®gŤ 

perifériás v®r vehetŖ le és annak mononukleáris sejtjei (PBMC: Peripheral Blood 

Mononuclear Cell) alkalmasak lehetnek újra programozásra. Néhány kutatócsoportnak sikerült 

PBMC-k ºsszess®g®bŖl lenti-/retrovírussal (Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010; Kunisato et al. 

2011) humán iPSC vonalakat alapítani, azonban a hatékonyság alacsony volt, illetve magas 

titerŤ v²rus haszn§lat§ra vagy többszöri transzdukcióra volt szükség. Ennek oka, hogy a 

PBMC heterogén sejtpopulációt és nehezen újraprogramozható sejttípusokat tartalmaz. Mások 

az esetleges klinikai alkalmazások felé irányulva nem-integratív rendszerekkel a PBMC-bŖl 

izolált T-limfocitákat tudtak újra programozni (Seki et al. 2010), eleinte igen alacsony 

hatékonysággal. Azonban napjainkra ezek a módszerek sokat fejlŖdtek és számos cég fejleszt 

hatékony Sendai-vírus - és episzómáli s- vektor általi újraprogramozó protokollokat a PBMC-

khez. 

 Klinikai alkalmazásra igen ígéretesek lehetnek a vizeletben nagy számban található 

felhám-szerŤ sejtek ¼jraprogramozása, mivel azok teljesen non-invazív módon 

hozz§f®rhetŖek. Zhou et al. (2011) e sejttípusokból, retrovírus transzdukcióval iPSC vonalakat 

alapított . K®sŖbb episz·m§lis nem integrálódó  vektorokkal is sikeres volt a vizeletbŖl kinyert 

sejtek újra programozása (Xue et al. 2013). 

 Az iPSC elŖ§ll²t§shoz alkalmas non-invazív sejttípusként a haj follikulusok 

hajszemölcse (dermal papillae) is eml²tendŖ. A hajszemºlcs sejtjei olyan szºveti Ŗssejtek a 

bŖrben, amelyek a haj k®pzŖd®s®®rt ®s regener§ci·j§®rt felelŖsek. ŕssejtes tulajdons§gaik 

miatt ígéretesek lehetnek, mivel esetlegesen kevesebb transzkripciós faktorral is 

újra programozhatóak. Egér esetében OCT-4 és KLF4-el (Tsai et al. 2010), k®sŖbb pedig csak 

az OCT-4 bevitelével ugyanaz a munkacsoport (Tsai et al. 2011) egér iPSC vonalakat tudott 

alapítani.  Egy igen friss tanulmányban pedig humán hajszemölcs sejteket programozott egy 

munkacsoport vissza az OSKM lentivírus transzdukciójával  (Muchkaeva et al. 2014). Az 

újraprogramozás korai szakaszában valproinsavat és aszkorbinsavat is adtak a sejtkultúrához, 

valamint alacsony oxig®n tartalm¼ teny®sztŖ param®tereket alkalmaztak (37°C, 5% CO2, 5% 

O2). A hajszemölcs sejtjei jelentŖsek lehetnek humán klinikai alkalmazás esetén, azonban 
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jelenleg csak csekély ismeret áll a rendelkezésünkre e sejttípus újraprogramozásával 

kapcsoltban. 

 Általánosságban tehát elmondható, hogy jelenleg a vér, illetve a vizelet sejtjeinek 

újra programozása mutatkozik a leg²g®retesebbnek jºvŖbeli klinikai alkalmazások céljából, 

illetve esetleg a haj egyes sejtjei. Azonban egyelŖre a bŖrbiopszi§b·l nyert fibroblasztok 

újraprogramozása az, ami széles körben elterjedt, mivel az újraprogramozó hatékonyság e 

sejtekben a legmagasabb. Számos cég specializálódott kifejezetten arra, hogy non-invazív 

sejttípusokból, a nem integrálódó  rendszerek újra programozó hatékonyságát növelje. Az 

§ltaluk kibocs§jtott kitek egyre megb²zhat·bban mŤkºdnek, ²gy a jºvŖben val·sz²nŤs²thetŖ, 

hogy a bŖrbiopszi§t, a vizelet/vérvétel, illetve és a lenti-/retrovírus génbevitel alkalmazását a 

nem-integratív rendszerek vált hatják fel. 

 A kiinduló sejttípus megválasztását a visszaprogramozhatóság mellett egyéb t®nyezŖ 

is befolyásolhatja, például hogy a létrehozott sejtvonalból milyen irányú differenciáció 

szükséges az adott kísérletben. Egyesek bemutatták, hogy az iPS sejtek epigenetikai 

újraprogramozódása nem teljes az ES sejtekhez hasonlítva (Kim et al. 2011). Vagyis számos 

esetben az eredeti szövet metilációs mintázatából is fennmarad, amely által az iPS sejt 

ĂelŖnyben r®szes²tiò a donor sejtre jellemzŖ differenci§ci·s ¼tvonalat (pl: egy ektoderm§lis 

eredetŤ donorsejt hat®konyabban differenci§l·dhat ektoderm§lis ir§nyban). Az irodalomban 

erre a jelenségre azonban egymásnak ellentmondó adatok állnak rendelkezésre, mely szerint 

egyesek nem észlelték, míg mások egyr®telmŤen al§t§masztott§k az epigenetikai mem·ria iPS 

sejtek pluripotenciájára gyakorolt hatását (Rohani et al. 2014). A kérdés megválaszolásához 

azonban még további kísérletek és ismeretanyag gyŤjt®se sz¿ks®ges. 
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2.4. Transzgén-mentes iPSC vonalak generálása 

Takahashi ®s Yamanaka (2006) elsŖ iPSC vonala óta, számos sejttípust programoztak 

vissza világszerte, k¿lºnbºzŖ transzkripci·s faktor beviteli eljárásokkal . A korai 

tanulmányokban retrovírus-, k®sŖbbiekben lentivírus - általi génbeviteli eljárásokat 

alkalmaztak az iPSC alapításhoz. Azonban ezekkel a módszerekkel a transzgén random 

számban és pozícióban  épül a genomba, ami által egyes gének funkciójukat veszíthetik  vagy 

elcsendesülhetnek, vagyis inszerciós mutagenezis alakulhat ki. E problémák kiküszöbölésére 

olyan újra programozó eljárások jelentek meg, amelyek elkerülik a transzgén genomba való 

integrációját. Például ilyenek az episzómális - (Yu et al. 2009), Minicircle- (Jia et al. 2010), 

adenovírus-vektorral (Stadtfeld et al. 2008), Sendai-vírus -transzdukcióval (Ban et al. 2011; 

Fusaki et al. 2009), mRNS-transzfekcióval (Yakubov et al. 2010; Warren et al. 2010) vagy 

fehérjével (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009) való beviteli eljárások.  Ezek a rendszerek az 

esetleges humán klinikai alkalmazásban igen ígéretesek, azonban hatékonyságuk jóval az 

integratív rendszerek alatt marad, még ismételt transzfekciót/transzdukciót alkalmazó 

protokoll mellett is. 

Az integratív rendszerek használata hatékonyabb és robosztusabb rendszer, ezért még 

mindig igen elterjedt. Azonban a genomi integrációk nem csak az esetleges terápiás 

alkalmazás esetén jelenthetnek problémát, hanem a transzgén jelenléte az iPSC-ket 

molekuláris illetve funkcionális tulajdonságaikban is negatívan befolyásolhatja például azok 

differenciációjában (Soldner et al. 2009). A retrovírussal bejutatott vektor expressziója képes 

elcsendesülni, vagy ha a lentivírus vektorban egy indukálható promóter van, akkor annak 

expressziója blokkolható (Wernig et al. 2008a; Sommer et al. 2009), azonban amíg a 

transzgén a genomban jelen van, annak re-aktiválódása potenciális veszélyt jelenthet 

(Hochedlinger et al. 2005; Markoulaki et al. 2009). Ezen okok miatt, még abban az esetben is, 

ha az iPSC-ket csak in vitro kutatásra, nem pedig terápiás céllal alapítják, a transzgén 

eltávolítása és ily módon transzgén -mentes vonalak létrehozása fokozottan ajánlott. 

2.4.1. Nem integrálódó DNS alapú vektorra l való újraprogramozó  technikák  

Ebbe a kategóriába azok az újr aprogramozó technikák tartoznak, amelyek a 

pluripotenci§®rt felelŖs faktorokat DNS form§j§ban juttatj§k a sejtekbe, azonban azok rºvid 

expresszi·ja ut§n kih²gulnak a rendszerbŖl, így a sejtek genomjába idegen DNS szakaszok 

nem integr§l·dnak. Ennek kºszºnhetŖen gy·gy§szati alkalmaz§sban igen ²g®retesek lehetnek 

a jºvŖben. Azonban az e kategóriába tartozó eddig bemutatott rendszerek alacsony 

hat®konys§ggal mŤkºdnek nehezen újra programozható sejttípusokon. Emellett technikai 
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nehézséget okozhat az is, hogy a transzgén integrációtól való mentességet igazolni kell, mert 

ritka esetekben random integráció léphet fel. 

Ide tartoznak az episzómális -, Minicircle- és  adenovírus - vektort alkalmazó 

újraprogramozási eljárások . A három rendszer közül a leghatékonyabb az episzómális vektor 

(EV), jelenleg a laboratóriumokban a legelterjedtebb. 

2.4.1.1. Episzómális vektor 

Az egyik DNS-alapú integrációt elkerül Ŗ újra programozás episzómális vektorokkal 

v®gezhetŖ. Az §ltal§noss§gban elterjedt EV két EpsteinïBarr vírusból származó elemet 

tartalmaz (oriP, EBNA1), amelyet egyetlen plazmidba épít ettek be. A vírus replikációs 

origója (oriP: origin of viral replication) a plazmid replik§ci·j§t teszi lehetŖv® az emlŖs 

sejtekben. Az EB nukleáris antigén 1 (EBNA1) az oriP-hez csatlakozva kºtŖdik a 

kromoszómális DNS-hez, ami lehetŖv® teszi, hogy a gazdasejt osztódása során az episzómák 

is osztódjanak. Az EV stabil episzómaként teny®szthetŖ antibiotikum szelekci· alatt, ami 

fokozatosan eltŤnik a sejtekbŖl, ha az antibiotikum adagol§sa megszŤnik. Az EV plazmid 

egyetlen transzfekci·ja is elegendŖ lehet a sejtek újra programozásához, azonban a vektor 

kih²gul§sa a rendszerbŖl ak§r 2-3 hónapos tenyésztést is kívánhat (Yates et al. 1984; Yates et 

al. 1985). Az elsŖ EV plazmidok igen alacsony hat®konys§ggal mŤkºdtek hum§n 

fibroblasztok újraprogramozása során (Yu et al. 2009). Ezekben a kísérletekben hét 

transzkripciós faktor kombinációját használták, amelyek expresszióját h§rom k¿lºnbºzŖ 

oriP/EBNA1 vektor biztosította. Az EV vektorok továbbfejlesztésével integráció-mentes 

iPSC vonalakat tudtak alap²tani v®rsejtekbŖl (Chou et al. 2011; Okita et al. 2013; Su et al. 

2013) ®s a vizeletben tal§lhat· felh§m sejtekbŖl is (Xue et al. 2013). Az EV vektor-általi iPSC 

generálás ígéretes, mivel a kivitelezése egyszerŤ transzfekciót követel és nincs szükség virális 

ágensek alkalmazására. 

 

2.4.1.2. Minicircle-vektor  

Az újraprogramozáshoz használt episzómák méretének csökkentéseképpen az ún. 

Minicircle-vektorok általi iPSC generálást került kifejlesztésre. A Minicircle-vektorok 

képesek a nem integrálódott  és a nem replikálodó episzómákról is expresszálni. Korábban 

voltak próbálkozások konvencionális DNS-vektorral való újraprogramozásra, azonban azok 

csak igen alacsony hat®konys§ggal mŤkºdtek (Okita et al. 2008). A Minicircle-vektorok 

elŖnye a konvencionális DNS-vektorokkal szemben, hogy nem tartalmaznak bakteriális 

szekvenciákat, kevésbé hajlamosak az elcsendesülésre és sokkal magasabb szintŤ 

expresszióra képesek (Chen et al. 2003; Chen et al. 2005). Jia et al. (2010) alapított ak elŖszºr 
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sikeresen humán iPSC vonalakat egy négy faktort tartalmazó policisztronos Minicircle-vektor 

többszöri transzfekci·j§val. Ugyanez a kutat·csoport k®sŖbb egy standardizált protokollt 

publikált zsír szövet-eredetŤ sejtek Minicircle-vektor általi újraprogramozáshoz (Narsinh et al. 

2011). Újabban pedig egy kodon-optimalizált Minicircle-vektorral humán fibroblasztból 

hoztak létre iPSC vonalakat (Diecke et al. 2014b), azonban v®rbŖl vagy egy®b nehezen 

újra programozható sejttípusokból ezzel a rendszerrel iPSC alapítást ez idáig nem közöltek. 

 

2.4.1.3. Adenovírus-vektor 

Az egyik elsŖ integr§ci·-mentes egér iPSC vonal generálása adenovírus vektorral 

történt (Stadtfeld et al. 2008), amelynek a hatékonysága alacsony volt. A replikáció-hiányos 

vektor a legtöbb sejttípusba nem képes integrálódni. Ezek a vektorok képesek számos 

sejttípus transzdukciójára, ahol episzóma formájában maradnak fent és a hozzáadott 

prom·tertŖl f¿ggŖen expressz§l·dnak (Graham et al. 1992; He et al. 1998). K®sŖbb hum§n 

embrionális fibroblaszt újraprogramozásával is próbálkozott egy munkacsoport: a 

transzkripciós faktorokat egyenként adenovírus-vektorokkal jutatták a sejtekbe. A többszöri 

transzdukció és 250 ĂMOIò (Multiplicity of Infection) ellenére is, az egér sejteknél elért 

hatékonyságnál alacsonyabb eredményt értek el (Zhou és Freed 2009). Az adenovírus 

alacsony újraprogramozó hatékonysága mellett, annak random rekombinációja is ismeretes, 

elsŖsorban a kódoló szakaszokba integrálódva (Stephen et al. 2008). 

2.4.2. DNS-mentes újraprogramozó technikák  

A DNS-mentes újraprogramozó rendszerek a pluripotenci§®rt felelŖs faktorokat RNS 

vagy fehérje formátumban juttatják a sejtekbe, így azok átíródására sincs  már szükség. 

Tov§bb§, itt m®g a ritk§n elŖfordul· random integr§ci· jelens®g®vel sem kell sz§molni 

ellentétben a DNS alapú rendszerekkel. Ezen okokból humán terápiás alkalmazásban e 

rendszerekkel való iPSC elŖ§ll²t§s tŤnhet a legígéretesebbnek. Az újra programozó 

hatékonys§guk elt®rŖ tendenci§t mutat, azonban általában elmondható, hogy az integrálódó 

rendszerek hatékonysága alatt maradnak. 

Ide tartozik a Sendai-vírus  (SeV) által RNS formájában bejutatott transzkripciós 

faktorokkal való újra programozás, valamint az mRNS-alapú és fehérje bevitelt  alkalmazó 

eljárások. Jelenleg a Sendai-vírus használata a legelterjedtebb ebben a kategóriában, mivel a 

másik két rendszer eredményességének növeléséhez  számos esetben többszöri transzfekció 

szükséges, illetve alkalmazásuk speciális technológiát követel, amelyek az ESC/iPSC 

teny®sztŖ laboratóriumok nagy r®sz®ben nem el®rhetŖek. 
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2.4.2.1. Sendai-vírus  transzdukció 

A SeV egy negatív-szálú RNS vírus, amely nem képes a genomi integrációra. Számos 

sejttípus fertŖz®s®re alkalmas, azonban azt kºvetŖen már nem képes fertŖzŖ ágensek 

képzésére a sejtekben. Az adenovírussal ellentétben a SeV nem igényli a gazdasejt által 

termelt fehérjéket, a transzkripcióhoz nem kerül a sejtmagba, tehát a random integráció 

veszélye sem áll fenn (Az adenovírus szintén nem integrálódik a genomba, azonban a 

sejtmagban lokalizálódik, ahhoz hogy virális fehérjéket képezzen. Vagyis itt még mindig 

felléphet random integráció, ahol a virális DNS beépülhet a genomba). SeV-el már számos 

sejttípusból még nehezen újra programozható sejttípusokból is sikerült az iPSC alapítás 

(Fibroblasztból: Fusaki et al. 2009; CD34+ sejtekbŖl: Nishishita et al. 2012, Nazális epitélium 

sejtekbŖl: Ono et al. 2012; T-sejtekbŖl: Seki et al. 2010). 

Hab§r j·l mŤkºdŖ rendszernek tŤnik, egyelŖre vannak limit§l· t®nyezŖi. P®ld§ul a 

Sendai-vírussal bevihetŖ szekvencia m®rete limit§lt, így a pluripotencia faktorok 

bejuttatásához több vírus -vektor együttes hozzáadása szükséges. Az újra programozódás 

hatékonysága így kev®sb® megb²zhat· az egy sejtbe jutott faktorok v®letlenszerŤ eloszl§sa 

miatt. Továbbá a SeV folyamatosan replikálódik a citoplazmában, ezért az újraprogramozódás 

után az iPSC vonalakból való kiürítése hosszadalmas. Az egyes sejtvonalak között nagy a 

variancia, általában 5-10 passz§l§s sz¿ks®ges ahhoz, hogy a v²rus ki¿r¿ljºn a sejtekbŖl, 

amelyet SeV-re specifikus PCR-el vagy ICC-festéssel lehet ellenŖrizni (Macarhtur et al. 

2012). A SeV gyorsabb ki¿r¿l®s®re, egy kutat·csoport hŖm®rs®klet-érzékeny vírust fejlesztett 

ki, ahol a sejtek 3-5 napon át tartó 38ºC -os inkubációjára van szükség (Ban et al. 2011). 

Azonban a tenyésztési körülmények, mint például a hŖm®rs®klet drasztikus v§ltoz§sa a 

sejteket ért stressz következtében esetlegesen mutációk vagy nagyobb kromoszómális 

vált ozások kialakulásához vezethet. Nishimura et al. (2011) egy továbbfejlesztett SeV-et 

hoztak létre, az úgynevezett SeVdp-t, amivel egér sejteket tudtak újraprogramozni. Az SeVdp 

replikáció-deficiens, vagyis folyamatos expresszióra képes, és a négy transzkripciós faktort az 

eddigiekkel szemben egy vektorban képes bevinni. Az újraprogramoz§st kºvetŖen pedig a 

SeV siRNS kezeléssel eltávolítható. 

Mivel a SeV hat®konys§ga nem sokkal marad el a be®p¿lŖ rendszerekhez képest, még 

nehezen újraprogramozható sejttípusok esetében sem és emberre nem veszélyes (nem 

fertŖzŖ), így humán génterápiában jól hasznosítható lehet a jºvŖben (Nakanishi és Otsu 

2012). 
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2.4.2.2. mRNS-alapú újraprogramozás 

Az integráció-mentes rendszerek közé sorolható az mRNS-alapú újraprogramozás, 

mellyel a vírusok használata elker¿lhetŖ. Yakubov et al. (2010) programoztak vissza elŖszºr 

sikeresen humán fibroblaszt sejteket négy in vitro elŖ§ll²tott mRNS (5ôcap) ºt egym§st kºvetŖ 

ismételt transzfekciójával. A felhasznált mRNS egy ĂInternal Ribosome Entry Siteò (IRES) 

szekvenci§t tartalmazott az 5ôUTR- és egy polyA-t a 3ôUTR- régióban.  Ennél magasabb 

hatékonyságot ért el egy másik kutatócsoport szintetikus mRNS-ek ismételt transzfekciója 

mellett (Warren et al. 2010; Warren et al. 2012). Azonban a limit§l· t®nyezŖ e rendszer 

használata esetén a többszöri ismételt transzfekció szükségessége, amit az érzékeny 

sejtt²pusok nem k®pesek toler§lni. Emellett a szintetikus mRNS vektor elŖ§ll²t§sa igen 

költséges. 

 

2.4.2.3. Fehérjével -mediált újraprogramozás 

A fehérje általi újraprogramozási rendszer elkerüli a bármiféle  genetikai eredetŤ anyag 

sejtekbe való bevitelét, mivel az újraprogramozó faktorok fehérje formájában jutnak a 

sejtekbe. Kor§bbi tanulm§nyokban bemutatt§k, hogy k¿lºnbºzŖ feh®rj®k bejuttathat·ak a 

sejtekbe (in vitro és in vivo), ha azokat sejten-áthatoló peptidekkel (CPP: Cell-Penetrating 

Peptid) vagy fehérje transzdukciós doménnel fuzionálják  (Inoue et al. 2006; Michiue et al. 

2005; Wadia és Dowdy 2002). Ezzel a módszerrel Zhou et al. (2009) állított  elŖ olyan 

rekombináns pluripotencia faktorokat, amelyek képesek áthatolni a plazma membránon. 

Ezeket a faktorokat, egym§st kºvetŖ n®gy ciklusban adt§k MEF-hez és ily módon elŖszºr 

tudtak létre hozni egér iPSC vonalakat. Az újraprogramozáshoz a fehérjék hozzáadása mellett, 

kismolekulák adagolása is szükséges volt. Azonban ugyanezzel a módszerrel humán iPSC-k 

alapítása ez idáig nem volt sikeres. További hátrány, hogy  nagy mennyis®gŤ tisztított 

rekombin§ns feh®rje elŖáll ítására volt  szükség, amely a legtºbb sejtteny®sztŖ laborat·riumban 

nem tartozik a rutin eljárások közé. Ugyanebben az évben egy másik csoport is hasonló iPSC 

újraprogramozó eljárást közölt  (Kim et al. 2009). Stabil HEK293 sejtvonalakban 

expresszáltatták a négy humán faktort (OSKM) és fuzionálták 9R -el és MYC tag-el. Az errŖl 

gyŤjtºtt sejtkivonatot 6 héten át ismételt ciklusban adták humán magzati fibroblaszthoz (HFF: 

Human Foetal Fibroblast) és így  két stabil humán iPSC vonalat állít ottak elŖ, kismolekulák 

hozzáadása nélkül is.  

A fehérje általi újraprogramozás alkalmazása akkor válhat szükségessé, ha olyan iPSC 

vonalak alapítása a cél, amely teljesen mentes mindenféle exogén RNS/DNS-tŖl. Azonban az 

eddig elért hatékonyság igen alacsony, még az általában könnyen újra programozható 
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sejtt²pusokkal is. Ez a m·dszer egyelŖre tov§bbi fejleszt®sre szorul, ®s jelenleg a használata 

nem elterjedt. 

2.4.3. Integrálódó/kivá gható konstrukcióval való újraprogramozó  technikák  

Ebbe a kategóriába olyan DNS alapú génbeviteli eljárások tartoznak, amelyek a bevitt 

konstrukciót integrálják a sejtek genomjába, azonban azok az újr aprogramoz·d§st kºvetŖen 

az alapított vonalakból specifikus módon eltávolíthatóak. A fenti két kategóriával ellentétben 

(2.4.1. és 2.4.2. bekezdés) e rendszerek hatékonysága a legmagasabb mivel a bevitt DNS 

stabilan integrálódik a genomba, és az folyamatosan képes expresszálódni a sejtekben, így a 

bevitel ismétlésére sincs szükség. Ezek a rendszerek robosztusak, nehezen újraprogramozható 

sejtt²pusok eset®ben is kiv§l·an mŤkºdnek. A n®gy g®n bevitele egy policisztronos vektorral 

történik, így a random int egr§ci·k mennyis®ge csºkkenthetŖ. Azonban az egy transzdukci· 

során integrálódott transzgének száma és helye random, növelve így e rendszerek 

kiszámíthatatlanságát és az inszerciós mutagenezis veszélyét. 

A transzgén (-ek) eltávolításához az alapított vonalak szelekciója szükséges, az 

azokban integrálódott transzgének száma alapján, és csak az alacsony kópiaszámú klónok 

(max. 3-4 kópia) transzgén-mentesítése ajánlott. A kópiaszám meghatározásra leggyakrabban 

Southern blot analízis t, ritkábban kvantitatív PCR vagy egyéb PCR alapú eljárások at 

alkalmaznak (Kolacsek et al. 2011; Uren et al. 2009). Ezek az eljárások költs ég és 

idŖig®nyesek, azonban haszn§latuk elengedhetetlen integrat²v g®nbeviteli elj§r§sok 

alkalmazása esetén. 

Mivel az újraprogramozás során genom-manipuláció történik, így e technológiák 

hum§n ter§pi§s c®lokra nagy val·sz²nŤs®ggel nem lesznek alkalmasak. Azonban biológia 

alapkutatásokhoz illetve gyógyszertesztekhez e rendszerek használata jelenleg a 

legelterjedtebb, mivel újraprogramozó hatékonyságuk a legmagasabb. Néhány munkacsoport 

megfigyelte a transzgén molekuláris-, és differenciációs képességre kifejtett káros hatását  is 

(Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013), így annak eltávolítása még in vitro alkalmazás 

esetén is javasolt, növelve így a rendszer használatának eszkºz ®s idŖig®ny®t. 

E kategóriába két rendszer tarozik: az egyik a kivágható  lentivírus alapú , a másik pedig a 

transzpozon-transzpozáz rendszer általi génbevitelt alkalmazza. 

 

2.4.3.1. Kivágható lenti vírus  alapú újraprogramozó rendszerek 

Az újr aprogramozáshoz használt lentivírus vektort úgy tervezték , hogy a transzgén az 

integr§ci·t kºvetŖen a genomb·l kiv§ghat· legyen. Ez úgy valósítható meg, hogy a 

pluripotencia faktorokat tartalmazó vektor 3ôLTR régiójába egy L oxP szekvencia található. A 
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vírus reverz transzkripciója során a LoxP szekvencia az 5ôLTR régióba másolódik , körülvéve 

így a transzgént két LoxP hellyel. A transzgén kivágását a Cre-rekombináz sejtekbe való 

transzfekciójával lehet elérni. A kivág§st kºvetŖen az egyik LoxP hely továbbra is a 

genomban marad, azonban az aktív promótert nem tartalmaz tehát a vonalak transzgén-

mentesnek nevezhetŖek. 

Ezt az újraprogramozó stratégiát  elŖszºr Chang et al. (2009) alkalmazta transzgén-

mentes egér iPSC vonalakat alapításához . Az OSK policisztronos lentivírus-vektor 

transzdukciójával egér TTF-et programoztak vissza, majd a Cre-rekombinázt adenovírussal 

vagy elektroporációval jutatták a sejtekbe a transzgén kivágásának céljából. Ugyanebben az 

évben Soldner et al. (2009) humán transzgén-mentesített iPSC vonalakat alapított egy hasonló 

módszerrel humán fibroblasztból ahol az OSK faktorokat egyenként jutatták be a sejtekbe. A 

létrehozott transzgén-mentes iPSC vonalakat normál ESC és transzgént-tartalmazó iPSC 

vonalakkal hasonlították össze in vitro tesztekben, ahol a transzgén káros hatását tapasztalták. 

A kºvetkezŖ ®vekben tov§bbi eg®r ®s hum§n iPSC vonalakat hozott létre néhány 

kutatócsoport, ahol a sejtvonalakat a Cre/LoxP-rendszert alkalmazva transzgén-mentesítették  

(egérben: Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013; humánban: Somers et al. 2010). 

Ezekben a munkákban az alkalmazott újraprogramozó/kivágható rendszer stratégiája hasonló 

volt, azonban a felhasznált lentivírus vektorok némileg eltértek egymástól. A transzgén 

negatív hatását a sejtek molekuláris tulajdonságaira és/vagy a differenciáci ós  képességre a 

transzg®n kiv§g§sa elŖtt szint®n detekt§lt§k (Sommer et al. 2010; Chakraborty et al. 2013). A 

Cre/LoxP-rendszer mellett az Flp/FRT-rekombináz használata is elterjedt emlŖs sejtekben, és 

habár a hatékonysága alacsonyabb, azonban a sejtekre kifejtett toxicitása kisebb (Nakano et 

al. 2001; Schmidt-Supprian és Rajewsky 2007). Az Flp/FRT-rendszert alkalmazva Voelkel et 

al. (2010) transzgén-mentesített egér iPSC vonalakat alapított sikeresen egy egér OSKM 

policisztronos lentivírus vektor használatával. Az alapított egér iPSC vonalakba a Flp-

rekombinázt Gag-pol poliprotein általi transzdukcióval jutatták be. Transzgén-mentesített 

humán iPSC-k létrehozását a Flp/FRT-rekombináz rendszerrel ez idáig nem közöltek. 

Igaz a kivágható/lentivírus vektorokkal létre hozott transzgén-mentes iPSC-kben az 

aktív  transzgén már nincsen jelen, azonban a sejtek genom-manipuláción estek át és a vektor 

által hátrahagyott rövid szekvencia részletet, ún. Ăfootprint-etò m®g mindig tartalmazzák. 

Vagyis használatuk inkább a gyógyszertesztekben, betegségek modellezésében elterjedt, 

jºvŖbeli klinikai alkalmaz§suk nem val·sz²nŤ. 
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2.4.3.2.Transzpozonnal tºrt®nŖ plazmid alap¼ újraprogramozó rendszerek 

Kaji et al. (2009) policisztronos lineáris plazmiddal, amely tartalmazta az OSKM 

szekvenciákat, egér embrionális sejteket programoztak vissza. A Cre/LoxP-rendszert 

felhasználva a pluripotencia vektor kivágható volt az iPSC-k genomjából. Azonban a 

transzgén kivágása után a legtöbb vonal differenciálódásnak indult, amelynek az oka 

feltét elezhetŖen a sejtek részleges újraprogramozása volt, mivel az aktív transzgén 

eltávolítása után a pluripotens  állapot fenntartására képtelenek voltak. Lineáris plazmid alapú 

újraprogramozásra humán sejtekben ez idáig nem volt p®lda, val·sz²nŤleg az eg®r sejteken is 

tapasztalt alacsony újraprogramozó hatékonyság miatt. A transzfekciós hatékonyság növelése 

céljából Kaji és munkacsoportja ugyanebben a közleményben PiggyBac (PB) transzpozon-

alapú génbeviteli eljárást is tesztelt, amivel eredményesebb genom-integrációt értek el, mint a 

linearizált plazmiddal, és így humán PB-iPSC vonalakat tudtak alapítani. 

Az iPSC alapítás során a vírus felhasználás elkerülésére egy alternatív út lehet a 

transzpozon általi génbevitel. A transzpozonok olyan mobilis genetikai elemek, amelyek a 

transzpozáz enzim katalizációja által képesek kivágódni/inszertálódni a genom mentén. A 

transzpozon vektorok a bevinni kívánt DNS szekvencia 5ô és 3ô végén egy-egy ĂTerminal 

Inverted Repeatò (TIR) szekvenciát tartalmaznak, amihez a transzpozáz enzim kapcsolódni 

tud (VandenDriessche et al. 2009). Ezt a mechanizmust kihasználva genetikailag módosított 

transzpozonok, amelyek tartalmazzák a pluripotencia faktorokat, alkalmasak a sejtek 

újra programozására a transzpozáz expressziója mellett. Továbbá a  sejtek genomjába stabilan 

beépült transzgének eltávol ít hatóak a transzpozáz enzim újraexpresszáltatásával. A kivágható 

lentivírussal bemutatott rendszerhez képest a transzpozon-transzpozáz általi transzgén-

mentesített iPSC vonalak csak 1-2 bázispárt (SB: Sleeping Beauty) hagynak maguk után a 

genomban vagy ak§r Ăfootprintò-mentesek a PB t²pus¼ vektorokn§l a kiv§g§st kºvetŖn. 

ElsŖk®nt PiggyBac-alapú újraprogramozással két  munkacsoport egér iPSC vonalak 

létrehozásáról számolt  be, majd a transzpozáz újra expresszáltatásával sikeresen transzgén-

mentesítette azokat (Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009). Woltjen et al. (2009) és Kaji et al. 

(2009) HFF-bŖl is iPSC-ket tudtak létre hozni PB-policisztronos újraprogramozó vektorral, 

azonban az egérben bemutatott transzgén-mentesítési eljárásra a humán iPSC-k esetén nem 

került sor. Az emlŖs sejtek transzgeneziséhez használt másik transzpozon a Sleeping Beauty, 

amely igen magas hatékonysággal bír. Az SB a halgenomból származó Tc1/mariner-eredetŤ 

fragmentumok rekonstrukciójából jött létre. (Ivics et al. 1997). Máté s et al. 2009-ben az SB 

hiperaktív verzióját (SB100X) közölte, ami 100x -os transzpozíciós hatékonysággal bír t emlŖs 

sejtekben az eredeti SB-hez képest. Az SB100x egy ígéretes ®s ¼jszerŤ elj§r§s transzgenikus 

§llatmodellek l®trehoz§s§ban, k¿lºnbºzŖ hum§n sejtek genetikai módosításában  illetve 
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génterápiás eljárásokban (Izsvák et al. 2010; Ivics és Izsvák 2011; Hackett et al. 2010). Ezek 

mellett pedig az SB-vektorok használata egyszerŤ ®s kºlts®ghat®kony. Az elsŖ SB-iPSC 

vonalat Muenthaisong et al. (2012) közölte egér embrionális fibroblaszt újraprogramozásával. 

Mind a PB- és SB-transzpozon-transzpozáz rendszerek iPSC-k alapításában  hasznosak, mivel 

hatékonyságuk nem sokkal tér el a vírus-alapú génbeviteli eljárásoktól, azonban azokkal 

ellentétben vírus -mentes, egyszerŤ DNS-bevitelen alapulnak. Transzgén-mentesített iPSC 

vonalak létrehozásában szintén egyedülálló eljárást  nyújthatnak a transzpozáz 

újra expresszáltatása révén. Ismert, hogy a transzpozáz enzim hasonló hatékonysággal képes 

kivágni és újra -integrálni a transzgént, ami a transzpozon genom mentén való ugrálását fogja 

eredm®nyezni (Ăjumping effectò) (Wang et al. 2008; Li  et al. 2013). A kontrollálatlan, 

ismételt transzpozíciók pedig nem kívánt  Ăfootprintò-eket ®s/vagy genetikai §trendezŖd®seket 

okozhatnak a sejtekben. A transzpozonok ezen ismert természete miatt, a kivágható/integratív  

iPSC alap²t§sban egyelŖre a lentiv²rus az elterjedt, a transzpozont alkalmazó eljárások 

továbbfejlesztésre szorulnak. 

2.4.4. Kémiai újra programozás 

A k®miai ¼ton tºrt®nŖ ¼jraprogramoz§ssal elm®letben semmif®le genetikai 

módosításnak nem teszik ki a sejteket, éppen ezért a csak kis molekul§kkal tºrt®nŖ iPSC 

alapításra számos próbálkozás  volt az elmúlt években a klinikai alkalmazás felé irányulva. Az 

adott kis molekulák speciális jelátviteli útvonalakra hatnak, amelyeknek a sejtek 

újraprogramozásban van szerepük. K®t munkacsoportnak siker¿lt elŖszºr iPSC vonalakat 

elŖ§ll²taniuk csak egyetlen transzkripci·s faktor stabil integrációjával számos kismolekula 

használata mellett (Li et al. 2011, Zhu et al. 2010). Zhu et al. (2010) humán keratinocitákat 

programozott sikeresen vissza csak az OCT-4 lentivírus transzdukciójával speciális 

kismolekulák kombinációjának adagolása mellett (A-38-01, PS48, Nátrium butirát, Parnate, 

CHIR99021, PD0325901). Li et al. (2011) eg®r embrion§lis ®s felnŖtt fibroblasztot tudott 

iPSC-vé újraprogramozni, hasonlóan csak az Oct-4 lentivírus transzdukciója és négy 

kismolekulából álló keverék  hozzáadása mellett (valproinsav, tranylcypromine, CHIR99021, 

616452). Más csoport pedig nem integratív rendszerek és kismolekulák kombinációjával 

kísérel t meg humán iPSC-ket létrehozni. Valamehr et al. (2014) az OCT-4, SOX2 és SV40LT-t 

tartalmazó episzómális vektorral és kismolekulák kombinációjával (SMC4, Thiazovivin, 

PD0325901, CHIR99021, SB431542) transzgén-mentes humán iPSC vonalakat hozott létre. 

Nemrég Hou et al. (2013) sikeresen alapított egér iPSC vonalakat kizárólag kémiai úton, hét 

kismolekula felhasználásával (CHIR99021, 616452, Forskolin, DZNep, valproinsav, 

tranilcipromin, TTNPB), amely sejteknek a CiPS nevet adták. A kémiai újraprogramozással 
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ugyan direkt genetikai módosítás nem történik, azonban számos molekulának nem ismert 

hatásai lehetnek. A hét alkalmazott kismolekulából négy már klinikai alkalmazásban elterjedt, 

azonban a m§sik h§rom, illetve a molekul§k egy¿ttes hat§s§nak bŖvebb ismerete 

elengedhetetlen a rendszer esetleges távlati használatához. 

2.5. Az iPSC vonalak jelentŖs®ge az állattenyésztésben  

Habár az iPSC kutatások, azok gyógyászati jelentŖs®ge miatt fŖk®nt hum§n modellen 

vagy laborállatokon zajlanak, az iPSC-k állatorvoslásban valamint az állattenyésztésben 

betöltött szerepe is eml²tendŖ. ĆllatmodellekbŖl l®trehozott iPSC vonalak az Ŗssejt alap¼ 

génterápiás eljárások tesztelés ére lehetnek alkalmasak, amelyek értékes információval 

szolgálnak a humán gyógyászat számára, emellett terápiás alternatívát nyújthatnak az 

állatorvoslás számára is (Cebrian-Serrano et al. 2013). Az állattenyésztésben az iPSC 

technológia a transzgenikus haszon§llatok elŖ§ll²t§s§ban járhat  sz§mos elŖnnyel a pluripotens 

Ŗssejtek c®lzott m·don tºrt®nŖ genetikai m·dos²t§s§n kereszt¿l. A m·dos²tott Ŗssejteket 

embrionális környezetbe visszajuttatva ivarsejt kimérák  hozhatóak létre (lásd : 2.1.5. 

bekezdés), amely állatok szaporításával a kívánt genetikai módosítás átadható az 

utódnemzedékbe. Azonban a haszon§llat eredetŤ embrion§lis Ŗssejt alapítás nem minden faj 

esetében sikeres, vagy a létrehozott sejtvonalak nem alkalmasak genetikai manipulációra 

és/vagy nem képesek kimérák formálására (Lu et al. 2012 a). E problémák az iPSC-k 

alkalmazásán  keresztül esetlegesen áthidalhatóak lesznek, mivel néhány olyan faj esetén 

sikerült már csíravonal -kompetens iPSC vonalakat l®trehozni, ahol az embrion§lis eredetŤ 

Ŗssejtekkel ugyanez kudarcot vallott (Koh és Piedrahita 2014). Sertésben számos iPSC vonal 

alapításáról számoltak már be betegségek modellezése céljából (Cebrian-Serrano et al. 2013), 

valamint West et al. (2010) és Fujishiro et al. (2013) iPSC sejtek §ltal tºrt®nŖ transzgenikus 

sert®sek elŖ§ll²t§s§t kºzºlte. Szarvasmarha iPSC vonalak sikeres alapításáról több 

kutatócsoport is beszámolt, ahol általánosságban azt találták , hogy az OSKM faktorok mellett 

további  faktorok bevitele volt szükséges stabil vonalak alapításához (Han et al. 2011). Az 

alapított vonalak jól szerepeltek in vitro és  in vivo pluripotencia tesztekben, azonban kiméra 

formálódási képességük további vizsgálatra szorul (Koh és Piedrahita 2014). IPSC-k 

elŖ§ll²t§s§r·l birkában is besz§moltak ahol a vonalak ®lve sz¿letŖ kim®r§kat formáltak, habár 

alacsony m®rt®kŤ kimérizmust mutattak (Sartori et al. 2012; Liu et al. 2012). A madárfajokból 

tºrt®nŖ iPSC alap²t§snak a transzgenikus §llatok elŖ§ll²t§sa mellett fejlŖd®sbiol·giai 

tanulmányokban lehet jelentŖs®ge. Jap§n f¿rjbŖl sz§rmaz· primer sejtet programoztak ¼jra 

egyesek a humán pluripotencia faktorok alkalmazásával, ahol az iPSC vonalak képesek voltak 

kimérák formálására (Lu et al. 2012 b). 
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2.6. Az iPSC vonalak gyógyászati alkalmazása 

A fenti fejezetek azt mutatták be, hogy az elsŖk®nt alap²tott pluripotens sejtek 

létrehozásától (Hogan 1976), illetve az elsŖ genetikai ¼jraprogramozási k²s®rletektŖl (Briggs 

és King 1952; Gurdon et al. 1958; Miller és Ruddle 1976), hogy jutott el a tudomány az 

indukálható pluripotens vonalak létrehozásáig (Takahashi és Yamanaka 2006). Továbbá, 

hogy hogyan fejlŖdºtt az iPSC alapítási technológia napjainkig a klinikai alkalmazás felé 

irányulva, kitérve arra is, hogy mely technikai lépések szorulnak további fejlesztésre. Ahhoz 

hogy az iPSC-k sejt- illetve gén- terápiás gyógymódokban ténylegesen alkalmazhatóak 

legyenek, az iPSC alapítás kidolgozása mellett a kutatókra még nagyon sok nyitott kérdés 

megválaszolása vár. Azonban az iPSC-k a gyógyászat számára már napjainkban is igen nagy 

hasznot jelentenek (Kim 2014), elsŖsorban a betegségek modellezésében, új gyógyszerek 

felfedez®s®ben, gy·gyszertesztekben ®s egy®b ter§pi§s lehetŖs®gek feltárásában, mivel 

bizonyos betegséget hordozó páciensek sejtjeinek újraprogramozásával ún. betegség-

specifikus iPSC vonalakhoz juthatunk. A betegség-specifikus iPSC vonalak számos igen 

fontos alternat²v alkalmaz§si lehetŖs®get k²n§lnak, amelyeket folyamatában a 3. ábra  mutat 

be. 

 

 
3. ábra  

Betegség -specifikus iPSC-k alkalmazása  
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A betegségek modellezésére hagyományosan az állatmodellek vagy a sejtes 

rendszerek terjedtek el. Ezekkel szemben a betegség-specifikus iPSC vonalak elŖnye például 

az állatmodellekhez képest, hogy a humán betegségek humán sejteken tanulmányozhatóak. A 

betegségmodellként eddig alkalmazott sejtes rendszerekhez képest pedig jelentŖs®g®t az 

iPSC-k pluripotens állapota adja, mivel azok differenciációjával a betegség által érintett 

bármilyen sejttípus létrehozható (3. ábra ). Ennek olyan humán betegségeknél van jelentŖs®ge 

ahol az érintett sejt-/szövettípus nem áll rendelkezésre (például központi idegrendszer sejtjei). 

Továbbá egyes betegségek esetén annak patofiziológiája, a tünetek kialakulása, elŖrehalad§sa 

is tanulmányozható a betegséget hordozó ®lŖ sejteken. A betegségek modellezése mellett az 

iPSC-kbŖl differenci§ltatott betegség által érintett sejttípusokon új betegség markerek, 

diagnosztikai lehetŖs®gek dolgozhat·ak ki, valamint gy·gyszerek tesztelhetŖek. A 

gyógyszertesztekhez szükséges nagymennyis®gŤ akár pluripotens/multipotens/differenciált 

sejttípusok pedig korlátlan mennyiségben elŖ§ll²that·ak (3. ábra ). Továbbá, a betegség-

specifikus iPSC-k funkcionalitása is tesztelhetŖ §llatk²s®rletekben. Mindezeket az elŖnyºs 

tulajdonságokat számba véve az iPSC rendszer a betegségmodellezés területén mindenképpen 

egy egyed¿l§ll· lehetŖs®get k²n§l (Marchetto és Gage 2012). 

Ahhoz, hogy az iPSC-k klinikailag biztonságosak legyenek, számos kutatócsoport 

dolgozik az iPSC újraprogramozási stratégia fejlesztésén (lásd: 2.4. bekezdés), illetve a 

létrehozott vonalak validálási módszerein. Ezekkel a kutatásokkal párhuzamosan egyesek az 

iPSC mint génter§pi§s lehetŖs®g felé irányulva végeznek kísérleteket, a lehetséges eljárások 

megismerése és kidolgozása céljából  (Diecke et al. 2014a). Ezzel a módszerrel egy genetikai 

alapú-betegséggel rendelkezŖ p§ciens testi sejtjeit ¼jraprogramozva, a mutáció in vitro 

körülmények k özött kerülne korrekcióra, és már a korrigált pluripotens- vagy differenciált- 

sejttípusai kerülhetnének visszaültetésre (3. ábra ). Elméletben, ha a páciens saját sejtje 

kerülne transzplantációra, akkor a hoszt vs. graft, graft vs. hoszt betegségekkel nem kellene 

sz§molni, illetve a betegekre n®zve igen kock§zatos immuniz§l§si elj§r§s is elker¿lhetŖ volna. 

Génkorrekció céljából a homológ rekombinációs módszer, amely hagyományosan elterjedt, 

azonban emellett az elmúlt években a génkorrekció hatékony és precíz elvégzéséhez 

k¿lºnbºzŖ irányított génmanipulációs eljárások is kidolgozásra kerültek. Például  a cink-ujj 

nukleáz (ZFN: Zinc Finger Nuclease) alkalmazásával (Händel és Cathomen 2011) Hemofília 

B-t okozó mutációt tudták korrigálni in vivo (Li et al. 2011), míg mások ugyanezzel a 

rendszerrel például HIV betegs®g eset®n §ll²tottak elŖ mut§ci·-korrigált sejtvonalakat (Holt et 

al. 2010; Perez et al. 2008). Újabban a ZFN-nél kevésbé toxikus (Sun és Zhao 2013), 

irányított génmódosító eljárások  ker¿lnek elŖt®rbe, amelyek az ¼n. TALEN (Transcription 

Activator-Like Effector) (Hockemeyer et al. 2011) és CRISPR/Cas (CRISPR: Clustered 

10.14751/SZIE.2015.033

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23508559


IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

52 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas: CRISPR-Associated protein) 

rendszerek (Gaj et al. 2013) alkalmazására épülnek . 

Azonban az iPSC in vitro modellnek tekinthetŖ, a betegs®gek in vivo fenotípusának 

tanulmányozására nem alkalmas. Erre a célra továbbra is állatmodellek használata 

elengedhetetlen fontoss§g¼, ²gy az iPSC §ltali betegs®g modellez®s val·sz²nŤleg nem azok 

helyett, hanem inkább azzal együtt lesz hasznos az orvos biológiai kutatások számára 

(Marchetto és Gage 2012; Kim 2014). 

 

10.14751/SZIE.2015.033



ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

53 

3. ANYAG ÉS MÓDSZER 

3.1. Az iPSC-k generáláshoz kapcsolódó standard eljárások  

A kísérletekhez használt vegyszereket a Sigma-Aldrich (St Louis, USA), illetve 

minden sejtteny®sztŖ reagenst a Life Technologies (Carlsbad, USA) c®gektŖl szereztünk be 

(az ettŖl val· elt®r®st külön említ jük) . 

A kísérletekhez használt állatok kezelésére vonatkozó eljárásokat az illetékes 

Munkahelyi Állatkísérleti Bizottság (MÁB) és a Pest Megyei Kormányhivatal 

Élelmiszerlánc-biztonsági és Állategészségügyi Igazgatóság, mint illetékes hatóság hagyták 

jóvá.  

A felhaszn§lt oldatok ®s teny®sztŖ m®diumok készítését a M ellékletek 9.2-es 

pontjában részleteztem (szövegben dŖlt betŤvel ®s szºgletes z§r·jelbe foglalt sz§moz§ssal 

jelölve ). 

3.1.1. Sejttenyésztés 

A sejteket ¼n. sejtteny®sztŖ inkub§torban, 37°C -on, 5% (v/v) CO2 szint mellett 

tenyésztettük. 

 

3.1.1.1. Egér sejttenyésztés 

A primer MEF-et egér embriókból izoláltuk a standard protokoll alapján (Robertson 

1987) majd Fibroblaszt-médiumban [1] tenyésztettük azokat. A primer MEF sejteket 

használtuk fel az egér iPSC-k generálásához. Szintén MEF-et (korai passzázsú: P3) 

használtunk a tápláló sejtréteg -f¿ggŖ tenyésztéshez, amihez a MEF-et elŖzŖleg Mitomycin C-

vel (MitC) kezeltük. 

Az egér ESC (mESC) és miPSC-ket mESC-médiumban [2], MitC-vel kezelt tápláló 

sejtrétegen vagy 0,1%-os zselatinon tenyésztettük. A standard elj§r§snak megfelelŖen, az 

osztódó sejteket 2-3 naponta passzáltuk, amikor azok elérték a 70-80%-os konfluenciát.  A 

passz§l§s napj§n a sejtekrŖl elt§vol²tottuk a m®diumot, majd foszfát pufferes (PBS: Phosphate 

Buffered Saline) mos§st kºvetŖen 0,05%-os tripszin-Etilén Diamin Tetraecetsavval (EDTA) 

37°C -on 3 percig inkubáltuk azokat. Amikor a sejtek a felszíntŖl kezdtek elválni a tripszin 

hatását mESC-médiummal [2] neutralizáltuk. A sejteket tartalmazó médiumot egy 15 ml-es 

centrifugacsŖbe gyŤjtºtt¿k ®s sejtszuszpenzi·t k®sz²tett¿nk. Ezt kºvetŖen a szuszpenzi·t 

centrifugáltuk (1000 rpm, 3 perc, szobahŖm®rs®klet (RT: Room Temperature); Eppendorf 

Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németország) ®s a fel¿l¼sz·t elt§vol²tottuk. A sejtpelletbŖl 
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mESC-médiummal [2] sejtszuszpenziót készítettünk majd a sz¿ks®ges m®retŤ 

teny®sztŖed®nyekbe újra szétosztottuk azt (Nagy et al. 1993). 

Az iPSC alapítási kísérletekben kontrollként minden esetben az azonos genetikai 

h§tterŤ egér ESC vonalakat alkalmaztuk, amely vonalakat laboratóriumunkban alapították. A 

vonalak pluripotencia jellemzését a mellékletek M1. ábrája  mutatja be. 

 

3.1.1.2. Humán sejttenyésztés 

A humán iPSC-ket kétféle körülmény között tenyésztettük: tápláló sejtréteg -f¿ggŖ 

vagy tápláló sejtr éteg-mentesen. Az osztódó sejteket 5-7 naponta passzáltuk. A tápl áló 

sejtréteg -f¿ggŖ tenyésztés során a passzálást kétféle módon végeztük, e nzimatikus vagy 

mechanikus módon. Az enzimatikus módszer esetében a passzálást akkor végeztük, amikor a 

tenyészet elérte a 70-80%-os konfluenciát. A passz§l§s napj§n a sejtekrŖl elt§vol²tottuk a 

médiumot, majd PBS-es mos§st kºvetŖen TrypleE select-el 37°C-on 3 percig inkubáltuk 

azokat. Amikor a sejtek a felsz²ntŖl elkezdtek elv§lni szuszpenziót készítettünk  és azt egy 15 

ml-es centrifugacsŖbe gyŤjtºtt¿k, amely olyan mennyis®gben tartalmazott PBS-t, hogy az a 

TryplE select-et 1/10 arányba hígítsa  ki. Ezt követŖen a szuszpenzi·t centrifug§ltuk (1000 

rpm, 3 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németország) és a felülúszót 

elt§vol²tottuk. A sejtpelletbŖl hESC-médiummal [3] sejtszuszpenziót készítettünk majd a 

sz¿ks®ges m®retŤ teny®sztŖed®nyekbe ¼jra szétosztottuk azt. Mechanikus módszer esetén az 

iPSC vonalakat az un. Ăcut and pasteò eljárással  passzáltuk. Az esetlegesen differenciálódott 

kolóniarészeket mikroszkóp (OLYMPUS SZX9 Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) alatt 

steril injekci·s tŤvel (18G) kiv§gtuk, majd a tŤ hegy®vel a felsz²ntŖl elv§lasztottuk. Ezt 

kºvetŖen a m®diumot elt§vol²tottuk a sejtekrŖl ®s friss m®diumot adtunk hozz§juk. 

Mikroszkóp alatt steril injekci·s tŤvel (18G) az egyes kol·ni§kat 12-16 részre vágtuk fel. A 

kolóni a darabkákat a manuális pipettára (50-200 µl) illesztett pipetta heggyel választottuk el a 

felszín tŖl. A kol·niadarabk§kat tartalmaz· m®diumot ºsszegyŤjtºtt¿k majd megfelelŖ m®retŤ 

teny®sztŖed®nyekbe újra szétosztottuk azokat.  

Tápláló sejtréteg -mentesen a humán iPSC-ket Matrigel-en (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, USA) mTeSR-ben (Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) a gyártó 

elŖ²r§s§nak megfelelŖen tenyésztettük. 
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3.1.2. Lentivírus elŖ§ll²t§s 

A lentiv²rus elŖ§ll²t§s§hoz 3-4x10
6 
HEK293T sejtet, 40 µg expressziós plazmiddal, 16 

µg ñenvelopeò VSV-G plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 12259), 8 µg 

ñpackagingò gag-pol plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 12251; Dull et 

al. 1998) és 8 µg ñpackagingò Rev plazmiddal (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 

12253; Dull  et al. 1998) ko-transzfektáltunk kalcium-foszfátos transzfekciós eljárással  

(Kingston et al. 2001). Két és három nappal a transzfekci·t kºvetŖen a v²rust tartalmaz· 

felülúszó t ºsszegyŤjtºtt¿k, 0,22 µmïes membránszŤrŖvel szŤrt¿k és használatig -80̄ C-on 

tároltuk . 

3.1.3. AP-festés 

A sejteket minimum 48 órán keresztül 0,1% zselatinnal fedett üveg fedŖlemezen 

tenyésztettük szokv§nyos teny®sztŖm®diumban. Ezt kºvetŖen a sejteket PBS-el mostuk, majd 

4% paraformaldehiddel (PFA) fixáltuk  (20 perc, RT). A festéshez a fixált sejteket Mosó-

pufferrel [4] mostuk, ezt kºvetŖen Alkalikus foszfatáz-oldattal [5] 30 percig 

szobahŖm®rs®kleten inkubál tuk azokat, majd kétszer ismét mostuk Mosó-pufferrel [4]. A 

festést inverz mikroszkóp (OLYMPUS IX71 Inverted Microscope, OLYMPUS, USA) 

segítségével vizsgáltuk. 

3.1.4. ICC-festés 

Sejtfelszíni markerek vizsgálatakor a sejteket ®lŖ (in vivo) állapotban festettük, ahol az 

ICC-festésnél máskor alkalmazott fixálási  és permeabilizációs lépést (lásd alább) kihagytuk és 

az elsŖdleges ellenanyagokat a sejtteny®sztŖ m®diumba tett¿k 1/50 hígítási arányban majd 30 

percig inkubáltuk 37ºC-on. Ezt kºvetŖen a sejteket 2 alkalommal PBS-el mostuk, majd 

szint®n a teny®sztŖ m®diumban hígítottuk  a másodlagos ellenanyagokat 1/100 arányban és 

újabb 30 percig inkubáltuk 37ºC-on a sejteket. A másodlagos ellenanyagot eltávolítottuk, 2x 

mostuk a sejteket PBS-el majd teny®sztŖ m®diumban, fluoreszcens mikroszkóp (OLYMPUS 

IX71 Inverted Microscope, OLYMPUS, USA) alatt detektáltuk és fényképeztük a kapott 

fluoreszcens festŖd®st. 

Az in vitro ICC-festéshez a sejteket 4% PFA-val fixáltuk  (20 perc, RT). Ezek után a 

sejteket 0,1% Triton X-100-t tartalmazó PBS-el permeabilizáltuk (5 perc, RT). A membrán 

markerek esetében a sejtek nem kerültek permeabilizálásra. Ezt kºvetŖen a sejteket 1 órán 

keresztül 5%-os szarvasmarha szérumalbumint (BSA: Bovine Serum Albumin) tartalmazó 

PBS-el blokkoltuk, majd az elsŖdleges ellenanyagokkal inkubáltuk azokat (4°C , egy éjszakán 
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át ). Másnap, háromszoros PBS mos§st kºvetŖen az elsŖdleges antitestek a megfelelŖ 

másodlagos antitestek hozzáadásával váltak láthatóvá, az azokkal való két órás inkubáció 

(RT) elteltével. Végezetül a magfestéshez a sejteket DAPI-val (4',6-diamidino-2-

phenylindole; 0,2 µg/ml végkoncentráció) inkubáltuk (20 perc, RT). A használt elsŖdleges és 

másodlagos ellenanyagok listáját az M1. táblázat  tartalmazza. A sejteket a 3D képalkotó 

modullal (ApoTome, AxioImager rendszer, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, 

Németország) elemeztük, és a gyártó AxioVision 4.8.1. programjával analizáltuk (Carl Zeiss 

MicroImaging GmbH, Jena, Germany). 

3.1.5. RT-PCR 

A PCR reakci·ban haszn§lt primerek nukleotid szekvenci§j§nak megfelelŖ 

megv§laszt§s§val elk¿lºn²thetŖek egym§st·l az exogén- (¼jraprogramoz§s sor§n k²v¿lrŖl 

bevitt), illetve az endogén- faktorok (a sejt eredeti g®n§llom§ny§ban megl®vŖ ®s az 

újraprogramozás során a sejtben aktiválódó saját pluripotencia gének) expressziója.  

A teny®sztett sejtekbŖl az ºssz-RNS-t RNS izoláló kit (Qiagen, Hilden, Németország) 

seg²ts®g®vel a gy§rt· elŖ²r§s§nak megfelelŖen izol§ltuk. 1 µg RNS-t Superscript Vilo kit 

segítségével írtuk át cDNS -®, a gy§rt· protokollj§nak megfelelŖen. Az RT-PCR reakcióhoz a 

GoTaq Hot Start Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA) használtuk és a gyártó 

protokollj§nak megfelelŖ reakci· param®tereket kºvett¿k. Az RT-PCR-ekhez alkalmazott 

primerek listáját  a 3. táblázat  tartalmazza. A PCR termék méretét gélelektroforézissel 

detektáltuk, amelyhez etídium bromid tartalmú 1%-os agaróz gélt használtunk. 

 

3. táblázat  
Az pluripotenciát igazoló RT-PCR-ekhez alkalmazott primerek listája  
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3.1.6. Genomiális  DNS izolálása  

A begyŤjtºtt sejtpelletet 3 ml Lízis -pufferben [6] szuszpendáltuk fel. A mintákhoz 10% 

(v/v) SDS-t és 0,5 ml Proteináz K-oldatot [7] adtunk és 37°C -on egy éjszakán át  inkubáltuk. 

A kºvetkezŖ napon 3 ml 5M-os NaCl és 3 ml steril MilliQ víz hozz§ad§s§t kºvetŖen a 

minták at centrifugáltuk (3000 rpm, 15 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, 

Németország). Ezek után a felülúszóhoz két térfogat abszolút etanolt adtunk. A DNS szálak 

ºsszegyŤjt®s®t kºvetŖen a mintát steril MilliQ vízben vagy 1x Tris-EDTA (TE) pufferben 

szuszpendáltuk fel. 

Nagyszámú minta izolációja esetén egy genomiális DNS izoláló Kit -et (Qiagen, 

Hilden, Németország) használtunk a gy§rt· elŖ²r§sainak megfelelŖen, a mintákat pedig -20°C -

on tároltuk. 

3.1.7. Áramlási citometria  

A 70-80%-os konfluenciájú sejteket a standard passzálási eljárásnak (3.1.1.1. 

bekezd®s) megfelelŖen disszoci§ltunk. Az így  kapott sejtszuszpenziót PBS-es mosást 

kºvetŖen 4%-os PFA-val fixáltuk  (20 perc, RT), majd centrifugáltuk (3000 rpm, 3 perc, RT; 

Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németország). A felülúszó eltávolítása után a 

sejteket PBS-el mostuk, majd ismét centrifugáltuk azokat az elŖbbi param®terekkel. A 

felülúszó ismételt eltávolítása után a sejteket PBS -ben szuszpendáltuk fel majd mértük 

áramlási citometriával (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting). A mérésekhez a FC-500 

Flow citométert (Beckman Coulter, California, USA), az eredmények analíziséhez pedig a 

CXP analysis programot alkalmaztuk. 

3.1.8. Southern blot analízis  

A Southern blot analízishez a genomiális DNS-t a klasszikus fenol-kloroform alapú 

módszerrel izoláltuk (Davis et al. 2009). A genomiális DNS-t (10-15 µg) a megfelelŖ 

enzimmel emésztettük (egy éjszakán át ), majd gélelektroforézist kºvetŖen Hybond-N+ Nylon 

membránra (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) vittük fel . A próba hibridizációjához és 

detektálásához a DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II-t (Roche, Bázel , 

Svájc) alkalmaztuk, a gyártó §ltal javasolt protokollnak megfelelŖen. A kapott eredményt az 

ImageQuant 350 imager-el vizualizáltuk az ahhoz kapcsolódó szoftverrel (GE Healthcare, 

Little Chalfont, UK). 
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3.1.9. Az iPSC-k spontán differenciációja  in vitro 

3.1.9.1. A miPSC-k in vitro spontán/kardiális  differenciációja  

Az egér ESC/iPSC-k spontán differenciációjának iniciációs lépése a sejtek 

szuszpenzi·ban tºrt®nŖ teny®szt®se, mely során EB-k k®pzŖdnek. Az iPSC-kbŖl az EB-ket a 

HD módszerrel állítottuk  elŖ. Ehhez az ESC-ket a standard passzálási eljárásnak  megfelelŖen 

disszociáltattuk (3.1.1.1. bekezdés). A létrejött  sejtszuszpenziót 800 sejt/20 µl sejtszámra 

állítottuk be , Egér differenciációs-médiumban [8], majd bakteriális Petri-csészék tetejér e 

pipettáztunk 20 µl-es cseppekben. A tenyésztŖ ed®ny alj§ba PBS-t töltöttünk , a f¿ggŖcseppek 

kisz§rad§s§nak megelŖz®sek®ppen. A Petri-csészék lefordításával a cseppekben a sejtek 

aggregátumokká állnak össze a gravitáció segítségével ( 0. Nap, a kihelyezés napja). A 

differenciáció második napján (2. Nap) az EB-ket 24-lyuk¼ teny®sztŖed®nyekbe tett¿k ki (1 

EB/well), amely 0,1% zselatinnal bevont üveg fedŖlemezt tartalmazott. A differenciációs-

médiumot [8] minden második nap lecseréltük, és a spontán kontrakciót mutató sejtcsomók 

számát folyamatosan feljegyeztük. A sejtcsomókat a differenciáció 14. és 21. napján 4% 

PFA-val fixáltuk ICC-festésekhez. 

 

3.1.9.2. A humán iPSC-k in vitro spontán differenciációja  

A humán sejtek spontán differenciációjának iniciációs lépése szintén a sejtek 

szuszpenzi·ban tºrt®nŖ teny®szt®se. Ehhez a sejteket azok szok§sos passz§l§s§t kºvetŖen 

alacsony tapadású (low cell binding, Nunc, Walthman, USA) Petri-csészékben tenyésztettük 5 

napig mTeSR médiumban. Minden második nap a sejteken médiumot cseréltünk . Ötödik nap 

(5. Nap) az EB-t zselatinozott fedŖlemezre, Humán differenciációs-médiumba [9] tettük ki (1-

3 EB/cm
2
). A 14. napon (14. Nap) a sejteket 4% PFA-val fixáltuk (20 perc, RT) a k®sŖbbi 

ICC-festésekhez a 3 cs²ravonalra jellemzŖ ellenanyagokkal (M1. táblázat ). 

3.1.10. A miPSC-k irányított in vitro neurális differenciációja   

A neurális differenciációt Klincumhom et al. (2012) által közölt protokoll alapján 

végeztük . Az EB-kat a sejtszuszpenziós m·dszerrel §ll²tottuk elŖ. Az EB-kat 0,25% tripszin-

EDTA-val disszociáltuk és  45x10
5
 sejtet 15 ml Egér differenciációs -médiumban [8] tettünk ki  

egy 10 cm-es bakteriális Petri-csészébe (0,75x10
5
 sejt/cm

2
). A Petri-csészéket 2-hydroxyethyl 

methacrylate-al (2-HEMA, végkoncentráció: 10 mg/ml) vontuk be, amely megelŖzte a sejtek 

felülethez való letapadását. A sejteket 8 napig tenyésztettük szuszpenzióban és a médiumot 

kétnaponta cseréltük. A negyedik naptól retinsavat adtunk a médiumhoz 5 µM 

végkoncentrációban. A differenciáció 8.  napján az EB-kat 0,25% tripszin-EDTA-val 
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disszociáltuk és a sejtszuszpenzióból 2x10
5
 sejt/cm

2
 tettünk ki fedŖlemezt tartalmaz· 24-

lyuk¼ teny®sztŖed®nyekbe (ICC-festéshez), vagy 6-lyukú teny®sztŖed®nyekbe (FACS-hoz) 

Egér neurális -médiumA-ban [10]. A teny®sztŖed®nyeket elŖzŖleg 0,01% poly-L-ornithin-el 

(37°C, egy éjszakán át)  és 1 µg/cm
2
 laminin-el vontuk be. A differenciáció 10.  napjától a 

médiumot Egér neurális-médiumB-re [11] cseréltük és a sejteket a differenciáció végéig  

ebben tenyésztettük. A sejteket a differenciáció 10-, 12- és 14.-ik napján 4% PFA-val 

fixál tuk. A sejteken ɓIII-TUBLIN és NESTIN ICC-festést végeztünk (M1. táblázat ). A 

NESTIN-el jelölt sejtek neurális irány¼ elkºtelezŖd®s®t a fluoreszcens mikroszkópia mellett 

FACS-al ellenŖrizt¿k. Az eredmények három független kísérletet foglal nak magukba. 

3.1.11. Kiméra állat létrehozás a miPSC-kbŖl 

A sejtek elŖk®sz²tése az injektáláshoz a standard tenyésztési eljárástól nem  tért el 

(3.1.1.1 bekezdés). A passzálással disszociált sejteket 1 ml Fibroblaszt-médiumban [1] 

szuszpendáltuk fel és az injektálásig jégen tartottuk. A kiméra állatok létrehoz ása hólyagcsíra 

állapotú embriók (E3.5) mikroinjektálásával  (PrimeTech, Ibaraki, Japán) történt , amely során 

10-15 sejt/embrió került injektálásra (Kawase et al. 2001). A befogadó embrió a 

C57BL/6xDBA/2J hibrid és C57BL/6 genetikai hátterŤ miPSC vonalak eset®ben ICR, az 

ICR-miPSC vonalak esetében pedig C57BL/6xDBA/2J volt. Az élve születŖ kimérák számát 

feljegyeztük. A csíravonal transzmissziójára  a kimérák párosításából  születŖ ut·dok szŖrsz²ne 

utalt. 
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3.2. K¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ eg®r miPSC vonalak létrehozása lenti vírus 

transzdukcióval  

A lentivírus -mediált egér iPSC (L-miPSC: Lentivirus-mediated mouse iPSC) vonalak 

alapítása a 4. ábrán  illusztrált  kísérleti elrendezés alapján történt.  

 

4. ábra  
Az L-miPSC vonalak alapításának kísérleti elrendezése  

3.2.1. Alkalmazott egértörzsek  

A kísérletek sor§n h§rom k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ egértörzset alkalmaztunk, 

amelyek a következŖek voltak: C57BL/6 (beltenyésztett), C57BL/6xDBA/2J (hibrid) és ICR 

(nem-beltenyésztett), továbbiakban BL6, F1 és ICR-ként jelölve.  

3.2.2. Egér OSKM l entivírus  plazmid 

A MEF újraprogramozásához lentivírus plazmidot hoztunk létre, amely az 

újraprogramoz§st kºvetŖen kiv§ghat· volt, lehetŖs®get ny¼jtva ily módon transzgén-mentes 

L-miPSC vonalak alapításához . Az IRES szekvenciát az ún. FUGW (flap-Ub promoter-GFP-

WRE; Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 14883; Lois et al. 2002) plazmidba 

illesztettük be a javított zöld fluoreszcens fehérje (EGFP: Enhanced Green Fluorescens 

Protein) szekvencia elé. Az UbC promótert az ĂElongation Factor 1-alphaò (EF1Ŭ) 

promóterre cseréltük ki , amelyet a pEF-GFP (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 

11154; Matsuda et al. 2004) plazmidból klónoztuk ki. Ahhoz, hogy a létrehozott vektor a 

genomból kivágható legyen, egy LoxP szekvenciát ligáltunk  a 3ô LTR BspE1 hasítási helybe. 

Végül pedig a FUW-OSKM (Addgene, Cambridge, USA; plazmid szám: 20328; Carey et al. 

2009) plazmidból, amely az egér Oct-4, Sox2, Klf4 és c-Myc cDNS szekvenciákat tartalmazta, 

2A peptid szekvenciák által elválasztva, ezt az mOSKM kazettát vágtuk ki és ligáltuk  az 

EcoRI hasítási  helybe az EF1Ŭ prom·ter után. Ily módon létrehoztunk egy lentivírus alapú, 
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kivágható, policisztronos újraprogramozó plazmidot, amelyet pF-EF1Ŭ/OSKM/IRES/EGFP-

W-nek neveztünk el (5. ábra) . 

 

 

5. ábra  
Egér újraprogramozó lentivírus plazmid . A policisztronos újraprogramozó vektor sematikus 
ábrázolása ( pF-EF1Ŭ/OSKM/IRES/EGFP-W), amely tartalmazza az egér pluripotencia cDNS 
szekvenciákat (mOSKM)  és az EGFP riportert . A konstrukt egy LoxP (vastag fekete nyilak) helyet is 
mag§ba foglal, amely lehetŖv® teszi az integrálódott vektor eltávolítását a Cre -plazmid tranziens 
transzfekciója által.  Jelölések : CMV, cytomegalovírus promóter; , packaging signal; EF1Ŭ, Elongation 
factor 1-alpha; OSKM, OCT-4, SOX2, KLF4, C-MYC; IRES, Internal Ribosome Entry Site, U3, 
deleted U3 régió . 

3.2.3. Egér sejtek lentivírus sal tºrt®nŖ transzdukciója  

A vírus transzdukcióhoz 3x10
4 
MEF-et ültettünk ki ( 0,75x10

4 
sejt/cm

2
) egy 24-lyukú 

teny®sztŖed®ny 2 lyuk§ba egy¿ttesen (2w/24wp) Fibroblaszt-médiumban [1] a transzdukció 

reggelén. A transzdukció délutánján , a vírus t tartalmazó felülúszót 1 ml mESC-médiummal 

[2] hígítottuk  ki és 8 µg/ml végkoncentrációban polibrént  adtunk hozzá. Az MOI 2 és 5 között 

volt. A MOI sz§m²t§sa a kºvetkezŖ volt: vírus mennyiség (ml) x vírus titer (TU/ml) / 

sejtszám. A transzdukci·t kºvetŖ 24 ·r§val a médiumot lecseréltük és a sejteket további 24 

órát  tenyésztettük. Ezt kºvetŖen a MEF-et tripszin-EDTA-val disszociáltuk és a két lyukból  

származó sejtmennyiséget egyetlen MitC-vel kezelt MEF réteggel fedett 10 cm-es teny®sztŖ 

edénybe tettük mESC-médiumban [2]. A médiumot naponta cseréltük a sejteken. A megjelent 

EGFP pozitív ESC-szerŤ kol·ni§kat fluoreszcens mikroszkóp alatt (OLYMPUS CKX41 

Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) egyesével felszedtük. A további analízishez és az 

EGFP expressziós szint FACS mérésekhez a klónokat felszaporítottuk. 
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3.3.Transzgén-mentes miPSC vonalak létrehozása l entivírus  transzdukcióval  

3.3.1. A Cre-plazmid expressziója és a transzgén kivágásának  igazolása 

Az iPSC-ket a szokásos passzálással disszociáltattuk és 2x10
6
 sejtet 400 µl Mosó-

pufferben [4] felszuszpendáltunk és 0,4 cm-es elektróda távolságú elektroporációs küvettákba 

töltöttünk.  A 40 µg cirkuláris Cre-expresszáló plazmidot (pTriEx-HTNC; Addgene plazmid 

szám: 13763; Peitz et al. 2002) 400 µl Mosó-pufferben [4] elŖ-inkubáltunk (10 perc, 37ºC ), 

majd az elŖk®sz²tett sejtszuszpenzi·hoz adtuk. Az elektroporációt Gene Pulser® II 

Elektroporációs rendszerrel v®gezt¿k a kºvetkezŖ be§ll²t§sokkal: 240V, 500mF és R=Ð. Az 

elektropor§ci·t kºvetŖen a k¿vett§kat 20 percig jégen inkubáltuk, majd a sejtszuszpenziót 400 

µl -enként 6 cm-es (0,1x10
6
 sejt/cm

2
) MitC-MEF-el fedett teny®sztŖed®nyekbe tett¿k ki 

mESC-médium [2] hozzáadásával . K®t nappal a transzfekci·t kºvetŖen a sejteket a szokásos 

passzálási eljárással disszociáltattuk (3.1.1.1. bekezdés) és 200 sejtet 0,1% zselatinnal fedett 

10 cm-es teny®sztŖ ed®nybe tettünk . Az EGFP negatív kolóniákat fluoreszcens mikroszkóp 

alatt (OLYMPUS CKX41 Stereo Microscope, OLYMPUS, USA) egyesével felszedtük és 

felszaporítottuk 0,1% zselatinon FACS analízishez és MEF rétegen a további kísérletekhez. 

A transzgén jelenlétét/hiányát PCR reakci·val erŖs²tettük meg, ahol a primerek az 

újra programozó vektorra voltak specifikusak. A PCR reakciókat egy ún. ò3 primerïalapú 

m·dszerrelò (òthree primer-based methodò) is elvégeztük (Voelkel et al. 2010), ahol a 4. 

táblázatban  megjelölt c és d primer kombinációkat egy reakcióban használtuk (ahol a reverz 

primerek azonosak). A PCR reakciókhoz a ɓ-actin génre tervezett primer szekvenciákat 

haszn§ltuk belsŖ kontrollk®nt. A primer szekvenciákat és a várt PCR termékek méretét a 4. 

táblázatban  soroltuk fel. A PCR reakciókhoz a GoTaq
®
 Green Master Mix-et (Promega, 

Madison, USA) használtuk, ®s a gy§rt· protokollj§nak megfelelŖ reakci· param®tereket 

követtük . A PCR termék méretét gélelektroforézissel detektáltuk, amelyhez etídium bromid 

tartalmú 1%-os agaróz gélt használtunk. 

Emellett a transzgén jelenlétét/hiányát Southern blot analízissel is igazoltuk, amihez a 

genomiális DNS-t a SphI enzimmel emésztettük és a c-Myc szekvenci§ra illeszkedŖ (1305 bp) 

próbát  használtuk. Kontrollként egér ESC vonalat használtunk, ahol csak az endogén c-Myc 

detektálását  vártuk (2,6 kB). A 6. ábra  az ¼jraprogramoz· vektort §br§zolja kiv§g§s elŖtti ®s 

utáni állapotában, amin a PCR reakciókban felhasznált primereket, valamint a Southern blot 

analízishez alkalmazott próba elhelyezkedését is feltüntettük. 
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4. táblázat  
Az L-miPSC vonalakban a transzgén jelenlétét/hiányát igazoló PCR primerek listája  

 
 

 

6. ábra  
Az egér OSKM vektor sematikus ábrázolása kiv§g§s elŖtt ®s ut§n. A PCR primer kombinációk  
(k®tfejŤ nyilak a, b, c, d jelöléssel ) és a Southern b lot-hoz alkalmazott próba (vastag fekete vonal) 
vektoron való elhelyezkedése.  

10.14751/SZIE.2015.033



ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

64 

3.4. Az miPSC vonalak létrehozása egyéb újra programozó rendszerek 

alkalmazásával  

3.4.1. Az miPSC generálás fehérje bevitellel  

Az újraprogramozáshoz 5x10
4
 ICR-MEF-et (0,5x10

4 
sejt/cm

2
) ültettünk ki egy 6-lyukú 

teny®sztŖed®ny 1 lyuk§ba (0. Nap, a kihelyezés napja). A sejteket ki¿ltet®s¿ktŖl sz§m²tott 48 

·r§s idŖkºzºnk®nt, négy ciklusban, a négy pluripotencia faktorból származó (OCT-4, KLF4, 

SOX2, C-MYC) tisztított fehérjével transzdukáltuk (8 µg/ml/fehérje), egy korábban közölt 

protokollt követve (Kim et al. 2009; Zhou et al. 2009). 

A fehérje-mediált egér iPSC (P-miPSC: Protein-mediated Mouse iPSC) vonalak létrehozása a 

7. ábrán  illusztrált kísérleti elrendezés alapján történt.  

 

 

7. ábra  
A P-miPSC vonalak alapításának kísérleti elrendezése  

 

A 9. napon a sejteket a szokásos passzálási eljárással disszociáltattuk (3.1.1.1. 

bekezdés) és MitC -vel kezelt MEF réteggel fedett 10 cm-es teny®sztŖed®nyekbe tett¿k ki 

azokat. A transzdukci·t kºvetŖ 40. nap kºr¿l mESC-szerŤ kol·ni§k kezdtek megjelenni, 

amelyeket felszedtünk és felszaporítottunk a további karakterizációs kísérletekhez. 
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3.5. Transzgén-mentes²thetŖ humán iPSC vonalak létrehozása lentivírus 

transzdukcióval  

A lentivírus -mediált humán iPSC (L-hiPSC: Lentivirus-mediated Human iPSC) 

vonalak alapítása a 8. ábrán  illusztrált  kísérleti elrendezés alapján történt.  

 

 

8. ábra  
Az L-hiPSC vonalak alapításának kísérleti elrendezése  

3.5.1. Az újraprogramozandó kiinduló sejttípus izolációja  

Az újraprogramozáshoz öt egészséges donortól (B#1-5; B=blood) származó PBMC-

ket használtunk. A v®rv®tel kºr¿lm®nyei az arra vonatkoz· Ălege artisò elŖ²r§sok betart§s§val 

történt, az ETT TUKEB által  adott kutatási engedély alapján. A vért 8 ml -es BD Vacutainer 

(BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) csºvekbe gyŤjtºtt¿k le. A v®rv®teltŖl sz§m²tott 2 

·r§n bel¿l a v®rbŖl a PBMC-ket izoláltuk a csövek 30 percig tartó centrifugálásával (1800 rcf, 

30 perc, RT; Avanti® J-E 369003, Beckman Coulter, USA). A PBMC-ket tartalmazó réteget 

sterilen egy PBS-t tartalmazó 15 ml centrifugacsŖbe gyŤjtºtt¿k, majd ¼jra centrifug§ltuk (300 

rcf, 15 perc, RT; Allegra® X-30R, Beckman Coulter, USA). A felülúszót eltávolítottuk, a 

sejteket felszuszpendáltuk, és megszámoltuk. Az így nyert sejteket azonnal felhasználtuk 

vagy k®sŖbbi felhaszn§l§sig lefagyasztottuk 90% FBS ®s 10% Dimetil Szulfoxidot (DMSO) 

tartalmazó médiumban és folyékony nitrogénben tároltuk.  

3.5.2. Humán O KSM l entivírus  plazmid 

A PBMC-k újraprogramozásához egy lentivírus alapú plazmidot alkalmaztunk, amely 

az újraprogramoz§st kºvetŖen kiv§ghat· a genomból az Flp/FRT-rendszer alkalmazásával, 

lehetŖs®get ny¼jtva transzg®n-mentes L-hiPSC vonalak generálására . Az újraprogramozáshoz 

Prof. C. Baum és Dr. A. Schambach §ltal elŖ§ll²tott 

pRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFRT vektort használtuk (Voelkel et al. 2010; Warlich 

et al. 2011), amelyet a 9. ábra  ábrázol . A vektor tartalmazta a hOKSM kazettát (kodon-
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optimalizált transzkripciós faktorok), ahol a humán pluripotencia gének cDNS szekvenciáit 

2A peptid szekvenciák választottak el. A hOKSM kazetta után egy IRES és egy dTomato 

szekvenciát is tartalmazott a plazmid. A hOKSM kazetta elŖtt az SFFV (Spleen Focus-

Forming Virus U3) promóter volt, amely egy a retrovírusoknál alkalmazott promóter, így az 

idŖ elŖrehaladt§val a l®trejºtt humán iPSC (hiPSC) vonalakban elcsendesedése várható. 

Ahhoz, hogy a létrehozott vektor a genomból kivágható legyen, egy FRT szekvencia volt a 3ô 

LTR régióba illesztve. 

 
9. ábra  

Humán újraprogramozó lentivírus plazmid.  A policisztronos újraprogramozó vektor sematikus 
ábrázolása (pRRL.PPT.SF.hOKSMco.idTomato.preFRT), amely tartalmazza a humán kodon -
optimalizált pluripotencia cD NS szekvenciákat (hOKSM) és a d Tomato riportert. A konstrukt egy FRT 
helyet (vastag fekete nyilak) is mag§ba foglal, amely lehetŖv® teszi az integr§l·dott vektor elt§vol²t§s§t 
a Flp-plazmid tranziens transzfekciója által. Jelölések: RSV, Rous sarcoma vírus ; , packaging signal; 
SFFV, Spleen Focus-Forming Virus U3; OKSM, OCT-4, KLF4, SOX2, C-MYC; IRES, Internal 
Ribosome Entry Site, U3, deleted U3 régió.  

3.5.3. Humán PBMC-k lentivírus transzdukciója  

A transzdukció elŖtt három nappal 1x10
6
 PBMC-t (friss vagy fagyasztott/felolvasztott) 

1w/12wp-be (0,25x10
6
 sejt/cm

2
) tettünk ki Humán PBMC-médiumban [12]. Három nap 

elteltével (0. Nap, a transzdukció napja) a sejteket 15 ml-es centrifugacsŖbe gyŤjtºtt¿k, majd 

centrifugáltuk (300 rcf, 10 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németország). 

A felülúszót eltávolítottuk, majd a sejteket felszuszpendáltuk a vírust tartalmazó felülúszó val 

(max. 1 ml), amihez polibrént  adtunk 5 mg/ml végkoncentrációban. A vírust tartalmazó 

sejtszuszpenziót egy 12-lyuk¼ teny®sztŖed®ny 1 lyuk§ba tett¿k ki ®s a teny®sztŖed®nyt 

centrifugáltuk (2250 rpm, 90 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, 

Németország), majd az inkubátorba helyeztük. Négy óra elteltével a transzdukált sejtekhez 1 

ml Humán PBMC-médiumot [12] adtunk, amely a megadott mennyiségekhez képest dupla 

annyi növekedési faktort tartalmazott (SCF: Stem Cell Factor, IL-3: Interleukin 3, EPO: 

Erythropoietin, IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1, Dexamethasone). Másnap (1. Nap) a 

10.14751/SZIE.2015.033

http://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FInternal_ribosome_entry_site&ei=lO7JUOXwIcLLtQa18oFY&usg=AFQjCNFjjEPP0pzwyJ_bnPF-5Af4Q6A1wg&sig2=H3FZNlNGc7euWDOjmm2Llg&bvm=bv.1355272958,d.Yms
http://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDMQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FInternal_ribosome_entry_site&ei=lO7JUOXwIcLLtQa18oFY&usg=AFQjCNFjjEPP0pzwyJ_bnPF-5Af4Q6A1wg&sig2=H3FZNlNGc7euWDOjmm2Llg&bvm=bv.1355272958,d.Yms


ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

67 

sejteket 15 ml-es centrifugacsŖbe gyŤjtºtt¿k, majd centrifug§ltuk (300 rcf, 10 perc, RT; 

Eppendorf Centrifuge 5804R, Eppendorf, Németország). A felülúszót eltávolítottuk, és a 

sejteket 2 ml Humán PBMC-médiumban [12] szuszpendáltuk fel és a sejtszuszpenziót 

1w/12wp-re tettük ki. Két nap elteltével (3. Nap) a sejteket ismét összegyŤjtºtt¿k 15 ml-es 

centrifugacsŖbe ®s centrifug§ltuk (300 rcf, 10 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, 

Eppendorf, Németország). A felülúszót elt ávolítottuk, majd a sejteket szuszpendáltuk 5 ml 

növekedési faktorokat tartalmazó Humán IMDM MEF-médiumban [13] és a sejtszuszpenziót 

6 cm-es Petri-csészébe, tettük ki, amely 7x10
5
 MitC MEF-et tartalmazott. A továbbiakban 

pedig minden másnap friss Humán IMDM MEF-médiumot [13] adtunk a sejtekhez, amely a 

növekedési faktorokat már nem tartalmazta. A transzdukciótól számolt 13. napon a teny®sztŖ 

médiumot hESC-médiumra [3] váltottuk és a sejteket a továbbiakban ebben tenyésztettük, a 

médium kétnaponkénti cseréjével . A megjelent ESC-szerŤ kol·ni§kat egyes®vel felszedt¿k ®s 

szaporítottuk. 

3.5.4. A transzgén kivágása és annak igazolása  az L-hiPSC vonalakban 

A transzgén eltávolításához az L -hiPSC kultúrákat tápláló sejtrétegen tenyésztettük és 

enzimatikusan passzáltuk (3.1.1.2 bekezdés). Az L-hiPSC vonalakat a pLV.hCMV-

IE.FLPe.IRES.PurR.hHBVPRE (Gonçalves et al. 2010) plazmiddal transzfektáltuk FuGENE-

6 (Roche, Bázel, Svájc) transzfekciós reagens felhasználásával. Passzáláskor 5x10
5
 sejtet 

szuszpendáltunk fel hESC-médiumban [3] és tettünk ki 6 cm-es Petri-csészébe (0,25x10
5
 

sejt/cm
2
), amely 6x10

6
 MitC MEF-et tartalmazott. A transzfekciót akkor végeztük, amikor a 

sejtek elérték az 50-60%-os konfluenciát (1-2 nap). A transzfekci· elŖtt 2 ·r§val a teny®sztŖ 

médiumot friss médiumra cseréltük . Egy 1,5 ml-es eppendorf-csŖben 94 µl DMEM/F12 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) médiumhoz 6 µl FuGENE-6-ot 

adtunk és 5 percig inkubáltuk  (RT), majd hozzáadtuk az 1 µg Flp-rekombinázt expresszáló 

plazmidot és 40 percig inkubáltuk (RT). A 100 µl FuGENE-6/DNS keveréket cseppenként 

adtunk hozzá a 6 cm-es Petri-csészében tenyésztett sejtekhez, miközben a Petri-csészét 

körkörösen mozgattuk. Egy napos inkub§ci·t kºvetŖen a sejtekre 1 µg/ml puromicint 

tartalmaz· teny®sztŖ-médiumot adtunk, amelyet 48 ·r§s szelekci·t kºvetŖen puromicin-

mentes médiumra cseréltünk . 

A megjelent kolóniákban a transzgén jelenlétét/hiányát PCR reakciókk al erŖs²tett¿k 

meg, ahol a primer párok az újraprogramozó vektorra voltak specifikusak, illetve az ¼n. ò3 

primer-alap¼ m·dszertò is alkalmaztuk (Voelkel et al. 2010). Az ellenŖrz®shez nagyszámú 

kolóniát vizsgáltunk, ahol az egyes kolóniákat megszámoztunk (Petri-csésze aljába karcolva), 

majd egy kis darabot kivágtunk azokból. A kolónia darabokat egyenként 96-lyukú PCR plate-
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be tettük, amelyben az egyes lyukak 30 µl RNase A-val (200 µg/ml) és Proteinase K-val (670 

µg/ml) kiegészített Klorid-alapú lízis puffert [14] tartalmaztak. A lízishez a 96-lyukú PCR 

plate-t 60°C -on 3 órán keresztül inkubáltuk, majd 90°C-on 2 percig. A PCR reakciókhoz 2 µl 

sejtlizátumot használtunk. A vektor kivágását  elŖszºr a ò3 primer-alap¼ m·dszerrelò 

ellenŖrizt¿k, ®s az alapj§n csak a transzg®n-mentesnek bizonyult kolóniákat  szedtük fel 

mechanikusan és tenyésztettük tovább. A tovább tenyésztett vonalakon a transzgén hiányát az 

újra programozó vektorra specifikus primer p§rokkal erŖs²tett¿k meg. A primer szekvenciákat 

az 5. táblázatban  soroltuk fel. A PCR reakciókhoz a GoTaq
®
 Green Master Mix-et 

(Promega, Madison, USA) használtuk, ®s a gy§rt· protokollj§nak megfelelŖ reakci· 

paramétereket követtük. A PCR termék méretét gélelektroforézissel detektáltuk, amelyhez 

etídium bromid tartalmú 1%-os agaróz gélt használtunk. A 10. ábra  az újraprogramozó 

vektort §br§zolja kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni §llapot§ban, amin a PCR reakciókban felhasznált 

primerek elhelyezkedését tüntettük fel. 

 

5. táblázat  
Az L-hiPSC vonalakban a transzgén jelenlétét/hiányát igazoló PCR primerek listája  

 

 

 

10. ábra  
A humán  OKSM vektor sematikus §br§zol§sa kiv§g§s elŖtt ®s ut§n. A PCR primer kombinációk 
(k®tfejŤ nyilak a, b, c, d jelºl®ssel) vektoron val· elhelyezked®se. 
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3.6. Transzgén-mentes²thetŖ hiPSC vonalak l®trehoz§sa Sleeping Beauty-

transzpozonnal 

 Az Sleeping Beauty-mediált humán iPSC (SB-hiPSC: Sleeping Beauty-human iPSC) 

vonalak létrehozása a 11. ábrán  illusztrált kísérleti elrendezés alapján történt.  

 

11. ábra  
Az SB-hiPSC vonalak alapításának kísérleti elrendezése  

3.6.1. Az újra programozandó kiinduló sejttípus izolációja  

A k²s®rletek elsŖ l®p®se Hollandi§ban, az LUMC-n egy Európai Uniós  projekthez 

kapcsol·d· tudom§nyos egy¿ttmŤkºd®s keret®ben tºrt®nt. A holland kutat·csoport etikai 

engedélye keretében egy kutatási célokra felajánlott 14 hetes abortált magzatból a standard 

eljárással HFF-et izoláltunk . A sejteket Fibroblaszt-médiumban [1] tenyésztettük, majd a 

második passzázsban újraprogramoztuk. 

3.6.2. SB-transzpozon és transzpozáz plazmidok és transzfekciój uk 

Az HFF-ek újraprogramozásához egy SB-transzpozon alapú plazmidot alkalmaztunk: 

pT2BH-OSKM- IRES/eGFP, amelyet kutatócsoportunk (Muenthaisong et al. 2012) közölt , 

valamint a 12. ábra  ábrázol . A transzpozon plazmid tartalmazta az mOSKM kazettát, ahol az 

egér pluripotencia gének cDNS szekvenciáit 2A peptid szekvenciák választottak el. Az 

mOSKM kazetta után az IRES és az EGFP szekvenciát tartalmazta a plazmid. Az mOSKM 

kazetta elŖtt az EF1Ŭ promóter volt beillesztve. 

A 2,5x10
5
 HFF-et 2µg pT2BH-OSKM- IRES/eGFP transzpozonnal és 200 ng pCMV-

SB100X transzpozáz (Mátés et al. 2009) plazmidokkal nukleoporáltuk. A nukleoporációt  100 

µl végtérfogat ban a Nucleofector kit-el (Lonza, Bázel, Svájc ) végeztük, a gy§rt· §ltal elŖ²rt 

protokollal (program: U23) (0. Nap). A transzfekt§lt sejteket 1w/6wp teny®sztŖed®nyekbe 

tettünk ki Fibroblaszt-médiumban [1]. Egy nappal a transzfekci·t kºvetŖen (1. Nap) a 

médiumot hESC-médiumra [3] cseréltük . A továbbiakban a médiumot kétnaponta cseréltük a 

sejteken. A transzfekciótól számított 7. napon a sejteket PBS-el mostuk, majd TrypleE-vel 

10.14751/SZIE.2015.033



ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

70 

gyŤjtºtt¿k össze, centrifugáltuk (1000 rpm, 3 perc, RT; Eppendorf Centrifuge 5804R, 

Eppendorf, Németország), hESC-médiumban [3] szuszpendáltuk fel és 3,5x10
4
 sejt/cm

2
 MEF-

et tartalmaz· teny®sztŖed®nyre tettük ki.  A megjelent ESC-szerŤ kol·ni§kat mechanikusan 

felszedtük és tenyésztettük a 3.1.1.2-es bekezdésben részletezett tenyésztési módszerek 

alkalmazásával. 

 

 

12. ábra  
SB-transzpozon-transzpozáz újraprogramozó plazmidok . Az SB-policisztronos újraprogramozó 
transzpozáz vektor sematikus ábrázolása ( pT2BH-OSKM- IRES/eGFP), amely tartalmazza az egér  
pluripotencia cDNS szekvenciákat ( mOSKM) és a z EGFP riportert. A transzpozon és transzpozáz 
(pCMV-SB100X) együttes transzfekciójával az újraprogramozó vektor integrálódik a genomba. A 
hiperaktív transzpozáz (pEFBOS -SB100X-iresPuro) újra transzfektálása le hetŖv® teszi az 
újraprogramozó vektor eltávolítását a sejtek genomjából. Jelölések: IR/DR, Inverted repeats; CMV, 
cytomegalovírus promóter; EF1Ŭ, Elongation factor 1-alpha; OSKM, OCT-4, SOX2, KLF4, C-MYC; 
IRES, Internal Ribosome Entry Site. 

3.6.3. A transzgén kivágása Sleeping Beauty-humán  iPSC vonalakból  

Az iPSC vonalakba beépült SB-transzgének számát Southern blot analízissel 

határoztuk meg (3.1.8. bekezdés). A Southern blot-hoz a genomiális DNS-t a PstI vagy SacI 

enzimekkel emésztettük és az EGFP (Life Technologies, Carlsbad, USA, 712 bp) vagy c-Myc 

(1305 bp) kódoló szekvenciára specifikus próbát használtuk (14. ábra) . Az endogén C-MYC-

et egy ~1,5 kB m®retŤ s§v detekt§l§s§val v§rtuk. A transzpozon-transzpozáz rendszer 

lehetŖs®get ny¼jt a genomba beépült transzpozon vektor esetleges kimozdítására a 

transzpozáz újra transzfektálásával. A rendszer e tulajdonságát kihasználva az SB-hiPSC 

vonalak transzgén-mentesítését egy hiperaktív transzpozáz, a pEFBOS-SB100X-iresPuro újra 

transzfektálásával kíséreltünk meg.  A plazmid a puromicin szekvenciát is tartalmazta, amely 

antibiotikum szelekci·ra adott lehetŖs®get. A transzfekciót a FuGENE-6 transzfekciós 

reagenssel (Roche, Bázel, Svájc) végeztük el. A transzfekci· elŖtt 2 ·r§val a teny®sztŖ 

médiumot friss médiumra cseréltük. Egy 1,5 ml-es eppendorf-csŖben 94 µl DMEM/F12 

médiumhoz 6 µl FuGENE-6-ot adtunk és 5 percig inkubáltuk (RT), majd 1 µg pEFBOS-

SB100X-iresPuro transzpozáz plazmidot adtunk hozzá és 40 percig inkubáltuk (RT). A 100 µl 

FuGENE-6/DNS keveréket cseppenként adagoltuk a 6 cm-es Petri-csészében tenyésztett 
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sejtekhez, miközben a Petri-csészét körkörösen mozgattuk. Egy napos inkub§ci·t kºvetŖen a 

sejtekre 1 µg/ml puromicint tartalmaz· teny®sztŖ-médiumot adtunk, amelyet 48 órás 

szelekci·t kºvetŖen puromicin-mentes médiumra cseréltünk. 

 

3.6.3.1. Splinkerette PCR 

Az ún. Splinkerette PCR-el az integrációk genomban való elhelyezkedését határoztuk 

meg. A Splinkerette PCR több speciális lépést magába foglaló összetett módszer, amelynek 

folyamatát a 13. ábra  illusztrálja.  

 

 
 

13. ábra  
A Splinkerette PCR sematikus ábrázolása . A Splinkerette PCR elsŖ l®p®se a genomiális DNS 
megfelelŖ enzimmel val· em®szt®se. Ezt követi az adaptor létrehozása, amely két oligonuleotid 
szekvenciából áll (hosszú kar és rövid kar ). A két adaptor szekvencia úgy van megtervezve, hogy 
azok kapcsolódása egy olyan struktúrát hoz létre, amelynek egyik vége egy  két szálú DNS -t 
eredményez, amely kompatibilis a DNS emésztéséhez használt enzimmel. A másik vége pedig egy 
egyszálas DNS -t eredményez  (hosszú kar) , mivel a másik szál (rövid kar ) egy hajtŤ-szerŤ strukt¼r§t 
képez.  Az így létrejött adaptor és az emésztett DNS ligálása a Splinkerette P CR második lépése. A 
harmadik lépés a létrejö tt adaptor-DNS komplexum újabb emésztése olyan enzimmel , amely az egyik 
oldali adaptort elt§vol²tja, abb·l a c®lb·l, hogy az ezt kºvetŖ PCR-ek minél specifikusabbak  legyenek. 
A módszer negyedik lépése az  ún. Ăf®szek (nested)-PCRò, amely két PCR reakciót  foglal magába, 
ahol a m§sodik PCR reakci·t az elsŖ PCR során nyert amplikon -on végezzük , amely szintén a reakció 
specifit§s§t erŖs²ti. A m·dszer utols· l®p®se a m§sodik PCR-bŖl kapott term®k szekven§l§sa ®s a 
kapott szekvenciák geno m adatbázishoz való hasonlítása, amely egyezés esetén az adott inszert 
genomi lokációját adja meg.  
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A genomiális DNS izolálásához a QIAamp DNA Mini Kit-et (Qiagen, Hilden, 

Németország) alkalmaztuk. A Splinkerette PCR-t egy korábban közölt protokoll  alapján 

végeztük (Uren et al. 2009). A genomiális DNS-t CviQI vagy DpnII enzimekkel emésztettük, 

majd ligáltuk a megfelelŖ splinkerette adaptorokkal. A transzpozont tartalmazó DNS 

fragmentumokat, amelyeket az adaptorokkal ligáltunk az ún. Ăfészek (nested)-PCRò 

módszerrel amplifikáltuk. A Splinkerette PCR-hez alkalmazott primer szekvenciákat a 6. 

táblázat  tartalmazza. A PCR reakciókhoz a Platinum Taq high fidelity DNA polimerázt 

használtuk. 

 

6. táblázat  
A Splinkerette PCR-hez alkalmazott primerek listája  

 

 

Az elsŖ PCR reakcióban az Spl-CviQI-P1 és SB5-P1 vagy Spl-DpnII-P1 és SB5-P1 

primer párokat használtuk. A második PCR reakcióban (nested PCR) pedig az Spl-CviQI-P2 

és SB5-P2 vagy Spl-DpnII-P2 és SB5-P2 primereket alkalmaztuk. A TA-klónozott PCR 

termékeket két oldalról az M13 forward és reverz primerekkel megszekvenáltuk. A 

szekvenálási eredményeket az NCBI Homo Sapiens build 37.3 genom adatbázis BLAST 

kereséssel analizáltuk. Az SB-inszerciók genomban való elhelyezkedését genomiális PCR-

ekkel erŖs²tett¿k meg, amelyekhez transzpozonï és genom- specifikus primereket használtunk 

(7. táblázat ). A PCR reakciókhoz a GoTaq
®
 Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA) 

haszn§ltuk, valamint a gy§rt· §ltal elŖ²rt reakci· param®tereket alkalmaztuk. A PCR termék 

méretét gélelektroforézissel detektáltuk etídium bromid tartalmú 1%-os agaróz gélen. 

A 14. ábra  a transzpozon-újraprogramozó vektort ábrázolja genomba való integrálódását 

kºvetŖen, amin a PCR reakci·kban felhaszn§lt primereket, valamint a Southern blot 

analízishez alkalmazott próba elhelyezkedését is feltüntettük. 
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7. táblázat  
Az SB-hiPSC vonalakban használt lókusz - és transzgén -specifikus PCR primerek listája  

 

 

 

14. ábra  
Az SB-OSKM vektor sematikus ábrázolása genomba való integr§ci·j§t kºvetŖen. A lókusz -
specifikus (fekete nyilak p1, p2, p3, p4, p5, p6 jelöléssel) és transzpozon -specifikus (fekete szaggatott 
nyilak p7, p8 jelöléssel) PCR primer kombinációk  és a Sou thern blot-hoz alkalmazott próbák  (vastag 
fekete vonal) vektoron való elhelyezkedése . Az EGFP szekvenci§ra illeszkedŖ próba használata 
esetén a PstI és SacI enzimeket használtuk. A c-Myc szekvenci§ra illeszkedŖ pr·ba haszn§lata 
esetén a SacI enzimmel e mésztettük a genomiális DNS -t. 

 

3.6.3.2. Az SB-transzgén jelenlétének/hiányának igazolása  

A puromicin szelekci·t kºvetŖen megjelent kol·ni§kban a transzg®n jelenl®t®t/hi§ny§t 

PCR reakci·kkal erŖs²tett¿k meg, ahol a Splinkerette PCR §ltal megismert genom-, illetve 

transzpozonï specifikus primereket használtunk (7. táblázat ). 

Nagyszámú kolóniát ellenŖrizt¿nk, ahol az egyes kolóniákat megszámoztuk (Petri-

csésze aljába karcolva), majd egy kis darabot kivágtunk azokból. A kolónia darabokat 

egyenként 96-lyukú PCR plate-be tettük, amelyben az egyes lyukak 30 µl RNase A-val (200 

µg/ml) és Proteinase K-val (670 µg/ml) kiegészített Klorid-alapú lízis puffert [14] 

tartalmaztak. A lízishez a 96 lyukú PCR plate-t 60°C -on 3 órán keresztül inkubáltuk, majd 
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90°C -on 2 percig. A PCR reakciókba 2 µl  sejtlizátumot használtunk. A PCR reakciók alapján 

transzgén-mentesnek látszó kolóniákat mechanikusan felszedtük és tenyésztettük. A PCR 

reakciókhoz a GoTaq
®
 Green Master Mix-et (Promega, Madison, USA) használtuk, valamint 

a gy§rt· §ltal elŖ²rt reakci· param®tereket alkalmaztuk. A PCR termékek méretét 

gélelektroforézissel ellenŖriztük  etídium bromid tartalmú 1 %-os agaróz gélen.  
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4. EREDMÉNYEK 

4.1. K¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ eg®r iPSC vonalak létrehozása lenti vírus 

transzdukcióval  

4.1.1. A k²s®rletek elŖzm®nye 

Laboratóriumunkban az Sleeping Beauty-mediált egér iPSC (SB-miPSC: Sleeping 

Beauty-mediated mouse iPSC) és az L-miPSC vonalalapítási kísérletek eleinte párhuzamosan 

folytak, amelyet Dr. Suchitra Polgári munkatársammal végeztem. A SB-transzpozonnal való 

iPSC generálási kísérleteket Dr. Suchitra Polgári végezte, amely munkába segédkeztem. A 

SB-miPSC témájú  kísérletsorozat eredményeit 2012-ben közöltük (Muenthaisong et al. 2012), 

illetve Muenthaisong (2012) doktori értekezésében részletezte azokat. 

Az eredményeket röviden ismertetve: a munkában az általam is vizsgált három 

k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ eg®rtºrzsbŖl SB-transzpozonnal sikeresen stabil SB-miPSC 

vonalakat hoztunk létre. Az újonnan létrehozott vonalak morfológiájukban hasonlóak voltak 

az azonos eg®rtºrzsekbŖl alap²tott mESC vonalakhoz, illetve expresszálták a vizsgált 

pluripotencia markereket. A három genetikai háttér esetében nem figyeltünk meg lényeges 

különbséget  a sejtek újraprogramozhatóságában, a kolóniák megjelenésének idŖpontj§ban, 

sem pedig a pluripotencia marker expressziós mintázatában. 

A vonalakat in vitro és in vivo differenciációs kísérletekben is teszteltük. Az in vitro 

spontán/kardiális differenciációs kísérletekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a 

legjobban, azonban a vonalak között kialakult különbségeket nem feltétlenül a genetikai 

hátterükben való eltérés adta. A bevitt transzgén integrációjának helye és annak expressziós 

szintje negatívan befolyásolhatja a differenciáció hatékonyságát. A három genetikai háttér 

egy-egy in vitro jól differenciálódó  SB-miPSC vonalát a legszigorúbb pluripotencia tesztben 

is vizsgáltuk, ahol az in vivo differenci§ci·s k®pess®get ellenŖrizt¿k kiméra kísérletekkel. E 

tesztben az ICR és F1 (C57BL/6xDBA/2J) vonalak adtak kimérákat, azonban a kísérletekben 

csak az F1 (C57BL/6xDBA/2J) vonalakból született kimérák voltak csíravonal kompetensek. 

4.1.2. MEF újra programozása lentivírussal  

A MEF újraprogramozásához az általunk újonnan létrehozott policisztronos vektort 

használtuk, amely tartalmazza az mOSKM kazettát és az EGFP riporter gént az EF1Ŭ 

promóter irányítása alatt  (5. ábra ). 
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Mind a három általunk vizsgált egértörzsbŖl (BL6, F1, ICR) 14-16 nappal a transzdukciót 

kºvetŖen, nagyszámú ESC-szerŤ kolónia jelent meg, igazolva így a létrehozott 

újra programozó vektor hatékony mŤkºd®s®t. A három genetikai háttér 

újra programozódásának hatékonyságában nem találtunk különbséget csakúgy, mint az SB-

miPSC-k újraprogramozásánál . A felszed®s elŖtti kolóniák morfológiáját a 15. ábra  

reprezentálja . 

 

 

15. ábra  
Az L-miPSC kol·ni§k felszed®s elŖtti morfol·gi§ja. A bal oldali panel fénymikroszkóppal  készített 
képeket mutat. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkóp által készített képeket mutatja, ahol az 
EGFP fehérje jelenléte az újraprogramozó vektor ektopikus expresszióját jelzi . 

4.1.3. Az L-miPSC vonalak pluripotencia karakterizációja  

A keletkezett kolóniák at egyedileg szedtük fel további tenyésztés céljából , és minden 

genetikai hátt®rbŖl morfológia alapján 6 klón t választottunk ki további jellemzésre, illetve 

stabil vonalak alapítása céljából . A vizsgált vonalak minimum 20 passzáláson keresztül 

képesek voltak fenntartani mESC-szerŤ morfol·gi§jukat mind zselatinon mind pedig MitC-

kezelt MEF-en. Az L-miPSC vonalak morfológiájában és növekedésének mértékében nem 

tapasztalunk különbséget a kontroll mESC vonalakhoz képest. Genetikai hátterenként egy-egy 

reprezentatív L-miPSC vonal morfológiáját  a 16. ábra  szemlélteti. 

A kiválasztott vonalak mindegyike pluripotensnek bizonyult, mind expresszálták a 

vizsgált exogén és a már újra -aktiválódott endogén pluripotencia markereket, amelyet ICC-, 
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és AP-festések valamint RT-PCR vizsg§latok igazoltak. Az egyes genetikai h§tterekbŖl egy-

egy reprezentatív L-miPSC vonal AP-, és ICC-festését OCT-4, SSEA-1, és NANOG 

markerekre a 16. ábra  szemlélteti. 

 

 

16. ábra  
A h§rom k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ L-miPSC vonal morfológiája, AP - és ICC -festései . A 
fénymikroszkópos felvételek az iPSC vonalak morfológiáját és AP -festését mutatja. A fluoreszcens 
mikroszkóppal készített képek a sejtvonalak ICC -festéseit mutatja a pluripotencia markerekre (kék: 
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, zöld: ektopikus EGFP).  

 

A létrehozott vonalakból végzett  RT-PCR reakciókat a 17. ábra  szemlélteti, amely az 

újra aktiválódott endogén markerek expresszióját mutatja be. Az L-miPSC vonalak 

pluripotencia marker-expressziós mintázatában az RT-PCR alapján eltérés szintén nem volt 

®szlelhetŖ a kontroll mESC vonalakhoz k®pest, illetve a k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterek 

befolyása sem volt tapasztalható. 

 

 

17. ábra  
A h§rom elt®rŖ genetikai h§tt®rbŖl sz§rmaz· L-miPSC vonalak pluripotencia génexpressziós 
mintázata. A pluripotencia gének újraaktiválódását  igazoló RT -PCR reakciók, amelyekben az 
alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak.   
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4.2. Transzgén-mentes L-miPSC vonalak létrehozása  

A 4.1.1-es bekezdésben leírt kísérl eti elŖzm®nyekbŖl az SB-miPSC vonalak in vivo 

differenciációs eredményei alapján az alábbi kísérletbe csak az F1 eg®rtºrzsekbŖl sz§rmazó 

hat L-miPSC vonalat vontuk be. FACS-al mért eredmények alapján a vonalak EGFP 

expressziós szintje 71,0% és 97,9% között változott . Az alacsonyabb EGFP expresszió arra 

utalhat, hogy az adott vonal kevesebb számú integrálódott  transzgént tartalmaz. EbbŖl a 

feltev®sbŖl kiindulva a legalacsonyabb EGFP-t mutató vonalat választottuk ki transzgén-

mentesítés céljából , amely az A7 nevŤ kl·n volt, tov§bbiakban iPS-Bef (azaz Before excision 

= Kiv§g§s elŖtti). 

4.2.1. A transzgén-mentes L-miPSC-k szelekciója a Cre-transzfekci·j§t kºvetŖen 

Az iPS-Bef vonal Cre-plazmiddal tºrt®nŖ transzfekci·ja, nagyszámú EGFP negatív 

kolóniát eredményezett. A transzgén kivágódás ának igazolásához, 15 felt®telezhetŖen 

transzgén-mentes (fluoreszcens mikroszkóp alatt EGFP-negatív nak látszó) kolóniát egyesével 

felszedtünk, felszaporítottunk majd az EGFP expresszióját FACS-al is ellenŖrizt¿k. A 15 

ellenŖrzºtt vonalb·l tizenh§rom volt EGFP-re nézve negatív (18. ábra ). 

 

18. ábra  
L-miPSC vonalak transzgén -mentességének igazolása FACS analízissel. Az EGFP szint mérése 
FACS-al a transzgént tartalmazó (iPS -Bef) és a Cre -kivágott szubklónokban  (iPS-Af). A további 
kísérletekhez két transzgén -mentes iPSC vonalat választottunk ki (piros körök).  
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Morfológiai kritériumok alapján két EGFP-negatív szubklónt választottuk ki további 

jellemzésre: iPS-Af.4 és iPS-Af.15 (iPS-Af, azaz After excision = Kivágás utáni). A két 

szubklónból a transzgén eltávolítását Southern blot analízissel (19C. ábra ) és PCR 

reakciókkal (ahol a primerek a lentivírus vektorra voltak specifikusak, 19B. ábra ) 

bizonyítottuk.  A 19A. ábra  a feljebb ismertetett (3.2.2. és 3.3.1. bekezdés) újra programozó 

vektort §br§zolja kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni §llapot§ban, amin a felhasznált PCR primereket, 

valamint a Southern blot analízishez alkalmazott próba elhelyezkedését is feltüntettük . 

 

19. ábra  
L-miPSC vonalak transzgén -mentességének igazolása PCR -el és Southern blot analízissel.  A) 
Az eg®r OSKM vektor sematikus §br§zol§sa kiv§g§s elŖtt ®s ut§n a PCR primer kombin§ci·k (k®tfejŤ 
nyilak a, b, c, d jelöléssel) és a Southern blot -hoz alkalmazott próba (vastag fekete vonal) vektoron 
való elhelyezkedésének feltüntetésével. B) A transzgén -mentesített klónok (iPS -Af.4 and iPS-Af.15) 
és a transzgént -tartalmazó klón (iPS -Bef) PCR analízise  az ábra A -részé ben feltüntetett primer 
kombinációkkal. A ɓ-actin szekvencia amplifik§ci·ja a genomi§lis DNS jelenl®t®t erŖs²tette meg, a 
MEF és az egér ESC ge nomiális DNS pedig negatív kontrollként szolgált. A ôcô ®s ôdô primer 
kombin§ci·kat egyetlen PCR reakci·ban haszn§ltuk ahol a reverz primer ugyanaz volt (ò3 primerï
alap¼ m·dszerò). A ôcô primer kombin§ci· egy 686 bp amplikont eredm®nyez, amely a vektor kivágását 
kºvetŖen nem l§that·. M²g a ôdô primer kombin§ci· egy 137 bp amplikont eredményez a transzgén -
mentes és transzgént -tartalmazó klónokban egyaránt. C) A transzgén -mentes és transzgént -
tartalmazó klónok Southern blot analízise , amelyhez kontrollként  egér ESC -t használtunk. A 
genomiális DNS -t SphI-el emésztettük és a  c-Myc kódoló szekvenciáját használtuk próbaként. A 2.6 
kB sáv (jelölés: *) az endogén c-Myc jelenlétét detektálja az összes vonalban.  További sávok az iPS -
Bef vonal esetén láthatóak, amely  a próba c-Myc transzgén hez való hibridizációját mutatja . A 
transzgén -mentes klónok esetén az iPS -Bef-el ellentétben további sávok nem detektálhatóak, 
igazolva így a transzgén kivágását.  
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4.2.2. Az L-miPSC vonalak pluripotencia karakterizációja  kiv§g§s elŖtt ®s ut§n 

Az újraprogramozó transzgén konstrukció kivágás a elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak 

morfol·gi§jukban nagyon hasonl·ak voltak az azonos genetikai h§tterŤ mESC vonalhoz (20. 

ábra ). A tipikus mESC-re jellemzŖ morfol·gi§t mutattak, képesek voltak az önmegújulásra és 

in vitro fenntarthatóak voltak minimum 20 passzáláson keresztül. 

Megvizsgáltuk, hogy a transzgén-mentes L-miPSC vonalak k®pesek e megŖrizni 

pluripotenciájukat a többszöri genom manipuláció ellenére is. Az iPS-Bef, és iPS-Af.4, iPS-

Af.15 transzgén-mentesített vonalak AP pozitívak voltak, emellett az ICC-festéseik 

megerŖs²tett®k a vizsg§lt pluripotencia feh®rj®k jelenl®t®t is (OCT-4, NANOG, SSEA-1) (20. 

ábra ). 

 

 

20. ábra  
A kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak morfológiája, AP - és ICC -festései . A 
fénymikroszkópos felvételek az iPSC vonalak morfológiáját és AP-festését mutatják . A fluoreszcens 
mikroszkóppal készített képek a sejtvonalak ICC -festéseit mutatják  a pluripotencia markerekre (kék: 
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, zöld: ektopikus EGFP). 

 

A vonalakban kimutattuk a fontosabb pluripotencia gének expresszióját is, amelyet 

RT-PCR-el végeztünk (21. ábra ). Az RT-PCR reakciókhoz olyan primereket alkalmaztunk, 

amelyek az endogén génekre voltak specifikusak. A pluripotencia markerek expresszióját 

tekintve az L-miPSC- és mESC- vonalak között nem észleltünk különbséget, a Cre-kivágott 

vonalak is stabilan expresszálták az újra aktiválódott  endogén pluripotencia géneket. 
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21. ábra   
A kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak pluripotencia génexpressziós mintázata. A 
pluripotencia gének újraaktiválódását  igazoló RT -PCR reakciók, amelyekben az alkalmazott primerek 
az endogén pluripotencia markerekre voltak specifikusak. 

4.2.3. Az L-miPSC vonalak in vitro differenciációja  kiv§g§s elŖtt ®s ut§n 

Az in vitro differenciációs kísérleteket szintén a pluripotens §llapot ellenŖrz®s®re 

végeztük el mind az iPS-Bef mind pedig az iPS-Af vonalakon. Akárcsak az mESC vonalak, a 

vizsgált L-miPSC vonalak (iPS-Af.4, iPS-Af.15 és iPS-Bef) is képesek voltak kompakt EB 

formálásra  LIF-mentes teny®sztŖ m®diumban (22. ábra) . 

 

22. ábra  
Az L-miPSC vonalak in vitro differenci§ci·ja kiv§g§s elŖtt ®s ut§n. Fénymikroszkóppal készített 
felvételek a HD módszerrel aggregáltatott EB -k morfológiájáról a differenc iác ió második napján.   
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4.2.3.1. Az L-m iPSC vonalak in vitro spontán/kardiális differenciációja  

A HD módszerrel formált EB-ket egyesével, zselatinnal fedett felszínre tettük  ki. Az 

mESC EB-k a differenciáció 7-8. napjára spontán kontrakciót mutató sejtcsomókat képeztek. 

Az iPS-Af.4 és iPS-Af.15 vonalak ehhez képest 2-3 napos késést mutattak, míg az iPS-Bef 

vonalból létrejött EB-k nem tapadtak le, illetve a kevés számban letapadt EB-k, csak a 

differenciáció 16 -17. napján kezdtek el pulzálni . Igaz, hogy a transzgén eltávolításának 

eredményeként a kontraháló sejtcsomók száma növekedett, de ez még mindig kevesebb volt a 

kontroll mESC vonalaknál m egfigyeltekhez képest (8. táblázat ). 

 

8. táblázat  
A kontraháló sejtcsomók száma a  differenciáció 21. napjáig  

 

 

ICC-festésekkel igazoltuk, hogy az iPS-Af.4, iPS-Af.15 és iPS-Bef vonalak in vitro spontán 

differenciáció során  kardiális szöv eteket formáltak, melyek DESMIN-re (miogén marker) és a 

kardiális TROPONIN T-re (kardiális marker) pozitívak voltak (23. ábra ). 
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23. ábra  
A kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak in vitro spontán/kardiális differenciációja. A 
fluoreszcens mikroszkóppal készített képek a differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  kardiális 
markerekre a differenciáció 14. és 21. napján (kék: DAPI, piros: DESMIN, TRO PONIN T, zöld: 
ektopikus EGFP). 
 

4.2.3.2. Az L-miPSC vonalak in vitro neurális differenciációja  

Az összes vizsgált vonal szuszpenzióban képes volt EB-k formálására , és az 

eredmények azt mutatták, hogy a két transzgén-mentes vonal képes volt neurális irányba 

differenciálódni . Azonban az iPS-Bef vonalban ɓIII-TUBULIN festŖd®s már nem volt 

kimutatható a differenciáció 14. napján. A transzg®n elt§vol²t§s§t kºvetŖen a vonalak k®pesek 

voltak ektodermális irányba differenciálódni, és  a ɓIII-TUBULIN fehérje detektálhatóvá vált 

a differenciálódott sejtekben. ICC-festéssel a két kivágott szubklón neurális 

differenciációjában nem észleltün k jelentŖs k¿lºnbs®get, sem a ɓIII-TUBULIN sem pedig a 

NESTIN festŖd®s eset®ben (24. ábra ). 
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24. ábra  
A kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak in vitro neurális differenciációja. A fluoreszcens 
mikroszkóppal készített képek a differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  neurális markerekre a 
differenci§ci· 10. 12. ®s 14. napj§n (k®k: DAPI, piros: NESTIN, ɓIII-TUBULIN, zöld: ektopikus EGFP).  

 

A NESTIN mennyiségének FACS-al való meghatározása azt mutatta, hogy az iPS-

Af.15 neurális irányú  differenciációja hatékonyabb volt, mint az iPS-Af.4 vonalé (25. ábra ). 

Ahogy az várható volt, minden vonal esetében a NESTIN expresszió a differenciáció 10. 

napján volt a legmagasabb és fokozatosan csökkent a 14. napig. A 10. napon az iPS-Bef vonal 

csak 10,7±0,3%, míg az iPS-Af.15 transzgén-mentes vonal 25,1±0,8% NESTIN expressziót 

mutatott. Hab§r ez az ®rt®k m®g mindig jelentŖsen alacsonyabb volt, mint az mESC vonal 

esetében kapott értékek (57,1±1,7%). Az iPS-Af.4 vonal pedig csak 13,0±0,4% NESTIN 

pozitív sejtet tartalmazott. Az mikroszkópos felvételek és a FACS eredmények közötti 

k¿lºnbs®gek oka, hogy m²g a mikroszk·pos felv®tel a sejtpopul§ci· egy kiv§lasztott r®sz®rŖl 

ad információt és nem kvantitavív, addig a FACS az egész populáció NESTIN expressziós 

szintjét reprezentálja.  
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25. ábra  
A kiv§g§s elŖtti ®s ut§ni L-miPSC vonalak in vitro neurális differenciációja FACS analízissel 
mérve. A NESTIN expressziós szinteket FACS analízissel mértük a neurális differenciáció 10. 12. és 
14. napján.  

 

4.2.4. Kiméra képzés és csíravonal transzmisszió 

A fenti kísérleteink eredményei azt mutatták, hogy a transzgén jelenléte az iPSC-kben 

negatív hatással van a differenciációs képességre. Ezért az in vivo differenciációs képességet, 

azaz a kim®ra §llat k®pzŖd®st ®s cs²ravonal transzmissziós potenciált csak a transzgén-mentes 

vonalak esetében vizsgáltuk. Az iPS-Af.4 és az iPS-Af.15 vonal is képes volt kimérákat 

formálni , melyeknek erŖss®ge a kºzepestŖl az igen erŖsig terjedt, amelyet az állatok szŖrsz²ne 

indikált . Az élve született kimérák aránya az iPS-Af.4 esetében 39,1% (9/23), míg az iPS-

Af.15 esetében 36,4% (8/22) volt. A kimérákat ICR egerekkel pároztattuk, amely során 

mindkét transzgén-mentes iPSC vonal csíravonal kompatibilitást mutatott, amire a született 

utódok között találh at· fekete szŖrsz²nŤ egerek utaltak (26. ábra ). 

 

26. ábra  
A transzgén -mentes L-miPSC vonalak kiméra képzése és csíravonal transzmissziója.  Mindkét 
transzgén -mentes vonal (iPS-Af.4 és iPS -Af.15) k®pes volt kºzepestŖl erŖs kim®r§k form§l§s§ra, 
amelyek cs²ravonal kompetenci§t mutattak (fekete szŖrsz²nŤ utódok ). 
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4.3 Az miPSC vonalak létrehozása fehérje bevitellel  

4.3.1. A P-miPSC vonal pluripotencia karakterizációja  

Egy stabil P-miPSC vonalat sikerült alapítanunk, amelyet piPS-H1-nek neveztünk el. 

A piPS-H1 vonal a normál mESC-khez hasonló morfológiát és növekedési potenciált 

mutatott, amelyet a 27. ábra szemléltet. 

A lét rehozott piPS-H1 vonal stabilitása megfelelŖ volt (több mint 20 passzáláson 

keresztül megtartotta differenciálatlan állapotát) és alkalmas volt a pluripotencia 

karakterizációs tesztek elvégzésére. 

A pluripotencia tov§bbi ellenŖrz®s®re a piPS-H1 vonalon AP- és ICC-festéseket végeztünk, 

amelyekkel igazoltuk a sejtek AP-pozitivitását  és az OCT-4, NANOG, és SSEA-1 

pluripotencia markerek jelenlétét (27. ábra) . 

 

 

27. ábra  
A piPS-H1 vonal morfológiája, AP - és ICC -festései. A fénymikroszkópos felvételek az iPSC vonal 
morfológiáját és AP -festését mutatja. A fluoreszcens mikroszkóppal készített képek a sejtvonal ICC -
festéseit mutatják  a pluripotencia markerekre (kék: DAPI, piros: SSEA -1, zöld: OCT -4, NANOG). 
 

Az RT-PCR reakciókkal igazoltuk a fontosabb endogén pluripotencia gének 

újraaktiválódását , melyek expressziója a kontroll mESC vonalhoz hasonlóan a piPS-H1 

vonalban is detektálhatóak voltak (28. ábra) . 
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28. ábra   
A P-miPSC vonal pluripotencia génexpressziós mintázata. A pluripotencia gének újraaktiválódását  
igazoló RT -PCR reakciók, amelyekben az alkalmazott primerek az endogén pluripotencia markerekre 
voltak specifikusak. 

4.3.2. A P-miPSC vonal in vitro spontán/kardiális differenciációja  

Az in vitro differenciációs kísérleteket szintén a pluripotens állapot ellenŖrzéseképpen 

végeztük el az piPS-H1 vonalon. Az mESC vonalakhoz hasonlóan a vizsgált piPS-H1 

sejtvonal a HD módszer alkalmazásával képes volt kompakt EB-ket formálni LIF-mentes 

teny®sztŖ m®diumban (29. ábra) . 

 

29. ábra  
Az P-miPSC vonal in vitro differenciációja. Fénymikroszkóppal készített felvételek a HD módszerrel 
aggregáltatott EB -k morfológiájáról a differenci áci ó második napján.  
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4.3.2.1. A piPS-H1 vonal in vitro spontán/kardiális differenciációja  

 A differenciáció 6. napján a felületre egyesével kitett EB-k kontrahálni kezdtek 

(22/24), és a 7. napra mind a 24 darab kitett EB kontrakciót mutatott, csakúgy, mint a kontroll 

mESC vonal. A sejteket tovább tenyésztettük és a 14. valamint 21. napon ICC-festéssel 

ellenŖrizt¿k a kardiális  TROPONIN T és DESMIN marker jelenlétét. Mind a piPS-H1 mind 

pedig a kontroll mESC vonal erŖs pozitivitást  mutatott a vizsgált markerekre (30. ábra ). 

 

 

30. ábra  
A P-miPSC vonal in vitro spontán/kardiális differenciációja. A fluoreszcens mikroszkóppal 
készített képek a differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  kardiális markerekre a differenciáció 14. és 
21. napján (kék: DAPI, zöld: DESMIN, TROPONIN T).  
 

4.3.2.2. A piPS-H1 vonal in vitro neurális differenciációja  

A piPS-H1 vonal szuszpenzióban képes volt EB-k formálására, és neuráli s irányú 

differenciációra in vitro, csakúgy, mint a kontroll mESC. A sejtek pozit²v festŖd®st mutattak a 

vizsgált NESTIN és ɓIII-TUBULIN neurális markerekre (31. ábra ). A FACS-al mért 

NESTIN expresszió a piPS-H1 vonal esetén, ahogy az várható volt a differenciáció 10. napján 

volt a legmagasabb (49,5%) és fokozatosan csökkent a 14. napig (4,24%). 
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31. ábra  
A P-miPSC vonal in vitro neurális differenciációja. A fluoreszcens mikroszkóppal készített képek a 
differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  neurális markerekre a differenciáció 10. 12. és 14. napján 
(k®k: DAPI, piros: ɓIII-TUBULIN, zöld: NESTIN). 

4.3.3. A P-miPSC vonal kiméra képzés i képessége 

Az piPS-H1 vonal in vivo differenciációs képességét is vizsgáltuk kiméra tesztekben, 

ahol a p8-9 iPSC sejteket F1 hibrid hólyagcsíra állapotú embriókba mikroinjektáltuk . Az 

egerek, amelyek ezekbŖl az embri·kb·l sz¿lettek k¿lºnbºzŖ m®rt®kŤ kim®rizmust mutattak 

(32. ábra) , amelyet szŖrsz²nük  indikált. Az élve született kimérák aránya 34% (11/32) volt. 

Azonban a kimérák  további tesztek során nem mutattak csíravonal kompetenciát. 

 

32. ábra  
A P-miPSC vonal kiméra képzése.  A vizsgált piPS -H1 sejtvonal képes volt kimérák formálására, 
amelyek k¿lºnbºzŖ m®rt®kŤ kim®rizmust mutattak. 
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4.4 Transzgén-mentes²thetŖ hiPSC vonalak létrehozása lentivírus transzdukcióval  

4.4.1. Hum§n v®rbŖl sz§rmazó PBMC-k újra programozása lentivírussal  

A humán PBMC-k újraprogramozásához a C. Baum és munkatársaitól kapott 

policisztronos vektort használtuk (9. ábra) . Az ºt donort·l vett v®rbŖl (B#1-5; B=blood) 

izolált PBMC -k szuszpenzióban tartott sejtmorfológiáját a transzdukció napján egy 

reprezentatív ábra mutatja be (33. ábra) . 

 

33. ábra  
Az izolált PBMC -k szuszpenzióban tartott sejtmorfológiája a transzdukció napján  

 

15-18 nappal a transzdukci·t kºvetŖen a megjelent humán ESC (hESC)-szerŤ 

kolóniákat  egyenként felszedtük. A felszedést megelŖzŖen a sejteket in vivo festettük a TRA-

1-60 markerre. A kol·ni§k morfol·gi§j§t ®s azok ®lŖ ICC-festését  a 34. ábra  reprezentálja. 

 

34. ábra  
Az L-hiPSC kol·ni§k felszed®s elŖtti morfol·gi§ja ®s ®lŖ ICC-festése.  A bal oldali panel a 
fénymikroszkóppal  készített képeket mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkóp által 
készített képeket mutatja, amelyen a TRA -1-60 in vivo ICC-festése látható (zöld: TRA -1-60). 
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Az izolált  kolóniák at felszaporítottuk és azokból , amelyek képesek voltak megtartani 

ESC-szerŤ morfol·gi§jukat stabil vonalakat hoztunk l®tre. Az öt donorból létrejöt t ESC-szerŤ 

kolóniák -, a felszedett kolóniák- és az azokból létrejött stabil vonalak-számát a 9. táblázat  

mutatja. 

 

9. táblázat  
A PBMC-bŖl létrejött ESC -szerŤ kol·ni§k-, a felszedett kolóniák - és az azokból létrejött stabil vonalak - 
száma  

 

 

4.4.2. Az L-hiPSC vonalak pluripotencia karakterizációja  

A stabil vonalak pluripotenciáját NANOG és E-CADHERIN ICC-, valamint AP-

festéssel ellenŖrizt¿k, ahol az összes L-hiPSC vonal pozit²v festŖd®st mutatott. Az öt donor 

egy-egy reprezentatív vonalát az 35. ábra  szemlélteti, amelyen a morfológia, AP- és ICC-

festések láthatóak. A stabil L-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartani hESC-szerŤ 

morfológiájukat mind tápláló sejtréteg -mentes, mind pedig tápláló  sejtréteg-f¿ggŖ tenyésztési 

körülmények között , amiben felszaporítottuk és hosszú távú tárolás céljából lefagyasztottuk 

azokat a lehetŖ legkor§bbi passzázsban (p3-p5). 
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35. ábra  
Az L-hiPSC vonalak morfológiája, AP - és ICC -festései . A fénymikroszkópos felvételek az iPSC 
vonalak morfológiáját és AP -festését mutatja. A fluoreszcens mikroszkóppal készített képek a 
sejtvonalak ICC-festéseit mutatják  a pluripotencia markerekre (kék: DAP I, zöld: NANOG, E -
CADHERIN). 
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4.4.3. Az L-hiPSC vonalak spontán differenciációja  

Az 5 donorból alapított L-hiPSC vonalakból morfológiai kritériumok alapján egyet-

egyet kiválasztottunk (B-hiPSC#1_1, B-hiPSC#2_1, B-hiPSC#3_3, B-hiPSC#4_5, B-

hiPSC#5_1) és teszteltük in vitro spontán differenciációs képességüket. Mind az öt vonal 

képes volt EB-ket formálni szuszpenzióban. A differenciáció 5. napjától  az EB-ket 

zselatinozott fedŖlemezen teny®sztett¿k tovább és a 14. napon a sejteket fixáltuk. A fixált 

sejteket a h§rom cs²rar®tegre jellemzŖ markerekkel festett¿k: ɓIII-TUBULIN, NESTIN, 

GATA4, BRACHYURY. Mind az öt vonal a vizsgált markerekre pozit²v festŖd®st mutatott, 

igazolva így a vonalak in vitro spontán differenciációs képességét a három csíraréteg 

irányába. A spontán differenciác ió 14.  napi ICC-festését a három csíraréteg markereire a 36. 

ábra  szemlélteti. 

 

 

36. ábra  
A B-hiPSC vonalak in vitro spontán differenciációja. A fluoreszcens mikroszkóppal készített képek 
a differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  a három csírarétegre -specifikus markerekre, a 
differenciáció 14. napj§n (k®k: DAPI, zºld: ɓIII-TUBULIN, NESTIN, GATA4, BRACHYURY). 
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4.4.4. Az L-hiPSC vonalak transzgén mentesítése  

A 4.2-es bekezdésben ismertetett transzgén-mentes L-miPSC létrehozásánál szerzett 

tapasztalatokat használtuk fel transzgén-mentes L-hiPSC vonalak elŖ§ll²t§s§hoz. A hum§n 

újr aprogramozó hOKSM vektor hasonló módon az mOSKM vektorhoz, eltávolítható volt a 

genomból, az Flp/FRT-rendszer segítségével. Az Flp-vektor puromicint is tartalmazott az 

egérnél alk almazott Cre-rekombinázt expresszáló plazmiddal ellentétben. Emellett egy 

továbbfejlesztett klón szelekciós rendszert is alkalmaztunk, lehetŖv® t®ve a nagyszámú klón 

integr§ci·ra val· ellenŖrz®s®t. 

A transzgén-mentesítést Dr. Cheryl Dambrot koll®ganŖmmel (Hollandia, Leiden 

University Medical Center) v®geztem az §ltala elŖ§ll²tott L-hiPSC vonalakon. Ezek a hiPSC 

vonalak humán fibroblasztból kerültek újra programozásra, ugyanazzal a módszerrel, amelyet 

a 3.5-ös bekezd®sben elŖzŖleg ismertettem. Az alábbi munka Cheryl Dambrot (2013) doktori 

értekezésének  anyaga, emellett az eredményeket 2014-ben közös publikációban közöltük  

(Dambrot et al. 2014). Ebben a munkában a transzgén eltávolítását, és annak ellenŖrz®s®t 

hajtottam végre, amelyet az alábbiakban ismertetek. A sejtvonalak további karakterizációját 

az LUMC munkacsoportja végezte, ezért azok az eredmények ebben a dolgozatban nem 

kerülnek részletezésre. 

Hét  L-hiPSC vonalból (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#3, hiPS#4, hiPS#9, hiPS#12, hiPS#13) 

kíséreltük meg a transzgén eltávolítását , a Flp-rekombináz alkalmazásával. A hét vonal 

esetében a puromicin szelekciót t¼l®lŖ kolóniákat ellenŖrizt¿k (max. 60 kolónia/vonal) és csak 

azokat tenyésztettük tovább, amelyekben sikerült igazolni a kivágást (max. 6 kolónia/vonal). 

A kivágást  elŖszºr a ò3 primer-alapú módszerrelò ellenŖrizt¿k. A klónok transzgén-

mentességét az újraprogramoz· vektorra specifikus PCR reakci·kkal is megerŖs²tett¿k. A 

37A. ábra  a feljebb ismertetett (3.5.2. és 3.5.4. bekezdés) újraprogramozó vektort ábrázolja 

kiv§g§s elŖtt ®s ut§n, amin a felhaszn§lt PCR primerek elhelyezked®s®t is feltüntettük. A 37B. 

ábr a a kivágást ellenŖrzŖ Ă3 primer-alap¼ m·dszerrelò v®gzett PCR reakciók eredményeit 

mutatja, amelyet a hiPS#3 vonalból származó random módon kiválasztott klónokon 

végeztünk el. Látható, hogy a 10 kl·nb·l 6 tŤnt transzgén-mentesnek (hiPS#3-1, hiPS#3-2, 

hiPS#3-3, hiPS#3-4, hiPS#3-7, hiPS#3-8). Ezt a hat klónt továbbtenyésztettük és transzgén-

mentes státuszukat tov§bbi PCR reakci·kkal erŖs²tett¿k meg, amelyet a 37C. ábra  mutat. 
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37. ábra  
Az L-hiPSC vonalak transzgén -mentességének igazolása PCR -el. A) A humán O KSM vektor 
sematikus §br§zol§sa kiv§g§s elŖtt ®s ut§n a PCR primer kombin§ci·k (k®tfejŤ nyilak a, b, c, d 
jelöléssel) vektoron való elhelyezkedésének feltüntetésével. B) A hiPS#3 klónok Flp -rekombináz 
expresszi·j§t kºvetŖ random felszedett kl·nok transzg®n-mentességének igazolása PCR analízissel . 
A ôcô ®s ôdô primer kombin§ci·kat egyetlen PCR reakcióban használtuk ahol a reverz primer ugyanaz 
volt (ò3 primerïalap¼ m·dszerò). A ôcô primer kombin§ci· egy 290 bp amplikont eredményez, amely a 
vektor kiv§g§s§t kºvetŖen nem l§that·. M²g a ôdô primer kombin§ci· egy 171-bp amplikont 
eredményez a transzgén -mentes és transzgént -tartalmazó klónokban egyaránt. Ezek alapján  a tíz 
vizsgált klónból hat látszott transzgén -mentesnek. C) A hat klón (hiPS#3-1, hiPS#3-2, hiPS#3-3, 
hiPS#3-4, hiPS#3-7, hiPS#3-8) transzgén -mentes státuszát további PCR reakciókkal is 
megerŖs²tett¿k az ôaô ®s ôbô primer kombin§ci·kkal. 
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A további hat vonal esetében is a hiPS#3 vonalon bemutatott séma alapján jártunk el. 

A hét vonalból hatban (hiPS#1, hiPS#2, hiPS#4, hiPS#9, hiPS#12, hiPS#13) sikerült 

transzgén-mentes vonalakat létrehozni. A kivágás  hatékonysága 20-98% között változott 

(transzgén-mentes klónok száma/vizsgált klónok száma), amelyet a 10. táblázat  mutat be. 

 

10. táblázat  
A transzgén kivágásának hatékonysága az L -hiPSC vonalakban 

 

10.14751/SZIE.2015.033



EREDMÉNYEK 

 

97 

4.5 Transzgén-mentes²thetŖ hiPSC vonalak létrehozása SB-transzpozonnal 

4.5.1. HFF újr aprogramozása SB-transzpozonnal 

A humán magzatból származó fibroblasztot a második passzázsban a transzpozon-

transzpozáz vektor párossal transzfektáltuk. A HFF újraprogramozásához az általunk közölt 

(Muenthaisong et al. 2012) Sleeping Beauty-transzpozon alapú vektort használtuk (pT2BH-

OSKM- IRES/eGFP, 12. ábra ). 

14 nappal a transzfekci·t kºvetŖen sejtcsom·k jelentek meg, amelyek EGFP-t 

expresszáltak. Körülbelül négy hét  elteltével a megjelent 4 hESC-szerŤ kol·ni§t egyenként 

izoláltuk  és tenyésztettünk tovább in vitro. Az izolációt megelŖzŖ kol·nia morfol·gi§kat és 

azok ®lŖ ICC-festését a TRA-1-81 pluripotencia markerre a 38. ábra  reprezentálja. 

 

 

38. ábra  
Az SB-hiPSC kol·ni§k felszed®s elŖtti morfol·gi§ja ®s ®lŖ ICC-festése.  A bal oldali panel a 
fénymikroszkóppal  készített képe t mutatja. A jobb oldali panel a fluoreszcens mikroszkóp pal készített 
kép et mutatja, amelyen a TRA-1-81 in vivo ICC-festése látható (piros: TRA -1-81). 
 

4.5.2. Az SB-hiPSC vonalak pluripotencia karakterizációja  

A stabil vonalak pluripotenciáját NANOG, OCT-4, és TRA-1-81 markerekre való 

ICC-festésekkel ellenŖrizt¿k Mind a négy SB-hiPSC (SB1, SB2, SB4, SB5) a vizsgált 

markerekre pozit²v festŖd®st mutatott. Egy reprezentatív vonal morfológiáját és ICC -festéseit 

a 39. ábra  szemlélteti. A stabil SB-hiPSC vonalak képesek voltak fenntartani hESC-szerŤ 

morfológiájukat tápláló sejtréte g-mentes és tápláló  sejtréteg-f¿ggŖ tenyésztési körülmények 

között  egyaránt, amiben felszaporítottuk és hosszú távú tárolás céljából lefagyasztottuk azokat 

a lehetséges legkorábbi passzázsban (p5). 
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39. ábra  
Az SB-hiPSC vonalak morfológiája, és ICC -festései. A fénymikroszkópos felvételek az iP SC 
vonalak morfológiáját mutatják . A fluoreszcens mikroszkóppal készített képek a sejtvonalak ICC -
festéseit mutatják  a pluripotencia markerekre (kék: DAPI, piros: OCT -4, NANOG, TRA-1-81). 

4.5.3. Az SB-hiPSC vonalak spontán differenciációja  

Az SB-hiPSC vonalakat in vitro differenciációs képességükre  is teszteltük. Ennek 

érdekében a sejteket szuszpenziós körülmények között tenyésztettük, ahol azok képesek 

voltak EB-ket képezni. Az EB-ket disszociáltuk, majd a differenciáció 14. napján vizsgáltuk, 

ahol mind a négy vonal expresszálta a 3 cs²rar®tegre jellemzŖ markereket (ɓIII-TUBULIN, 

NESTIN, AFP, VIMENTIN). Az SB-iPSC vonalak differenciációs  markerekre specifikus 

ICC-festéseit egy reprezentatív vonal (SB2) szemlélteti a 40. ábrán . 

 

 
40. ábra  

Az SB-hiPSC vonalak in vitro spontán differenciációja. A fluoreszcens mikroszkóppal készített 
képek a differenciált sejtek ICC -festéseit mutatják  a három cs írarétegre specifikus markerekkel  a 
differenci§ci· 14. napj§n (k®k: DAPI, piros: ɓIII-TUBULIN, NESTIN, AFP, VIMENTIN). 

4.5.4. Az SB-hiPSC vonalak transzgén mentesítése  

Southern blot analízis segítségével meghatároztuk az egyes vonalak genomjába 

integrálódott transzpozon vektorok számát. A Southern blot analízis alapján minden vonal 2-3 

integrációt mutatott, amelyet a 41. ábra  szemléltet. Mivel a négy vonalban az integrációk 

száma nagyjából azonos volt, így morfológia és növekedési potenciál alapján az SB2 és SB5 

vonalakat választottuk ki azok transzgén-mentesítése céljából.  
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41. ábra  
A transzpozon integrációk száma Southern Blot analízissel az SB -hiPSC klónokban . Az SB1, 
SB2, SB4 és SB5 klónokból származó genomiális DNS -t SacI-el és Pstl enzimekkel emésztettük  és az 
EGFP szekvenciát használtuk próbaként. A négy vonal 2-3 integrációt mutatott.  
 

A transzpozonok kivágódó/újraintegrálódó ( Ăjumping effectò) tulajdonsága korábbi 

publikációkból ismert volt számunkra (Wang et al. 2008; Li et al. 2013), így az integrációk 

helyét Splinkerette PCR segítségével próbáltuk meghatározni, hogy azok kºvethetŖek 

legyenek esetleges újraintegrálódásuk esetén . A Splinkerette PCR segítségével a két vizsgált 

vonalban lévŖ integr§ci·s helyekbŖl csak egy-egy integrációs helyet sikerült  azonosítanunk. 

Az SB2 vonal esetében ezt az integrációs helyet az 1.-es kromoszómán azonosítottuk, ahol a 

transzgén a RERE intron szakaszába épült be . Az SB5 esetében a transzgén inverz formában a 

8.-as kromoszómán található Syndecan 2 gén (SDC2) 3ǋ UTR régiójába integráló dott. Az 

inszerciók lokációjának sematikus ábrájá t és az ez alapján tervezett lókusz specifikus 

primereket a 42A. ábra  mutatja be. A Splinkerette PCR-el megtalált SB-inszerciók lokációját 

az SB2 és SB5 vonalakban lókusz specifikus PCR-ekkel erŖs²tett¿k meg, amelyet a 42B. 

ábra  szeml®ltet. SB2 eset®ben a transzg®n integr§ci·t siker¿lt megerŖs²ten¿nk az RERE 

lókuszban, ami az SB5 vonalnál nem volt detektálható. Míg az SB5 vonal esetében a 

transzpozon integrációt az SDC2 l·kuszban siker¿lt megerŖs²ten¿nk, ami pedig az SB2-nél 

nem volt látható.  
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42. ábra  
Az SB2 és SB5 vonalak ban a transzpozon integrációk helyének sematikus ábrázolása  és 
lókusz -specifikus PCR reakciói . A) A két vonalban egy -egy SB-integrációt Splinkerette PCR -el 
sikerült meghatároznunk, melyeknek genomiális elhelyezkedését sematikusan ábrázoltunk . 
Feltüntettük a PCR reakciókhoz  alkalmazott lókusz -specifikus PCR primer kombinációkat is (fekete 
nyilak p1-p6 jelöléssel). Az SB5 vonal esetén az SDC2 lókuszban a transzpozon (k®tfejŤ nyilak) inverz 
formában integrálódott. Az exonok kódoló szekvenciáit sötétzölddel, míg az a minosavvá át nem íródó  
(untranslated) exon régiókat világoszölddel jelöltünk.  B) A lókusz specifikus PCR -ekkel a Splinkerette 
PCR-el meghatározott inszerci·k genomi§lis elhelyezked®s®t erŖs²tett¿k meg. Az transzpozon 
integrációt SB2 -ben az RERE l·kuszban erŖs²tett¿k meg, ami az SB5 vonaln§l nem volt detekt§lhat·. 
Míg az SB5 vonal esetében a transzpozon integrációt az SDC2 l·kuszban siker¿lt megerŖs²ten¿nk, 
ami pedig az SB2-nél nem volt látható a PCR -ek alapján.  

 

Az SB5 és SB2-es vonalak egy-egy inszerciós helyének ismeretében megkíséreltük 

azok transzgén-mentesítését. Az SB2 -t és SB5-t a pEFBOS-SB100X-IRESpuro 

transzpozázzal transzfektáltuk, majd egy nappal a transzfekci·t kºvetŖen 48 órán át tartó 

puromicin szelekciót végeztünk a sejteken. A t¼l®lŖ kol·ni§kban a kiv§g·d§st PCR reakcióval 

ellenŖrizt¿k, ahol a primer p§rok vagy lókusz specifikusak, vagy transzgén specifikusak 

voltak. Mindkét vonal esetében 60-60 kolóniát ellenŖrizt¿nk, azonban nem találtunk olyat, 

amelybŖl a transzg®nt siker¿lt elt§vol²tani. Annak tesztelésére, hogy a többszöri transzfekció 

növeli -e a kiv§g§s val·sz²nŤs®g®t, néhány egyszeresen transzfektált SB5 klónt újra -

transzfektáltunk a pEFBOS-SB100-IRESpuro vektorral, szelekciót végeztünk és nagyszámú 
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t¼l®lŖ kol·ni§t ellenŖrizt¿nk, azonban továbbra sem találtunk transzgén-mentes vonalakat. Az 

SB5.3 kétszeresen transzfektált klónt ismét transzfektált uk az eddigiekkel azonos módon. 

Néhány szelektált háromszorosan (SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3.4) transzfektált klónon 

Southern blot analízist végeztünk és azt találtuk, hogy e klón ok esetében az SDC2 lókuszban 

azonosított transzgént még mindig jelen volt, azonban a transzpozon a második genomi 

lókuszból kivágódott és egy másik genomi régióba újra integrálódott  (43. ábra ). 

 
 

43. ábra  
Southern blot analízis az SB5 klónban háromszoros  transzfekt§l§st kºvetŖen. Az SB5 klón (két 
inszerciót tartalmaz) és annak  a pEFBOS-SB100X-IRESpuro transzpozáz zal többszörösen  újra -
transzfektált klónjai (SB5.3.1, SB5.3.2, SB5.3.3, SB5.3.4), ahol a genomiális DNS -t SacI-el 
emésztettük és a c-Myc kódoló szekvenciáját használtuk próbaként.  A ~1.5 kB sáv (jelölés:# ) az 
endogén C-MYC jelenlétét detektálja az összes vonalban. A *-al jelölt sávok az SDC2 lókuszba 
integrálódott transzpozonnak felelnek meg, amelyet egyik klón esetében sem sikerült mobilizálni. A 
harmadik sáv a második genomiális régióba  integrálódott  transzpozont mutatja, amely az egyes újra -
transzfektált klónok esetében méretében eltér egymástól, valamint az eredeti SB5 klónban detektált 
sáv méretével sem egyezik meg. Ez a jelenség indikálja, hogy a második genomiális lókuszban  látott 
transzpozon kiv§g·dott az eredeti integr§ci·s hely®bŖl ®s ¼jra-integrálódott egy másik genomi régióba 
a transzpozáz többszöri újra -transzfektálásának  következtében.  

10.14751/SZIE.2015.033



EREDMÉNYEK 

 

102 

További háromszorosan újra-transzfektált SB5 klónt teszteltünk lókusz- és 

transzpozon-specifikus PCR-ekkel (44B. ábra ). Egy klón esetén látható,  hogy az SDC2 

lókuszban a transzgén már nincs jelen (p1-p6), azonban a transzpozon specifikus primer 

párokkal igazoltuk (p7-p8), hogy az továbbra is a genomban van, felt®telezhetŖn egy m§sik 

pozícióban . A 44A. ábra  a már  ismertetett (3.6.2. és 3.6.3. bekezdés) újraprogramozó vektort 

ábrázolja a SDC2 lókuszba integrálódva, amin az alkalmazott PCR primerek és a Southern 

blot-hoz használt próba elhelyezkedését is feltüntettük. 

 

 

44. ábra  
PCR kombin§ci·k a transzpozon kiv§g§s§nak ellenŖrz®s®re. A) Az SB-OSKM vektor sematikus 
ábrázolása az SDC2 l·kuszba val· integr§ci·j§t kºvetŖen az SB5 kl·nban. A l·kusz-specifikus (fekete 
nyilak p1, p2, p5, p6 jelöléssel ) és transzpozon -specifikus (szaggatott nyilak p7, p8 jelöléssel) PCR 
primer kombinációk és a Southern blot -hoz alkalmazott próbák (vastag fek ete vonal) vektoron való 
elhelyezkedése. B) További újra -transzpozált klónok lókusz - és transzpozon -specifikus PCR reakciói, 
ahol látható, hogy egy klón esetében az SDC2 lókuszból a transzgén kimozdult  (p1-p6, 1550 bp). 
Ugyanabban a PCR reakcióban detektál tuk a vadtípusú SDC2 allél és a transzp ozon-kivágott lókuszt 
(p5-p6, 345 bp), amellyel a genomi§lis DNS jelenl®t®t erŖs²tett¿k meg. Azonban a transzpozon 
specifikus primer párokkal (p7-p8, 220 bp) kimutattuk, hogy a transzpozon a genomban továbbra is 
jelen van, felt®telezhetŖn egy m§sik poz²ci·ban. 
 
 

Azt a háromszorosan újra-transzpozált klónt, ahol a PCR alapján a transzpozon az 

SDC2 lókuszból kimozdult, az SDC2 lókuszban az inszerció környékén megszekvenáltuk. A 

szekven§l§si eredm®nyek megerŖs²tett®k az SB-transzpozon kivágását az SDC2 lókuszból . A 

szekvenálással az SB-transzpozon által hátrahagyott specifikus szekvenciát (Ăfootprintò: 

TACAGTA, Luo et al. 1998) is sikerült kimutatnunk (45. ábra ). Az SB2 vonal esetében a 

transzgén kivágása/kimozdítása az ismert RERE lókuszból sikertelen volt. 

 

10.14751/SZIE.2015.033



EREDMÉNYEK 

 

103 

 

45. ábra  
Az SDC integrációs helyének szekvenálási eredményei a transzpozon kivágása után. A felsŖ k®t 
szekvencia a vad típusú SDC2 lókusz eredeti genomiális szekvenciáját mutatja ( SDC2

+
) és a lókuszt , 

amely a transzpozont tartalmazza (kétoldalú nyíl) a  megkettŖzŖdºtt TA szekvenci§kkal az inszerci·s 
helyen (SDC2

SB-OSKM
). A két alsó szekvencia a lókuszt ábrázolja a transzpozon kivágása  után. Az 

SDC2
+
 allél nem változik, míg az SB -kivágott allél ( SDC2

-SB
) már nem tartalmazza a transzpozon 

szekvenci§t, csak a h§trahagyott Ăfootprintò szekvenci§t: TACWGTA. Az elektoforegram a 
transzpozon kiv§g§s§t erŖs²ti meg ®s a fennmarad· Ăfootprintò szekvencia jelenlétét: TACAGTA .  
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5. EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE ÉS JAVASLATOK 

5.1. K¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ miPSC vonalak l®trehoz§sa lentiv²rus 

transzdukcióval  

Egér iPSC vonalak alapításához egy általunk tervezett policisztronos mOSKM vektort 

haszn§ltunk. E rendszer haszn§lat§val h§rom k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ MEF-bŖl 

nagyszámú, stabil iPSC vonalat hoztunk létre. A vonalak mindegyike a velük azonos 

genetikai h§tterŤ mESC morfológiáját mutatta, valamint expresszálták a fontosabb 

pluripotencia markereket, amelyeket AP-, ICC- festésekkel és RT-PCR-el is igazoltunk. 

Korábbi publikációk azt mutatták, hogy az mESC alapítás általában a 129/SV vagy a 

C57BL/6 belteny®sztett tºrzsekbŖl a legeredményesebb, míg egyéb beltenyésztett/nem-

belteny®sztett tºrzsekbŖl a sejtvonal alap²t§s jelentŖsen komplik§ltabb (Suzuki et al. 1999; 

Kawase et al. 1994). Azonban a genetikai hátterek miPSC alapításra való hatásáról, eddig 

igen csekély számú tanulmány jelent meg (Schnabel et al. 2012; Muenthaisong et al. 2012). 

Kísérletünkben azt vizsgáltuk, hogy az általunk létrehozott vektort alkalmazva a genetikai 

hátterek, ezen belül is a beltenyésztés/nem-beltenyésztés hatása tapasztalható-e az 

újraprogramozási hatékonyságára  nézve. Megfigyeléseink alapján a három általunk vizsgált 

eg®rtºrzsbŖl (C57BL/6, C57BL/6xDBA/2J, ICR) származó egér testi sejtek 

újraprogramozhatóságában és a megjelent iPSC kolóniák mennyiségében nem találtunk 

különbséget. Ugyanezt tapasztaltuk az SB-transzpozonnal való iPSC generálás során is 

(Muenthaisong et al. 2012). E kísérletsorozatok alapján megállapítható, hogy integrálódó 

iPSC ¼jraprogramoz· rendszerek haszn§lata eset®n a rendszerek robosztuss§ga lehetŖs®get 

nyújt arra, hogy még az ESC alap²t§sban neh®zkesen alkalmazhat· eg®rtºrzsekbŖl is 

pluripotens vonalakat hozzunk l®tre. Ennek akkor van nagy jelentŖs®ge, ha az eg®r 

pluripotens sejtek alkalmazásának célja egyes humán genetikai betegségek 

tanulmányozása/modellezése. Olyan egér ESC-kben, amelyeket humán betegségek 

modellezésére alapítottak, megfigyelték, hogy amikor a tanulmányozni kívánt betegségben 

szerepet j§tsz· mut§ci·t az eg®r sejtek genomj§ba helyezt®k, azok k¿lºnbºzŖ fenot²pust 

mutatattak az egyes egértörzsekben. Ezeket a különbºzŖs®geket a belteny®sztett tºrzsek 

közötti allélvariánsok megjelenésével magyarázták. Ezért humán betegségek esetén az 

optimális egér modell genetikai hátterének megválasztása kulcsfontosságú lehet (Erickson 

1996; Sullivan et al. 2007). 
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Muenthaisong et al. (2012) az integrálódó rendszerrel alapított SB-miPSC vonalakat in 

vitro és in vivo differenciációs kísérletekben is tesztelte. Az in vitro differenciációs 

kísérletekben az SB-ICR-miPSC vonalak szerepeltek a legjobban, míg a kiméra tesztekben az 

F1-iPSC vonalak mutattak csíravonal kompetenciát. Azonban mivel az SB-transzpozon 

random integr§l·dik a genomba ®s a g®n expresszi· elcsendes¿l®s®nek a szintje is elt®rŖ, ez®rt 

a transzgén jelenléte is befolyással lehet a differenciációs képességre, ez esetben nem 

feltétlenül a genetikai háttér, amely a vonalak közötti eltéréseket okozhatja. A genetikai 

hátterek in vitro/in vivo differenciációra gyakorolt hatását esetlegesen nem integrálódó 

újraprogramozó rendszerek alkalmazásával lehetne a leghatékonyabban vizsgálni. 

5.2. Transzgén-mentes miPSC vonalak létrehozása lentivírus transzdukcióval  

Korábbi publikációból ismert az iPSC vonalakba integrálódott transzgén negatív 

hat§sa. Mivel a k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterek hat§s§t az ¼jraprogramozhat·s§g hat®konys§g§ra 

nem tapasztaltuk, és mivel az SB-miPSC vonalak közül az F1 vonal volt csíravonal 

kompetens, ezért az alapított F1-L-miPSC vonalak egyikét választottuk ki a transzgén-

mentesítéses kísérletekhez. Az általunk létrehozott újraprogramozó mOSKM vektort úgy 

terveztük meg, hogy a Cre/LoxP-rendszerrel lehetŖv® tette a bevitt transzg®n genomb·l val· 

elt§vol²t§s§t. A kiv§g§s ut§n n®h§nysz§z b§zisp§r Ăfootprintò marad a genomban, amely nem 

tartalmaz aktív régiókat. A kivágással az ektopikus pluripotencia gének túlexpressziója 

megsz¿ntethetŖ, ²gy azok mŤkºd®se nem befoly§solja negat²van a sejtek k®sŖbbi 

differenciációját. Lentiv²russal gener§lt hibrid genetikai h§tterŤ eg®r iPSC vonalb·l sikerült a 

transzgént kivágnunk, és ily m·d·n ®rt®kes, akt²v transzg®ntŖl mentes miPSC vonalakat 

hoztunk létre. Ezek az L-miPSC vonalak morfológiájukban és a vizsgált pluripotencia marker 

expressziós mintázatukban nem tértek el a transzgént-tartalmazó eredeti, illetve az azonos 

genetikai háttérbŖl sz§rmaz· mESC vonalakt·l. 

A kiv§g§s elŖtti (iPS-Bef) és kivágás utáni (iPS -Af) iPSC vonalak differenciációs 

k®pess®g®nek ºsszehasonl²t§s§val lehetŖs®g¿nk ny²lt a transzg®n megl®t®nek/hi§ny§nak 

hatását tanulmányozni. Annak ellenére, hogy a vizsgált mintaszám alacsony volt, mégis 

kimutatható volt a transzgén drasztikus hatása az iPSC-k in vitro differenciációs képességére. 

Az in vitro spontán/kardiális és neurális differenciáció esetében is azt találtuk, hogy a kivágás 

elŖtti differenci§ci·s hat®konys§g igen alacsony volt, míg a kivágott iPS-Af.4 és iPS-Af.15 

szubklónok differenciációs hatékonysága megnövekedett a transzgén eltávolításával. Ez a 

jelenség magyarázható egyrészt azzal, hogy a lentivírus vektorok esetén az integrációk 

gyakorta transzkripciós egységekbe történnek ( Schröder et al. 2002). Mivel a transzgének 
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lokációja az iPS-Bef vonalban általunk nem ismert, ezért csak feltételezni lehet, hogy az 

integráció valamilyen differenciációban kulcsfontosságú génbe történt , csökkentve, vagy 

megszüntetve az inszerci· §ltal ®rintett g®n mŤkºd®s®t. Egy m§sik magyar§zat lehet az is, 

hogy az újraprogramozó vektor egy stabilan expresszáló promótert tartalmaz, amely a 

transzgén által kódolt exogén pluripotencia gének folyamatos expresszióját eredményezi. A 

pluripotencia g®nek folyamatos expresszi·ja mellett pedig val·sz²nŤs²thetŖ, hogy a sejtek 

nem képesek differenciál·dni. A ɓIII-TUBULIN festéseinken az ektopikus EGFP 

expresszi·ja igen erŖs a transzgént tartalmazó vonalban, ami az aktívan expresszáló transzgén 

jelenlétét  jelzi. Eredményeinket egy humán sejteken végzett korábbi tanulmány is 

alátámasztja (Soldner et al. 2009). E munkában Soldner és munkatársai bemutatták, hogy a 

transzgén-mentes iPSC vonal molekuláris karakterisztikájában sokkal közelebb állt az ESC-

hez, mint a transzgént még tartalmazó eredeti vonalhoz. Ez a munkacsoport az 

újraprogramozó faktorokat (OSK) egyesével jutatta a sejtekbe, aminek nagy hátránya lehet a 

magasabb számú random integráció, amely nagyobb eséllyel vezethet káros mutációk 

kialakulásához. Emellett egy policisztronos vektorhoz képest itt a pluripotencia faktorok 

random számban és arányban jutnak az egyes sejtekbe, így a transzgén számát tekintve egy 

heterogén sejtpopuláció alakul ki. A transzgén kardiális differenciációra való hatását egy 

másik tudományos munkacsoport is vizsgálta, akik egér iPSC vonalakat hoztak létre 

policisztronos/kivágható vektorral (Chakraborty et al. 2013). Egy ¼jszerŤ szŤr®si rendszert 

állítottak be a kivágott klónok szelekciójára ahol Herpesz Szimplex Vírus -thymidin 

kináz/ganciclovirt használtak az általánosan elterjedt antibiotikum szelekció helyett. Ismert, 

hogy az antibiotikumok kromoszóma abberációkat okozhatnak a sejtkultúrákban, ezért ez az 

¼jszerŤ rendszer elŖnyºs lehet, hab§r a ganciclovir eddigi állattesztekben tumorigenitást 

mutatott. Nincs el®rhetŖ k²s®rletes adat e szer hat§s§r·l sejtes szinten, de az eddig v®gzett 

§llatk²s®rletekbŖl kºvetkeztetve lehetnek nem k²v§nt mell®khat§sai. Ezek tudat§ban az 

általunk használt szelekciós rendszer jelentŖs elŖnye, hogy fluoreszcenci§n alapul, amely 

elkerüli a kémiai anyagok hozzáadásával esetleges genetikai módosítások létrejöttének 

lehetŖs®g®t a sejtekben. 

Azt is megfigyeltük, hogy a két kivágott szubklón (iPS-Af.4 és iPS-Af.15) k¿lºnbºzŖ 

in vitro differenciációs képességet mutatott. Az iPS-Af.4 neurális differenciációban hozott 

eredményei igen alacsonyak voltak, míg kardiális irányú sejttípusokká való differenciációja  

igen eredményes volt (relatíve magas számú pulzáló sejtcsomó). Ezzel ellentétben az iPS-

Af.15 nºvekedett mennyis®gŤ neur§lis t²pus¼ sejtet hozott létre az in vitro neurális 

differenciációban, és alacsony hatékonyságot mutatott in vitro kardiális differenciációjában 
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(relatíve alacsony számú pulzáló sejtcsomó) az iPS-Af .4-hez képest. Hasonló szubklón-

szubklón közötti különbséget figyeltek meg egy nem régi tanulmányban is, ahol az egyes 

szubklónok a neurális differenciációban viselkedtek egymástól  elt®rŖen (Martinez et al. 

2012). Kºvetkeztet®sk®ppen teh§t levonhat·, hogy a megfelelŖ iPSC kl·n kiválasztása 

elengedhetetlen a jó eredményt adó differenciációhoz. 

Habár nagyszámú tanulmány bizonyítja az egér iPSC vonalak in vivo differenciációs 

potenciálját teratoma formálódási kísérletekkel  vagy kim®ra elŖ§ll²t§ssal, azonban ismert, 

hogy e módszerek még nem bizonyítják, hogy az iPSC vonal csíravonal kompetens volna. A 

kim®ra elŖ§ll²t§si k²s®rleteinkkel az irodalomban elsŖk®nt mutattunk be, lentiv²russal gener§lt 

cs²ravonal kompetens iPSC vonalak l®trehoz§s§t, a transzg®n sejtekbŖl val· elt§vol²t§s§t 

kºvetŖen. Az iPS-Af.4 és iPS-Af.15 transzgén-mentes vonalak csíravonal-kompetens kimérák 

sz¿let®s®t eredm®nyezt®k, amely kim®r§kban az Ŗssejtes megjelen®s kºzepestŖl igen erŖsig 

változott. Habár a két kivágott szubklón in vitro differenci§ci·ban elt®rŖ m·don viselkedett az 

in vivo differenciációjukban hasonlóak voltak. Ennek az egyik magyarázata az lehet, hogy az 

újonnan alapított klónok, habár szubklónozva voltak, még lehet, hogy sejtpopulációjuk kevert, 

ahol az egyes sejteknek nagyobb kapacitása van kardiális vagy neurális sejtekké 

differenci§l·dni, mint a m§siknak. Felt®telezhetŖ, hogy a legjobb ESC vonal is heterogén 

sejtpopul§ci·b·l §ll. Kim®ra form§l·d§s sor§n lehets®ges, hogy csak a Ăt®nylegesen 

pluripotensò sejtek szub-populációja játszik szerepet az embrió létrejöttében és az összes 

többi sejt eliminálódik. Ezzel ellentétben az in vitro differenciációban az egész sejtpopuláció 

szerepet játszhat, ahol néhány sejt nagyobb hatékonysággal formál neurális sejttípusokat, míg 

egy másik sejt inkább kardiális irányú vagy egyéb irányú sejttípusok kialakításában bír 

elŖnyºsebb k®pess®ggel. Ezek az eredm®nyek tov§bb erŖs²tik a pluripotencia karakteriz§ci·k 

során sokszor kihagyott in vivo differenciációs kísérletek fontosságát, ahol a csíravonal-

kompetens kimérák formálódása a differenciációs kapacitás és a pluripotencia valódi mércéje, 

ez®rt megl®te kiemelkedŖ fontoss§g¼. 

5.3 Az miPSC vonalak létrehozása fehérje bevitellel 

K®t integr§l·d· rendszer sz®leskºrŤ tanulm§nyoz§sa ut§n, egy a genomba nem 

integrálódó rendszert szerettünk volna beállítani laboratóriumunkban, amely tov§bbi elŖnye, 

hogy mentes mindenféle vírus-beviteli technikától. Mint ahogy azt Dr. Suchitra Polgári 

munkájában láthattuk, az SB-transzpozonnal a transzgén bevitele és így a sejtek 

¼jraprogramoz§sa magas hat®konys§ggal mŤkºdik, azonban a transzg®n kiv§g§sa tºbbszºri 

próbálkozás után sem volt sikeres (Muenthaisong 2012). A lentivírussal való újraprogramozás 
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szint®n egy igen robosztus rendszernek bizonyult. EzekbŖl a sejtekbŖl a transzg®n elt§vol²t§sa 

sikeres volt, aktív transzgén szakasz nem maradt a genomban, amely negatívan 

befoly§solhatja a differenci§ci·s potenci§lt. Azonban a transzg®n kiv§g§sa ut§n Ăfootprintò 

marad hátra a genomban, vagyis nem teljesen transzgén-mentes az adott vonal. Ezen okok 

miatt fontosnak tartottuk egy genommanipulációktól-mentes újraprogramozó rendszer 

tanulmányozását is, ahol a transzgén eltávolításával sem kell számolni. Korábban két 

munkacsoportnak sikerült fehérje általi sejt újraprogramozást elérniük. Zhou et al. (2009) 

E.coli-ban expresszáltatott újracsomagolt fehérjét használt egym§st kºvetŖ n®gy ciklusban, 

amellyel MEF-et tudott iPSC-vé újraprogramozni. Ugyanebben az évben egy másik csoport 

humán iPSC-ket hozott létre (Kim et al. 2009) HFF-bŖl, amelyhez sejtkivonatot használt, és 6 

héten keresztül ismételt ciklusokban adott a sejtekhez. Ehhez képest mi 4 alkalommal 

kezelt¿k a sejteket 48 ·r§s idŖkºzºnk®nt, illetve olyan E.coli-ban expresszáltatott fehérjéket 

használtunk, amelyekhez sejt penetrációt (Trans Activator Transcription), illetve sejtmagi 

lokalizációt (Nuclear Localization Signal) elŖseg²tŖ szekvenciákat fuzionáltunk. 

Ezzel az ¼jszerŤ m·dszerrel siker¿lt egy transzg®n-mentes egér iPSC vonalat 

létrehoznunk. A piPS-H1 vonal morfológiájában és növekedési potenciáljában nagyon 

hasonló volt a kontroll mESC vonalhoz. Expresszálta a fontosabb pluripotencia markereket, 

amelyet RT-PCR-el és ICC-festésekkel igazoltunk. A piPS-H1 vonal spontán/kardiális 

differenciációban nem tért el a kontroll mESC vonal eredm®nyeitŖl, amelyet a pulz§l· 

sejtcsomók számával mértünk. A piPS -H1 vonal in vivo differenciációs kísérletekben is jól 

szerepelt, amelyet kim®ra tesztekkel ellenŖrizt¿nk. Azonban a kim®r§k nem voltak cs²ravonal 

kompatibilisek, így a sejtek ¼jraprogramoz·d§s§nak m®rt®ke nem teljesen egy®rtelmŤ. 

A fehérjével való újraprogramozás a lentivírus és SB -transzpozon általi 

újraprogramozásokhoz képest a többszöri transzdukció ismétlése miatt igencsak 

munkaigényes. Emellett pedig a rendszer hatékonysága is igen alacsony volt, míg itt csak egy 

vonalat tudtunk létrehozni, addig a másik két integrálódó rendszer sokkal robosztusabb volt. 

H§rom genetikai h§tt®rbŖl sz§rmaz· fibroblaszt sejtek hasonl· m·d·n nagy mennyis®gŤ iPSC 

vonalat eredményeztek. A h§rom rendszer be§ll²t§sa alatt gyŤjtºtt ®rt®kes tapasztalatok, 

kulcsfontoss§g¼ak voltak a tov§bbi hum§n iPSC vonalak alap²t§s§hoz alkalmazott megfelelŖ 

újraprogramozási rendszer kiválasztásában. 
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5.4 A hiPSC vonalak létrehozása lentivírus transzdukció val 

Az mOSKM lentivírus-alapú újraprogramozó vektorhoz hasonló policisztronos vektort 

alkalmaztunk hum§n iPSC vonalak elŖ§ll²t§s§hoz. A vektor korábbi (ahol az OKSM fatorok 

nem voltak kodon-optimalizálva) verziójával transzgén-mentes egér iPSC vonalakat sikerült 

elŖ§ll²taniuk a vektor k®sz²tŖinek (Voelkel et al. 2010). Míg a vektor egy további verziójával, 

amely humán kodon-optimalizált pluripotencia faktorokat tartalmazott egér és humán 

fibroblasztb·l siker¿lt nagysz§m¼ iPSC vonalat elŖ§ll²tani egy m§sik munkacsoportnak 

(Warlich et al. 2011). 

Az iPSC elŖ§ll²t§s§ra leggyakrabban elterjedt a fibroblaszt használata, mivel e 

sejtt²pus ¼jraprogramozhat·s§ga a leghat®konyabb. Az invaz²v mintav®telt elker¿lendŖ 

számos olyan próbálkozás folyik, ahol az újraprogramozáshoz használt sejtekhez kevésbé- 

vagy non-invazív eljárásokkal lehet hozzájutni (például vizele tbŖl: Zhou et al. 2011 vagy 

v®rbŖl: Loh et al. 2010; Staerk et al. 2010). Azonban e sejttípusok újraprogramozása általában 

neh®zkes, az ¼jraprogramoz§si hat®konys§g jelentŖsen alacsonyabb. A v®r sejtes elemeibŖl 

val· iPSC gener§l§s nagy elŖnye, hogy a vizelethez képest a mintavétel körülményei sterilek, 

a donorokt·l egyszerre nagy mennyis®gŤ v®r vehetŖ le, ®s az PBMC-k szepar§ci·j§t kºvetŖen 

azok hossz¼t§von t§rolhat·ak. Az ezt kºvetŖ ¼jraprogramoz§si proced¼r§t Sommer et al. 

(2012) által közölt protokoll a lapján végeztük, melyet kisebb módosításokkal egészítettünk ki. 

Az említett munkacsoport a STEMCCA (Sommer et al. 2009; Sommer et al. 2010) 

policisztronos lentivírus vektort használta a sejtek újraprogramozáshoz, amely az egér OKSM 

cDNS szekvenciákat tartalmazta. A transzdukci·t kºvetŖ 10-15. napon ESC-szerŤ kol·ni§k 

megjelenését figyelték meg, és a 30.-40. nap a kolóniákat felszedték és egyenként 

tenyésztették. Ezen eljáráshoz képest mi a C. Baum-tól kapott (Voelkel et al. 2010; Warlich et 

al. 2011) policisztronos lentivírus vektorral programoztuk vissza a sejteket. A kolóniák 

néhány nappal korábban kezdtek megjelenni (7. Nap) és a transzdukci·t kºvetŖ 21.-26. napon 

szedtük fel azokat. A folyamat felgyorsul§s§t felt®telezhetŖen az okozta, hogy az §ltalunk 

használt lentivírus vektor humán OKSM cDNS szekvenciákat tartalmazott, amelyek kodon-

optimalizáltak (a kodon-optimalizáció következményeként a pluripotencia faktorok sokkal 

hat®konyabban fejezŖdnek ki). E m·dszerrel siker¿lt L-hiPSC vonalakat elŖ§ll²tanunk ºt 

vérdonor mintájából. A megjelent ESC-szerŤ kol·ni§k mennyis®ge az öt donor esetében nagy 

eltérést mutatott. Az alapított iPSC vonalak mindegyike normál humán ESC morfológiával 

rendelkezett. Expresszálták a vizsgált fontosabb pluripotencia markereket és képesek voltak 

in vitro differenciálódni mindhárom csíraréteg irányá ba. 
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5.5 A hiPSC vonalak létrehozása SB-transzpozonnal 

Korábbi tanulmányokból tudjuk, hogy PB-transzpozonnal már sikerült egér és humán 

testi sejteket újraprogramozni iPSC-ké, hasonló hatékonysággal, mint a vírus alapú 

génbeviteli eljárásokkal (Kaji et al. 2009; Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009). 

SB-transzpozon-alapú rendszerrel nekünk is sikerült humán iPSC vonalakat 

elŖ§ll²tani. Az SB-hiPSC vonalak morfológiájukban hasonlóak voltak normál hESC 

vonalakhoz és expresszálták a tipikus pluripotencia markereket. Emellett képesek voltak in 

vitro differenciálódni a három csíraréteg irányába is, amelyet ICC-festések igazoltak. 

Míg az általunk végzett újraprogramozások során az SB-transzpozonnal négy darab 

iPSC vonal jelent csak meg HFF-et alkalmazva, addig a lentivírusos rendszerrel ez a szám 

igen változó volt. Azonban, két újraprogramozó rendszer hatékonyságát pontosan 

összehasonlítani nem lehet, mivel az függhet például az újraprogramozandó sejttípustól, 

annak oszt·d§s§t·l, genetikai h§tter®tŖl, a vektorban alkalmazott faktorok típusától, illetve az 

újraprogramozás során használt kismolekuláktól is.  

Az SB-transposzon-alap¼ iPSC ¼jraprogramoz· rendszer elŖnyei kºz® sorolhat·, hogy 

nem vírus alapú, így alkalmazása során nincs szükség speciális biztonsági eljárásokra. 

Emellett a transzpozon vektor egy DNS molekula, amely elŖ§ll²t§sa egyszerŤbb ®s olcs·bb, 

mint a jelenlegi v²rus elŖ§ll²t§si protokollok, illetve lehetŖv® teszi a xeno-free iPSC vonalak 

elŖ§ll²t§s§t. Az integr§l·d· rendszerek negat²v tulajdons§gai kºz® sorolható, hogy azok 

random módon integrálódnak a genomba, azonban egy korábbi tanulmány azt mutatta, hogy a 

lentivírussal, retrovírussal és PB-transzpozonnal szemben az SB-transzpozon nem szokott 

transzkripciós egységekbe beépülni (Mátés et al. 2009; Schröder et al. 2002; Wilson et al. 

2007; Wu et al. 2003). Végül pedig humán genom nem tartalmaz SB-szerŤ elemeket nem 

úgy, mint a PB, csºkkentve ²gy annak a lehetŖs®g®t, hogy endog®n transzpozon elemek 

mobilizálódjanak (VandenDriessche et al. 2009). 

5.6 Transzgén-mentes hiPSC vonalak létrehozása SB-transzpozonnal vs. 

lentivírussal  

Az egér iPSC-kben szerzett tapasztalataink alapján ismert volt számunkra, hogy a 

transzgén-mentes vagy mentes²thetŖ hum§n iPSC rendszerek alkalmaz§sa szint®n 

elengedhetetlen fontosságú.  

A transzpozon alap¼ rendszerek term®szet¿kn®l fogva lehetŖs®get nyújthatnak az 

újraprogramozó vektor eltávolítására és genetikailag módosítatlan hiPSC vonalak 

létrehozására. Amíg ezt az elképzelést PB -transzpozonnal egér sejtekben sikerült 
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megvalósíta ni (Woltjen et al. 2009; Yusa et al. 2009) és transzgén-mentes miPSC vonalakat 

létrehozni, addig hasonló transzgén-mentes humán iPSC vonalak generálása e rendszerekkel 

eddig még nem sikerült. Ennek kipróbálására az SB-hiPSC vonalakat puromicint kódoló 

SB100X transzpozáz vektorral transzfektáltuk, azonban a transzpozon eltávolítása ezzel a 

módszerrel eredménytelen volt. Az integrálódott transzpozont az SB5 vonalban sikerült ugyan 

az eredeti lókuszából kimozdítanunk, azonban az újraintegrálódott a genom más részébe. 

Megállapítottuk, hogy az SB-traszpozonnal val· ¼jraprogramoz§s elŖnyºsebb lehet egy®b 

vírus -alapú génbeviteli eljárásokkal szemben. Azonban tapasztalataink azt mutatták, hogy a 

transzpozonok ¼jraintegr§l·d· term®szet®bŖl ad·d·an e rendszer alkalmatlan transzgén-

mentes iPSC vonalak elŖ§ll²t§s§ra. 

A lentivírus -mediált g®nbeviteli elj§r§ssal elŖ§ll²tott hiPSC-kbŖl is megk²s®relt¿k az 

újraprogramozó vektor eltávolítását a Flp/FRT -rekombináz rendszer használatával. A Flp-

rekombinázt expresszáló plazm id tartalmazta a puromicin szelekciós szekvenciát is. E 

plazmid transzfekcióját, majd a sejtek puromicin szelekci·j§t kºvetŖen gyors PCR reakci· 

segítségével nagyszámú kolóniát tudtunk vizsgálni a transzgén meglétére/hiányára. Hét L -

hiPSC vonalból hatban sikerült transzgén-mentes szubkl·nokat elŖ§ll²tanunk. Annak ellen®re, 

hogy mindegyik esetben ugyanazt a rendszert használtuk, egy vonalban a kivágás sikertelen 

volt, a másik hat esetében a kivágás hatékonysága igen nagy varianciát mutatott. Ez azzal 

magyarázható, hogy a lentivírus transzdukcióval a transzgén random számban és pozícióban 

integr§l·dik a genomba. Felt®telezhetŖen az egyes l·kuszokb·l a kiv§ghat·s§g m®rt®ke elt®rŖ. 

A vektor egy korábbi, nem kodon-optimalizált verzióját egér iPSC vonalak létrehozásával és 

a transzgén eltávolításával tesztelték (Voelkel et al. 2010). Egy a vektort három kópiaszámban 

tartalmazó miPSC vonalból próbálták meg a transzgént eltávolítani a Flp-rekombináz fehérje 

transzdukci·j§val. A 12 tesztelt szubkl·n egyik®bŖl sem sikerült mindhárom transzgént 

eltávolítani. Azt a szubklónt, amely már csak egyetlen transzgént tartalmazott Flp-

rekombinázzal újra transzdukálták és a 8 vizsgált szubklón közül háromból sikerült 

eltávolítaniuk a fennmaradó egy transzgént is. Ezzel ellentétben mi egy Flp-rekombinázt 

expresszáló vektorral transzfektáltuk az L-hiPSC-ket, ahol már az egyszeri transzfekció is 

számos transzgén-mentes vonalat eredményezett. Transzgén-mentesített humán iPSC 

vonalakat elsŖk®nt hoztunk l®tre a Flp/FRT-rekombináz rendszerrel, amelynek a Cre/LoxP-

rendszerrel szembeni elŖnye, hogy a sejtekre kevésbe toxikus (Schmidt-Supprian és Rajewsky 

2007). 
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A kiv§g§s ut§n n®h§nysz§z b§zisp§r Ăfootprintò marad a genomban, csak¼gy, mint az 

egér mOSKM vektor esetében. Azonban ez a szekvencia szintén nem tartalmaz aktív régiót. 

Mivel a transzgén jelenléte negatívan befolyásolhatja a differenciációt, ezért annak 

eltávolítása elengedhetetlen. Azonban a genommanipulációk miatt ez a rendszer inkább 

laboratóriumi felhasználásra alkalmas; humán terápiás célokra a jºvŖben val·sz²nŤleg nem 

vírus -alapú, integráció-mentes újraprogramozási rendszerek használatára lesz szükség. 
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6. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK  

 

1. Haz§nkban elŖszºr egy j·l mŤkºdŖ lentiv²rus ¼jraprogramoz· rendszert hoztam l®tre 

és optimalizáltam, amely alkalmas egér embrionális fibroblaszt újraprogramozására, a 

kiinduló sejt genetikai hátterének különösebb befolyása nélkül. A létrehozott 

lentivírus -mediált egér iPSC vonalak mindegyike jól szerepelt in vitro pluripotencia 

tesztekben. 

2. A generált lentivírus -mediált egér iPSC vonalak egyik®bŖl siker¿lt elt§vol²tanom a 

transzgént, amellyel növeltem a vonalak in vitro differenciációs hatékonyságát az 

eredeti transzg®nt tartalmaz· sz¿lŖi vonalhoz k®pest. Bizony²tottam, hogy a transzg®n-

mentes iPSC vonalak csíravonal-kompatibilis kimérák formálására is képesek voltak, 

amire publikált adatok korábban nem jelentek meg. 

3. Egy ¼jszerŤ feh®rje-mediált újraprogramozó rendszerrel sikerült egy transzgén-mentes 

pluripotens egér iPSC vonalat létrehozni, amely in vitro és in vivo pluripotencia 

tesztekben egyaránt jól szerepelt. 

4. SB-transzpozonnal elŖ§ll²tott hum§n iPSC vonalakb·l a transzg®n elt§vol²t§sa 

sikertelen volt, a transzpozon újra-integrálódó természete miatt. Azonban a lentivírus 

transzdukcióval alapított vonalakból az Flp/FRT-rendszert alkalmazva sikerült 

transzgén-mentes humán iPSC vonalakat alapítanom. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

Az iPSC-k felnŖtt testi sejtek ¼jraprogramoz§s§val nyerhetŖek, a sz®les kºrben 

elterjedt Yamanaka faktor-kombinác ió sejtekbe való bejuttatásával. Az ily módon létrehozott 

sejtek nagyon hasonlóak az embrion§lis Ŗssejtekhez, azonban embriók feláldozása nélkül 

juthatunk hozzájuk. ElŖnyºs tulajdons§gaik kºz® sorolhat·, hogy páciens-specifikusak, 

valamint ha betegséget hordozó donor sejtjei kerülnek újraprogramozásra, akkor betegség-

specifikusak is. E tulajdonságok ismeretében mind a biológiai alapkutatásokban, mind pedig 

az orvostudomány számára igen hasznos eszközt jelentenek, például gyógyszerkutatásban és 

tesztelésben, betegségek modellezésben, valamint a klinika sz§m§ra az Ŗssejt ter§pia és a 

génterápia fejlesztésében. 

Sz§mos iPSC elŖ§ll²t§si rendszer l®tezik, amelyek kºz¿l a transzgént integráló 

rendszerek a leghatékonyabbak, ezért a legelterjedtebbek is. Azonban, a genomi integrációk 

nem csak az esetleges terápiás alkalmazás esetén jelenthetnek problémát, hanem a transzgén 

jelenléte az iPSC-ket molekuláris illetve funkcionális tulajdonságaikban is negatívan 

befolyásolhatja, ezért a transzgén-mentes visszaprogramozó rendszerek kidolgozása és 

fejlesztése elengedhetetlen követelmény . 

C®lunk az volt, hogy k¿lºnbºzŖ újraprogramozási rendszereket állítsunk be és 

fejlesszünk laboratóriumunkban egér modellen, majd az abból szerzett tapasztalatok alapján, 

humán mintákon is. Tov§bbi c®lunk az volt, hogy olyan j·l mŤkºdŖ ¼jraprogramoz· rendszert 

dolgozzunk ki, amely transzgén-mentes vonalakat eredményez, valamint a munka során a 

transzgén káros hatásának tanulmányozására is alkalmunk nyílik. A létrehozott és 

karakterizált értékes transzgén-mentes vonalak, pedig k®sŖbbi kutatásaink kontroll 

vonalaiként szolgálnak majd. 

ElsŖ l®p®sk®nt egy általunk létrehozott lentivírus vektorral, megbízható és robosztus 

egér iPSC generálási rendszert sikerült laboratóriumunkban beállítani. A rendszer alkalmas 

volt arra, hogy beltenyésztett, nem-belteny®sztett ®s hibrid genetikai h§tterŤ MEF-bŖl 

nagyszámú stabil L-miPSC vonalat hozzon l®tre. Az elŖ§ll²tott L-miPSC vonalak mind 

morfológiájukban, mind pedig pluripotencia marker expressziós mintázatukban hasonlóak 

voltak az azonos genetikai h§tterŤ egerekbŖl alap²tott kontroll mESC vonalakhoz. A h§rom 

vizsg§lt genetikai h§tt®rbŖl sz§rmaz· sejtek ¼jraprogramozhat·s§ga ®s annak hat®konys§ga 

között nem találtunk lényeges különbséget. Ezt a megfigyelést korábban már az SB-miPSC-k 

létrehozása esetén is leírtuk. 
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A generált L-miPSC vonalak egyik®bŖl a Cre/LoxP-rendszer alkalmazásával sikerült 

kivágnunk a bevitt transzgént, így létrehozva transzgén-mentes L-miPSC vonalakat. Ezek az 

L-miPSC vonalak morfológiájukban ®s a pluripotenci§®rt felelŖs marker expresszi·s 

mintázatukban nem tértek el a transzgént-tartalmaz· ŖseiktŖl illetve az mESC vonalakt·l sem. 

A transzgén-mentes L-miPSC vonalakon a transzgén eltávolításának az in vitro 

differenciációs képességre gyakorolt hatását is tanulmányoztuk. Azt találtuk, hogy a kivágott 

L-miPSC szubklónok mind neurális-, mind pedig spontán/kardiális- in vitro differenciációja 

sokkal hat®konyabb volt, mint a kiv§g§s elŖtti L-miPSC vonalé. Ezzel sikerült bemutatnunk 

és igazolnunk a transzgén jelenlétének káros hatását, illetve az integrációktól mentes iPSC 

generálási rendszerek alkalmazásának elengedhetetlen fontosságát. A létrehozott transzgén-

mentes L-miPSC vonalak in vivo differenciációra is képesek voltak. Kivágható lentivírus 

vektorral újraprogramozott egér iPSC sejtekkel sikerült elsŖk®nt csíravonal-kompatibilis 

kimérákat létrehoznunk, amire publikált adatok ez idáig nem voltak. 

Egy nem integrálódó  rendszert is teszteltünk, ahol az mOSKM faktorokat 

rekombináns tisztított fehérje formájában jutattunk a sejtekbe és ily módon újraprogramoztuk 

azokat. Ezzel a módszerrel egy transzgén-mentes P-miPSC vonalat sikerült létrehoznunk, 

amely pluripotenciáját in vitro és in vivo tesztekben is igazoltuk. Azonban, a korábban 

alkalmazott lentivírus és transzpozon általi újraprogramozásokhoz képest ez a rendszer igen 

munkaigényes és alacsony hatékonyságú volt. 

Az egér iPSC-k gener§l§sa alatt gyŤjtºtt tapasztalatok alapján a két robosztusnak 

bizonyult rendszert választottuk ki azok humán sejtekre való adaptálásához. SB-

transzpozonnal és lentivírus transzdukcióval sikerült pluripotens hiPSC vonalakat alapítanunk 

humán testi sejtekbŖl. Az elsŖ eset®ben magzati fibroblasztot, az utóbbival pedig vér 

mononukleáris sejteket programoztunk vissza laboratóriumunkban. 

A két rendszerrel generált hiPSC vonalak transzgén mentesítését is megkíséreltük. Az 

egér kísérletekhez hasonlóan (Muenthaisong 2012), az SB-transzpozon genomból való 

eltávolítása sikertelen volt . A humán SB-iPSC-kkel végzett kísérletek során e gy esetben a 

transzpozont sikerült kimozdítanunk integr§ci·s hely®bŖl a transzpozáz többszöri 

transzfekci·j§t kºvetŖen, azonban az újraintegrálódott egy másik genomi lókuszban. Ezzel 

szemben a lentivírus -mediált  vonalakból az Flp/FRT-rendszert alkalmazva sikerült transzgén-

mentes L-hiPSC-ket alapítanunk csakúgy. Az eredmények azt mutatják, hogy a vektorok 

k¿lºnbºzŖ jelleg®bŖl ad·d·an a rekombináz rendszereken alapuló kivágható lentivírus  

vektorok elt§vol²t§sa nagyobb hat®konys§ggal, ism®telhetŖ m·don, fajtól függetlenül 

mŤkºdik, ez®rt e rendszer haszn§lata javasolt transzg®n-mentes iPSC-k generálásához.
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8. SUMMARY 

Reprogramming of somatic cells to Induced Pluripotent Stem Cell (iPSC) is a 

promising tool to generate patient-specific 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 sacrificing embryos. The introduction of four factors, OCT-4, 

SOX2, KLF4 and C-MYC into mouse embryonic fibroblasts (MEF), by retroviral 

transduction was sufficient to reprogram skin cells to pluripotency. Since then, multiple 

somatic cells have been reprogrammed using a variety of delivery methods of the 

transcription factors. Non-integrating 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 efficient 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 occurs 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 to test and to optimize different iPSC reprogramming systems, on mice 

then followed on human samples, as well as to study the pluripotency on the newly generated 

iPSCs. Our aim was also the development of a robust reprogramming system in both 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 work was also to provide fully characterized 

valuable transgene-free iPSCs as control lines for patient-specific iPSC generation projects 

performed by our laboratory. 

An excisable polycistronic lentiviral-vector was designed and used for reprogramming 

somatic cells. 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 expression pattern. 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 generated L-miPSC line the 

integrated transgene was successfully excised using the Cre/LoxP-system, which provided 
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valuable transgene-free L-miPSC lines. The morphology of the L-miPSCs before and after 

excision was very similar to that of mESC, and the L-miPSCs expressed all examined 

pluripotency markers. The effect of the transgenes on the in vitro spontaneous and neuronal 

differentiation ability was assessed by comparing the parental L-miPSC with two of its 

transgene-free subclones. The subclones obtained after Cre-recombination were capable of 

differentiation in vitro, in contrast to the parental, non-excised 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 cell lines. The in 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 the L-miPSC lines generated using 

excisable lentiviral delivery system are germ-line compatible and represents a promising 

technology to generate transgene-free iPSC for disease modelling and pharmacological 

testing. A novel SB-transposon/transposase integrative system was also examined earlier by 

us, which resulted large number of mouse iPSCs, with no observed impact of the different 

genetic background also (Muenthaisong et al. 2012). 

A non-integrative reprogramming strategy was tested, where we delivered the 

mOSKM factors by transducing the MEF with purified protein cocktail, resulting only one P-

miPSC line. The obtained P-miPSC line showed pluripotency, examined in in vitro and in 

vivo pluripotency assays. The observed reprogramming efficiency using protein delivery was 

very low, as well as labour intensive in contrast to other integrative systems. 

Based on the experience gained during the mouse cell reprogramming, we have 

chosen the two most robust systems, the SB-transposon- and the lentiviral delivery system to 

adapt for human somatic cell reprogramming. Both methods were efficient in the generation 

of hiPSCs from primary somatic cells, and showed pluripotency tested in in vitro assays. The 

primary cell source reprogrammed with the SB-transposon was foetal fibroblast, while the 

PBMCs were reprogrammed by lentiviral 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 SB-hiPSC lines was not successful, similar what was 

observed earlier by our research group using mouse SB-miPSCs. 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 was re-integrated elsewhere in the genome. In 

contrast, the excision was successful from the lentivirus-mediated hiPSCs using the Flp/FRT-

system resulting transgene-free L-hiPSCs, the same as for the mouse cell lines. 

10.14751/SZIE.2015.033



SUMMARY 

 

121 

The results represent that due to the different nature of the vectors, the removal of the 

recombinase system-based excisable lentivirus vectors work with higher efficiency, in 

reproducible, and in species independent manner. Our findings pave the way for further 

studies exploiting reprogramming with excisable lentiviral-mediated systems. 
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9.2. Felhaszn§lt oldatok/teny®sztŖ m®diumok 

1. Fibroblaszt-médium 

DMEM-GlutaMaxI 

FBS                   10% (v/v) 

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

 

2. mESC-médium 

DMEM-GlutaMaxI 

FBS (Stem Cell Qualified, West Sacramento, USA) 15% (v/v)  

Non-essential amino acids (100x)      1% (v/v)  

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

ɓ-mercaptoetanol        100 µM 

LIF (ESGRO, Chemicon/Millipore, Billerica, MA, USA)           1000 U/ml 

 

3. hESC-médium 

DMEM/F12 

Knockout Serum Replacement      20 % (v/v) 

Non-essential amino acids (100x)      1% (v/v)  

ɓ-mercaptoetanol        100 µM 

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1 % (v/v) 

bFGF          10 ng/ml 

 

4. Mosó-puffer 

PBS 

CaCl2
          

0,1 mM  

MgCl2          1 mM 
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5. Alkalikus foszfatáz-oldat (pH 8.5-9.0) 

Trizma® base         29,7 mM  

Maleic acid          6 mM  

MgCl2           0,08 % (v/v) 

Naphtol-As MX Foszfát        10,8 mM  

Fast Red TR Salt         23 µM 

 

6. Lízis -puffer (PH:8,2) 

Tris/HCl          10 mM 

NaCl          400 mM 

Na2EDTA         2 mM 

 

7. Proteináz K-oldat 

Proteináz K          2 mg/ml  

SDS          1% (v/v) 

Na2EDTA         2 mM 

 

8. Egér differenciációs -médium 

DMEM-GlutaMaxI 

FBS (Stem Cell Qualified, West Sacramento, USA) 15% (v/v)  

Non-essential amino acids (100x)      1% (v/v)  

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

ɓ-mercaptoetanol        100 µM 

 

9. Humán differenciációs -médium 

DMEM-GlutaMaxI 

FBS                   20% (v/v) 

Non-essential amino acids (100x)      1% (v/v)  

ɓ-mercaptoetanol        100 µM 
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10. Egér neurális-médiumA 

DMEM/F12 

Glükóz           3 mg/ml  

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

AlbuMax-I          3 mg/ml  

N2 Supplement (100x)       1 % (v/v)  

bFGF          10 ng/ml 

 

11. Egér neurális-médiumB 

DMEM/F12         50 % (v/v)  

Neurobazális médium        50 % (v/v)  

L-Glutamin         1 mM  

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

AlbuMax-I          3 mg/ml  

N2 Supplement (100x)       0,5 % (v/v)  

B-27® Serum-Free Supplement (50X)      1 % (v/v)  

 

12. Humán PBMC-médium 

QBSF®-60 Serum Free Medium (Quality Biological, Gaithersburg, USA) 

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1 % (v/v) 

Aszkorbinsav          50 µg/ml  

Növekedési faktorok: 

SCF (R&D systems, Minneapolis, USA)     50 ng/ml 

IL-3 (R&D systems, Minneapolis, USA)     10 ng/ml 

EPO (R&D systems, Minneapolis, USA)     2 U/ml  

IGF-1 (R&D systems, Minneapolis, USA)     40 ng/ml  
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13. Humán IMDM MEF-médium 

Iscove's Modified Dulbecco's Médium 

FBS                   10% (v/v) 

Non-essential amino acids (100x)      1% (v/v)  

ɓ-mercaptoetanol        100 µM 

Pen/Strep (10.000 U/ml)        1% (v/v) 

Aszkorbinsav          50 µg/ml  

Növekedési faktorok: 

SCF (R&D systems, Minneapolis, USA)     50 ng/ml 

IL-3 (R&D systems, Minneapolis, USA)     10 ng/ml 

EPO (R&D systems, Minneapolis, USA)     2 U/ml  

IGF-1 (R&D systems, Minneapolis, USA)     40 ng/ml  

Dexamethasone        1 mM 

bFGF          10 ng/ml 

 

14. Klorid-alapú lízis puffer  

MilliQ víz  

Tris/HCl         10mM  

EDTA          1mM  

KCl          50mM 

MgCl2          2mM 
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9.3. Melléklet táblázatai  és ábrái  

M1. táblázat  
A k²s®rletekben felhaszn§lt elsŖdleges ®s m§sodlagos antitestek 
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M1. ábra  
A három k¿lºnbºzŖ genetikai h§tterŤ mESC vonal pluripotencia jellemz®se. A) A 
fénymikroszkópos felvételek az ESC vonalak morfológiáját és AP -festését mutatja. A fluoreszcens 
mikroszkóppal készített képek a sejtvonalak ICC -festéseit mutatják  a pluripotencia markerekre (kék: 
DAPI, piros: OCT-4, SSEA-1 és NANOG, zöld: ektopikus EGFP, amely expresszióját az ESC 
sejtekben nem vártuk). B) A pluripotencia gének expresszióját  igazoló RT -PCR reakciók . 
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Varga, E., Lauko, A., Tosoki, R., Jakus, M., Polgar, Z., Feher, A., Pirity, M., Kovacs, 

K.A. Pluripotent stem cell-derived cardiac and neural cells for toxicity testing and 

regenerative medicine. Abstracts of the IV Congress of Polish Biotechnology and ñIV 

EUROBIOTECH 2011ò Central European Congress of Life Sciences, Krakow, 

Poland,  12-15. 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 

backgrounds by excisable lentiviral system. ISSCR International Society for Stem Cell 

Research 9th Annual Meeting. Toronto, Canada, 15-18. Jun. 2011. Abstracts (p.180) 

and Poster (#1214) 

Nemes, C., Varga, E., Polgar, Z., Klincumhom, N., Pirity, M., Dinnyes, A. Generation of 

mouse induced pluripotent stem cells by protein transduction. ISSCR International 

Society for Stem Cell Research 9th Annual Meeting. Toronto, Canada, 15-18. Jun. 

2011. Abstracts (p.181.) and Poster 
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Varga, E., Nemes, C., Klincumhom, N., Polgar, Z., Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Pirity, M., 

Dinnyes, A. Generation of transgene-free mouse induced pluripotent stem cells by an 

excisable lentiviral system. DSSCR 4th Dutch Stem Cell Meeting. Leiden, The 

Netherlands, 15. Apr. 2011. Abstract and Presentation 

Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Varga, E., Polgar, Z., Carstea, A.C., Ivics, 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 Cells". Debrecen, 

Hungary, 10-11. Mar. 2011. Abstract (p.14.) 

Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Varga, E., Carstea, A.C., Ivics, Z., Pirity, M., Dinnyes, A. 

Generation of mouse induced pluripotent stem cells from various genetic background 

by sleeping beauty transposon mediated gene transfer. IETS 37th Annual Conference. 

Orlando, USA: Reproduction, 8-12. 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. Pécs, Hungary, 29. Nov. ï 1. Dec. 2010. Abstract (p. 21.) 

Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Varga, E., Ivics, 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) and Poster 

Muenthaisong, S., Ujhelly, O., Varga, E., Ivics, Z., Pirity, M., Dinnyés, A. Generation of 

induced pluripotent stem cells from mouse embryonic fibroblasts by Sleeping Beauty 

Transposon. 9th Transgenic Technology Meeting (TT2010). Berlin, Germany, 22-24. 

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

 

9.4.1.3. Poszter/Absztrakt/ElŖad§s/Konferencia publik§ci· alkalmi magyar kongresszusi 

kiadványban 

Tancos, Z., Ochalek A., Nemes C., Varga E., Bock I., Dinnyes A. Generation of rabbit 

induced pluripotent stem cells (iPSCs) by human reprogramming factors. in Fiatal 

Biotechnológusok Országos Konferenciája (FIBOK 2014). Szeged, Hungary. 7. 

March 2014. Abstract and Poster (p.86) 

Varga, E. Transzgén-mentes Induk§lhat· Pluripotens ŕssejt vonalak alap²t§sa Eg®r 

modellben. Állattenyésztés-tudományi Doktori Iskola fórum. Szent István Egyetem, 

GºdºllŖ, Magyarország , 19. Jún. 2013. Absztrakt 

Dinnyes, A., Varga, E., Berzsenyi, S. Betegspecifikus Ŗssejtek, majd idegsejtek elŖ§ll²t§sa 

bŖr ®s v®r mint§k genetikai ¼jraprogramoz§s§val. Magyar Tudom§nyos Parkinson 

Társaság konferenciája. Budapest, Magyarország , 31. Máj. - 1. Jún. 2013. Absztrakt 

(p. 1-3.) ®s ElŖad§s 

Dinnyes, A., Berzsenyi, S., Nemes, C., Varga, E., Kobolak, J. Emberi indukált pluripotens 

Ŗssejtek az idegrendszeri ®s m§s ºrºkletes betegs®gek kutat§s§nak szolg§lat§ban. 

Transzlációs klinikai idegtudományok: az omikától a proteomikáig. Velence, 

Magyarország , 6-7. Dec. 2013. Absztrakt 

Varga, N., Varga, E., Alm§ssy, Z., Dinnyes, A. ŕssejt ter§pia, Ŗssejt n®lk¿l. 18. Magyar 

Mucopolysaccharidózis és társult betegségek Konferencia. GºdºllŖ, Magyarország , 

14-16. Szept. 2012. Absztrakt és ElŖad§s 
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Pirity, M., Ujhelly, O., Nemes, C., Muenthaisong, S., Rungarunlert, S., Klincumhom, N., 

Varga, E., Polgar, Z., Carstea, A.C., Bodo, S., Dinnyes, A. Testi sejtek genetikai 

¼jraprogramoz§s§nak lehetŖs®gei ï Tools for Genetic Reprogramming of Somatic 

Cells. MBK Napok. GºdºllŖ, Magyarország , 30. Nov. - 1. Dec. 2009. Absztrakt (p. 

16.) 

9.4.2. Az értekezés témakör ®hez nem kapcsol·d· lektor§lt magyar ®s idegen nyelvŤ 

publikációk felsorolása  

9.4.2.1. Impakt faktorral rendelkezŖ, hazai, magyar nyelvŤ folyóirat  

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. Lézer asszisztált in vitro fertilizáció fagyasztott 

spermával nyúl modellben. Magyar Allatorvosok Lapja, 2009. 131(9): p. 562-565. IF: 

0,146 

 

9.4.2.2. Impakt faktorral nem rendelkezŖ, hazai, magyar nyelvŤ folyóirat  

Varga, N., Varga, E., Almassy, Z. A Hunter-szindr·ma korai felismer®s®nek lehetŖs®gei ®s 

diagnosztikai lépései. Gyermekorvos Továbbképzés. 2012.11. évfolyam 5. Szám 

 

9.4.2.3. Poszter/Absztrakt/ElŖad§s/Konferencia publik§ci· alkalmi kongresszusi kiadványban, 

idegen nyelven 

Zhou S., Szczesna K., Avci H., Kobolák J., Varga E., Schmid B., Ochalek A., Rasmussen 

M., Freude K., Cirera S., Dinnyés A., Hyttel P. Role of bFGF and EGF in neural 

rosette formation, ISSCR 2015, Stockholm, Sweden, 24-27. June 2015. Abstract 

Polgar, Z., Boonkusol, D., Varga, E., Dinnyes, A. In vitro development of vitrified in vivo 

and in vitro fertilized pronuclear-stage rabbit embryos. Reproduction in Domestic 

Animals, ESDAR, 2010. 45(3). Abstract (p. 69.) and Poster 

Polgar, Z., Boonkusol, D., Varga, E., Dinnyes, A. Efficient vitrification of pronuclear-stage 

rabbit embryos. in Proceeding of the 3rd General Meeting of GEMINI. Soustons, 

France, 1-3. Oct. 2010. Abstract (p. 60.) 

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. Increase of fertilization with frozen semen in 

laser-assisted rabbit in vitro fertilization. Magyar Allatorvosok Lapja, 2009. 131(9): p. 

562-565. Abstract and Presentation 

Varga, E., Polgar, Z., Bodo, S., Dinnyes, A. Laser-assisted zona-drilling increased in vitro 

fertilization with frozen semen in rabbit. Reproduction in Domestic Animals, ICAR 

2008, Budapest, Hungary, 13-17. Jul. 2008. Abstract (43: p. 138-139) and Poster 

(#337) 
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9.4.3. Egyéb tudományos tevékenységek  

9.4.3.1. ElŖad§s 

Varga E. iPSCs as neurodegenerative disorder models. 1st Autism spectrum disorder 

workshop, Godollo, Hungary, 06. Nov. 2014 

Varga E. MPS-II disease specific iPSC generation for disease modelling and drug screening. 

20th Hungarian Mucopolysaccharidosis diseases conference, Godollo, Hungary, 04. 

Okt. 2014 

Varga E., Nemes, C., Varga, N., Berzsenyi, S., Dinnyes, A. Betegség-specifikus humán iPS 

vonalak l®trehoz§sa. MezŖgazdasagi Biotechnol·giai Kutatokopont, Godollo, MBK 

Napok 21-22. Nov. 2013  

Varga E. Hogyan csin§ljunk Ŗssejtet: Induk§lhat· pluripotens Ŗssejtek (iPS). (How to 

generate stem cells: Induced pluripotent stem cells (iPS). Scientific forum for 

Medical doctors, Budapest, Hungary Madarász Street Children's Hospital 2011. 

 

9.4.3.2. ElŖad§s ®s gyakorlat tart§sa 

Varga, E. How iPS cells are generated/IPS cell generation from blood and fibroblast ï 

technical advices. EpiHealthNet, Annual Scientific Trainings, 28-29. Nov. 2013 

 

9.4.3.3. Képzésen való részvétel  

From nano- to macro biomaterials (design, processing, characterization, modeling) and 

applications to stem cells regenerative orthopedic and dental medicine. April 8-11, 2013: 

COST Action MP1005, (NAMABIO), Ancona, Olaszország 

 

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

July, 2013 (6 hét), Campus Hungary Ösztöndíj, Utrecht University, Faculty of Veterinary 

Medicine, Utrecht, Hollandia 
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10. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

A dolgozatom elk®sz²t®s®hez sz¿ks®ges k²s®rleteket a MezŖgazdas§gi Biotechnol·giai 

Kutatóközpontban Dr. Dinnyés András munkacsoportjában végeztem. 

Köszön ettel tartozom t®mavezetŖmnek Prof. Dinnyés Andrásnak, aki pályafutásomat 

diplomadolgozó korom óta segítette, és a munkámhoz folyamatos és nélkülözhetetlen szakmai 

támogatást nyújtott.  

Szeretnék köszönetet mondani Dr. Nemes Csillának, aki munkámat közvetlenül 

segítette és folyamatos technikai valamint szakmai segítségével járult hozzá a tudományos 

elŖmenetelemhez, valamint a publik§ci·m ®s dolgozatom ºssze§ll²t§s§ban ®s jav²t§s§ban is 

nagy segítségemre volt. 

Továbbá, köszönettel tartozom Dr. Kobolák Juliannának a doktori értekezésem 

összeállításában és átnézésében nyújto tt nélkülözhetetlen segítséget . 

Nagy köszönettel tartozom Prof. Christine Mummery-nek és Dr. Richard Davis-nek 

akikkel kollaborációnk eredmények®nt tºbb kºzºs publik§ci·nk is sz¿letett, ®s akiktŖl nagyon 

sok szakmai támogatást kaptam munkám során. 

Hálával tartozom Dr. Polgár Zsuzsannának és Kovács Lászlónak, akik a kiméra 

teszteket végezték el számomra. Szeretnék köszönetet mondani Kovács Eszter 

koll®ganŖmnek, aki a dolgozatom §tn®z®s®ben volt seg²ts®gemre. Továbbá szeretném 

megköszönni a kutató csoportom többi tagjának a munkám során nyújtott áldozatos 

segítségüket.  

Külön kös zönettel tartozom szüleimnek, családomnak, és barátaimnak, akik végig 

mellettem álltak és támogattak. 

Munkám anyagi fedezetét a Kutató Kari Kiválósági Támogatás ï Research Centre of 

Excellence- 8526-5/2014/TUDPOL, EU FP7 (InduStem, PIAP-GA-2008-230675; RabPStem, 

PERG07-GA-2010-268422; ANISTEM, PIAPP-GA-2011-286264; STEMMAD, PIAPP-GA-

2012-324451; EPIHEALTH, HEALTH-2012-F2-278418; Resolve, FP7-Health-F4-2008-

202047; InduHeart, PEOPLE-IRG-2008-234390; STEMCAM, PIAP-GA-2009-251186); 

Bonus Resolve, OMFB-01660/2009; Research Centre of Excellence, 17586-

4/2013/TUDPOL; PartnErS, PIAP-GA-2008-218205; PluriSys, HEALTH-2007-B-223485; 

Bonus Plurisys, OMFB-00236/2010; és NKTH/KPI (NKTH-OTKA FP7 "Mobility" 

HUMAN-MB08C-80205) pályázatok biztosították.  
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